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摘要　目的：建立清热解毒口服液的质量控制方法。方法：选取薄层色谱法，鉴别连翘、黄柏、栀子、赤芍等主要药效成分；
采用高效液相色谱法测定方中君药金银花的主要药效成分绿原酸的含量。结果：确立了清热解毒口服液中连翘、黄柏、栀

子、赤芍的薄层色谱鉴别方法。在选定的高效液相色谱条件下，建立了清热解毒口服液中绿原酸的含量测定方法，其方法

学均符合药典要求。结论：本实验建立的定性鉴别和含量测定方法简便、准确、重复性好，适用于清热解毒口服液的质量

控制。

关键词　清热解毒口服液；薄层色谱法；高效液相色谱法；绿原酸；质量标准
ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅＱｕａｌｉｔｙＳｔａｎｄａｒｄｏｆＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ

ＢａｉＮｉ１，ＬｉｕＪｉｅ２，ＺｈａｎｇＨｏｎｇｍｅｉ１，ＹａｎｇＺｈｅｎｐｉｎｇ１

（１Ｙａｎ′ａｎＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｙａｎ′ａｎ７１６０００，Ｃｈｉｎａ；
２Ｙａｎ′ａｎＤｉｓｅａｓｅＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＣｅｎｔｅｒ，Ｙａｎ′ａｎ７１６０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴＬＣ（ＴｈｉｎＬａｙｅｒＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ）ｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ，ＣｏｒｔｅｘＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ，ＦｒｕｃｔｕｓＧａｒｄｅｎｉａｅａｎｄＲａｄｉｘ
ＰａｅｏｎｉａｅＲｕｂｒａ，ａｎｄＨＰＬＣ（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｓｏｆｔｈｅ
ｍａｉｎｄｒｕｇＦｌｏｓＬｏｎｉｃｅｒａｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｔｈｅＴＬＣａｂｏｕｔＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ，ＣｏｒｔｅｘＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ，ＦｒｕｃｔｕｓＧａｒ
ｄｅｎｉａｅａｎｄＲａｄｉｘＰａｅｏｎｉａｅＲｕｂｒａｅｔｃｉｎＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．ＵｎｄｅｒｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＨＰＬＣ，ａｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｓｉｎＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｃｏｍｐｌｉｅｓｗｉｔｈｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒ
ｍａｃｏｐｅｉａ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ；ＴｈｉｎＬａｙｅｒＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄｓ；Ｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄ
中图分类号：Ｒ２８９５；Ｒ２８４ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１９．０２．０１０

　　清热解毒口服液由金银花、连翘、黄连、黄芩、黄
柏等１０味中药组成，是延安市中医医院名老中医根
据多年经验总结的临床经验方，具有清热解毒、滋阴

泻火的功效。适用于热毒内盛所致的发热面赤，烦

燥口渴，咽喉肿痛，身起疮疡疔毒，如流感、上呼吸道

感染见上述证候者亦可应用。该口服液批准文号为

陕药管制字［２００１］第３６８６号，临床应用已有２０余
载，患者反映良好。

清热解毒口服液现行质量标准鉴别项目只有绿

原酸的薄层色谱鉴别，专属性差，为完善该制剂的质

量控制标准，提高患者用药安全度，让患者放心服用

该口服液，我们通过薄层色谱法对方中主要药效成

分进行了定性鉴别研究，最终选取了连翘、黄柏、栀

子、芍药４种分离度较好，斑点清晰，重复性好的成
分列入质量标准。此外采用高效液相色谱法测定方

中君药金银花的主要药效成分绿原酸的含量。为严

格控制清热解毒口服液的质量，提升其质量标准提

供了定性定量实验依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　岛津 ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本
岛津公司）；超声波清洗器（上海安宁科学仪器公

司）；ＢＰ２１０Ｓ型电子天平（德国 ＳＡＲＴＯＲＩＵＳ公司）。
ＺＦＣ型三用紫外分析仪（上海康禾光电仪器有限公
司）；２０２１型电热恒温干燥箱（天津市泰斯特仪器
有限公司）；电热恒温水浴锅（天津市泰斯特仪器有

限公司）；ＨＤＭ１０００数显控温电热套（北京中兴伟
业仪器有限公司）；ＴＧ３２８Ｂ分析天平（上海精科天
平，精密度０１ｍｇ）；ＸＹ６００２Ｃ电子分析天平（常州
市幸运电子设备有限公司）；ＳＨＺＤ循环水式真空泵
（巩义市予华仪器有限责任公司），ＦＷ１００Ｄ高速万
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能粉碎机（天津鑫博得仪器有限责任公司）。

１２　试剂　甲醇（色谱纯），乙腈（色谱纯），超纯
水。

１３　分析样品　绿原酸对照品（批号：１６１０２１
２０１４１３，９９６％）、连翘苷对照品（批号：１６０８２１
２０１４１２，９９７％），栀子苷对照品（批号：１６０９１１
２０１４０５，９９６％）、芍药苷对照品（批号：１６０７１５
２０１４０２，９９７％），黄柏对照药材（批号：１６０６２５
２０１５０２，９９４％）均购自中国药品生物制品检定所；
清热解毒口服液（延安市中医医院制剂室，批号为

２０１７０２２６、２０１７０３０７、２０１７０４１２，规格：１０ｍＬ／瓶）。
２　方法与结果
２１　薄层色谱鉴别
２１１　连翘薄层鉴别　量取３批次清热解毒口服
液各２０ｍＬ，用水饱和的正丁醇萃取 ２次，每次 ２０
ｍＬ，合并正丁醇液，先用氨试液（取浓氨溶液２０ｍＬ，
加水使成５０ｍＬ，即得。）４０ｍＬ洗涤，弃去氨试液，再
用正丁醇饱和的水４０ｍＬ洗涤，分取正丁醇液，蒸
干，加１ｍＬ甲醇溶解，作为供试品溶液。称取连翘
苷对照品，用甲醇制成１ｍｇ／ｍＬ对照品溶液。取样
品中缺连翘的口服液，按制备供试品溶液方法制得

阴性样品溶液。吸取供试品溶液、对照品溶液各１５
μＬ、５μＬ，点于同一硅胶薄层板上，以氯仿甲醇（５∶
１）溶液系统为展开剂，展开，晾干，喷以１０％硫酸乙
醇液，加热（１０５℃）至斑点显色清晰。供试品色谱
中，在与对照品色谱相应的位置上，显相同颜色的紫

红色斑点。而阴性样品无此斑点［１４］。见图１。

图１　连翘苷ＴＬＣ图
　　注：１：阴性样品；２～４：供试品；５：连翘苷对照品

２１２　赤芍薄层鉴别　量取３批次清热解毒口服
液各２０ｍＬ，用水饱和的正丁醇４０ｍＬ分２次提取，

合并正丁醇液，蒸干，用乙醇１ｍＬ溶解，作为供试品
溶液。称取芍药苷对照品，用乙醇制成２ｍｇ／ｍＬ对
照品溶液。取样品中缺赤芍的口服液，按制备供试

品方法制得阴性样品溶液。吸取供试品、对照品溶

液各１５μＬ、５μＬ，点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以氯
仿醋酸乙酯甲醇甲酸（４０５∶１０∶０２）溶液系统为
展开剂，展开，晾干，且喷以５％香草醛硫酸溶液，加
热（１０５℃）至斑点显色清晰。供试品色谱中，在与
对照品色谱相应的位置上，显相同的蓝紫色斑点。

而阴性样品无此斑点［１４］。见图２。

图２　芍药苷ＴＬＣ图
　　注：１：阴性样品；２～４：供试品；５：芍药苷对照品

２１３　栀子薄层鉴别　量取３批次清热解毒口服
液各２０ｍＬ，加乙酸乙酯３０ｍＬ，分两次提取，合并乙
酸乙酯液，蒸干用乙醇１ｍＬ溶解，作为供试品溶液。
称取栀子苷对照品，加乙醇制成２ｍｇ／ｍＬ对照品溶
液。取样品缺栀子的口服液，按制备供试品溶液方

法制得阴性样品溶液。吸取供试品溶液、对照品溶

液各１５μＬ、５μＬ，点于同一硅胶薄层板上，以醋酸
乙酯丙酮甲酸水（５∶５∶１∶１）溶液系统为展开剂，展
开，取出，晾干，以１０％硫酸乙醇液为显色剂，加热
（１０５℃）至斑点显色清晰。供试品色谱中，在与对
照品色谱相应的位置上，显相同土红色的斑点，而阴

性样品无此斑点。见图３。
２１４　黄柏薄层鉴别　量取３批次清热解毒口服
液各２０ｍＬ，蒸至１０ｍＬ，用浓氨调ｐＨ值至１０，用相
同体积的氯仿萃取２次，合并氯仿液，蒸干，加甲醇１
ｍＬ溶解，作为供试品溶液。称取黄柏对照药材０１
ｇ，加１％醋酸甲醇２０ｍＬ，超声波处理２０ｍｉｎ，滤过，
滤液蒸至２ｍＬ，作为对照药材溶液。取样品中缺黄
柏的口服液，按制备供试品溶液方法制得阴性样品
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溶液。分别吸取供试品溶液、对照药材溶液２０μＬ、
１０μＬ，点于同一硅胶薄层板上，以正丁醇冰醋酸水
（７∶２∶５）溶液系统为展开剂，展开，以稀碘化铋钾为
显色剂，加热（１０５℃）至斑点显色清晰。供试品色
谱中，在与对照品色谱图相应的位置上，显相同颜色

的亮黄色斑点，而阴性样品无此斑点。见图４。

图３　栀子苷ＴＬＣ图
　　注：１：阴性样品；２～４：供试品；５：栀子苷对照品

图４　黄柏ＴＬＣ图
　　注：１：阴性样品；２～４：供试品；５：栀子苷对照品

２２　绿原酸含量测定
２２１　色谱条件　岛津ＳｈｉｍｐａｃｋＶＰＯＤＳＣ１８（４６
ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水冰醋酸（２５∶
７５∶１），流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：
３２８ｎｍ；在上述色谱条件下，待测组分达到了基线分
离。理论板数以绿原酸计≥６０００，分离度 ＞１５，进
样量２０μＬ［５１０］。

２２２　对照品溶液的制备　精密称取绿原酸对照
品（５ｍｇ）置于５０ｍＬ容量瓶中，用５０％甲醇溶解，
定容至５０ｍＬ，摇匀，备用（每１ｍＬ中含绿原酸１００
μｇ）。
２２３　供试品溶液的制备　量取清热解毒口服液
４０ｍＬ置５０ｍＬ容量瓶中，加 ５０％甲醇稀释到刻
度，摇匀，即得供试品溶液。

２２４　专属性试验　精密称取除金银花以外的其
他药材，按照口服液制备工艺，制成口服液，再按制

备供试品的方法制成阴性对照样品。取供试品、对

照品溶液溶液，阴性样品各２０μＬ，注入高效液相色
谱测定仪，记录色谱图，结果显示，阴性样品对测定

无干扰。见图５。

图５　清热解毒口服液中绿原酸高效液相色谱图
　　注：Ａ：绿原酸对照品；Ｂ：供试品；Ｃ：阴性样品对照

２２５　线性关系考察　精密量取对照品溶液，加
５０％甲醇制成绿原酸浓度分别为 ４０、８０、１２０、
１６０、２４０、３２０、４８０μｇ／ｍＬ的对照品溶液，按上
述色谱条件，进样２０μＬ，记录峰面积。进行回归分
析，得绿原酸线性方程为：Ｙ＝２４４２Ｘ＋１８９１４（ｒ＝
０９９９６），表明绿原酸的在４０～４８０μｇ／ｍＬ范围内
与峰面积呈良好的线性关系。

２２６　中间精密度试验　精密吸取绿原酸对照品
溶液，连续进样６次，绿原酸峰面积ＲＳＤ为０６４％。
结果表明，所选仪器精密度优良。
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２２７　供试品溶液稳定性试验　精密吸取一份供
试品溶液，分别在０，２，４，６，８，１０，１２，２４ｈ进样，以绿
原酸的峰面积为参考值，结果绿原酸峰面积 ＲＳＤ为
０３６％，结果表明供试品溶液在 ２４ｈ内稳定性良
好。

２２８　重复性试验　取同一批号清热解毒口服液
（批号：２０１７０２２６），按供试品溶液前处理方法制备６
份供试品溶液，各进样２０μＬ测得绿原酸的平均含
量（ｎ＝６）为２１２６μｇ／ｍＬ；ＲＳＤ分别为１１６％，表
明该方法重复性良好。

２２９　回收率试验　精密量取已知含量的供试品
溶液１ｍＬ，共６份，置１０容量瓶中，分别精密加入对
照品溶液１ｍＬ，加５０％甲醇稀释并定容，依法测定。
见表１。

表１　绿原酸加样回收试验结果（ｎ＝６）

样品量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测定量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均

（％）
ＲＳＤ
（％）

０２１２１ ０３ ０５１３５ １００５
０２１２８ ０３ ０５１１４ ９９５
０２１２９
０２１３２

０３
０３

０５１１９
０５１２３

９９７
９９７

９９８ ０３４

０２１３１ ０３ ０５１２５ ９９８
０２１２９ ０３ ０５１１８ ９９６

２２１０　样品测定结果　取不同批号的清热解毒口
服液３个批次，按“２２３”项下方法分别制成供试品
溶液，精密吸取对照品溶液、供试品溶液注入高效液

相色谱仪，按２２１项下色谱条件进行测定，使用外
标法计算样品中绿原酸的含量分别为２１１７、２１２８、
２１１２μｇ／ｍＬ。
３　讨论
３１　薄层鉴别条件筛选　栀子、赤芍的薄层鉴别方
法主要参照《中华人民共和国药典》（２０１０版）（以
下简称《药典》）中栀子、赤芍项下方法，各斑点显示

清晰，重现性好，操作简便。连翘薄层鉴别采用药典

方法时，连翘苷斑点Ｒｆ值较小，拖尾严重，经参考相
关文献［１１１３］，调整展开剂比例，以氯仿甲醇（５∶１）为
展开剂，其展开系统样品的相容性、分离效果均较

好，Ｒｆ适中，薄层板对应部位连翘苷斑点清晰，呈紫
红色，阴性无干扰，该鉴别条件简简单易行，重现性

好。黄柏薄层鉴别采用药典方法时，斑点显示不清

晰，工艺复杂，经参考相关文献［１４１７］，采取正丁醇冰
醋酸水（７∶２∶５）溶系统液为展开剂，展开，以稀碘化
铋钾为显色剂，加热（１０５℃）至斑点显色清晰。该
方法，样品分离效果均较好，斑点清晰，Ｒｆ值适中。
方中其他几味中药经《药典》及其他文献方法，鉴别

结果欠佳，背景通道干扰明显，斑点分离清晰，后续

将进一步研究其他几味中药薄层色谱方法，为清热

解毒口服液的质量控制提供更好的依据。

３２　绿原酸含量测定研究　绿原酸含量测定时，首
先选用《药典》中绿原酸高效液相色谱法进行测定，

即流动相：乙腈０４％磷酸溶液（１３∶８７）为流动相；
检测波长为 ３２７ｎｍ，流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，进样量 １０
μＬ，结果由于清热解毒口服液复方制剂成分复杂，
高效液相色谱图各组分相互影响，色谱峰分离不清

晰，干扰较多，为减少其他色谱峰的干扰，研究发现，

调整流动相为：甲醇水冰醋酸（２５∶７５∶１）。另外从
清热解毒口服液的紫外扫描图分析，得出绿原酸的

最大吸收波长为３２８ｎｍ。进样量２０μＬ，其他色谱
条件不变，所得的绿原酸色谱峰，分离度优良，峰型

对称，系统适应性好，重复性好，阴性样品对照无干

扰［１８２７］。由于实验条件限制，本研究暂测定主要药

效成分绿原酸的含量，后续将逐步进行其他药效成

分的定性、定量研究，为完善该制剂的质量控制标

准，提高患者用药安全性提供科学依据。

中医认为热毒内盛多因外感风热之邪或内有湿

火而又外感风热之邪，两相搏结，郁而化火。证见高

热口渴，烦躁，咽喉肿痛，或见疮疡肿毒。清热解毒

口服液中金银花苦寒，归肺、心、胃经，其气味芳香，

即善清血分之热，又可疏散肺经风热。连翘苦、微

寒，归肺、心、小肠经，清心而祛上焦诸热，散结消肿

而治痰。二药合用，清热解毒，疏散风热、散结消肿

为君药。黄连、黄芩、黄柏清热燥湿，泻火解毒；诸药

合用共奏清热解毒，消肿散结之功，与病机相符。本

研究对清热解毒口服液中连翘、赤芍、栀子、黄柏４
味中药进行了定性鉴别，所选方法简单易行，斑点清

晰，分离度好；成分定量测定分析时间短，准确度高，

重复性好。对方中君药金银花中的主要有效成分绿

原酸进行了含量测定，其方法学均符合《药典》要

求，所建立方法较现行清热解毒口服液标准有较大

提高，可初步用于清热解毒口服液的质量标准控制。
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究的目的是分析不同净制工艺对三七质量的影响，

从而优化三七净制工艺。在实验中，参考各种指标，

对不同的净制方法进行数据化、客观化的质量评价，

实现对净制工艺的质量控制，为三七加工技术的进

一步研究提供参考。
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