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高效液相色谱法同时测定咽炎合剂中绿原酸、葫芦素Ｂ、
哈巴俄苷及重楼皂苷含量

沈红祥 １，徐加兵 ２△

（１．江苏省扬州市中医院，江苏 扬州 ２２５００２； ２．江苏省泰州市药品检验所，江苏 泰州 ２２５３００）
摘要：目的 建立同时测定咽炎合剂中绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼皂苷Ⅱ及重楼皂苷Ⅰ含量的高效液相色谱法。
方法 色谱柱为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０．０５％醋酸溶液 －乙腈（梯度洗脱牘，检测波长为３３０ｎｍ
牗０～１０ｍｉｎ，之后为２１０ｎｍ牘，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，进样量为１０μＬ。结果 绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼皂
苷Ⅱ及重楼皂苷Ⅰ质量浓度线性范围分别为 ６．４６２５～２５８．５０００ｍｇ／Ｌ、１．７４５－６９．８００ｍｇ／Ｌ、２．５１５～１００．６００ｍｇ／Ｌ、３．１８０～
１２７．２００ｍｇ／Ｌ、２．６３５～１０５．４００ｍｇ／Ｌ和２．７２７５～１０９．１０００ｍｇ／Ｌ，且精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于２％牗ｎ＝６牘；平均回
收率为 ９８．９４％～１０１．２６％，ＲＳＤ为 ０．７１％ ～１．４７％（ｎ＝６）；咽炎合剂中上述 ６种成分的含量分别为 ２．１０８，０．３１９，０．４１８，１．３５５，
０．８２６，１．８５４ｍｇ／ｇ。结论 该方法准确可靠，重复性好，可用于烟炎合剂的质量控制。

关键词：高效液相色谱法；咽炎合剂；绿原酸；葫芦素Ｂ；哈巴俄苷；重楼皂苷Ⅶ；重楼皂苷Ⅱ；重楼皂苷Ⅰ；含量测定
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｕｃｕｒｂｉｔＢ，ｈａｒｂａｈｕｏｓｉｄｅ，
ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅦ，ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅡ ａｎｄｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅠ ｉｎＹａｎｙａｎＭｉｘｔｕｒｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８
ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓ０．０５％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ牗ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ牘，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｗａｓ３３０ｎｍ（０－１０ｍｉｎ）ａｎｄ２１０ｎｍ ａｆｔｅｒ１０ｍｉｎ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３５℃ ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅ
ｓｉｚｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｕｃｕｒｂｉｔＢ，ｈａｒｂａｈｕｏｓｉｄｅ，ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅦ，ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅡ ａｎｄｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅠ ｓｈｏｗｅｄ
ｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｓｏｆ６．４６２５－２５８．５０００ｍｇ／Ｌ，１．７４５～６９．８００ｍｇ／Ｌ，２．５１５－１００．６００ｍｇ／Ｌ，３．１８０－１２７．２００ｍｇ／Ｌ，
２．６３５－１０５．４００ｍｇ／Ｌ，２．７２７５－１０９．１０００ｍｇ／Ｌ．ＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ２％（ｎ＝６），
ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ９８．９４％ －１０１．２６％，ＲＳＤｗａｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０．７１％ －１．４７％（ｎ＝６）．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｅ
ａｂｏｖｅｓｉｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＹａｎｙａｎＭｉｘｔｕｒｅｗｅｒｅ２．１０８，０．３１９，０．４１８，１．３５５，０．８２６，１．８５４ｍｇ／ｇ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅ，
ｒｅｌｉａｂｌｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＹａｎｙａｎＭｉｘｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ；ＹａｎｙａｎＭｉｘｔｕｒｅ；ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；ｃｕｃｕｒｂｉｔＢ；ｈａｒｂａｈｕｏｓｉｄｅ；ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅦ；ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅡ；ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅠ；ｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

咽炎合剂为扬州市中医院常用中药制剂（批准文号

为苏药制字 Ｚ０４００１１６８），由金银花、桔梗、重楼、天花
粉、玄参、乌梅、生甘草７味中药组方，具有清热解毒、化
痰利咽功效，用于治疗急慢性咽喉炎。本研究中参考文

献犤１－６犦，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法同时测定咽炎
合剂中绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼
皂苷Ⅱ及重楼皂苷Ⅰ的含量，为全面评价和控制咽炎合
剂的质量提供试验依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦
公司）；Ｘｐｌｏｒｅｒ型微量移液器（德国艾本德公司）；ＧＴＳ
型智能超声清洗机（广东固特超声股份有限公司）；ＸＳＥ

型电子天平（瑞士梅特勒－托利多公司）。
试药：绿原酸对照品（批号为 １１１８７１－２０１７０６，含

量为 ９６．８％），葫芦素 Ｂ对照品（批号为 １１１９４５－
２０１３０１，含量为 ９６．８％），哈巴俄苷对照品（批号为
１１１７３０－２０１７０９，含量为９５．９％），重楼皂苷Ⅶ（批号为
１１１５９３－２０１６０４，含量为 ９４．０％），重楼皂苷Ⅱ（批号为
１１１５９１－２０１６０４，含量为 ９１．４％），重楼皂苷Ⅰ（批号为
１１１５９０－２０１６０４，含量为 ９３．６％），均购自中国食品药
品检定研究院；咽炎合剂（扬州市中医院自制，批号分别

为２０１７１００６，２０１７１０１５，２０１７１０２８，规格为每瓶２５０ｍＬ）；
乙腈、冰醋酸为色谱纯，水为纯化水，其余试剂均为

分析纯。

·研究·
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待测成分

绿原酸

葫芦素Ｂ
哈巴俄苷

重楼皂苷Ⅶ
重楼皂苷Ⅱ
重楼皂苷Ⅰ

回归方程

Ａ＝３２．４８９Ｃ－１４．８２１
Ａ＝４４．４７４Ｃ－１７．２６２
Ａ＝４６．６５３Ｃ－３４．３５２
Ａ＝４２．３９０Ｃ－２５．３３７
Ａ＝４６．８６４Ｃ＋１．７５０７
Ａ＝５８．１７９Ｃ＋１６．９４１

ｒ
０．９９９９
０．９９９８
０．９９９７
０．９９９９
０．９９９８
０．９９９７

线性范围（ｍｇ／Ｌ）

６．４６２５～２５８．５０００
１．７４５～６９．８００
２．５１５～１００．６００
３．１８０～１２７．２００
２．６３５～１０５．４００
２．７２７５～１０９．１０００

ｍＡＵ ｍＡＵ ｍＡＵ
４００

３００

２００

１００

０

３

４
５１

２

６

４００

３００

２００

１００

０

４

３
５１

２

６
４００

３００

２００

１００

０
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

ｔ／ｍｉｎ

Ａ Ｂ Ｃ
１．绿原酸 ２．葫芦素 Ｂ ３．哈巴俄苷 ４．重楼皂苷Ⅶ ５．重楼皂苷Ⅱ ６．重楼皂苷Ⅰ

Ａ．混合对照品溶液 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 回归方程及线性范围（ｎ＝６）

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：０．０５％醋酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱
（０～１０ｍｉｎ时 １５％Ｂ→３０％Ｂ，１０～２０ｍｉｎ时 ３０％Ｂ→
４２％Ｂ，２０～３４ｍｉｎ时 ４２％Ｂ→５１％Ｂ，３４～４６ｍｉｎ时
５１％Ｂ→６０％Ｂ，４６～６０ｍｉｎ时６０％Ｂ→８０％Ｂ）；检测波长：
３３０ｎｍ牗０～１０ｍｉｎ牘，之后为 ２１０ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３５℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

称取绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重
楼皂苷Ⅱ及重楼皂苷Ⅰ对照品各适量，精密称定，置容
量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成各成分质量浓度分别

为 ２５８．５，６９．８，１００．６，１２７．２，１０５．４，１０９．１ｍｇ／Ｌ的混
合对照品溶液。精密量取供试品 ５ｍＬ，水浴蒸干，加甲
醇溶解并定容至１００ｍＬ，摇匀，经０．４５μｍ微孔滤膜滤
过，取续滤液，即得供试品溶液。按处方比例和样品制备

工艺制成不含金银花、天花粉、玄参及重楼４味药材的
阴性对照品，按供试品溶液配制方法制得阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：取 ２．２项下 ３种溶液，按 ２．１项下色

谱条件进样测定，得色谱图（见图１）。可见，阴性对照品
溶液色谱在绿原酸、葫芦素Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重
楼皂苷Ⅱ及重楼皂苷Ⅰ出峰处无干扰，表明专属性较好。

线性关系考察：分别精密吸取２．２项下混合对照品
溶液 ０．２５，０．５０，１．００，２．５０，５．００，１０．００ｍＬ，置 １０ｍＬ
容量瓶中，用甲醇稀释并定容，摇匀。配制成分别含绿原

酸 ６．４６２５，１２．９２５０，２５．８５００，６４．６２５０，１２９．２５００，
２５８．５０００ｍｇ／Ｌ，葫 芦 素 Ｂ１．７４５，３．４９０，６．９８０，
１７．４５０，３４．９００，６９．８００ｍｇ／Ｌ，哈巴俄苷２．５１５，５．０３０，
１０．０６０，２５．１５０，５０．３００，１００．６００ｍｇ／Ｌ，重楼皂苷Ⅶ
３．１８，６．３６，１２．７２，３１．８，６３．６，１２７．２ｍｇ／Ｌ，重楼皂苷Ⅱ
２．６３５，５．２７０，１０．５４０，２６．３５０，５２．７００，１０５．４００ｍｇ／Ｌ
和重楼皂苷Ⅰ２．７２７５，５．４５５０，１０．９１００，２７．２７５０，
５４．５５００，１０９．１０００ｍｇ／Ｌ的系列混合对照品溶液。按
２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以峰面积（Ａ）

为纵坐标、对照品溶液质量浓度（Ｃ）为横坐标进行线性
回归。回归方程及线性范围见表１。

精密度试验：精密吸取含绿原酸２５．８５ｍｇ／Ｌ、葫芦
素 Ｂ６．９８ｍｇ／Ｌ、哈巴俄苷 １０．０６ｍｇ／Ｌ、重楼皂苷Ⅶ
１２．７２ｍｇ／Ｌ、重楼皂苷Ⅱ１０．５４ｍｇ／Ｌ、重楼皂苷Ⅰ
１０．９１ｍｇ／Ｌ的混合对照品溶液１０μＬ，按２．１项下色谱
条件重复进样 ６次，测定峰面积，结果的 ＲＳＤ分别为
１．２４％，０．９６％，１．０８％，０．９０％，１．２３％，０．８９％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密量取样品（批号为 ２０１７１０２８）
６份，每份５ｍＬ，依法制备供试品溶液，按２．１项下色谱
条件进样分析，记录峰面积，计算样品含量。结果绿原

酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼皂苷Ⅱ、重楼
皂苷Ⅰ含量分别为 ２．１０１，０．３１６，０．４１５，１．３５９，０．８１９，
１．８５６ｇ／Ｌ，ＲＳＤ分别为 １．２８％，１．１７％，１．３２％，
１．０５％，１．４３％，１．２６％（ｎ＝６），表明方法重复性好。

稳定 性 试 验：精 密吸 取 同 一 样品 （批号 为

２０１７１０２８）供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定，
室温下分别于 ０，２，４，８，１５，２４ｈ时进样，记录峰面积，
结果绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼皂
苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅰ峰面积的 ＲＳＤ分别为 １．３８％，
１．１７％，１．４２％，１．３６％，０．６８％，１．３３％（ｎ＝６），表明
供试品溶液在室温下放置２４ｈ内稳定。

加样回收试验：精密量取已知含量的样品（批号为

２０１７１０２８）１ｍＬ，共 ６份，水浴蒸干，加甲醇溶解，置
１００ｍＬ容量瓶中，加入２．２项下混合对照品溶液５ｍＬ，
加甲醇定容。经０．４５μｍ滤膜滤过，取续滤液１０μＬ进
样测定，记录峰面积，计算回收率。结果见表２。
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待测成分

绿原酸

葫芦素 Ｂ

哈巴俄苷

重楼皂苷Ⅶ

重楼皂苷Ⅱ

重楼皂苷Ⅰ

样品含量（ｍｇ）

２．１０１
２．１０１
２．１０１
２．１０１
２．１０１
２．１０１
０．３１６
０．３１６
０．３１６
０．３１６
０．３１６
０．３１６
０．４１５
０．４１５
０．４１５
０．４１５
０．４１５
０．４１５
１．３５９
１．３５９
１．３５９
１．３５９
１．３５９
１．３５９
０．８１９
０．８１９
０．８１９
０．８１９
０．８１９
０．８１９
１．８５６
１．８５６
１．８５６
１．８５６
１．８５６
１．８５６

加入量（ｍｇ）

１．２９２５
１．２９２５
１．２９２５
１．２９２５
１．２９２５
１．２９２５
０．３４９
０．３４９
０．３４９
０．３４９
０．３４９
０．３４９
０．５０３
０．５０３
０．５０３
０．５０３
０．５０３
０．５０３
０．６３６
０．６３６
０．６３６
０．６３６
０．６３６
０．６３６
０．５２７
０．５２７
０．５２７
０．５２７
０．５２７
０．５２７
０．５４５５
０．５４５５
０．５４５５
０．５４５５
０．５４５５
０．５４５５

测得量（ｍｇ）

３．４１７７
３．３９８７
３．３７０６
３．４０３７
３．４１９１
３．３８３３
０．６６１０
０．６６３６
０．６６１８
０．６６７０
０．６６５７
０．６６１４
０．９２６７
０．９１６７
０．９２７５
０．９３０７
０．９１７３
０．９２７２
１．９８５９
１．９８８８
１．９８４３
１．９９７７
１．９８９５
１．９９８７
１．３３２２
１．３３５７
１．３４６７
１．３５０５
１．３３７９
１．３３９５
２．３９８０
２．４０５０
２．３８８２
２．４０４３
２．４０６７
２．３９７４

回收率（％）

１０１．８７
１００．４０
９８．２３
１００．７９
１０１．９８
９９．２１
９８．８５
９９．６０
９９．０８
１００．５７
１００．２０
９８．９７
１０１．７３
９９．７４
１０１．８９
１０２．５２
９９．８６
１０１．８３
９８．５７
９９．０３
９８．３２
１００．４２
９９．１４
１００．５８
９７．３８
９８．０５
１００．１３
１００．８５
９８．４６
９８．７７
９９．３６
１００．６４
９７．５６
１００．５１
１００．９５
９９．２５

Ｘ（％）

１００．４１

９９．５４

１０１．２６

９９．３４

９８．９４

９９．７１

ＲＳＤ（％）

１．４７

０．７１

１．１５

０．９５

１．３２

１．２７
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表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

２．４ 样品含量测定
分别精密量取 ３批样品各 ５ｍＬ，依法制备供试品

溶液，按２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算
样品含量。结果绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷
Ⅶ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅰ平均含量分别为 ２．１０８，
０．３１９，０．４１８，１．３５５，０．８２６，１．８５４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为
０．７４，０．６３，０．７２，０．５４，１．１９，０．６０。
３ 讨论

咽炎合剂组方中，金银花主要含有绿原酸等有机酸

类，有清热解毒、疏散风热、凉血止痢、降血降火、消咽利

膈之功效犤７犦犤８犦２２１；天花粉主要含有葫芦素Ｂ，功效为清热

泻火、生津止渴、排脓消肿犤９犦；玄参有清热凉血、滋阴降

火、解毒散结功效，哈巴俄苷为玄参及其制剂质量控制

的指标性成分犤８犦１１７；重楼可清热解毒、消肿止痛、凉肝定

惊之功效，常用于疔疮痈肿、咽喉肿痛、蛇虫咬伤、跌扑

伤痛、惊风抽搐，有效成分主要为皂苷类，常以重楼皂苷

作为重楼及其制剂的指标类成分犤８犦２６０。故本试验中选绿

原酸、葫芦素Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重楼皂苷Ⅱ、重
楼皂苷Ⅰ为指标进行含量测定。

预试验中，对各待测成分进行了全波长扫描，根据

所得光谱，综合各成分的最大吸收波长，确定绿原酸

检测波长为 ３３０ｎｍ，葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷
Ⅶ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅰ的检测波长为 ２１０ｎｍ，并
经试验证明基线对各峰无干扰、分离效果良好，特异

性强。采用色谱工作站的定时波长功能改变检测波

长，提高了检测的灵敏度和准确性，具有灵敏准确、方

便快速的特点。

选择流动相组成及比例时，分别对甲醇－水体系及
乙腈－水体系下的色谱系统性能进行了考察。结果发
现，乙腈 －水体系梯度洗脱时的基线平稳性、峰形及分
离度均显著优于甲醇－水体系，且可较好地分离６种成
分，同时加入０．０５％醋酸溶液使得峰形更优。

综上所述，本研究中建立的ＨＰＬＣ法可同时测定咽
炎合剂中绿原酸、葫芦素 Ｂ、哈巴俄苷、重楼皂苷Ⅶ、重
楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅰ的含量，且该方法快速、准确、重
复性高，可用于咽炎合剂的质量控制。
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