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高效液相色谱法测定清热解毒分散片中绿原酸含量
吴建明，丁京伟，赵 准△，朱 婷，叶志学，沈汉福，沈彩虹

（浙江维康药业股份有限公司，浙江丽水３２３０００）
摘要：目的建立测定清热解毒分散片中绿原酸含量的高效液相色谱法。方法色谱柱为Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），
流动相为乙腈－ ０． ４％磷酸（１０ ∶ ９０），流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为３２７ ｎｍ。结果绿原酸进样量在０． １４ ～ ０． ９８ μｇ范围内与峰面积线
性关系良好，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ６），平均回收率为９７． ７１％，ＲＳＤ为１． ３７％（ｎ ＝ ６）。结论该方法简便、结果准确、重复性好，可用作清热
解毒分散片的质量控制方法。
关键词：高效液相色谱法；清热解毒分散片；绿原酸；质量控制
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清热解毒分散片为复方中成药，其配方起源于清热
解毒片，由生石膏、金银花、玄参、地黄、连翘、栀子、甜地

丁、黄芩、龙胆、板蓝根、知母、麦冬１２味中药组方，功能
主治为清热解毒，用于治疗流感、上呼吸道感染及各种
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发热性疾病犤 １ 犦。分散片是指在水中能迅速崩解并均匀分
散的片剂犤 ２ 犦，中药分散片同时具备液体制剂和固体制剂
的独特优势，分散度大，溶出迅速，生物利用度高，服用
方式多样化，制备方法简单易行，是一种应用前景广阔
的中药口服新剂型犤 ３ 犦。金银花为方中君药，具有清热解
毒、疏散风热之功效。绿原酸类化合物如绿原酸和异绿
原酸是金银花的主要有效成分，绿原酸为其主要活性成
分之一犤 ４ 犦。本研究中采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定
金银花中绿原酸含量，进一步对清热解毒分散片进行质
量控制犤 ５ 犦 ２２１。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２００型高效液相色谱仪，包括Ｇ１３１１Ａ泵、
Ｇ１３２９Ａ进样器、Ｇ１３１４Ｂ检测器、Ｇ１３１６Ａ柱温箱（美国安
捷伦公司）；ＢＳ１２４Ｓ型电子分析天平（检测精度为０． １‰，
德国赛多利斯股份有限公司）；ＫＱ － ５００ＤＢ型超声波清
洗器（功率为５００ Ｗ，昆山市超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

绿原酸对照品（中国食品药品检定研究院，质量分
数以９９． ３％计，批号为１１０７５３ － ２０１７１６）；清热解毒分
散片（浙江维康药业股份有限公司，批号分别为
Ｂ１６１２０１，Ｂ１６１２０２，Ｂ１６１２０３）；甲醇（色谱纯，批号为
１６４４８８，纯度为９９． ９％ ），乙腈（色谱纯，批号为
１６０６０１８，纯度为９９． ９％），均购于赛默飞世尔科技有限
公司；甲醇（分析纯，批号为２０１５１２１６，国药集团化学试
剂有限公司，纯度不低于９９． ５％）；水为纯化水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ －Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈－ ０． ４％磷酸（１０ ∶ ９０）；柱温：３０ ℃；检测波
长：３２７ ｎｍ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。理论板数按绿原酸峰计算
应不低于３ ０００。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：取绿原酸对照品适量，精密称定，加
５０％甲醇制成每１ ｍＬ含８０ μｇ的溶液，即得。

供试品溶液：取本品１０片，除去包衣，精密称定，研
细，取１． ０ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
５０％甲醇５０ ｍＬ，称定质量，超声处理３０ ｍｉｎ，放冷，再
称定质量，用５０％甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，弃
初滤液，取续滤液，再用微孔滤膜（０． ４５ μｍ）滤过，即得。

阴性对照品溶液：取按样品制备工艺制备的缺金银
花阴性样品，按供试品溶液制备方法制备，即得。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：取２． ２项下３种溶液各１０ μＬ，进样
测定。结果阴性对照品溶液在对照品溶液及供试品溶液

色谱峰相应位置无绿原酸峰出现，阴性对照无干扰，表
明专属性良好。色谱图见图１。

线性关系考察：取绿原酸对照品适量，精密称定，加
５０％甲醇制成每１ ｍＬ含绿原酸０． ０７ ｍｇ的溶液，摇匀，
作为对照品溶液，分别精密吸取对照品溶液２，４，６，８，
１０，１４ μＬ，按拟订色谱条件进行分析，测定峰面积。以进
样量（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，
得回归方程Ｙ ＝ ２ × １０６ Ｘ － １０ ３８３，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ６）。
结果表明，绿原酸进样量在０． １４ ～ ０． ９８ μｇ范围内与峰
面积线性关系良好。

精密度试验：取同一对照品溶液，连续进样５次。结
果绿原酸面积的ＲＳＤ为０． ２９％（ｎ ＝ ５），表明仪器精密
度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于０，４，８，
１２，１６ ｈ时进样测定。结果绿原酸含量的ＲＳＤ为
０． ２８％（ｎ ＝ ５），表明供试品溶液在１６ ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为Ｂ１６１２０１）样品５份，
依法制备供试品溶液，进样测定。结果绿原酸平均含量
为每片１． ５５ ｍｇ，ＲＳＤ为１． ６０％（ｎ ＝ ５），表明方法重复
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１． 绿原酸
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图
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表１ 绿原酸加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
取样量
牗 ｇ 牘

０． ５０１ ３
０． ４９８ ７
０． ５０２ ８
０． ５０５ ４
０． ５００ ７
０． ４９９ ６

样品含量
牗ｍｇ 牘

１． ５５４
１． ５４６
１． ５５９
１． ５６７
１． ５５２
１． ５４９

加入量
牗ｍｇ 牘

１． ３７６
１． ３７６
１． ７２０
１． ７２０
２． ０６４
２． ０６４

测得量
牗ｍｇ 牘

２． ９００
２． ９０６
３． ２０８
３． ２２２
３． ５９１
３． ５８６

回收率
牗％ 牘

９７． ８２
９８． ８４
９５． ８７
９６． ２２
９８． ７９
９８． ６９

Ｘ
牗％ 牘

９７． ７１

ＲＳＤ
牗％ 牘

１． ３７

性良好。
加样回收试验：精密称取６份已知含量的样品（批

号为Ｂ１６１２０１）约０． ５ ｇ，分别加入绿原酸对照品溶液
０． ８，１． ０，１． ２ ｍＬ，依法制备供试品溶液，进样测定，计算
回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
取清热解毒分散片３批，依法检测。结果批号分别

为Ｂ１６１２０１，Ｂ１６１２０２，Ｂ１６１２０３的３批样品中绿原酸含
量分别为每片１． ５５，１． ５７，１． ６４ ｍｇ。
３ 讨论
３． １ 色谱柱选择

曾选择３种不同厂家的色谱柱Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），ＹＭＣ －ＯＤＳ分析柱（２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ），Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ － Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ），考察了方法的耐用性，分离度、理论板数均能满
足系统适用性试验的要求。综合对称因子等各种因素，
选择Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）为
色谱柱。
３． ２ 检测波长选择

对绿原酸进行紫外扫描（２００ ～ ６００ ｎｍ），发现绿原
酸在３２７ ｎｍ波长处有最大吸收，且吸收强度适宜，其他
组分响应值相对较小，结合文献犤 ６ － ７ 犦，选择３２７ ｎｍ作
为检测波长。
３． ３ 流动相选择

绿原酸为含有羟基和邻二酚羟基的强极性有机酸犤８ 犦，
溶于水后有部分解离，容易发生主峰拖尾、重复性差等
现象，因此需在流动相中加入一定比例的酸，能抑制酸
解离，有助于提高主峰与干扰峰的分离度，改善峰形犤９ －１０ 犦。
试验选用甲醇－水－甲酸（３０ ∶ ７０ ∶ ０． ２）和乙腈－ ０． ４％
磷酸（１０ ∶ ９０）为流动相，对流动相不同组分和比例进行
调节，让其能排除其他成分的干扰，绿原酸保留时间和峰
形都适宜，最后选定流动相为乙腈－ ０． ４％磷酸牗１０ ∶ ９０牘。
３． ４ 提取溶剂选择

绿原酸易溶于醇、水，难溶于氯仿、乙醚。试验分别
考察乙醇、甲醇、５０％甲醇提取溶剂，超声提取、加热回
流提取方法及２０，３０，４０ ｍｉｎ超声提取时间对结果的影
响，结果３０ ｍｉｎ后测定值达到稳定值，超声提取和回流

提取所提取出的绿原酸含量结果非常接近，但超声提取
比回流提取更简便快捷。由于样品溶液中成分相对复
杂，用５０％甲醇方法提取效果较好，提取比较完全，而
且杂质峰相对较少。故基于操作简便等各方面考虑，以
５０％甲醇为提取溶剂，超声处理３０ ｍｉｎ即可犤 １１ － １２ 犦。
３． ５ 质控指标选择

清热解毒分散片是一种新型现代化中药剂型，２０１５
年版《中国药典（一部）》收载了清热解毒口服液和清热
解毒片，清热解毒口服液质量标准对黄芩苷进行了含量
测定犤 ５ 犦 １５５２，清热解毒片质量标准对黄芩苷和栀子苷２种
成分进行了含量测定犤 ５ 犦 １５５３，但未对组方中的其他组分进
行含量测定。考虑到清热解毒分散片方中金银花的用量
和功效远远高于黄芩和栀子，绿原酸为金银花中的主要
活性成分之一，对绿原酸含量的测定能直接反映药品质
量，确保疗效，控制产品质量。且不同厂家生产的品种中
绿原酸的含量会存在一定差异，故本试验以绿原酸为质
控指标犤 １３ － １５ 犦。
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