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热毒宁口服液是省级名中医丁超主任医师根据中 医理论制订的临床经验方，用于治疗风温肺热病风邪犯

热毒宁口服液质量标准研究
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摘要：目的 建立热毒宁口服液的薄层鉴别方法及含量测定的高效液相色谱法。方法 采用薄层鉴别法对金银花、大青叶、柴胡和甘草

进行定性鉴别。采用高效液相色谱法测定连翘苷含量，色谱柱为岛津 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔＯＤＳ－２柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙
腈－水（３０∶７０，Ｖ／Ｖ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为２７７ｎｍ。结果 金银花、大青叶、柴胡和甘草的薄层色谱斑点清晰，

阴性对照无干扰；连翘苷质量浓度在 ０．００６６３～０．２２１００ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９９），平均加样回收率为
１０４．４５％，ＲＳＤ为０．７９％（ｎ＝９）。结论 该方法专属性、准确性、耐用性、重复性均符合方法学要求，可用于热毒宁口服液的质量控制。
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肺证，疗效显著犤１犦。其由金银花、连翘、大青叶等 ６味药
材组方，具有清热解毒、调和营卫、辛凉透表、益气和胃

功效，主治高热烦躁、高热抽搐、头痛身痛、急性咽炎、扁

桃体炎、流感肺炎等。方中连翘为君药，清热解毒，消肿

散结，疏散风热。现代药理研究表明，连翘苷具有显著的

抑菌和抗炎活性犤２－３犦，能抑制小胶质细胞活化产生的炎

性反应犤４犦，通过抑制肝细胞的凋亡在酒精性肝损伤中发

挥保护作用犤５犦，故优选连翘饮片的含量成分连翘苷作为

质量控制指标。本研究中对处方各药味进行了定性鉴

别，建立了热毒宁口服液中金银花、大青叶、柴胡、甘草

的薄层鉴别方法及测定连翘苷含量的高效液相色谱

牗ＨＰＬＣ牘法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－４０Ｄ型高效液相色谱仪（ＰＤＡ极管阵列检测
器，株式会社岛津研究所）；Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色
谱仪（紫外检测器，赛默飞世尔科技有限公司）；

ＸＳＥ１０５ＤＵ型分析天平（梅特勒－托利多仪器有限公司，
精度为十万分之一）；ＫＱ－３００ＤＥ型超声清洗仪器牗昆
山市超声仪器有限公司，功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ牘
硅胶 Ｇ板（青岛海洋化工厂分厂）；聚酰胺薄膜（浙江省
台州市路桥四甲生化塑料厂）；ＺＦ－２型三用紫外分析
仪（上海安亭电子仪器厂）。

１．２ 试药

绿原酸对照品（批号为 １１０７５３－２０１８１７，纯度为
９６．８％），靛玉红对照品（批号为１１０７１７－２０１８０５，纯度
为 ９９．６％），柴胡对照药材（批号为 １２０９９２－２０１５０９），
连翘苷对照品（批号为 １１０８２１－２０１８１６，纯度为
９５．１％），甘草对照药材（批号为 １２０９０４－２０１６２０），均
由中国食品药品检定研究院提供；乙腈、甲醇均为色谱

纯（美国天地有限公司）；水为超纯水，其余试剂为分析

纯；热毒宁口服液（太和县中医院医院制剂，批号分别为

２００４２００１，２００４２２０１，２００４２４０１）；缺味阴性样品由实验
室自制。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱定性鉴别

金银花犤６－９犦：取样品溶液１ｍＬ，加乙醇２ｍＬ犤７犦５４４，摇
匀，作为供试品溶液。按样品制备工艺制备缺金银花的

阴性样品，按供试品溶液制备方法制备缺金银花的阴性

对照品溶液。另取绿原酸对照品，加乙醇制成每１ｍＬ含
０．１ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。分别吸取上述溶液各
１～２μＬ，点于同一聚酰胺薄膜上，以乙酸乙酯－甲醇－
甲酸（８∶１∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，置
紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。结果供试品溶液色谱中，在
与绿原酸对照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的荧

光斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ａ。
大青叶犤１０－１１犦：取样品溶液２０ｍＬ，加乙醚提取２次，

每次２０ｍＬ，保存水液，待用，合并乙醚液，蒸干，残渣加
三氯甲烷１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。再按样品制备
工艺制备缺大青叶的阴性样品，按前述方法平行制备缺

大青叶的阴性对照品溶液。取靛玉红对照品，加甲醇制

成每 １ｍＬ含 １ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。分别吸取
上述溶液各 １０μＬ，点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以环己
烷－乙酸乙酯（３∶１，Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，
日光下检视。结果供试品溶液色谱中，在与对照品溶液

色谱相应位置上显相同颜色的斑点，阴性对照无干扰。

详见图１Ｂ。
柴胡犤１２犦：取上述大青叶鉴别项下的水液，用水饱和

正丁醇萃取２次，每次２０ｍＬ，合并正丁醇液，用氨试液
４０ｍＬ清洗 １次，弃去氨试液，再以正丁醇饱和水洗 ２
次，弃去水液，正丁醇液蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，
作为供试品溶液。再按样品制备工艺制备缺柴胡的阴性
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１．对照品溶液 ２．阴性对照品溶液 ３－５．供试品溶液 ６．对照药材溶液

Ａ．金银花 Ｂ．大青叶 Ｃ．柴胡 Ｄ．甘草
图１ 薄层色谱图
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样品，按供试品溶液制备方法制备缺柴胡的阴性对照品

溶液。取柴胡对照药材 ０．５ｇ，加甲醇 ２０ｍＬ，超声处理
牗功率为 ３００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ牘１０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸
干，残渣加甲醇２ｍＬ使溶解，作为对照药材溶液。分别
吸取上述溶液各 １０μＬ，点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以
乙酸乙酯 －乙醇 －水（１２∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展
开，取出，晾干，喷以２％对二甲氨基苯甲醛的４０％硫酸
溶液，６０℃加热至斑点显色清晰，日光下检视。结果供
试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置上显

相同颜色的斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ｃ。
甘草：取样品溶液 ３０ｍＬ，加乙醚提取 ２次，每次

３０ｍＬ，合并乙醚液，蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作
为供试品溶液。再按样品制备工艺制备缺甘草的阴性样

品，按供试品溶液制备方法制备缺甘草的阴性对照品溶

液。取甘草对照药材 １ｇ，加甲醇 ８０ｍＬ，加热回流 １ｈ，
滤过，滤液蒸干，加水４０ｍＬ使溶解，用乙酸乙酯提取３次，
每次 ２０ｍＬ，合并乙酸乙酯液，蒸干，残渣加甲醇 １ｍＬ
使溶解，作为对照药材溶液。分别吸取上述对照药材溶

液５μＬ，供试品溶液、阴性对照品溶液各１０μＬ，点于同
一硅胶 Ｇ薄层板上，以乙酸乙酯 －甲酸 －冰醋酸 －水
（１５∶１∶１∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，
喷以 １０％硫酸乙醇溶液，１０５℃加热至斑点显色清晰。
结果供试品溶液色谱在与对照药材溶液色谱相应位置

上显相同颜色的斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ｄ。
２．２ 高效液相色谱法测定连翘苷含量

２．２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：岛津 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔＯＤＳ－２柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈 －水（３０∶７０，Ｖ／Ｖ）；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２７７ｎｍ；进样量：１０μＬ。理论
板数按连翘苷峰计不低于３０００。
２．２．２ 溶液制备

取连翘苷对照品适量，精密称定，置容量瓶中，加甲

醇溶解并定容，制成质量浓度为每 １ｍＬ含 ２６μｇ的溶
液，即得对照品溶液。精密量取样品溶液２ｍＬ，置５０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，用 ０．２２μｍ微孔滤膜滤
过，取滤液，即得供试品溶液。按热毒宁口服液的制备工

艺制备缺连翘的阴性样品，照供试品溶液制备方法制备

缺连翘的阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

阴性干扰试验：精密吸取２．２．２项下溶液各１０μＬ，
注入高效液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定。结果

供试品溶液中的连翘苷峰分离度良好，阴性对照品溶液

色谱中未见连翘苷干扰峰。详见图２。
线性关系考察：精密量取质量浓度为０．４４２ｍｇ／ｍＬ

的对照品溶液，用甲醇逐级稀释成 ０．２２１０，０．０４４２，

０．０２６５２，０．０１３２６，０．００６６３ｍｇ／ｍＬ系列质量浓度的
连翘苷对照品溶液，精密吸取上述对照品溶液各１０μＬ
注入高效液相色谱仪，按 ２．２．１项下色谱条件进样测
定，记录峰面积。以连翘苷的峰面积（Ｘ）为横坐标、质量
浓度（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝
１．３５０４×１０－７Ｘ－０．０００９２９２５，ｒ＝０．９９９９９牗ｎ＝５牘。
结果表明，连翘苷质量浓度在０．００６６３～０．２２１００ｍｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取质量浓度为 ２６．５２μｇ／ｍＬ的同一
对照品溶液适量，连续进样 ５次。结果连翘苷峰面积的
ＲＳＤ为０．９６％（ｎ＝５），表明仪器精密度良好。
重复性试验：取样品（批号为 ２００４２４０１）６份，依法

制备供试品溶液，分别进样测定。结果连翘苷峰面积的

ＲＳＤ为１．８０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
稳定性试验：取样品牗批号为２００４２４０１牘，依法制备

供试品溶液，于配制后０，２，４，８，１２，２４ｈ时分别精密进
样 １０μＬ，按 ２．２．１项下色谱条件进样测定。结果连翘
苷峰面积的 ＲＳＤ为１．９０％（ｎ＝６），表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量为０．６６３６ｍｇ／ｍＬ
的样品 ９份，各 １ｍＬ，平行 ３份，３个水平，按 ７５％，
１００％，１２５％浓度分别加入连翘苷对照品，依法制备供
试品溶液，分别进样 １０μＬ，按 ２．２．１项下色谱条件测
定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表１。
２．２．４ 样品含量测定

取３批样品，依法制备供试品溶液，每批次平行制
备 ２份，按 ２．２．１项下色谱条件测定。结果批号为
２００４２００１，２００４２２０１，２００４２４０１的样品中连翘苷含量分
别为０．５７９３，０．５５４６，０．６５１１ｍｇ／ｍＬ牗ｎ＝２牘。
３ 讨论

３．１ 薄层鉴别

金银花素有中药中的抗生素之美誉犤１３犦，具有清热

解毒、疏散风热之功效，用于痈肿疔疮、喉痹、丹毒、热毒

·检验检测·
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图２ 高效液相色谱图
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样品含量（ｍｇ）

０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６
０．６６３６

加入量（ｍｇ）

０．３３１５
０．３３１５
０．３３１５
０．６６３０
０．６６３０
０．６６３０
０．９９４５
０．９９４５
０．９９４５

测得量（ｍｇ）

１．００５４
１．００６８
１．０１１２
１．３５２９
１．３６５２
１．３５５７
１．７０９４
１．７０４２
１．７０３３

回收率（％）

１０３．１１
１０３．５３
１０４．８６
１０３．９７
１０５．８２
１０４．３９
１０５．１６
１０４．６４
１０４．５４

Ｘ（％）

１０４．４５

ＲＳＤ（％）

０．７９

表１ 连翘苷加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓｏｆｐｈｉｌｌｙｒｉｎ（ｎ＝９）

血痢、风热感冒、温病发热。现代药理学研究表明，金银

花提取物及其所含的化学成分具有抗炎、抗菌、抗病毒、

抗氧化、保肝、抗肿瘤等多种药理活性犤１４犦。常规治疗基

础上加用金银花口服液，可显著改善新型冠状病毒肺炎

患者发热、乏力、咳嗽的症状，减轻肺部病变，改善呼吸

功能，对病毒核酸转阴也显示出良好的改善趋势犤１５犦。方

中大青叶有良好的抗病毒活性，对甲型流感病毒、乙

型脑炎病毒、腮腺炎病毒等均有很好的抑制作用犤１６犦；

柴胡性凉，味苦，入肝胆经，用于治疗寒热往来、胸满

肋痛、口苦耳聋等证，具有镇静、镇痛、降温、镇咳、抗

炎、保肝、抗肿瘤、降血压、抑制由组胺和 ５－羟色胺
引起的血管通透性增加等作用 犤１７犦；甘草性平，味甘，

补脾益气，清热解毒，祛痰止咳，具有增强免疫及抗

炎作用犤１８－１９犦。

３．２ 色谱条件优化

热毒宁口服液中连翘苷的含量测定依据２０１５年版
《中国药典牗一部牘》犤７犦１７０和文献犤２０－２２犦中连翘的含量
测定方法，适当调整，最终确定了测定连翘苷含量的

色谱条件。首先，进行全波长扫描，取连翘苷对照品溶液

注入高效液相色谱仪（ＰＤＡ检测器）检测，记录连翘苷
的色谱图，结合参考文献，将检测波长定为 ２７７ｎｍ。
并在此基础上对柱温（２５，３０，３５℃）、流速（０．９，１．０，
１．１ｍＬ／ｍｉｎ）、色谱柱（大连依利特、赛默飞、岛津）、不
同比例流动相进行了考察，结果显示该方法用于测定热

毒宁口服液中连翘苷的含量耐用性好。

３．３ 方法评价

本研究中建立的热毒宁口服液中金银花、柴胡、大

青叶、甘草的薄层鉴别方法和测定连翘苷含量的高效液

相色谱法，专属性、耐用性、重复性、准确性均较好，可为

热毒宁口服液的质量控制提供依据。
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犤６犦许春燕，刘希望，杨亚军，等．银翘蓝芩口服液薄层色谱鉴别
方法研究犤Ｊ犦．动物医学进展，２０１５，３６（１１）：４０－４３．

犤７犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（一部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５．

犤８犦刘 佳，韦巧玲．金葛感冒颗粒质量标准研究犤Ｊ犦．中国民族
民间医药，２０１８，２７（９）：１４－１６．

犤９犦许春燕．银翘蓝芩口服液的质量标准及靶动物安全性研究犤Ｄ犦．
兰州：甘肃农业大学，２０１６．

犤１０犦杨武宁，严 明，孙舒放，等 ．兽用清热散中大青叶的薄层
鉴别方法研究犤Ｊ犦．畜牧业环境，２０２０，３６（７）：８１－８２．

犤１１犦施 敏，管 敏 ．上感合剂质量标准研究犤Ｊ犦．中国药业，

２０１９，２８（３）：４２－４５．
犤１２犦郝 哲，张建帮，李晓明，等 ．自拟板柴口服液质量标准改

善的研究犤Ｊ犦．实用医药杂志，２０１８，３５（１１）：１０２５－１０２８．
犤１３犦邹晓华，戴安印，何伟康，等 ．感冒热毒清合剂质量标准研

究犤Ｊ犦．中国药业，２０１６，２５（７）：４８－５２．
犤１４犦王亚丹，杨建波，戴 忠，等 ．中药金银花的研究进展犤Ｊ犦．

药物分析杂志，２０１４，３４（１１）：１９２８－１９３５．
犤１５犦张又莉，雷 亮，徐 勇，等 ．金银花口服液治疗新型冠状

病毒肺炎 ８０例临床疗效分析犤Ｊ犦．中国药业，２０２０，２９（９）：

２３－２６．
犤１６犦王腾宇，刘斯琪，丁鹏敏，等 ．金莲花汤抗流感病毒活性研

究犤Ｊ犦．中国现代中药，２０２０，２２（２）：２０２－２０６．
犤１７犦史 青，聂淑琴，黄璐琦 ．柴胡属植物化学成分及药理研究

新进展犤Ｊ犦．中国实验方剂学杂志，２００２，８（５）：５３－５６．
犤１８犦武晏屹，田 硕，雷会霞，等 ．基于数据挖掘的中药增强机

体免疫功能用药规律分析犤Ｊ犦．中药药理与临床，２０２０，３６（１）：

４１－４５．
犤１９犦智 信，陈 晓，苏佳灿．甘草次酸药理作用研究进展犤Ｊ犦．

现代中西医结合杂志，２０１９，２８（２５）：２８４７－２８５０．
犤２０犦黄强燕 ．多波长 ＨＰＬＣ法同时测定桑菊银翘散中 ６种成分

的含量犤Ｊ犦．海峡药学，２０１７，２９（１１）：６１－６４．
犤２１犦罗 云，赵国巍，梁新丽，等 ．银翘散水煎液煎煮过程化学

特征图谱及指标成分含量变化规律的研究犤Ｊ犦．中国中药杂志，

２０１６，４１（１）：６０－６４．
犤２２犦王姝君，李石飞，张立伟 ．连翘含量测定方法优化及青（老）

翘质量控制标准建立探讨犤Ｊ犦．中国中药杂志，２０１８，４３（１５）：

３１５７－３１６２．
牗收稿日期：２０２０－０６－１９；修回日期：２０２０－０８－２１牘
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