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中药研究

高效液相色谱法测定银花感冒冲剂中绿原酸含量

陈　述　席桂同
（中国中医科学院西苑医院，北京，１０００９１）

摘要　目的：建立测试银花感冒冲剂中绿原酸含量的高效液相方法，并对此方法进行系统的方法学验证，以确保应用该方
法测试的结果准确、可靠。方法：采用色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８柱（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），流动相：甲醇 －
０５％磷酸溶液（１５∶８５），检测波长为３２７ｎｍ。结果：绿原酸在２５～８００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，得到线性回归方程
为Ｙ＝２７８８Ｘ＋２１２８，相关系数为０９９９８（ｎ＝６）；低、中、高浓度精密度的ＲＳＤ值分别为０５９％、０５８％、０４４％；重复性
ＲＳＤ为０２６％；低、中、高浓度的加样回收率分别为９９２４％、９９４３％、９９７５％；供试品溶液室温放置８ｈ稳定，ＲＳＤ为
０２９％。结论：本方法测定银花感冒冲剂中绿原酸的含量准确、可靠，操作简单、用时短，可用于银花感冒冲剂中绿原酸的
含量测定。

关键词　高效液相色谱法；绿原酸；银花感冒冲剂；含量测定
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＣｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃＡｃｉｄｉｎＹｉｎｈｕａｇａｎｍａｏＧｒａｎｕｌｅｓｂｙＨＰＬＣ

ＣｈｅｎＳｈｕ，ＸｉＧｕｉｔｏｎｇ
（ＸｉｙｕａｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｉｎａＡｃａｄｅｍｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００９１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｐｈａｓｅｍｅｔｈｏｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｏｆＦｌｏｓ
ＬｏｎｉｃｅｒａｅｉｎＧａｎｍａｏｇｒａｎｕｌｅｓ，ａｎｄｔｏｅｎｓｕｒｅｔｈａｔｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓａｒｅａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅｂｙｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎ：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（４．６×１５０ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，Ａｍｅｒｉｃａｎ），ａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ：０．
５％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（１５：８５），ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ３２７ｎｍ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｉｎ２５ｕｇｍＬ－１－８００ｕｇ
·ｍＬ－１ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗａｓｇｏｏｄ，ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓＹ＝２７．８８Ｘ＋２．１２８，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｗａｓ０．９９９８
（ｎ＝６）；ｌｏｗ，ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＲＳＤｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ０．５９％，０．５８％，０．４４％；ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅＲＳＤ０．２６％；ｌｏｗ，ｒｅｃｏｖｅｒ
ｉｅｓ．Ｔｈｅｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ９９．２４％，９９．４３％，９９．７５％；ｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｐｌａｃｅｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ８
ｈ，ａｎｄＲＳＤｗａｓ０．２９％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｉｎＦｌｏｓＬｏｎｉｃｅｒａｅｃｏｌｄｇｒａｎ
ｕｌｅｉｓａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅｗｉｔｈｓｉｍｐｌｅｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｓｈｏｒｔｔｉｍｅ．ＩｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｉｎＦｌｏｓ
ＬｏｎｉｃｅｒａｅｉｎＧａｎｍａｏｇｒａｎｕｌｅｓ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＨＰＬＣ；Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；Ｙｉｎｈｕａｇａｎｍａｏｇｒａｎｕｌｅｓ；Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
中图分类号：Ｒ２８４２ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１５．０１．０２６

　　银花感冒冲剂是临床常用的感冒药，由金银花、
连翘、防风、桔梗、甘草五味药制成，具有清热，解表，

利咽功效，临床主要用于用于感冒发热、头痛、咽喉

肿痛［１］。绿原酸是金银花的主要有效成分之一，具

有消炎抗菌、抗氧化、抗衰老、利胆降压、抗肿瘤等药

理作用，是银花感冒冲剂质量控制的重要指标之

一［２］。笔者采用高效液相方法建立了实用、准确、可

靠的绿原酸含量检测方法，通过方法学验证，具体叙

述如下。

１　实验材料
１１　仪器与设备　岛津 ２６５型紫外分光光度计；
Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０型高效液相色谱仪（配有脱气机、自动

进样器、恒温箱、液相色谱泵、柱温箱及荧光检测

器），由 Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ化学工作站系统控制（Ａｇｉｌｅｎｔ，
德国）；ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＡＢ１３５Ｓ型十万分之一
天平（ＭＥＴＴＬＥＲ，瑞士）；ＸＷ８０Ａ涡旋混合器（上海
沪西分析仪器厂）；ＴＧＬ１６Ｍ型冷冻离心机（长沙英
泰仪器有限公司）；ＡＨＬ２００１Ｐ痕量型分析型超纯
水机（艾科浦，重庆颐洋企业发展有限公司）。

１２　试药与材料　绿原酸对照品：由中国药品生物
制品检定研究院提供，批号：１１０７５３－２００４１３；银花
感冒冲剂：由内蒙古某股份有限公司提供，批号：

１４０１０６、１４０１１３、１４０１２０、１４０１２７、１４０２１０；磷酸：天津
科密欧化学试剂有限公司，分析纯，批号：１３０３１５；甲
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醇：美国Ｔｅｄｉａ公司，色谱纯，批号：１２０２２５７；纯水：自
制去离子超纯水。

２　方法
２１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８柱（４６ｍｍ
×１５０ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；保护柱：ＧｅｍｉｎｉＣ１８
（４ｍｍ×３０ｍｍ，１０μｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ，美国）；流动
相：甲醇 －０５％磷酸溶液（１５∶８５）；流速：１２ｍＬ／
ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：５μＬ。检测波长３２７ｎｍ。
２２　溶液的配制
２２１　对照品溶液的配制　精密称取绿原酸对照
品５０ｍｇ，置于５０ｍＬ容量瓶中，加适量流动相溶解
后，再用流动相稀释至刻度线，摇匀，即得浓度为１
ｍｇ／ｍＬ的绿原酸对照品储备溶液，置于４℃冰箱保
存。

２２２　供试品溶液的配制　取银花感冒冲剂 １０
包，精密称定，研碎，精密称取适量（约１０００ｍｇ），置
于带塞锥形瓶中，加入约２０ｍＬ５０％甲醇水溶液，超
声处理０５ｈ，充分摇匀，冷却至室温，完全转移至５０
ｍＬ的容量瓶中，再用５０％甲醇水溶液定容至刻度
线，摇匀。进样前用０４５μｍ的微孔滤膜过滤后，取
续滤液进样５μＬ。
２２３　阴性对照液　制备缺少金银花的空白银花
感冒冲剂（金银花成分以基质代替，其余处方同银花

感冒冲剂），再按“２２２供试品溶液的配制”项下方
法，配制成阴性样品溶液。

２３　检测波长的选择　以流动相作为空白对照，将
绿原酸对照液和供试品溶液在紫外分光光度计上扫

描，扫描区间为２００～３５０ｎｍ，结果得出，绿原酸在
３２７ｎｍ处显示有最大吸收。因此，选择３２７ｎｍ作为
检测波长。

２４　系统适用性与专属性考察　分别取绿原酸对
照品溶液、阴性对照液、供试品溶液适量，在上述色

谱条件下进样２０μＬ。记录并观察３份溶液的色谱
图。结果得出，绿原酸峰的理论塔板数不低于 ３
０００，阴性对照液中无干扰峰干扰测定，对照液与供
试液中绿原酸峰的保留时间一致，绿原酸峰周围无

干扰峰，基质不干扰测定，本方法专属性好。典型色

谱图如下图１所示。
２５　线性关系考察　精密移取浓度为１ｍｇ／ｍＬ的
绿原酸对照品储备溶液适量，用流动相逐级稀释成

含绿原酸浓度为 ８００μｇ／ｍＬ、４００μｇ／ｍＬ、２００μｇ／
ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ等６个浓度级
别的系列对照品工作溶液，进样５μＬ。记录各浓度
绿原酸对照液的峰面积。结果得出，绿原酸在２５～

８００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，以绿原酸浓度为
横坐标，所得峰面积为纵坐标，得线性回归方程为 Ｙ
＝２７８８Ｘ＋２１２８，相关系数为０９９９８（ｎ＝６）。

图１　专属性考察图谱

２６　精密度考察　配制低、中、高浓度（绿原酸浓度
为５０μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ、６４０μｇ／ｍＬ）的对照品工
作溶液，每个浓度平行配制５份，分别进样５μＬ，记
录峰面积，见表１。结果得出，低、中、高浓度绿原酸
的ＲＳＤ值分别为０５９％、０５８％、０４４％，表明精密
度良好。

表１　精密度考察结果

组份

低浓度（５０μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

中浓度（２００μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

高浓度（６４０μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

１ ５０５０ １０１０ １９９１ ９９６ ６３７８ ９９７
２ ４９８６ ９９７ １９８９ ９９５ ６４１２ １００２
３ ５０５５ １０１１ ２０１５ １００８ ６４２９ １００５
４ ５００６ １００１ ２００８ １００４ ６３６５ ９９５
５ ５０３３ １００７ １９９３ ９９７ ６４２１ １００３

平均值 ５０２６ １００５ １９９９ ９９９６ ６４０１ １０００
ＲＳＤ（％） ０５９ ０５８ ０４４

２７　重复性考察　取同一批次的供试品６份，按照
“２２２”项下方法配制成 ６份供试品溶液，进样 ５
μＬ，记录峰面积，见表２。结果得出绿原酸峰面积的
ＲＳＤ值为０２６％，表明该方法重现性良好。

表２　重复性考察结果

编号
Ｎｏ

１ ２ ３ ４ ５ ６ Ｍｅａｎ
ＲＳＤ
（％）

峰面积 ２１０４ ２１１４ ２１１７ ２１１７ ２１０７ ２１０８ ２１１１ ０２６

表３　加样回收率考察结果

组份

低浓度（５０μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

中浓度（２００μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

高浓度（６４０μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

１ ６２８２５ ６１４７ １３７８２５ １３５７２ ３５７８２５ ３５７３１
２ ６２８２５ ６３５４ １３７８２５ １３７７１ ３５７８２５ ３５４７９
３ ６２８２５ ６２２２ １３７８２５ １３８０５ ３５７８２５ ３５５５４
４ ６２８２５ ６２１４ １３７８２５ １３５８９ ３５７８２５ ３５９０１
５ ６２８２５ ６２３６ １３７８２５ １３７８５ ３５７８２５ ３５８０８
Ｍｅａｎ ６２８２５ ６２３５ １３７８２５ １３７０４ ３５７８２５ ３５６９５

回收率（％） ９９２４ ９９４３ ９９７５
ＲＳＤ（％） １２ ０８ ０５

２８　加样回收率考察　精密移取同一已知（７５６５
μｇ／ｍＬ）的供试品溶液１ｍＬ，平行５份，分别加入低、
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中、高浓度（绿原酸浓度为 ５０μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ、
６４０μｇ／ｍＬ）的对照品工作溶液１ｍＬ，混匀，进样，记
录峰面积，见表３。本实验所得绿原酸低、中、高浓
度的加样回收率分别为９９２４％、９９４３％、９９７５％，
ＲＳＤ分别为１２％、０８％、０５％。
２９　稳定性考察　取同一份供试品溶液（７５６５
μｇ／ｍＬ），分别在室温下放置０ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ后测
定，记录色谱峰，见表４。结果得出，在室温下放置
８ｈ后测定的 ＲＳＤ值为０２９％，可说明绿原酸供试
品溶液室温放置８ｈ稳定。

表４　室温放置稳定性考察结果

时间 ０ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ

峰面积 ２１４３ ２１３１ ２１４６ ２１２６
２１３７ ２１２６ ２１３９ ２１３９
２１３２ ２１２５ ２１４２ ２１４２
２１４７ ２１３６ ２１３９ ２１３９
２１３６ ２１３５ ２１３５ ２１３５

Ｍｅａｎ ２１３９ ２１３１ ２１４０ ２１３６
ＲＳＤ（％） ０２７ ０２４ ０１９ ０２９
总ＲＳＤ（％） ０２９

２１０　样品含量测定　取 ５个批次（批号分别为
１４０１０６、１４０１１３、１４０１２０、１４０１２７、１４０２１０）的银花感
冒冲剂，按上述“２２２”项下方法配制成供试品溶
液，取配制好的供试品溶液，进样５μＬ，每个批次平
行测定３次，记录峰面积，采用外标法计算银花感冒
冲剂中绿原酸的含量，含量计算结果见表５。５个批
次的银花感冒冲剂中绿原酸的含量分别为 ３７４９
ｍｇ／ｇ、３７５１ｍｇ／ｇ、３７４６ｍｇ／ｇ、３７４６ｍｇ／ｇ、３７４７
ｍｇ／ｇ。

表５　含量测定结果

批号 １４０１０６ １４０１１３ １４０１２０ １４０１２７１４０２１０

绿原酸含量（ｍｇ／ｇ） ３７４０ ３７５９ ３７４９ ３７４７ ３７４５
３７５３ ３７５０ ３７４８ ３７４３ ３７４９
３７５５ ３７４４ ３７４２ ３７４８ ３７４７

Ｍｅａｎ ３７４９ ３７５１ ３７４６ ３７４６ ３７４７
ＲＳＤ（％） ０２２ ０２０ ０１０ ００７ ００５

３　讨论
银花感冒冲剂是由金银花、连翘、防风、桔梗、甘

草五味药制成，具有清热，解表，利咽功效，临床主要

用于用于感冒发热、头痛、咽喉肿痛。方中金银花为

君药，具有清热解毒、凉散风热的功效［３］。金银花中

含有的化学成分很多，主要包括有机酸类、挥发油

类、黄酮类、皂苷类等。有机酸类化合物是金银花最

重要的化学组成部分，也是最主要的有效成分，包括

绿原酸、异绿原酸、棕榈酸等［４］。绿原酸是其主要成

分，是金银花抗菌消炎药效特征的有效成分。绿原

酸不仅仅是金银花生药材的质量控制指标，也是含

有金银花的中成药或制剂的质量控制指标。

目前绿原酸的测定方法主要有紫外分光光度

法、高效液相色谱法、液质联用法等。２０１０版《中华
人民共和国药典》中确定了金银花中绿原酸的高效

液相测定方法，一些学者也进行了绿原酸的含量测

定方法研究，并取得了很好的研究成果［６－１０］。肖文

平等［１１］应用紫外分光光度法，对比分析对不同花期

的金银花应用不同的提取方法所测得的金银花中绿

原酸的含量，研究结果得出，乙醇回流法的提取效率

高于超声提取，花苞期金银花中绿原酸的含量高于

金银花原液。钟方晓［１２］采用了紫外分光光度法和

高效液相色谱法两种方法分别测定了金银花中绿原

酸和异绿原酸的含量，研究发现，紫外分光光度法测

得结果为绿原酸和异绿原酸的总含量，高效液相方

法则能将二者的含量分开测定，实验数据证实，高效

液相法所得绿原酸和异绿原酸的含量之和与紫外分

光光度计测得的数据基本相符。说明紫外分光光度

法不适宜单独测定绿原酸的含量［１３－１４］。

为了更方便快捷、准确有效的做好银花感冒冲

剂的质量控制工作，笔者应用高效液相方法对银花

感冒冲剂中绿原酸的含量进行了测定，对各项条件

进行了摸索，最终确定了适宜的流动相，波长，供试

品处理方法等条件，建立了一套高效、可靠的方法。

流动相是应用甲醇 －０５％磷酸溶液（１５∶８５），流速
为１２ｍＬ／ｍｉｎ，该色谱条件下，绿原酸峰型良好，能
取得很好的分离度，绿原酸峰周围无干扰峰，无基质

干扰测定。通过方法学验证得出结果，低、中、高浓

度的精密度良好，ＲＳＤ值分别为 ０５９％、０５８％、
０４４％；重现性好，重现性ＲＳＤ值为０２６％；该方法
实验所得低、中、高浓度的加样回收率分别为

９９２４％、９９４３％、９９７５％。实验测得本次抽取的５
个批次 （批号分别为 １４０１０６、１４０１１３、１４０１２０、
１４０１２７、１４０２１０）的银花感冒冲剂中绿原酸的含量分
别为 ３７４９ｍｇ／ｇ、３７５１ｍｇ／ｇ、３７４６ｍｇ／ｇ、３７４６
ｍｇ／ｇ、３７４７ｍｇ／ｇ。本研究结果与李建芳等人研究
结果大体一致［２］，但本实验制剂中所含绿原酸的含量

略高，这与制剂配方及金银花的类别，供试品的提取

处理方法有一定的关系。

总之，本方法用于测定银花感冒冲剂中绿原酸

的含量准确、可靠，操作简单、用时短，可用于银花感

冒冲剂的含量测定，用于该制剂的质量控制。

（下接第１０３页）
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能与配方颗粒在浓缩与喷雾干燥过程中受热有

关［１３－１８］。从表７、表８可以看出，不同批次配方颗粒
组成的生脉散配方颗粒汤剂中，５羟甲基糠醛含量
有一定差异，其可能是药材来源、质量不同所致。１０
批生脉散配方颗粒含量在７２６～２３２２ｍｇ／剂之间。
随着加热时间的推移，配方颗粒汤剂中５羟甲基糠
醛含量会逐渐增多，说明加热有可能使配方颗粒汤

剂中其他物质转化为５羟甲基糠醛［１９］。

４　讨论
传统煎煮方法由于受到诸多不易规范统一的因

素影响，如个人习惯、对火候的判断、加水量多少等，

皆可导致传统饮片汤剂中有效成分的溶出含量变化

较大［１０］。而中药配方颗粒采用同一工艺规程生产，

有效成分含量相对稳定。在临床应用中，配方颗粒

汤剂比传统饮片汤剂更有利于稳定地发挥疗效。

本实验发现，生脉散配方颗粒汤剂成分与传统

饮片汤剂并无区别，含量甚至优于传统饮片汤剂，说

明从化学成分上中药配方颗粒在替代传统饮片汤剂

中应用可行。但中药的成分相当复杂，不能单以一

个或几个指标成分的相当或不相当来进行评价，研究

配方颗粒在临床上替代传统饮片汤剂的可行性，还需

进行药效学及临床疗效的对比研究来加以验证。
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