
基金项目：国家中医药管理局全国中药特色技术传承人才培训项目［国中医药人函（２０１５）１６８］
作者简介：周宝玉（１９６８１０—），大学本科，主任中药师，中药房主任，研究方向：中药的鉴定，Ｅｍａｉｌ：４９５２０４１９４＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：虞文妹（１９７２０１—），女，大学本科，主任中药师，研究方向：中药的传统技术，Ｅｍａｉｌ：８９２５１４９６５＠ｑｑｃｏｍ

复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷的

高效液相色谱法含量检测

周宝玉　虞文妹
（南京中医药大学附属常州市武进中医医院中药房，南京，２１３１６１）

摘要　目的：评价采用高效液相指纹图谱分析复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷的含量。方法：首先制备复方鱼腥草胶
囊供试品溶液及连翘苷、黄芩苷对照品溶液，通过文献检索和预实验优化高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹图谱的条件，色谱
条件为采用ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＰｈｅｎｙｌＣ１８保护柱（５μｍ），以室内温度为柱温，进样量为２０μＬ以乙腈为流动相 Ａ，以水 ＋
００２％磷酸为流动相Ｂ，流速１０ｍＬ／ｍｉｎ：检测波长为３２７ｎｍ；进行线性回归、精密度、重复性、稳定性、专属性试验和加样
回收率试验，考察ＨＰＬＣ方法学的严谨性，检测样品中连翘苷和黄芩苷的含量。结果：复方鱼腥草胶囊中连翘和黄芩专属
性良好。连翘苷回归方程Ｙ＝９８００９Ｘ－８６６５０，ｒ＝０９９９２（ｎ＝５），连翘苷对照品在３２３～１０３０２μｇ／ｍＬ范围内线性关
系良好；黄芩苷回归方程Ｙ＝２１２２８４Ｘ＋１０８８０６，ｒ＝０９９９８（ｎ＝５），黄芩苷对照品在２７４～８７８９μｇ／ｍＬ范围内线性关
系良好。薄层色谱法鉴别连翘苷和黄芩苷经３６５ｎｍ的紫外灯观察发现连翘苷和黄芩苷在阴性对照品位置上相互之间不
存在干扰现象。样品１连翘苷含量０５１ｍｇ，ＲＳＤ为１７２％，黄芩苷含量１４６ｍｇ，ＲＳＤ为４９５％；而样品２连翘苷０５０
ｍｇ，ＲＳＤ为１６９％，黄芩苷含量１４３ｍｇ，ＲＳＤ为４９２％；２组复方鱼腥草胶囊样品中连翘苷和黄芩苷的含量差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。结论：复方鱼腥草胶样品质量可控性、稳定性和专属性均较好。
关键词　高效液相色谱；指纹图谱；复方鱼腥草胶囊；连翘苷；黄芩苷；含量检测；稳定性；专属性
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　　复方鱼腥草胶囊是近年来《中华人民共和国药
典》新增加的中药复方制剂，临床生产和使用量较

大，有多家厂家获得复方鱼腥草胶囊的生产批准文

号，复方鱼腥草胶囊的主要药物组成及比例为鱼腥

２０：草板蓝根５：黄芩５：连翘２：金银花２，该方主要
用于治疗具有风热证候表现，因外感风热而起咽喉

疼痛、急性扁桃体炎、急性咽炎等病症，全方以鱼腥

草为君药清热解毒，以黄芩、板蓝根为臣药，清热泻

火、燥湿凉血、解毒利咽，以连翘和金银花为佐使，助

君臣清散风热，凉血解毒之功［１２］。目前关于复方鱼

腥草胶囊的文献报道较少，有研究显示高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）分析发现鱼腥草中药理活性较多［３４］，

有研究复方鱼腥草合剂中薄层色谱法（ＴＬＣ）研究金
银花的主要成分绿原酸并测定其含量［５］，然对该方

中主要药物的连翘和黄芩，目前的报道研究较少，基

于此，本课题组以测定连翘苷和黄芩苷为主要研究

指标，检测复方鱼腥草胶囊中二者的含量，以满足患

者不同服药需求，现将复方鱼腥草胶囊 ＨＰＬＣ研究
详细报道如下。

１　仪器与试药
１１　仪器　沃特世高效液相色谱仪２６９５，沃谱达仪
器（苏州）有限公司）；外校电子精密天平（梅特勒

ＭＬ８０２，苏上海精学科学仪器有限公司）；ＴＱＣ薄层
板涂布器（ＶＦ２１６１，上海诺彩贸易有限公司）
１２　试剂　色谱 ＨＰＬＣ甲醇，色谱 ＨＰＬＣ冰醋酸、
色谱ＨＰＬＣ乙腈、色谱ＨＰＬＣ磷酸和色谱ＨＰＬＣ无水
乙醇均购于上海展云化工有限公司；中国食品药品

检定研究院提供的超纯水、连翘苷对照品（批号
１１０８２１２０１５１４）和黄芩苷对照品（批号０７１５９９０９）。
１３　分析样品　随机选取２个不同厂家生产的样
品１：复方鱼腥草胶囊（云南云龙制药股份有限公
司，国药准字 Ｚ２００５５６６２）；样品２：复方鱼腥草胶囊
（安徽威尔曼制药，国药准字Ｚ２００５０７０８）。
２　方法与结果
２１　色谱条件　采用 ＡＣＱＵＩＴＹＢＥＨＰｈｅｎｙｌＣ１８保
护柱（５μｍ），以室内温度为柱温，进样量为２０μＬ
以乙腈为流动相 Ａ，以水 ＋００２％磷酸为流动相 Ｂ，
流速１０ｍＬ／ｍｉｎ：检测波长为３２７ｎｍ。
２２　对照品溶液的制备　首先将连翘苷对照品、黄
芩苷对照品放置于６０℃真空干燥至恒重，然后分别
精密称取１０３、５３ｍｇ于５０ｍＬ量瓶中，连翘苷对
照品瓶加入５０％甲醇适量，黄芩苷对照品瓶加入无
水乙醇适量，均超声溶解，混合均匀后制成连翘苷对

照品溶液（０２０６ｍｇ／ｍＬ）和黄芩苷对照品溶液（含

黄芩苷０１０６ｍｇ／ｍＬ）。
２３　供试品溶液的制备　精密称取复方鱼腥草胶
囊的内容物３０ｇ于２０ｍＬ的锥形瓶中并加入适量
甲醇，采用软木塞塞紧瓶口，充分混合均匀后记录重

量，超声处理（功率５００Ｗ）３０ｍｉｎ后，待溶液冷区后
记录重量，比较２次重量，计算重量差并以甲醇补齐
至等重，采用０４５μｍ微孔滤膜过滤混合液制成供
试品溶液。

２４　专属性试验　取同一供试品溶液根据２３制
备的供试品溶液，采用 ＨＰＬＣ对复方鱼腥草胶囊中
连翘、黄芩等进行专属性试验，结果显示如图１和图
２，复方鱼腥草胶囊中连翘和黄芩专属性良好。

图１　连翘专属性试验ＨＰＬＣ色谱图

图２　黄芩专属性试验ＨＰＬＣ色谱图

２５　线性关系考察　分别精密量取连翘苷、黄芩苷
对照品的甲醇溶液３０、６０、１２０、１８０、２４０ｍＬ，分
别置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀后分别
精密吸取１０μＬ，采用ＨＰＬＣ，记录峰面积；以对照品
进样量（μｇ）为横坐标（Ｘ，峰面积积分值为纵坐标
（Ｙ），绘制标准曲线，连翘苷回归方程Ｙ＝９８００９Ｘ－
８６６５０，ｒ＝０９９９２（ｎ＝５），结果表明，连翘苷对照品
在３２３～１０３０２μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好；黄芩
苷回归方程Ｙ＝２１２２８４Ｘ＋１０８８０６，ｒ＝０９９９８（ｎ＝
５），结果表明，黄芩苷对照品在２７４～８７８９μｇ／ｍＬ
范围内线性关系良好。

２６　中间精密度试验　精密吸取１０μＬ同一供试
品溶液，连续进样５次，结果显示相对标注偏差ＲＳＤ
是１１３％，精度度良好。
２７　供试品溶液稳定性试验　在室温下精密吸取
１０μＬ同一供试品溶液，配置后分别放置０、１、４、８、
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１０、１２、２４ｈ后进样检测，结果显示２４ｈ内供试品溶
液基本稳定，ＲＳＤ是１３５％。
２８　重复性试验　精密吸取１０μＬ同一供试品溶
液，在相同色谱条件，相同液相分析仪上检测５次，
结果显示标准偏差ＲＳＤ为１２０％，重复性良好。
２９　回收率试验　采用加样回收法，精密称取５份
已知含量的同一批号样品各约０５ｇ，分别精密加入
２０ｍＬ混合对照品甲醇溶液（０００５３６ｍｇ／ｍＬ），进
行回收率试验测定，计算结果显示平均回收率为

９９０７％，ＲＳＤ为０７５％。见表１和表２。

表１　连翘苷回收率试验测定结果

编号
称样量

（ｇ）
加样量

（ｍｇ）
测得总量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０５８６３０５７５３ １１３３２ ９５５４
２ ０５８６３０５７５３ １１２８４ ９４３３
３ ０５８６３０５７５３ １１５７０ ９９４１ ９７２５ ３１８
４ ０５８６３０５７５３ １１３５１ ９５５６
５ ０５８６３０５７５３ １１６８９ １０１４３

表２　黄芩苷回收率试验测定结果

编号
称样量

（ｇ）
加样量

（ｍｇ）
测得总量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０１２５６０１２２５ ０２４４３ ９６８７
２ ０１２５６０１２２５ ０２５０２ １０１６３
３ ０１２５６０１２２５ ０２４６０ ９８２４ ９８６６ １９４
４ ０１２５６０１２２５ ０２４４９ ９７４１
５ ０１２５６０１２２５ ０２４７８ ９９３２

２１０　样品测定结果
２１０１　薄层色谱法鉴别连翘苷和黄芩苷　将制成
的对照品和供试品溶液分别吸取５μＬ滴于硅胶 Ｇ
薄层板上，在展开剂２３醋酸丁酯：８甲酸：７水的作
用下，经３６５ｎｍ的紫外灯观察发现连翘苷和黄芩苷
在阴性对照品位置上相互之间不存在干扰现象。见

图３。

图３　复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷的鉴别
　　注：１金银花、鱼腥草双阴性对照品，２黄芩阴性对照品，３～５
复方鱼腥草胶囊，６连翘苷，７黄芩苷

２１０２　高效液相色谱分析连翘苷和黄芩苷含量　
在每批样品做３次重复研究取平均值后，结果显示２
个样品中连翘苷和黄芩苷的含量和 ＲＳＤ值均差不
多，具体数值如表３所示。

表３　复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷含量测定结果

检查项目 连翘苷（ｍｇ） ＲＳＤ（％） 黄芩苷（ｍｇ） ＲＳＤ（％）

样品１ ０５１ １７２ １４６ ４９５
样品２ ０５０ １６９ １４３ ４９２

３　讨论
３１　流动相的优化　在分离连翘药材中的连翘苷
和黄芩药材中的黄芩苷的 ＨＰＬＣ研究中，实验室流
动相优化研究中，分别以水甲醇、水乙腈，乙腈
００１％磷酸，乙腈００２％磷酸，乙腈００３％磷酸等
不同的流动相进行分离，经过反复数次的研究后，发

现室内温度为柱温，进样量为２０μＬ时，以乙腈为流
动相 Ａ，以水 ＋００２％磷酸为流动相 Ｂ，流速 １０
ｍＬ／ｍｉｎ：连翘苷和黄芩苷的分离度最大，能够满足
后续研究中连翘苷和黄芩苷的定量测定，由此本研

究最终选择的流动相是乙腈００２％磷酸。
３２　专属性试验的重要性　本研究复方鱼腥草胶
囊由五味药组成，制订了 ＨＰＬＣ色谱法鉴别研究其
专属性进行定性质量评价；本研究的目的是检查复

方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷的含量，而复方鱼

腥草胶囊药味多，药性复杂，在有其他成分存在的可

能情况下，如果连翘苷和黄芩苷这２个需要检测的
成分不具有专属性，那么在后续的含量检测中则可

能因为杂质的影响而造成偏差。假如在专属性试验

中发现含有杂质，那么在杂质可获得的情况下，可以

采用加入杂质到待测样品于未加入杂志的待测样品

进行比较，考察杂质对目标成分含量测定是否存在

干扰性［６８］。基于前期研究条件如精密度、重复性、

稳定性、线性考察和样品回收率等方法的反复试验

调整了最佳 ＨＰＬＣ色谱条件，显示多元指纹图谱是
一种方法简便，且具有高灵敏度、高重复性和较强的

专属性强的一种研究方法［９１２］；本研究结果 ＨＰＬＣ
色谱图显示复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷的专

属性良好。

３３　薄层色谱法与 ＨＰＬＣ结合进行复方鱼腥草胶
囊含量检测的意义　薄层色谱法（ＴＬＣ）以涂布于硅
胶板、玻璃板等支持剂上作为固定相并形成一个均

匀的薄层，加入合适的展开剂作为其流动相，对样品

具有分离、鉴别和定量的功能［１３１７］，由于 ＴＬＣ对生
物高分子的分离效果不够理想［１８１９］，因此在定量性
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研究中，目前的主流研究方法是采用 ＨＰＬＣ进
行［２０２１］，本研究采用 ＴＬＣ与 ＨＰＬＣ２种方法相结合
的方式，对复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷进行

含量检测。复方鱼腥草胶囊的清热解毒功效好，它

是植根于深厚的中医药传统理论基础，同时结合丰

富的临床实践经验而被研发出来的中药复方制剂，

在当今存在“抗生素类药物滥用”的情况下，《中华

人民共和国药典》收录复方鱼腥草胶囊的这一举措，

关注及肯定复方鱼腥草胶囊在临床的广泛适用性和

部分替代抗生素的治疗价值的。研究中为控制复方

鱼腥草胶囊的药物质量的安全性，在对连翘苷和黄

芩苷含量检测之前，首先采用薄层色谱法结合处方

药味所含化学成分及药理学活性，对连翘中的连翘

苷、黄芩中的黄芩苷等进行了定性鉴别，研究结果显

示３批不同的测试样本的色谱斑点清晰，重现性好，
空白均无出现干扰；接着应用多元指纹图谱分析测

定了复方鱼腥草胶囊制剂中连翘苷、黄芩苷的含量，

本研究结果显示样品１连翘苷含量０５１ｍｇ，ＲＳＤ为
１７２％，黄芩苷含量 １４６ｍｇ，ＲＳＤ为 ４９５％；而样
品２连翘苷 ０５０ｍｇ，ＲＳＤ为 １６９％，黄芩苷含量
１４３ｍｇ，ＲＳＤ为４９２％；２组复方鱼腥草胶囊样品
中连翘苷和黄芩苷的含量差异无统计学意义。
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（穗花杉双黄酮），８号（扁柏双黄酮）峰为主，此方
法可用于控制侧柏叶加泥土的掺伪。
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