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第一作者：张春辉（１９７６ －），女，副主任中药师，研究方向为中药质量控制，（电话）０５３２ －５８７５９１７２（电子信箱）ｚｈａｎｇｃｈｈ０３０５＠ １６３． ｃｏｍ。

咽炎片是由玄参、板蓝根、天冬、麦冬、牡丹皮、制
百部、青果、制款冬花、木蝴蝶、地黄、蝉蜕、薄荷油等
１２味中药组方的中药制剂。其现行质量标准收载于《卫
生部药品标准·中药成方制剂牗第二册牘》。咽炎片有养
阴润肺、清热解毒、清利咽喉、镇咳止痒之功效，用于慢
性咽炎引起的咽干、咽痒、刺激性咳嗽等症。目前，关于
咽炎片质量控制研究主要集中在黄芩苷、没食子酸、丹
皮酚、肉桂酸及芍药苷等的含量测定。为了达到多成分
控制咽炎片质量的目的，本试验中参考了２０１５年版《中
国药典牗一部牘》犤 １ 犦及文献犤 ２ － １６ 犦，采用超高效液相色谱
（ＵＨＰＬＣ）法及双标峰相对保留时间定位法建立了咽炎
片的特征图谱，以有效控制其内在质量。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０型超高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司）；ＢＰ２１１Ｄ型电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｓ公司，精度为
０． ０１ ｍｇ）；ＡＵＴＯ ＳＣＩＥＮＣＥ ＡＳ１０２００ＢＴ型超声波清洗器
牗天津奥特赛恩斯仪器有限公司牘。
１． ２ 试药

（Ｒ，Ｓ）－告依春对照品（批号为１１１７５３ － ２０１５０５，
含量为１００％ ），芍药苷对照品（批号为１１０７３６ －

２０１５３９，含量为９６． ４％ ），哈巴俄苷对照品（批号为
１１１７３０ － ２０１５０８，含量为９６． ０％），均购自中国食品药
品检定研究院；咽炎片牗国内１２家药品生产企业，批号
分别为ＪＬＪＢ１５１２０３，ＹＣ１６０６０３０３１，ＹＣＪＢＹ１６０３０１４８，
ＸＺ１６０１１７，ＸＡＫＬ１５１２０３，ＷＴＧＫ１５１００１，ＣＣＹＮＫ２０１５１００６，
ＴＧ ２０１５０６０１， ＨＲＳＪ １６０４００９ Ｚ， ＨＸＹＹ ３５０５２００２，
ＣＤＤＫ１５１２０７，ＹＣＷＪＳ２０１５０５０６ 牘；甲醇为色谱纯，水为
超纯水，其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｄｉｋｍａ Ｅｎｄｅａｖｏｒｓｉｌ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，
１． ８ μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－水牗Ｂ牘，梯度洗脱（０ ～ ４ ｍｉｎ
时９０％ Ｂ→ ８０％Ｂ，４ ～ １０ ｍｉｎ时８０％ Ｂ→４０％ Ｂ，１０ ～
１４ ｍｉｎ时４０％ Ｂ，１４ ～ １５ ｍｉｎ时４０％ Ｂ→８０％ Ｂ，１５ ～
１８ ｍｉｎ时８０％ Ｂ→９０％ Ｂ，１８ ～ ２０ ｍｉｎ时９０％ Ｂ）；柱温：
３０ ℃；流速：０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长牶 ２７８ ｎｍ；进样量牶
１ μＬ。理论板数按芍药苷峰计算应不低于１０ ０００。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：分别精密称取（Ｒ，Ｓ）－告依春、芍药
苷、哈巴俄苷对照品适量，加甲醇制成每１ ｍＬ含（Ｒ，Ｓ）－
告依春４１． ４０ μｇ、芍药苷４７． ２０ μｇ、哈巴俄苷３８． ７１ μｇ
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咽炎片超高效液相色谱特征图谱研究
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牗 １． 中国海洋大学医药学院，山东青岛２６６００３； ２． 山东省青岛市食品药品检验研究院，山东青岛２６６０７１；
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摘要：目的建立咽炎片的超高效液相色谱牗ＵＨＰＬＣ牘特征图谱。方法色谱柱为Ｄｉｋｍａ Ｅｎｄｅａｖｏｒｓｉｌ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ８ μｍ），柱
温为３０ ℃，流速为０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相为甲醇－水，梯度洗脱，检测波长为２７８ ｎｍ。结果建立了以（Ｒ，Ｓ）－告依春、哈巴俄苷为参照
峰的咽炎片特征图谱，并指认了（Ｒ，Ｓ）－告依春、芍药苷和哈巴俄苷３个特征峰。结论建立的特征图谱可更好地控制咽炎片的质量。
关键词：咽炎片；特征图谱；超高效液相色谱法；（Ｒ，Ｓ）－告依春；芍药苷；哈巴俄苷
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Ｂ
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液

图１ 超高效液相色谱图

的混合对照品溶液。
供试品溶液：取咽炎片样品１０片，除去包衣，精密

称定，研细，取粉末１ ｇ，精密称定，精密加入２０％甲醇
２０ ｍＬ，称定质量，超声处理（功率３００ Ｗ，频率４０ ｋＨｚ）
３０ ｍｉｎ，放冷，称定质量，加２０％甲醇补足减失的质量，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。

各单味药材溶液及阴性样品溶液：按咽炎片处方比
例及工艺制备玄参、板蓝根、天冬、麦冬、牡丹皮、制百部、
青果、制款冬花、木蝴蝶、地黄、蝉蜕、薄荷油单味药材，及
分别缺少玄参、板蓝根、天冬、麦冬、牡丹皮、制百部、青果、
制款冬花、木蝴蝶、地黄、蝉蜕、薄荷油的１２种阴性样品，
按拟订方法制备１２种单味药材及１２种阴性样品溶液。
２． ３ 方法学考察

共有特征峰标定：分别精密吸取对照品溶液、供试
品溶液、各单味药材及阴性样品溶液各１ μＬ，依法测
定，并以“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（国家药
典委员会２０１２． １３０７２３版）进行计算，生成咽炎片的特
征图谱，选定共有特征峰９个。通过对照品溶液、供试品
溶液、各单味药材及阴性样品溶液的比较，得出供试品
溶液图谱中９个共有特征峰的归属。结果见表１和图１。

精密度试验：取同一批样品（批号为ＷＴＧＫ１５１００１），
依法制备供试品溶液，精密吸取１ μＬ，按拟订色谱条件进
样６次。结果共有特征峰９个，１ ～ ４号以３号峰为参照
峰，５ ～ ９号以５号峰为参照峰，各特征峰相对保留时间
的ＲＳＤ均小于１． ５％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为ＷＴＧＫ１５１００１）样
品，依法制备６份供试品溶液，分别按拟订色谱条件进
样测定。结果共有特征峰９个，１ ～ ４号以３号峰为参照
峰，５ ～ ９号以５号峰为参照峰，各特征峰相对保留时间
的ＲＳＤ均小于１． ５％（ｎ ＝ ６），表明该方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为ＷＴＧＫ１５１００１）样
品，依法制备供试品溶液，在拟订色谱条件下于０，１，２，
８，１２，２４ ｈ时进样，测定。结果共有特征峰９个，１ ～ ４号
以３号峰为参照峰，５ ～ ９号以５号峰为参照峰，各特征
峰相对保留时间的ＲＳＤ均小于１． ５％（ｎ ＝ ６），表明供
试品溶液在２４ ｈ内稳定性良好。

相对保留时间确定：采用拟订色谱方法分析６批
样品（批号分别为ＪＬＪＢ１５１２０３，ＹＣ１６０６０３０３１，ＹＣＪ
ＢＹ１６０３０１４８，ＸＺ１６０１１７，ＸＡＫＬ１５１２０３，ＷＴＧＫ１５１００１），
各色谱峰相对保留时间见表２。以３号峰为参照峰，１ ～
４号各共有特征峰相对保留时间均值分别为０． ７３，０． ８２，
１． ００，１． ２２，ＲＳＤ均为０（ｎ ＝ ６）；以５号峰为参照峰，
５ ～ ９号各共有特征峰相对保留时间均值分别为１． ００，
１． ０４，１． １４，１． ２３，１． ３９，ＲＳＤ均为０（ｎ ＝ ６）；允许范围
按± ５％计算，各色谱峰相对保留时间均在规定范围内。

特征图谱测定结果：对１２个样品进行特征图谱测
定，相对保留时间测定结果见表２。可见，８号和１０号样
品未检出９号峰，其余样品９个特征峰相对保留时间均
未见明显偏差，符合规定限度。
３ 讨论
３． １ 波长选择

在特征图谱建立过程中，对２１０，２２０，２４５，２７８ ｎｍ波
长进行比较，结果在２７８ ｎｍ波长下色谱峰个数较多，且
分离效果较好，可更全面地反映咽炎片的内在质量。因
此，最终采用２７８ ｎｍ为特征图谱检测波长。
３． ２ 提取方法选择

取咽炎片样品１０片，除去包衣，精密称定，研细，取
粉末１ ｇ，精密称定，精密加入２０％甲醇２０ ｍＬ，称定质
量，分别超声处理（功率３００ Ｗ，频率４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ和加
热回流３０ ｍｉｎ，放冷，称定质量，加２０％甲醇补足减失的
质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。按拟订色谱条件进样
测定，结果差异不大。因此，选用了简便的超声处理方法。
３． ３ 提取溶剂选择

本试验中参考文献犤 ２ － １３ 犦，比较了以２０％甲醇、
３０％甲醇、５０％甲醇、８０％甲醇、甲醇、稀乙醇为提取溶

表１ 咽炎片特征图谱中共有特征峰在药材中的归属
峰号
１
２
３
４
５
６
７
８
９

成分
未知成分
未知成分
（Ｒ，Ｓ）－告依春
未知成分
芍药苷
未知成分
未知成分
未知成分
哈巴俄苷

保留时间（ｍｉｎ）
５． ７１
６． ５４
７． ９０
９． ６３
１１． ５５
１２． １４
１３． １３
１４． １２
１６． ０６

归属
地黄
百部、天冬、麦冬、青果
板蓝根
板蓝根、百部
牡丹皮
木蝴蝶、牡丹皮
百部、木蝴蝶、玄参
百部、款冬花
玄参
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ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ

４０
３０
２０
１０
０

３
９

５

０ ５ １０ １５ ２０

ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ

４０
３０
２０
１０
０

１
２

３
４ ５ ６

７ ８

９

０ ５ １０ １５ ２０
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表２ 相对保留时间测定结果
样品编号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２

批号
ＪＬＪＢ１５１２０３
ＹＣ１６０６０３０３１
ＹＣＪＢＹ１６０３０１４８
ＸＺ１６０１１７
ＸＡＫＬ１５１２０３
ＷＴＧＫ１５１００１
ＣＣＹＮＫ２０１５１００６
ＴＧ２０１５０６０１
ＨＲＳＪ１６０４００９Ｚ
ＨＸＹＹ３５０５２００２
ＣＤＤＫ１５１２０７
ＹＣＷＪＳ２０１５０５０６

峰１
０． ７３
０． ７３
０． ７３
０． ７３
０． ７３
０． ７３
０． ７２
０． ７３
０． ７２
０． ７３
０． ７３
０． ７２

峰２
０． ８２
０． ８２
０． ８２
０． ８２
０． ８２
０． ８２
０． ８２
０． ８３
０． ８２
０． ８３
０． ８２
０． ８２

峰３
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００

峰４
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２
１． ２２

峰５
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００
１． ００

峰６
１． ０４
１． ０４
１． ０４
１． ０４
１． ０４
１． ０４
１． ０５
１． ０４
１． ０５
１． ０４
１． ０５
１． ０５

峰７
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４
１． １４

峰８
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３
１． ２３

峰９
１． ３９
１． ３９
１． ３９
１． ３９
１． ３９
１． ３９
１． ３９
未检出
１． ３９
未检出
１． ３９
１． ３９

剂超声（功率３００ Ｗ，频率４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ的方法，发现
采用加２０％甲醇超声（功率３００ Ｗ，频率４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ
的方法提取效果最好，色谱峰数量较多，且峰高优势较
明显。因此，选用２０％甲醇作为提取溶剂。
３． ４ 流动相选择

咽炎片所含化学成分复杂，极性差异较大，采用等
度洗脱难以达到满意的分离效果，因此考虑梯度洗脱方
式。本试验中曾参考文献犤 ２ － １５ 犦，分别考察了甲醇－
水、甲醇－ １． ５％冰醋酸、甲醇－ ０． ０５％磷酸、乙腈－
０． １％磷酸等不同比例的流动相，并对梯度比例进行了
比较，最终确定以甲醇－水为流动相并梯度洗脱的分离
效果最好，各特征峰与其他组分峰基本可达基线分离。
３． ５ 评判方法选择

查阅文献犤 ２ － １３ 犦，未见建立咽炎片特征图谱的方
法报道。传统的特征峰评判方法是采用单标峰相对保留
时间法，因中药成分复杂，色谱峰重叠较严重，采用双标
峰相对保留时间定位法犤 １６ 犦，以减小色谱系统波动对特
征峰保留时间的影响，使特征峰的定位更加准确，保证
了评价结果的可靠、准确和稳定。

通过采用所建立的特征图谱色谱评价系统，对１２批
次的样品进行测定，结果发现２个批次样品未检出９号
特征峰，表明２批次样品可能存在少投料或成分提取不
完全的问题，但按照现行质量标准检验均为合格样品，
说明所建立的特征图谱能反映出样品的真实质量，可作
为咽炎片质量控制的有效方法。
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