
３４

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１２月５日 第２８卷第２３期
Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．２３牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ５牞２０１９

第一作者：肖健，女，大学本科，主管药师，研究方向为医院药学，（电子信箱）７７４６０５２６＠ｑｑ．ｃｏｍ。
△通信作者：陈华龙，男，大学本科，副主任药师，研究方向为药品检验，（电子信箱）７６５４８２６２２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

·检验检测· ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０１９．２３．０１０

银菊清肝解毒颗粒由金银花、夏枯草、桑叶、菊花４
味药材组方，具有清肝明目，疏风散热，除湿、痹，解疮

毒，功效用于治疗感冒风热、目赤头痛、高血压、咽喉肿

痛、疔疮肿毒等。金银花和夏枯草为主药，绿原酸和迷迭

香酸分别为金银花和夏枯草的主要成分。绿原酸具有广

谱抗菌、抗病毒、抗肿瘤、增强免疫及解毒抗炎作用犤１－２犦；迷

迭香酸具有抗菌、抗病毒、抗氧化、抗炎活性和免疫抑制

活性、抗血栓等作用犤３－５犦。目前，银菊清肝解毒颗粒质量

标准中未见含量测定方法，国内已有文献记载金银花和

夏枯草或其制剂中的绿原酸和迷迭香酸的含量测定方

法犤６－１４犦；２０１５年版《中国药典（一部）》金银花和夏枯草
质量标准已分别制订了绿原酸和迷迭香酸的含量测

定方法犤１５犦。本研究中采用高效液相色谱法同时测定银

菊清肝解毒颗粒中绿原酸和迷迭香酸的含量，对处方

中金银花和夏枯草以绿原酸和迷迭香酸计的含量进

行研究，为更好地监控和评价银菊清肝解毒颗粒的质

量提供参考。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２００型高效液相色谱仪（包括Ｇ１３１１Ａ四元梯度泵，

自动进样器，Ｇ１３１４ＢＶＷＤ紫外检测器，美国安捷伦公
司）；ＸＳＥ２０５型电子天平（瑞士梅特勒公司）；ＨＴ－３００ＢＱ
型数控超声波清洗器（济宁恒通超声电子设备有限公司）。

１．２ 试药
绿原酸对照品（批号为 １１０７５３－２０１８１７，含量为

９６．８％），迷迭香酸对照品（批号为１１１８７１－２０１７０６，含
量为 ９０．５％），均由中国食品药品检定研究院提供；银
菊清肝解毒颗粒（粤北人民医院自制，批号分别为

１７１０３０，１８０６２０，１８１１０６）；乙腈（色谱纯，美国 ＴＩＤＤＩ公
司，批号为１７０９０５７６）；磷酸（分析纯，广州化学试剂厂，
批号为２０１７１１０１）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：菲罗门 ＬｕｎａＣ１８（２）１００Ａ柱（２５０ｍｍ×

高效液相色谱法同时测定银菊清肝解毒颗粒中

绿原酸和迷迭香酸含量
肖 健 １，刘旺培 ２，陈华龙 ２△

（１．粤北人民医院，广东 韶关 ５１２０２６； ２．广东省韶关市食品药品检验所，广东 韶关 ５１２０２８）
摘要：目的 建立同时测定银菊清肝解毒颗粒中绿原酸和迷迭香酸含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱采用 Ｃ１８，流动相为乙腈 －

０．４％磷酸溶液牗梯度洗脱牘，检测波长为 ３３０ｎｍ。结果 绿原酸和迷迭香酸质量浓度分别在 １．０６６７～１０６．６７００μｇ／ｍＬ和 ０．５１４０～

５１．４０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，相关系数均为０．９９９９；加样回收率分别为９８．８２％和９９．９５％，ＲＳＤ分别为０．９３％和

０．８１％牗ｎ＝９牘。结论 该方法简便、快速、准确、重复性好，可用作银菊清肝解毒颗粒的质量控制。
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图１ 系统适用性试验高效液相色谱图
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１．绿原酸 ２．迷迭香酸

Ａ．缺金银花阴性样品溶液 Ｂ．缺夏枯草阴性样品溶液

图２ 阴性对照试验高效液相色谱图

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．４％磷酸溶液（Ｂ），
梯度洗脱（０～１２ｍｉｎ、１２％Ａ，１２．１～２５ｍｉｎ、３０％Ａ，
２５．１～３５ｍｉｎ、１２％Ａ）；检测波长：３３０ｎｍ；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：分别取绿原酸、迷迭香酸对照品

适量，加５０％甲醇制成每１ｍＬ含０．１０６６７ｍｇ绿原酸、
０．０５１４ｍｇ迷迭香酸的混合对照品溶液。

供试品溶液：取银菊清肝解毒颗粒研细，精密称取细

粉约２ｇ，置烧杯中，加甲醇５０ｍＬ，超声（功率为１５０Ｗ，频
率为 ５０ｋＨｚ）处理１０ｍｉｎ，静置，上清液过滤；药渣加甲
醇２０ｍＬ，超声处理１０ｍｉｎ，静置，过滤，合并滤液，滤液
置水浴中挥干，残渣加５０％甲醇溶解，转移至５０ｍＬ容
量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻度，即得。

阴性样品溶液：按处方和制备工艺要求分别制作缺

金银花和缺夏枯草的阴性样品，按供试品溶液制备方法

分别制备缺金银花和缺夏枯草的阴性样品溶液。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：分别吸取供试品溶液、对照品溶液，

按拟订色谱条件进样测定，对系统适用参数进行考察，

绿原酸、迷迭香酸色谱峰的保留时间分别为 １０．１４ｍｉｎ
和 ２２．１２ｍｉｎ；２个色谱峰与相邻色谱峰的分离度均
大于 １．５，绿原酸、迷迭香酸色谱峰的理论板数分别为
１０９６３和３８４１８１。色谱图见图１。

阴性干扰试验：金银花中含有绿原酸、木犀草苷等

成分，夏枯草中含有迷迭香酸、咖啡酸等成分。分别取缺

金银花和缺夏枯草的阴性样品溶液，按拟订色谱条件，

进样测定，记录色谱图。结果阴性样品溶液色谱图中未

出现绿原酸、迷迭香酸色谱峰，表明处方中的其他成分

对绿原酸、迷迭香酸的检测无干扰。色谱图见图２。

线性范围考察：分别精密吸取混合对照品溶液适

量，加 ５０％甲醇稀释 １００，５０，１０，５，１倍，分别精密吸
取上述溶液各 ２０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图，
以质量浓度（Ｘ）为横坐标，以峰面积（Ｙ）为纵坐标，
进行线性回归，绿原酸、迷迭香酸的回归方程分别为

Ｙ绿 ＝６０．５６８７０Ｘ绿 －１４．１０９６１，ｒ＝０．９９９９；Ｙ迷 ＝
６１．２７５０７Ｘ迷 ＋４．２５７２２，ｒ＝０．９９９９。结果表明，绿原
酸、迷迭香酸质量浓度分别在１．０６６７～１０６．６７００μｇ／ｍＬ
和 ０．５１４０～５１．４０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性
关系良好。

最低检测限考察：将混合对照品溶液逐步稀释后，

分别精密量取２０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图，以信
噪比（Ｓ／Ｎ）＝３考察最低检测限。结果绿原酸、迷迭香酸
的最低检测限分别为０．２１３３μｇ／ｍＬ和０．１０２８μｇ／ｍＬ。

精密度试验：取混合对照品溶液，精密量取２０μＬ，
重复进样６次。结果绿原酸、迷迭香酸峰面积的 ＲＳＤ分
别为０．３３％和０．５２％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同批样品牗批号为１７１０３０牘６份，依法
制备供试品溶液，照含量测定项方法进样测定，分别计

算含量。结果，绿原酸、迷迭香酸含量的 ＲＳＤ分别为
１．１２％和１．３１％牗ｎ＝６牘，表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，置室温下，分别于

０，２，４，６，１０，１２，２４ｈ时进样测定。结果绿原酸、迷迭香
酸峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．８２％和 １．２２％牗ｎ＝７牘，表
明供试品溶液在室温下２４ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品约１．０ｇ，精密称
定，置５０ｍＬ容量瓶中，分别加入对照品溶液适量，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，计算加样回
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３２．９７
３３．３４
３２．９５
３３．１８
３３．２６
３３．５８
３３．３９
３３．１５

Ａ
８５３．３６
８５３．３６
８５３．３６
１０６６．７０
１０６６．７０
１０６６．７０
１２８０．０４
１２８０．０４
１２８０．０４

Ｂ
２４．６７
２４．６７
２４．６７
３０．８４
３０．８４
３０．８４
３７．０１
３７．０１
３７．０１

Ａ
１８５１．５３
１８２３．３３
１８５９．７４
２０７２．３５
２０４０．９５
２０７０．３５
２２６５．３８
２２６２．５４
２２５８．１８

Ｂ
５８．２１
５７．２３
５８．１８
６４．１４
６３．９８
６４．２１
７０．６２
７０．３５
７０．１４

Ａ
９７．８７
９８．２５
１００．２０
９８．６６
９８．８４
９７．８０
１００．３７
９８．８４
９８．５２

Ｂ
９９．２７
９８．３４
１００．６９
１０１．１３
９９．８７
１００．３６
１００．０８
９９．８６
９９．９５

Ａ

９８．８２

Ｂ

９９．９５

Ａ

０．９３

Ｂ

０．８１

１７１０３０
１８０６２０
１８１１０６

Ａ
９７２．３８
９６８．４２
９５２．７４

Ｂ
３２．８６
３３．５８
３１．３５

Ａ
０．８２
０．５８
０．４３

Ｂ
０．９１
０．６２
０．８１

取样量（ｇ） 样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为绿原酸，Ｂ为迷迭香酸。下表同。

表２ 样品含量测定结果

含量（μｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）
批号

协 办

重庆赢英康医疗器械有限公司

本栏目由

收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

分别取 ３批样品，依法制备供试品溶液，按拟订色
谱条件进样测定，以外标法对峰面积定量，代入线性回

归方程，计算绿原酸、迷迭香酸的含量。结果见表２。

３ 讨论

３．１ 提取方法选择
银菊清肝解毒颗粒不仅含金银花、夏枯草、桑叶、菊

花４味药材，还含较多的糖和淀粉。本研究中采用甲醇
作为提取溶剂，即有效除去糖、淀粉等大量杂质，又保证

了目标成分绿原酸和迷迭香酸能有效溶出。残渣加

５０％甲醇溶解可有效去除绿原酸和迷迭香酸色谱峰的
溶剂效应，使绿原酸峰和迷迭香酸峰更好地与相邻杂质

分离，测量结果更准确。

３．２ 流动相选择
迷迭香酸与绿原酸的极性相差较大，迷迭香酸的

极性较小，当流动相中有机相比例较小时，迷迭香酸

将不能被洗脱出来；当流动相中有机相比例较大时，

绿原酸峰出峰太早，难与杂质分离。经过反复试验，本

研究中以乙腈 －０．４％磷酸溶液为流动相梯度洗脱，
既保证迷迭香

酸能被洗脱出

来且分离度良

好，又保证绿原

酸能与相邻杂

质分开。

３．３ 小结
采用高效液相色谱法同时测定银菊清肝解毒颗粒中绿

原酸和迷迭香酸的含量，简便、快速、准确、重复性好，可提

高银菊清肝解毒颗粒质量标准，为其质量监控提供参考。
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