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益肝片的质量标准研究
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摘要 目的：提升益肝片的质量标准。方法：采用薄层色谱法（TLC）鉴别益肝片中的板蓝根、虎杖；采用高效液相色谱法

（HPLC）对益肝片中的（R,S）-告依春和大黄素进行含量测定。结果：通过TLC鉴别板蓝根、虎杖，相应斑点清晰、分离度好，阴

性无干扰。（R,S）-告依春在进样量0.03～0.15 μg范围内与峰面积线性关系良好（r=0.999 8），平均加样回收率为97.05%，大黄素

在进样量0.049 5～0.297 μg范围内与峰面积线性关系良好（r=1.000 0），平均加样回收率为99.24 %。结论：本质量标准能有效

鉴别益肝片中的板蓝根、虎杖，也能有效测定（R,S）-告依春和大黄素的含量，且该法简便、可靠、重复性好，可用于益肝片的质

量控制。
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Study on the quality standard of Yigan tablet
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Abstract Objective: To improve the quality standard of Yigan tablet. Methods: Isatidis Radix and Polygonum

cuspidatum in Yigan tablet were identified with thin layer chromatography (TLC). The content of (R,S)-Goitrin

and Emodin in Yigan tablet was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). Results: The

spots of Isatidis Radix and Polygonum cuspidatum were clear, well separated and negative without interference

when identified. The peak area of (R,S)-Goitrin ranged from 0.03 μg to 0.15 μg had perfect linear relationship (r=

0.9998) with the injection volume, and the average recovery rate was 97.05%; the peak area of Emodin ranged

from 0.0495 μg to 0.297 μg had perfect linear relationship (r=1.0000) with the injection volume, and the average

recovery rate was 99.24%. Conclusion: The quality standard can not only effectively identify Isatidis Radix and

Polygonum cuspidatum but also can effectively determine the content of (R,S)-Goitrin and Emodin. The method

is simple, reliable and repeatable, and can be used for the quality control of Yigan tablet.
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《2022中国卫生健康统计年鉴》发布的最新统

计数据表明，广西病毒性肝炎发病率是全国平均水

平的 1.6倍[1]，属于高发地区[2]。《慢加急性肝衰竭中

西医结合诊疗指南》、《肝纤维化中西医结合诊疗指

南（2019年版）》等不少指南主张中西医结合，中西

医结合治疗能有效缓解患者的临床症状，促进黄疸
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消退，改善患者的预后[3-4]，中药可以增强疗效，降低

西药的副作用[5]。

益肝片为广西医科大学第一附属医院的医院

制剂，批准文号为桂药制字Z01060139。益肝片具

有提高机体免疫力和保护肝脏的作用，可用于

HBsAg、HBeAg和抗HBc阳性患者，对急性及慢性

病毒性肝炎患者亦有良好效果。处方中含板蓝根、

虎杖、甘草、蟛蜞菊、山豆根、田基黄、黄柏、败酱草

等。本方田基黄清热祛湿解毒，消瘀散结消肿，配

清热解毒的板蓝根共为君药。虎杖祛风利湿、散瘀

定痛，蟛蜞菊清热解毒、凉血止血，山豆根清热解毒

消肿共为臣药。黄柏清热燥湿，败酱草清热解毒活

血为佐药。甘草调和诸药为使药。全方共奏清热

祛湿解毒，散结消肿之效。其中败酱草[6]、甘草[7]、虎

杖[8]、黄柏[9]、蟛蜞菊[10]、山豆根[11]、田基黄[12]对肝炎的

治疗作用现代医学也早有研究，不少研究也证实板

蓝根具有抗病毒作用[13-14]。

伴随着检验技术的进步以及检验设备的普及，

中成药的检验技术也在飞速发展。益肝片现行的

标准过于简单，仅有生物碱和黄酮类的显色鉴别，

缺少主要药材的鉴别以及活性成分的含量测定，相

对滞后，无法保证其临床用药的安全、有效。因此，

益肝片的质量标准也亟需提高。本研究根据《中国

药典》2020年版对处方中的君药板蓝根、臣药虎杖

进行鉴别和相关标志物含量测定，为益肝片质量标

准的制定提供参考。

1 仪器与试药

1.1 仪器

LC-2030C 3D Plus高效液相色谱仪（日本岛津

公司）；ME204型电子天平（梅特勒—托利多仪器有

限公司）；JP-100S超声波清洗机（深圳市洁盟清洗

设备有限公司）；GF254硅胶板（青岛海洋化工有限公

司）；分析G板（青岛邦凯高新技术材料有限公司）；

ZF-7暗箱式三用紫外分析仪（温州铭仁仪器有限公

司）。

1.2 试药

（R,S）-告依春（中国食品药品检定研究院，批

号：111753-202007，含量以 100.0%计）；大黄素（中

国食品药品检定研究院，批号：110756-201913，含量

以96.0%计）；板蓝根、虎杖（中国食品药品检定研究

院，批号：120980-201706、121177-201608，供薄层鉴

别用）；益肝片（制剂室自制，规格：0.3 g/片，批号：

20221205、20221206、20221207）；甲醇（美国 Fisher

公司，批号：221019，色谱级）；乙醇（成都市科隆化

学品有限公司，批号：2021110802，分析纯）；玉米淀

粉（湖北誉承电子商务有限公司，食品级）；硬脂酸

镁（益康食品配料有限公司，食品级）。

2 方法与结果

2.1 板蓝根薄层色谱法（TLC）鉴别

取本品适量去除包衣后研磨成粉末，精密称取

6 g，加入 25 mL乙醇，称重，超声 30 min，补足损失

重量，过滤，取滤液得供试品溶液。取缺板蓝根的

益肝片采用同样的方法提取作为阴性对照溶液。

取板蓝根对照药材，按照工艺和比例制成片剂，再

按照供试品提取方式提取，得对照药材溶液。取（R,

S）-告依春，加适量乙醇，超声 5 min，用乙醇溶解成

0.2 mg/mL的对照品溶液。吸取上述溶液各10 μL，

分别点于同一硅胶GF254薄层板上，以石油醚（60～

90 ℃）—乙酸乙酯（1∶1）溶液为展开剂，展开，取出，

晾干，置紫外灯光（254 nm）下检视。结果供试品色

谱中，在与对照药材色谱相应的位置上，显相同颜

色的荧光斑点。阴性对照溶液与对照药材色谱相

应的位置上无相同颜色的荧光斑点，阴性无干扰，

表明该方法专属性良好，见图1。

1：（R,S）-告依春；2：板蓝根对照药材；3～5：益肝片供试

品（批号分别为 20221205、20221206、20221207）；6：阴性对

照溶液。

图1 板蓝根TLC图

2.2 虎杖TLC鉴别

取本品适量去除包衣后研磨成粉末，精密称取

3 g，加甲醇25 mL，称定重量，超声30 min，补足损失

重量，过滤，取滤液作为供试品溶液。取缺虎杖的

益肝片采用同样的方法提取作为阴性对照溶液。

取虎杖对照药材，按照工艺和比例制成片剂，再按
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照供试品提取方式提取，得对照药材溶液。按照

TLC（通则0502）[15]进行鉴别，吸取上述溶液各5 μL，

分别点于同一硅胶 G 薄层板上，以石油醚（30～

60 ℃）—甲酸乙酯—甲酸（15∶5∶1）上层溶液为展开

剂展开，取出晾干，置紫外灯光（365 nm）下检视。

结果供试品色谱中，在与对照药材色谱相应的位置

上，显示相同颜色的荧光斑点，置于氨蒸气中熏后，

斑点变为红色。阴性对照溶液与对照药材色谱相

应的位置上无相同颜色的荧光斑点，阴性无干扰，

表明该方法专属性良好，见图2。

1：虎杖对照药材；2～4：益肝片供试品（批号分别为

20221205、20221206、20221207）；5：阴性对照溶液。

图2 虎杖TLC图

2.3 （R,S）-告依春含量测定及分析方法验证

2.3.1 色谱条件与系统适用性试验 以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂，以甲醇—0.02 %磷酸溶液

（9∶91）为流动相，流速为 1 mL/min，检测波长为

240 nm，理论塔板数按（R,S）-告依春计算应不低于

5 000。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取（R,S）-告依

春，用乙醇制成浓度为10 μg/mL的对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 取本品适量去除包衣

后研磨成粉末，精密称取2.3 g，加入50 %乙醇15 mL，

充分振摇，超声提取 10 min，过滤，残渣再用 10 mL

50 %乙醇同样方法提取两次，合并滤液。用 15 mL

三氯甲烷萃取滤液，取下层萃取液，上层溶液再用

三氯甲烷萃取两次，每次 10 mL，取下层萃取液，合

并，挥发至10 mL以内，再定容至10.0 mL，用0.22 μm

微孔滤膜滤过，取滤液即得供试品溶液。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 按比例制成无板蓝

根的益肝片，再按照“2.3.3项”的供试品溶液制备方

法制成阴性对照溶液。

2.3.5 专属性考察 分别吸取对照品溶液、阴性对

照溶液、供试品溶液10 μL进高效液相色谱仪，按照

“2.3.1项”的色谱条件进行测定，结果显示，阴性对

照溶液在供试品待测成分色谱峰相应位置无对应

色谱峰，且供试品和对照品相应位置都有对应色谱

峰，光谱图也高度相似。表明阴性无干扰，方法专

属性好，见图3、图4。

A：（R,S）-告依春；B：供试品溶液；C：阴性对照溶液。

图3 （R,S）-告依春含量测定HPLC色谱图
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A：（R,S）-告依春；B：供试品溶液。

图4 （R,S）-告依春色谱峰光谱图

2.3.6 线性关系考察 精密称取（R,S）-告依春对照

品，用乙醇定容至 10 μg/mL的浓度，于HPLC中分

别进样 3 μL、5 μL、7 μL、9 μL、11 μL、13 μL、15 μL，

按“2.3.1项”的色谱条件进行测定，以峰面积为纵坐

标，以对照品进样量为横坐标，计算回归方程，得出

方程为Y=60 511X-2 471.8，r=0.999 8（n=6），对照品

在进样量0.03～0.15 μg范围内线性关系良好。

2.3.7 精密度试验 取同一批次的益肝片样品（批

号：20221205），按“2.3.3项”的供试品溶液制备方法

制成供试品溶液，进样体积为10 μL，按“2.3.1项”的

色谱条件重复测定 6次，计算峰面积RSD，结果（R,

S）-告依春峰面积的 RSD=0.79%，小于 3%，表明该

方法精密度符合要求。

2.3.8 重复性试验 取同一批次益肝片样品（批

号：20221205），分别精密称定，按“2.3.3项”的供试

品溶液制备方法制成 6份供试品溶液，进样体积均

为10 μL，按“2.3.1项”的色谱条件测定面积，计算含

量。平行实验6次，6份样品测得（R,S）-告依春含量

RSD=2.20%，小于3%，符合方法学要求，表明该方法

重复性好。

2.3.9 稳定性试验 取“2.3.8项”下的一份样品，分

别在0 h、2 h、4 h、8 h、16 h、20 h进样，进样体积均为

10 μL，记录峰面积，计算RSD。结果供试品溶液中

（R,S）-告依春在 20 h内测得峰面积RSD=2.57%，小

于3%，表明供试品溶液在20 h内稳定。

2.3.10 加样回收率试验 精密称取（R,S）-告依春，

用乙醇制成浓度为10 μg/mL，精密吸取5.0 mL与精

密称取的 1 g 样品（批号：20221205）混合后按照

“2.3.3项”的供试品溶液制备方法制成加样样品溶

液，进样体积为 10 μL，测定峰面积，计算回收率得

97.05 %（RSD=1.76%），介于 85%～110%，结果表明

样品中（R,S）-告依春回收率良好，符合方法学要求，

见表1。

编号

1

2

3

4

5

6

取样量/g

1.023 1

1.022 1

1.048 8

1.021 6

1.052 3

1.021 6

样品原有量/μg

0.064 05

0.063 98

0.065 65

0.063 95

0.065 87

0.063 95

加入量/μg

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

测得量/μg

0.112 4

0.112 9

0.112 8

0.113 3

0.113 9

0.113 3

回收率/%

96.70

97.84

94.30

98.70

96.06

98.70

平均/%

97.05

RSD/%

1.76

表1 益肝片（R,S）-告依春加样回收率实验结果（n=6）

2.3.11 样品含量测定 取3批次（批号为20221205、

20221206、20221207）的益肝片样品，按照“2.3.3项”

的供试品溶液制备方法制成 3批次供试品溶液，进

样体积为10 μL，按“2.3.1项”的色谱条件进行测定，

计算含量，每克样品含有（R,S）-告依春分别为

0.052 02 mg、0.053 52 mg、0.052 49 mg，均符合本标

准要求。

2.3.12 耐用性考察 取同一份供试品溶液（批号：
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20221205），分别用 Interstil 色谱柱（ODS- 3，5 μ，

4.6 × 250 mm）和 SHIMADZU 色谱柱（Shim- pack

GIST，5 μ，4.6×250 mm），按“2.3.1项”的色谱条件进

行测定，对比理论塔板数和分离度，计算含量。结

果各色谱柱（R,S）-告依春色谱峰理论塔板数符合要

求，分离度均高于 1.5，含量 RSD=0.96%，说明本方

法耐用性好。

2.4 大黄素含量测定及分析方法验证

2.4.1 色谱条件与系统适用性试验 以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂，以甲醇—0.1%磷酸溶液

（80∶20）为流动相，流速为 1 mL/min，检测波长为

254 nm，柱温为 30 ℃，理论塔板数按大黄素计算应

不低于3 000。

2.4.2 对照品溶液的制备 精密称定大黄素，用甲

醇制成浓度为16.5 μg/mL的对照品溶液。

2.4.3 供试品溶液的制备 取本品适量去除包衣

后研磨成粉末，精密称取2 g，加入甲醇30 mL，回流

提取 30 min，过滤，残渣再用甲醇提取两次，每次

20 mL，提取 30 min，合并滤液，挥发至 50 mL以内，

再定容至 50 mL，用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取滤液

即得供试品溶液。

2.4.4 阴性对照溶液的制备 按比例制成缺虎杖

的益肝片，再按照“2.4.3项”的供试品溶液的制备方

法制成阴性对照溶液。

2.4.5 专属性考察 分别吸取对照品溶液、供试品

溶液、阴性对照品溶液 10 μL进高效液相色谱仪按

“2.4.1项”的色谱条件进行测定，对比色谱图和光谱

图。结果显示，阴性对照溶液在供试品待测成分色

谱峰相应位置无对应色谱峰，且供试品和对照品相

应位置都有对应色谱峰，光谱图也高度相似。表明

阴性无干扰，方法专属性好，见图5、图6。

2.4.6 线性关系考察 精密称取大黄素对照品，用

甲醇溶解成 16.5 μg/mL的浓度，于HPLC中分别进

样 3 μL、6 μL、9 μL、12 μL、15 μL、18 μL，按“2.4.1

项”的色谱条件进行测定，以峰面积为纵坐标，以对

照品进样量为横坐标，绘制标准曲线，计算回归方

程，得出方程为Y=72 663X+1 672.4，r=1.000 0（n=6），

大黄素对照品在进样量0.049 5～0.297 μg范围内线

性关系良好。

A：大黄素；B：供试品溶液；C：阴性对照溶液。

图5 大黄素含量测定HPLC色谱图

A：大黄素；B：供试品溶液。

图6 大黄素色谱峰光谱图

2.4.7 精密度试验 取同一批次的益肝片样品（批

号：20221205），按“2.4.3项”的供试品溶液制备方法

制成供试品溶液，进样体积为10 μL，按“2.4.1项”的
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色谱条件重复测定6次，计算峰面积RSD，结果大黄

素峰面积的RSD=0.67%，小于 3%[16]，表明该方法精

密度符合要求。

2.4.8 重复性试验 取同一批次益肝片样品（批

号：20221205），分别精密称定，按“2.4.3项”的供试

品溶液制备方法制成 6份供试品溶液，进样体积均

为 10 μL，按“2.4.1 项”的色谱条件测定，测定峰面

积，计算含量。平行实验 6次，6份样品测得大黄素

含量RSD=1.60%，小于3%[17]，符合方法学要求，表明

该方法重复性好。

2.4.9 稳定性试验 取“2.4.8重复性试验项”下的

一份样品，分别在0 h、3 h、6 h、18 h、30 h、42 h进样，

记录峰面积，计算 RSD。供试品溶液中大黄素在

42 h内测得峰面积RSD=0.57%，小于 3%，表明供试

品溶液在42 h内稳定。

2.4.10 加样回收率试验 精密称取 1 g益肝片样

品粉末（批号：20221205），按照“2.4.3项”的供试品

提取方法提取，挥发提取液至25 mL以内，再精密加

入 25 mL浓度为 16.5 μg/mL的大黄素甲醇溶液，混

合液定容至 50 mL即得加样样品溶液，进样体积为

10 μL，按“2.4.1项”的色谱条件测峰面积，计算回收

率，见表 2，结果表明样品中大黄素回收率限度在

85%～110%范围内 [17]，回收率良好，符合方法学要

求。

编号

1

2

3

4

5

6

取样量/g

1.115 7

1.113 1

1.136 8

1.114 9

1.125 1

1.113 8

样品原有量/μg

0.080 84

0.080 66

0.082 37

0.080 79

0.081 52

0.080 71

加入量/μg

0.082 5

0.082 5

0.082 5

0.082 5

0.082 5

0.082 5

测得量/μg

0.164 3

0.163 3

0.163 1

0.163 1

0.161 6

0.162 7

回收率/%

101.16

100.17

97.85

99.77

97.07

99.39

平均/%

99.24

RSD/%

1.52

表2 大黄素加样回收率试验结果

n=6

2.4.11 样品含量测定 取3批次（批号为20221205、

20221206、20221207）的益肝片样品，按照“2.4.3项”

的供试品溶液制备方法制成 3批次供试品溶液，进

样体积为10 μL，按“2.4.1项”的色谱条件进行测定，

计算含量，每克样品含有大黄素分别为0.359 9 mg、

0.358 0 mg、0.355 4 mg均符合本标准要求。

2.4.12 耐用性考察 取同一份供试品溶液（批号：

20221205），分别用 Interstil色谱柱（ODS-3，5 μ，4.6×

250 mm）和 SHIMADZU 色谱柱（Shim-pack GIST，

5 μ，4.6×250 mm），按“2.4.1项”的色谱条件进行测

定，对比理论塔板数和分离度，计算含量。结果各

色谱柱大黄素色谱峰理论塔板数符合要求，分离度

均高于 1.5[17]，含量RSD=2.36%，说明本方法耐用性

好。

3 讨 论

3.1 质量评价指标的选择

益肝片处方中含有 8味中药材，其中药典对板

蓝根、虎杖含量测定对照品分别为（R,S）-告依春、大

黄素，本质量标准对君药板蓝根和臣药虎杖进行了

鉴别和含量测定，具有一定的代表性。其余药材有

的是因为处方成分复杂，干扰太多，有的是药材没

有建立国家或者地方标准未购得对照药材，因此还

没建立相应的鉴别或者含量测定方法，其他味药材

的质量控制方法还有待深入研究。

3.2 专属性考察

在建立大黄素含量测定的时候，笔者发现采用

乙醇提取样品出现的目标峰光谱图与对照品的光

谱图不相似，说明有假目标峰出现。而经由甲醇提

取后，供试品的目标峰光谱图才与对照品的光谱图

高度相似，因此在建立分析方法过程中，笔者认为

有必要对比目标峰的光谱图。

3.3 供试品溶液提取方式的考察

3.3.1 （R,S）-告依春含量测定 用乙醇提取样品后

进样，杂质太多，峰分离不好，经过改变流动相以及

梯度洗脱效果依然不好。用乙醇提取再用三氯甲
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烷萃取后，有效去除大量杂质，色谱峰分离度好，而

且对称。益肝片样品按照“2.3.3项”供试品溶液的

制备方法经过乙醇3次提取后再经过三氯甲烷3次

萃取，与制粒前板蓝根中（R,S）-告依春含量对比，结

果RSD=1.64%（n=6），表明该提取方法能充分提取

出样品中的（R,S）-告依春。

3.3.2 大黄素含量测定 大黄素对照品和供试品

经过乙醇提取，均未有目标峰出现，改用甲醇提取

后，峰分离度好，峰形对称。虎杖按工艺提取后得

到的浸膏采用和益肝片样品同样的提取方式，按照

“2.4.3项”供试品溶液的制备方法经过甲醇 3次提

取，对比其中的大黄素含量，结果显示，RSD=1.49%

（n=6），表明该提取方法能充分提取出益肝片样品

中的大黄素。

本文制定的质量控制方法较全面、操作简便，

指标具有代表性，方法专属性强、灵敏度高、重复性

好，可作为益肝片质量标准制订的技术支撑。
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