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高效液相色谱法测定枇杷叶膏中绿原酸含量
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摘要：目的建立测定枇杷叶膏中绿原酸含量的高效液相色谱法。方法色谱柱采用Ａｍｅｔｈｙｓｔ Ｃ１８ － Ｈ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动
相为乙腈－ ０． ４％磷酸溶液（１０ ∶ ９０），检测波长为３２７ ｎｍ，柱温为３０ ℃，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量为１０ μＬ。结果绿原酸的进样量
在０． ２０４ ９５５ ２ ～ ０． ７１７ ３４３ ２ μｇ范围内与峰面积线性关系良好，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ６ 牘；平均回收率为９２． ４６％，ＲＳＤ为２． １０％ （ｎ ＝ ６）。
结论该方法简便、准确、可靠，可用于枇杷叶膏的质量控制。
关键词：高效液相色谱法；枇杷叶膏；绿原酸；含量测定
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维持在６０ ～ ７０ ／ ４０ ～ ５０ ｍｍＨｇ，但神志仍不清楚，立即
请重症医学科、麻醉科会诊，１牶 １５给予气管插管，简易
呼吸器辅助呼吸，再次静脉注射肾上腺素１ ｍｇ，１牶 ２５心
电监护仍示等电线，１牶 ３０心电监护示心室颤动，予２００ Ｊ
双相波电除颤１次，１牶 ３５心电监护仍显示心室颤动，复
给２００ Ｊ电除颤１次，之后间断给予肾上腺素１ ｍｇ、异
丙肾上腺素１ ｍｇ等，经抢救至１牶 ５０心跳、呼吸仍无法
恢复，双侧瞳孔散大固定，对光反射消失，宣布死亡。
２ 讨论

胺碘酮是Ⅲ类抗心律失常药，可治疗多种房性和室
性心律失常，尤其适用于器质性心脏病、心功能不全、急
性冠状动脉综合征（ＡＣＳ）患者的抗心律失常治疗。胺碘
酮不良反应主要为肝损害、肺纤维化、甲状腺功能亢进
或减退、静脉炎等犤 １ 犦，而过敏性休克非常罕见犤 ２ 犦。胺碘酮
引起过敏反应的机制尚不明确，可能为胺碘酮属于含碘
化合物，可引起嗜酸性粒细胞及肥大细胞脱颗粒，释放
组胺、５ －羟色胺等介质，从而引起过敏反应犤 ３ 犦。此患者
既往做过强化ＣＴ，使用过含碘造影剂，未见过敏反应，
此次过敏由胺碘酮中的碘导致可能性小。

此患者因胰及十二指肠切除术后房颤给予静脉泵

入胺碘酮治疗，用药约２ ｍｉｎ时出现过敏性休克症状，
立即停止给药。虽请重症医学科、麻醉科共同参与抢救，
最终因抢救无效而死亡，患者未合并使用其他药物，故
考虑过敏性休克很可能与胺碘酮有关。患者既往对注射
用脂溶性维生素（Ⅱ）、雷尼替丁胶囊、丹参片过敏，推测
属于过敏体质，此次仅使用胺碘酮出现过敏性休克并死
亡可能与患者自身情况牗如性别、年龄、免疫力下降、原
患疾病及过敏体质牘有关。提示临床医师对于此类过敏
体质患者，应在用该药前防范过敏风险的发生，需详细
询问患者既往用药情况及过敏史，用药过程中（特别是
首次使用时）要密切观察患者的反应，若出现不适需提
高警惕，及时停药，积极对症处理，并做好急救准备。
参考文献：
犤 １ 犦高冠男，刘玉清，李一石，等． １８９例静脉注射胺碘酮不良反
应分析犤 Ｊ 犦 ． 中国药物警戒，２０１４，１１（１１）：６７９ － ６８２．

犤２ 犦高历男，赵迎，王欣越，等． 胺碘酮静脉滴注引起休克２例犤Ｊ犦．
药物不良反应杂志，２００９，１１（１）：６７ － ６８．

犤３ 犦尹晓飞，姜静岩． 盐酸胺碘酮注射液致过敏性休克１例犤 Ｊ 犦 ．
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枇杷叶膏收载于２０１５年版《中国药典（一部）》，由 枇杷叶经水煮浓缩加炼蜜或蔗糖溶化，再浓缩到规定的
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图１ 高效液相色谱图

相对密度即得，具有清肺润燥、止咳化痰的功效。其质量
标准中的检验项目有性状、相对密度、不溶物、装量及微
生物限度，无成分的定量项，不能客观地反映产品的质
量控制情况。为解决枇杷叶膏生产过程中的枇杷叶前处
理和提取，并开发出用于提取车间申报的定量分析方
法。前期分析了熊果酸、齐墩果酸犤 １ 犦、儿茶素、苦杏仁苷、
槲皮素、山柰素犤 ２ － ３ 犦和绿原酸犤 ４ 犦，发现有的成分含量太
低，不适合定量分析，有的成分在不同药材中的重复性
不好，时有时无，最终确定以绿原酸作为定量指标。本研
究中采用高效液相色谱法测定枇杷叶膏中的绿原酸含
量，作为其质量控制指标之一。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０型高效液相色谱仪（安捷伦科技＜中国＞
有限公司）；Ｔ９Ｓ紫外－可见分光光度计（北京普析通用
仪器有限责任公司）；ＭＳ２０５ＤＵ型电子天平（梅特勒－
托利多公司）；ＡＳ１０２００Ｂ型超声波处理器（天津奥特赛
恩斯仪器有限公司）。
１． ２ 试药

甲醇（分析纯，成都市科龙化工试剂厂）；乙腈（色谱
纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司）；磷酸（分析纯，天津市科密欧化学试剂
有限公司）；水为自制二次重蒸馏水；绿原酸对照品（中
国食品药品检定研究院，批号为１１０７５３ － ２０１７１６，含量
为９９． ３％）；枇杷叶膏（市售品，批号分别为１７１３２７５４，
１７１３２７５５，１７１３２７５６）。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ａｍｅｔｈｙｓｔ Ｃ１８ － Ｈ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈－ ０． ４％磷酸溶液（１０ ∶ ９０）；检测波
长：３２７ ｎｍ；柱温：３０ ℃；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：
１０ μＬ。在拟订色谱条件下绿原酸的分离度在３． ０以
上，对称因子为１． ０２，理论板数以绿原酸峰计不低于
１５ ０００。以峰面积外标法定量。色谱图见图１。
２． ２ 溶液制备

称取枇杷叶膏４． ２ ｇ，置１００ ｍＬ容量瓶中，加入甲
醇－水（５０ ∶ ５０）约８０ ｍＬ，超声溶解３０ ｍｉｎ，放冷至室

温，再用甲醇－水（５０ ∶ ５０）定容至刻度，摇匀，滤过，取
续滤液，即得供试品溶液。取绿原酸对照品适量，精密称
定，加甲醇－水（５０ ∶ ５０）制成每１ ｍＬ含４０ μｇ的对照
品溶液。按制备工艺方法制备不含枇杷叶的阴性样品，
按上试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

阴性干扰试验：分别取对照品溶液、供试品溶液和
阴性对照品溶液各适量，按拟订色谱条件各进样１０ μＬ
测定。记录色谱图。可见，供试品溶液色谱图中，在与对
照品溶液相应位置处有相应色谱峰，阴性对照无干扰。

线性关系考察：取１０． ３２ ｍｇ经五氧化二磷牗Ｐ２Ｏ５ 牘干
燥１２ ｈ后的绿原酸对照品，精密称定，置１００ ｍＬ容量瓶
中，用甲醇－水（５０ ∶ ５０）超声溶解并定容至刻度，作为绿
原酸对照品贮备液。分别吸取绿原酸对照品贮备液２． ０，
３． ０，４． ０，５． ０，６． ０，７． ０ ｍＬ，置于１０ ｍＬ量瓶中，加甲醇－
水（５０ ∶ ５０）制成质量浓度分别为２０． ４９５ ５２，３０． ７４３ ２８，
４０． ９９１ ０４，５１． ２３８ ８，６１． ４８６ ５６，７１． ７３４ ３２ μｇ ／ ｍＬ的溶
液，按拟订色谱条件测定峰面积。以峰面积（Ｙ）为纵坐
标、绿原酸进样量（Ｘ）为横坐标进行线性回归，得回归
方程Ｙ ＝ ３ １４９． ４ Ｘ ＋ ８． １６４ １，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ６）。结果
表明，绿原酸进样量在０． ２０４ ９５５ ２ ～ ０． ７１７ ３４３ ２ 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，精密吸取１０ μＬ，
重复进样６次，测定峰面积。结果的ＲＳＤ为０． ９７％
（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批样品６份，依法制备供试品
溶液并测定绿原酸含量。结果的ＲＳＤ为１． ２％（ｎ ＝ ６），
表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，于室温条件下放
置１０ ｈ，每隔２ ｈ进样１次，测定峰面积。结果的ＲＳＤ
为０． ８３％（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液在１０ ｈ内稳定。

加样回收试验：取绿原酸对照品１０． ６５ ｍｇ，精密称
定，置１００ ｍＬ容量瓶中，用甲醇－水（５０ ∶ ５０）超声溶解
并定容至刻度，摇匀，作为对照品溶液（绿原酸质量浓度
为１０５． ７５４ ５ μｇ ／ ｍＬ）；精密称取已知含量的样品（批号
为１７１３２７５４）适量，共６份，分别加入上述对照品溶液

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ



Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年３月５日第２８卷第５期
Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ５牞 Ｍａｒｃｈ ５牞 ２０１９

４５

表１ 绿原酸加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
称样量（ｇ）
１． ６６０ ７
１． ５２４ ７
１． ６７４ ３
１． ６５５ １
１． ７０９ ２
１． ４８６ ５

样品含量（μｇ）
１ ４１９． ９０
１ ３０３． ６２
１ ４３１． ５３
１ ４１５． １１
１ ４６１． ３７
１ ２７０． ７８

加入量（μｇ）
６３４． ５３
６３４． ５３
１ ２６９． ０５
１ ２６９． ０５
１ ９０３． ５８
１ ９０３． ５８

测得量（μｇ）
２ ０２４． １０
１ ８９８． ４５
２ ６１７． ００
２ ５７２． １７
３ １８５． ０３
２ ９９５． ９０

回收率（％）
９５． ２２
９３． ７４
９３． ４１
９１． １８
９０． ５５
９０． ６３

Ｘ（％）

９２． ４６

ＲＳＤ（％）

２． １０

６． ０，６． ０，１２． ０，１２． ０，１８． ０，１８． ０ ｍＬ，依法制备供试品溶
液，按拟订色谱条件进行测定，计算回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
取３批样品，依法制备供试品溶液，并精密称取绿

原酸对照品适量，同法制成质量浓度为４０ μｇ ／ ｍＬ的对
照品溶液，精密吸取对照品溶液与供试品溶液各１０ μＬ，
注入液相色谱仪，依法测定，用外标法计算含量。结果见
表２。

３ 讨论
３． １ 色谱条件选择

在选择检测波长时，取绿原酸对照品溶液，用甲醇－
水（５０ ∶ ５０）为空白溶剂，经紫外－可见分光光度计扫
描，绿原酸在３２８ ｎｍ波长下有最大吸收，参考《中国药
典》金银花中绿原酸的检测波长为３２７ ｎｍ犤５ 犦，故确定
３２７ ｎｍ作为绿原酸的检测波长。曾以乙腈－ ０． ４％磷酸
溶液（１３ ∶ ８７）为流动相，但样品分离度和主峰形不好；
用乙腈－ ０． ４％磷酸溶液（１０ ∶ ９０）为流动相时，主峰形
对称，分离效果好。由于枇杷叶膏很黏稠，用甲醇－水
（５０ ∶ ５０）超声溶解时，不定时振摇有助于样品溶解；比
较超声２０ ｍｉｎ和３０ ｍｉｎ的效果发现，超声３０ ｍｉｎ时提

取完全，故最终采用甲醇－水（５０ ∶ ５０）超声溶解３０ ｍｉｎ。
方法学考察结果表明，所建立的方法回收率、精密度、
重复性均符合２０１５年版《中国药典（四部）》药品质量
标准分析方法验证指导原则的相关规定犤 ６ 犦，且操作简
便、快捷，本方法的建立，可弥补现行药典标准中无成
分定量的现状，有利于更好地提高和控制枇杷叶膏的
药品质量。
３． ２ 不足

枇杷叶中绿原酸受各地环境不同、生长时间长短、
采收加工时间不同、加工工艺不同影响，其含量会有差
异，导致成品枇杷叶膏中绿原酸的含量差异较大。故未
对枇杷叶膏中绿原酸的含量做出建议值，如要规定其含
量值，应更多地考察和研究枇杷叶在不同产地、不同加
工时间段、不同生产工艺对绿原酸的影响，同时比较不
同厂家生产的枇杷叶膏的绿原酸含量及绿原酸在枇杷
叶膏中的稳定性，为确定一个科学、有效、客观的含量
值，提供更多、更全面、更公正的数据。

本研究中还发现，与绿原酸面积归一百分比相近的
还有３个主要成分峰，如能确定其中１个成分峰，使用
２个成分指标定量，将更有利于提高枇杷叶膏质量标准。
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批号
１７１３２７５４
１７１３２７５５
１７１３２７５６

１
０． ８５０
０． ７３６
０． ７６９

２
０． ８５９
０． ７８０
０． ７２０

Ｘ
０． ８５４
０． ７５８
０． ７４４

表２ ３批样品中绿原酸含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ３）
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