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中药复方制剂具有多药味、多靶点的特点，中药特

征／指纹图谱能较全面地反映中药所含化学成分的种类
与数量，是评价中药复方制剂整体质量的有效手段犤１犦。将

中药特征／指纹图谱技术与多指标成分定量分析相结合，
可同时达到控制复方制剂中主要药味含量的目的犤２犦。非标

准检验方法可考察药品生产过程中违反《药品生产质量管

理规范》牗ＧＭＰ牘要求的情况，如不按标准投料、替代投料
等，是检验及评价药品质量非常重要的技术手段。银翘解

毒丸（蜜丸）源自清代医学家吴瑭所著《温病条辨》中的

银翘散，由金银花、连翘、薄荷、荆芥（穗）、桔梗、牛蒡子等

９味药材组方，具有疏风解表、清热解毒功效，现行标准收
载于原中华人民共和国卫生部药典委员会１９９０年颁布
的《中华人民共和国卫生部药品标准·中药成方制剂（第

十九册）》，检验项目仅有性状、鉴别和检查项犤３犦，可控性较

差，亟待提高。目前，关于银翘解毒丸质量控制的研究主要

集中在绿原酸、连翘苷等１种或几种成分的含量测定或特
征图谱上犤４－８犦。本研究中参考文献犤９－１１犦，首先建立了银
翘解毒丸的指纹图谱及多成分同时定量分析的方法，进行

了相似度评价及聚类分析，建立了测定绿原酸、连翘酯

苷 Ａ、牛蒡苷 ３种指标性成分含量的方法，并对收集的
２６批次样品进行了整体质量分析与评价；初步建立了山
银花替代／混合金银花非法投料的非标准检验方法，可多
方面考察市场上银翘解毒丸的质量情况。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＤＩＯＮＥＸＵｌｔｉｍａｔｅ３０００型液相色谱仪犤包括二极管
阵列（ＤＡＤ）检测器，赛默飞世尔科技＜中国＞有限公
司犦；ＳＨＩＭＡＤＺＵＬＣ－２０１０Ａ型高效液相色谱仪犤包括

银翘解毒丸质量评价方法研究

杨美丽，张少杰，杨金蕊，杜冬勤，王 楠

（河北省保定市食品药品检验所，河北 保定 ０７１０００）
摘要：目的 建立银翘解毒丸指纹图谱及多成分同时定量分析法，为其质量控制及评价提供技术支持。方法 采用高效液相色谱－二极
管阵列（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）法建立指纹图谱，并同时测定绿原酸、连翘酯苷 Ａ、牛蒡苷 ３个指标性成分的含量，对 ２６批银翘解毒丸进行分
析；采用高效液相色谱 －蒸发光散射（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法初步筛查山银花替代金银花非法投料情况。结果 银翘解毒丸指纹图谱中标定

了 １５个共有峰，相似度为０．７０９～０．９９７；聚类分析结果显示，指纹图谱相似度为 ０．８５以下的样品为质量存疑。２６批样品中有５批质
量存疑；２批绿原酸及牛蒡苷的含量极低，３批连翘酯苷 Ａ的含量极低，质量分析结果与指纹图谱结果具有一致性。２６批样品中，山银
花阳性检出３批，阳性检出率为１１．５４％。结论 该方法准确、可靠，可检测不按标准投料、非法投料等问题，可用于银翘解毒丸的质量

控制及评价。

关键词：银翘解毒丸；指纹图谱；多成分定量分析；非标准检验；质量控制；质量评价
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时间

０～５０ｍｉｎ
５０～５３ｍｉｎ
５３～６０ｍｉｎ

乙腈（Ａ）

７→５０
５０→７
７

０．１％磷酸溶液牗Ｂ）

９３→５０
５０→９３
９３

表１ 流动相梯度洗脱程序牗％牘
Ｔａｂ．１ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ牗％牘

Ｕ／ｍＶ
４ １３

４．绿原酸 ６．连翘酯苷 Ａ １３．牛蒡苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

４．ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ６．ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ １３．ａｒｃｔｉｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

Ｕ／ｍＶ
１３

６

４１４０
１３０
１２０
１１０
１００
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

ｔ／ｍｉｎ

Ｂ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０
ｔ／ｍｉｎ

Ａ

６

１１０

１００

９０

８０

７０

６０

５０

４０

３０

２０

１０

０
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紫外（ＵＶ）检测器，日本岛津公司犦；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５－２４２４
型高效液相色谱仪犤包括蒸发光散射（ＥＬＳＤ）检测器，美
国沃特世科技有限公司犦；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＰＡ２２５Ｄ型电子天
平（德国赛多利斯集团，精度为万分之一 ／十万分之
一）；ＳＫ７２００Ｈ型超声波清洗器牗功率为 ３５０Ｗ，频率为
５３ｋＨｚ，上海科导超声仪器有限公司牘。
１．２ 试药

绿原酸对照品（批号为 １１０７５３－２０１７１６，含量以
９９．３％计），牛蒡苷对照品（批号为１１０８１９－２０１６１１，含
量以 ９５．９％计），甘草苷对照品（批号为 １１１６１０－
２０１６０７，含量以 １００．０％计），连翘苷对照品（批号为
１１０８２１－２０１６１５，含量以 ９４．９％计），连翘酯苷 Ａ对照
品（批号为１１１８１０－２０１６０６，含量以９３．４％计），灰毡毛
忍冬皂苷乙对照药材（批号为 １１１８１４－２０１６０４），川续
断皂苷乙对照药材（批号为 １１１８１３－２０１４０３），金银花
对照药材（批号为１２１０６０－２０１６０８），连翘对照药材（批
号 为 １２０９０８－２０１２１６），薄 荷 对 照 药 材 （批 号 为
１２０９１６－２０１３１０），荆芥对照药材（批号为 １２０９１１－
２０１５１２），淡豆豉对照药材（批号为 １２１５９４－２０１４０３），
牛蒡子对照药材（批号为 １２０９０３－２０１５１０），桔梗对照
药材（批号为１２１０２８－２０１６１２），甘草对照药材（批号为
１２０９０４－２０１６２０），山银花对照药材（批号为 １２１５９５－
２０１２０２），均购自中国食品药品检定研究院；淡竹叶牗药
都集团茗都药业有限公司，批号为 １７０７０１牘；乙腈为色
谱纯，磷酸、甲酸、冰醋酸均为分析纯，水为娃哈哈纯净

水；２６批银翘解毒丸（水蜜丸、大蜜丸各 １３批）购于河
北省内各市县，涉及省内外生产企业共６家。
２ 方法与结果

２．１ 指纹图谱及多成分同时定量分析

２．１．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＯｍｅｇａＰｏｌａｒＣ１８１００Ａ
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相 ∶乙腈（Ａ）－０．１％
磷酸溶液（Ｂ），按表 １程序进行梯度洗脱；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２３０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：
１０μＬ。在此色谱条件下的色谱图见图１。

２．１．２ 溶液制备

供试品溶液：取水蜜丸（研碎）０．９ｇ，或大蜜丸（剪
碎）１．３５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％
甲醇 ５０ｍＬ，称定质量，超声（功率为 ２５０Ｗ，频率为

４０ｋＨｚ）处理３０ｍｉｎ，放至室温，补足减失的质量，摇匀，
滤过，取续滤液，即得。

单一对照药材溶液：取处方中各药味的对照药材，

参照供试品溶液取样量按处方比例取样，按供试品溶液

制备方法逐一制备对照药材溶液。

单一对照品溶液：取绿原酸对照品、牛蒡苷对照品、

连翘苷对照品、连翘酯苷Ａ对照品、甘草苷对照品各适
量，精密称定，加 ５０％甲醇溶解，分别制成每 １ｍＬ含
０．１ｍｇ的单一对照品溶液。

混合对照品溶液：取绿原酸对照品、连翘酯苷 Ａ对
照品、牛蒡苷对照品各适量，精密称定，加 ５０％甲醇制
成质量浓度分别为１１３．１，９６．５８，９６．５７μｇ／ｍＬ的混合
对照品溶液。

２．１．３ 指纹图谱方法学考察与分析

精密度试验：取同一供试品溶液１０μＬ，按２．１．１项下
色谱条件连续进样６次，测定特征峰１５个。结果以峰面
积较大、分离度较好的１３号峰（保留时间约为３０．３ｍｉｎ）
为参照峰，１～１５号峰的相对保留时间和相对峰面积的
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样品编号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

相似度

０．８８５
０．８８８
０．８９６
０．８８９
０．９９５
０．９９５
０．９９６
０．９９６
０．８９５

样品编号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８

相似度

０．９９７
０．９９６
０．９９７
０．９９４
０．９９２
０．９９９
０．７５９
０．７０９
０．８２３

样品编号

１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６

相似度

０．８４８
０．８４７
０．９９７
０．９８８
０．９７７
０．９７５
０．９７６
０．９７８

Ｕ／ｍＶ
１１００

１０００

９００

８００

７００

６００

５００

４００

３００

２００

１００

０

图３ 银翘解毒丸（部分示例）与标准谱图 Ｍａｒｋ峰匹配图
Ｆｉｇ．３ Ｍａｔｃｈｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆＹｉｎｑｉａｏ Ｊｉｅｄｕ Ｐｉｌｌｓ（ｓｏｍｅ ｅｘａｍｐｌｅｓ）

ｗｉｔｈＭａｒｋｐｅａｋｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

９牗１５牘

８牗１５牘

７牗１５牘

６牗１５牘

５牗１５牘

４牗１５牘

３牗１５牘

２牗１５牘

１牗１５牘

标准谱图
ｔ／ｍｉｎ

表２ 银翘解毒丸相似度计算结果

Ｔａｂ．２ ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆＹｉｎｑｉａｏＪｉｅｄｕＰｉｌｌｓ

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

Ｕ／ｍＶ

１４０
１３０
１２０
１１０
１００
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

图２ 指纹图谱特征峰指认

Ｆｉｇ．２ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓｉｎｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

４绿原酸 １３牛蒡苷

１０

１

２

３
５ ７ ９

１１
１４

６连翘酯苷 Ａ

１５
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１２连翘苷

８甘草苷

ＲＳＤ均小于１．００％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取同一供试品溶液，按 ２．１．１项下色

谱条件分别于０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时连续进样７次。结
果以 １３号峰为参照峰，１～１５号峰的相对保留时间和
相对峰面积的 ＲＳＤ均小于１．８０％（ｎ＝７），表明供试品
溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为１７０３３７０５）样品７份，
依法制备供试品溶液，并进样测定。结果以１３号峰为参
照峰，１～１５号峰的相对保留时间和相对峰面积含量的
ＲＳＤ均小于１．００％（ｎ＝７），表明方法重复性良好。
特征峰指认及归属：分别取单一对照品溶液进样测

定，比较色谱峰的保留时间及紫外光谱结果，结果样品

指纹图谱中峰４为绿原酸，峰 ６为连翘酯苷 Ａ，峰 ８为
甘草苷，峰 １２为连翘苷，峰 １３为牛蒡苷，详见图 ２。
将制备的单一对照药材溶液分别进样分析，与样品色

谱峰的保留时间及紫外光谱比较，结果峰 ２，３，４属
金银花，峰 １，６，９，１２属连翘，峰 ７，８属甘草，峰 １３
属牛蒡子。

指纹图谱测定及相似度评价：对２６批样品进行指
纹图谱测定，以１３号峰（牛蒡苷）为参照峰，各峰相对保
留时间的 ＲＳＤ均小于５．００％。采用国家药典委员会主
持开发的中药指纹图谱相似度评价软件生成标准谱图，

分别对２６批样品与标准谱图进行多点校正、Ｍａｒｋ峰匹
配并计算相似度。匹配谱图见图３，相似度见表２。

聚类分析：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件中系统聚类
法的 Ｗａｒｄ法，选取平方 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离为度量标准，对
所测样品与标准谱图的相似度进行系统聚类分析，结果

按相似度大小将样品分为 ３类。１）相似度为０．９５以上
的有 １６批样品，其绿原酸、连翘酯苷 Ａ、牛蒡苷含量均
非常高，尤其是连翘酯苷 Ａ所代表的连翘归属的色谱
峰峰高均显著高于其他批次。２）相似度为 ０．９０～０．９５
的无样品。３）相似度为０．８０～０．９０的有８批样品，其中
０．８５～０．９０的有５批样品，与标准谱图比较，其主要差

异为连翘相关成分含量相对偏低，经与同厂样品（相似

度在０．９５以上）对照分析，结合连翘采收期认为，青翘、
老翘均可对连翘投料造成同厂、不同批次成药间的差

异，而有研究证实两者的连翘酯苷 Ａ、连翘苷等成分确
实存在较大差异犤１２犦；相似度为０．８０～０．８５的有 ３批样
品（编号为１８，１９，２０），其连翘相关成分含量同样偏低，
但经其他研究证实其存在山银花替代 ／混合金银花投
料的情况；聚类分析将相似度为 ０．８０～０．９０的样品聚
为一类，能分析出使用老翘投料的样品，但由于山银花

及金银花在紫外检测条件下的谱图差异小，成分差异不

明显，因此聚类未能再细化，但０．８５的限度也基本能将
银翘解毒丸的真伪优劣区分开来。４）相似度为 ０．８０以
下的有２批样品（编号为１６，１７），图谱中显示绿原酸和
牛蒡苷含量极低，存在不按处方投料、以次充好投料等

嫌疑。因此，指纹图谱相似度在０．８５以下的样品均可视
为样品质量存疑。详见图４和表３。
２．１．４ 多成分定量分析

线性关系考察：分别精密量取绿原酸对照品溶液

（１１３．１μｇ／ｍＬ）１ｍＬ和 ３ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加
５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，分别取５μＬ和１０μＬ及
稀释前绿原酸对照品溶液５，１０，１５μＬ，进样分析。精密
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成分

绿原酸

连翘酯苷 Ａ
牛蒡苷

线性回归方程

Ｙ＝１７８２．２８Ｘ＋４５７８．３３
Ｙ＝１３９９．７Ｘ－５２４５２
Ｙ＝１７０４．８Ｘ＋４９９５．７

Ｒ２

１．０００
０．９９７
０．９９９

线性范围（μｇ）

５６．５５～１６９６．５４
８６．９２～１４４８．６３
４８．２９～１４４８．５７

检测限（μｇ）

０．０４
０．０９
０．０３

定量限（μｇ）

０．１２
０．２９
０．１０

表４ ３个成分的线性关系、检测限和定量限考察结果
Ｔａｂ．４ Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｍｉｔ

ｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｕ／ｍＶ
２４０
２２０
２００
１８０
１６０
１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０

－２０
－４０
－５７

甘草

淡竹叶

桔梗

牛蒡子

淡豆豉

荆芥

薄荷

连翘

连翘酯苷 Ａ

绿原酸

金银花

牛蒡苷

ｔ／ｍｉｎ
９．９ １２．０ １４．０ １６．０ １８．０ ２０．０ ２２．０ ２４．０ ２６．０ ２８．０ ３０．０ ３２．０

图５ 单一对照药材溶液及对照品溶液高效液相色谱图

Ｆｉｇ．５ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｉｎｇｌｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

表３ 银翘解毒丸聚类分析结果

Ｔａｂ．３ ＣｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＹｉｎｑｉａｏＪｉｅｄｕＰｉｌｌｓ

注：－为未检出。
Ｎｏｔｅ：－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．

相似度

＞０．９５
０．９０～０．９５
０．８０～０．９０

＜０．８０

样本量（批）

１６
－
８
２

百分比（％）

６１．５４
－

３０．７７
７．６９

０ ５ １０ １５ ２０ ２５

图４ 指纹图谱相似度聚类分析

Ｆｉｇ．４ Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

１２
２１
１０
８
１１
７
１５
５
６
１３
１４
２２
２３
２６
２４
２５
１６
１７
３
９
２
４
１
１９
２０
１８

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

量取连翘酯苷 Ａ对照品溶液（９６．５８μｇ／ｍＬ）３ｍＬ，置
１０ｍＬ容量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，
分别取 ３，５，１０μＬ及稀释前连翘酯苷 Ａ对照品溶液
（９６．５８μｇ／ｍＬ）５，１０，１５μＬ，进样分析。精密量取牛蒡
苷对照品溶液（９６．５７μｇ／ｍＬ）１ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶
中，加 ５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，分别取５，１０，
２０μＬ及稀释前牛蒡苷对照品溶液（９６．５７μｇ／ｍＬ）５，
１０，１５μＬ，进样分析。均以峰面积（Ｙ）为纵坐标、进样量
（Ｘ，μｇ）为横坐标进行线性回归，得各成分的回归方程，
结果各化合物在相应进样量范围内线性关系良好。同

时，分别测得３个化合物的检测限（Ｓ／Ｎ＝３）与定量限
（Ｓ／Ｎ＝１０）。详见表４。

精密度试验：精密吸取同一供试品溶液，连续进样

６次。结果绿原酸、连翘酯苷 Ａ、牛蒡苷峰面积的 ＲＳＤ
分别为 ０．６５％，０．７９％，０．３５％（ｎ＝６），表明仪器精密

度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，按 ２．１．１项下色
谱条件分别于０，１，２，４，６，８，１２，２４ｈ时进样测定。结果
绿原酸、连翘酯苷 Ａ、牛蒡苷峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．２５％，０．５０％，０．２５％（ｎ＝８），表明供试品溶液在 ２４ｈ
内基本稳定。

重复性试验：取同一批（批号为 １７０３３７０５）样品 ７
份，依法制备供试品溶液，并依法测定。结果绿原酸、连

翘酯苷 Ａ、牛蒡苷的平均含量分别为２．７４３４，２．５２６３，
３．６５１４ｍｇ／ｇ（ｎ＝７），ＲＳＤ分别为 １．０２％，１．３９％，
０．７３％（ｎ＝７），表明方法重复性良好。

专属性试验：用单一对照药材溶液、对照品溶液模

拟试验，考察阴性样品在待测成分处有无干扰。色谱图

见图５。结果表明，金银花及牛蒡子中均含有绿原酸，金
银花中含量较高；牛蒡苷只存在于牛蒡子中，连翘酯

苷Ａ只存在于连翘中，其他药味在绿原酸、牛蒡苷、连翘
酯苷 Ａ相应位置上无干扰，即阴性样品溶液在待测成
分处均无干扰。

加样回收试验：取样品粉末８份，每份０．４５ｇ，精密
称定，按样品含量的１００．００％分别加入绿原酸对照品、
连翘酯苷Ａ对照品、牛蒡苷对照品，依法制备供试品溶
液，进样１０μＬ，按２．１．１项下色谱条件进样测定。结果
见表５。

样品含量测定及分析：取２６批样品，依法制备供试
品溶液，按２．１．１项下色谱条件进样测定，采用外标法
计算样品中绿原酸、连翘酯苷Ａ、牛蒡苷的含量。结果见
表 ６。可见，不同生产厂家的绿原酸及牛蒡苷含量基本
无差异，但编号为１６，１７的样品牗山西某公司生产的大
蜜丸）的绿原酸及牛蒡苷含量极低；连翘酯苷 Ａ的含量
为每袋１４．４～４５．６ｍｇ或每丸４．５～４６．８ｍｇ（因剂型不
同，每袋或每丸均为 １次口服剂量，相当于原药材的量
相同），差异较大，其中编号为１８，１９，２０的３批样品的
含量最低。上述２６批样品按现行药品标准检验均合格，
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成分

绿原酸

连翘酯苷 Ａ

牛蒡苷

取样量

（ｇ）

０．４５０１
０．４５００
０．４５０２
０．４５０３
０．４５００
０．４５０１
０．４５０４
０．４５００
０．４５０１
０．４５００
０．４５０２
０．４５０３
０．４５００
０．４５０１
０．４５０４
０．４５００
０．４５０１
０．４５００
０．４５０２
０．４５０３
０．４５００
０．４５０１
０．４５０４
０．４５００

样品含量

（ｍｇ）

１．２３４８
１．２３４５
１．２３５１
１．２３５４
１．２３４５
１．２３４８
１．２３５６
１．２３４５
１．１３７１
１．１３６８
１．１３７３
１．１３７６
１．１３６８
１．１３７１
１．１３７８
１．１３６８
１．６４３５
１．６４３１
１．６４３９
１．６４４２
１．６４３１
１．６４３５
１．６４４６
１．６４３１

加入量

（ｍｇ）

１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３５５４
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．３０２０
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７
１．６６６７

测得量

（ｍｇ）

２．５７３２
２．５７８７
２．５６０７
２．５６１５
２．５８１８
２．５７８４
２．５６３９
２．５７８４
２．４２１９
２．４２００
２．４２８４
２．４２１２
２．４２２８
２．４４３１
２．４２３２
２．４２３１
３．３２６７
３．３３７８
３．３２４２
３．３２５２
３．３５３９
３．３５４０
３．３３７８
３．３３２３

回收率

（％）

９８．７５
９９．１７
９７．８０
９７．８４
９９．４０
９９．１３
９８．００
９９．１５
９８．６８
９８．５６
９９．１６
９８．５９
９８．７７
１００．３１
９８．７２
９８．７９
１００．９９
１０１．６８
１００．８２
１００．８６
１０２．６５
１０２．６３
１０１．５９
１０１．３５

Ｘ
（％）

９８．６６

９８．９５

１０１．６０

ＲＳＤ
（％）

０．６８

０．５９

０．７２

编号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３

绿原酸

１６．２１
１６．８３
１６．２０
１６．２２
１６．２１
１６．８３
１７．４２
１８．０４
１６．２１
１６．２２
１２．６２
１２．６４
１２．０１

连翘酯苷 Ａ
１５．０２
１４．４２
１５．０３
１４．４１
４１．４２
３９．５８
４５．６３
４５．０１
１５．０３
４３．８４
４０．８１
４０．２１
３３．６１

牛蒡苷

２２．１９
２１．６４
２２．１８
２１．６０
２５．２１
２５．８１
２５．２１
２５．２１
２２．２２
２４．６１
２２．２３
２１．６０
２１．０２

编号

１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６

绿原酸

１２．６２
１３．５１
１．８１
０．９１
１４．４２
１２．６０
１３．５２
１５．３２
１３．５２
１７．１０
１６．２１
１４．３８
１６．２１

连翘酯苷 Ａ
４６．８４
４１．４１
１６．２２
１４．４１
５．４４
５．４３
４．５３
３５．１２
２７．０１
２８．８２
２６．１２
１３．３９
２７．０２

牛蒡苷

２４．３２
２４．３３
０．４５
０．１８
１７．１２
２４．３１
１８．９１
２０．７４
１９．８１
２４．２７
２２．５３
２０．７１
２３．３８

时间

１～１０ｍｉｎ
１０～１２ｍｉｎ
１２～１８ｍｉｎ
１８～３０ｍｉｎ

乙腈牗Ａ）

１１．５→１５
１５→２９
２９→３３
３３→４５

０．４％醋酸牗Ｂ）

８８．５→８５
８５→７１
７１→６７
６７→５５

表５ 加样回收试验结果（ｎ＝８）
Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝８）

表６ 样品含量测定结果牗ｍｇ牘
Ｔａｂ．６ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｍｇ）

表７ 流动相梯度洗脱程序牗％牘
Ｔａｂ．７ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ ｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ牗％牘
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但按本研究中含量测定方法检验，发现 ５批样品牗编
号为 １６，１７，１８，１９，２０牘明显存在质量问题，与指纹
图谱相似度分析结果一致，相似度均低于 ０．８５，质量
存疑。

２．２ 山银花替代／混合金银花投料非标准检验方法与结果
色谱条件：色谱柱为ＷａｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；柱温为３０℃；流动相为乙腈（Ａ）－０．４％
醋酸（Ｂ），梯度洗脱程序见表７；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进
样量为１０μＬ。

Ｗａｔｅｒｓ２４２４ＥＬＳＤ检测器参数：漂移管温度为６０℃；
动力级别为６０％；增益值为１５０；压力为３５ｐｓｉ。

溶液制备：取１袋／丸样品，粉碎或剪碎，置具塞锥
形瓶中，加入５０％甲醇溶液３０ｍＬ，超声（功率为３００Ｗ，
频率为５３ｋＨｚ）处理３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加水
３０ｍＬ使溶解，用水饱和正丁醇萃取２次，每次３０ｍＬ，
合并正丁醇液，用氨试液３０ｍＬ洗涤 １次，将正丁醇液
蒸干，残渣加甲醇１０ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。取除
金银花外的其他对照药材组成 １次口服剂量的阴性样
品，照供试品溶液制备方法制备阴性对照样品溶液。另

取金银花及山银花适量，同法制备金银花对照药材溶液

及山银花对照药材溶液。

专属性考察：灰毡毛忍冬皂苷乙及川续断皂苷乙是

山银花区别于金银花的主要成分犤１３－１５犦。本研究中发现，

阴性样品在川续断皂苷乙色谱峰位置无干扰，而山银花

特征色谱峰明显，金银花于此色谱条件下几乎无响应。

若山银花替代金银花投料，可明显检查出色谱峰，故确

定了川续断皂苷乙作为特征性成分检查山银花的依据。

色谱图见图６。
样品山银花测定：２６批样品中，水蜜丸有１３批，按

上述检查方法均未检出川续断皂苷乙；大蜜丸有１３批，
３批检出阳性，且色谱峰非常明显，阳性检出率为
１１．５４％，表明确实存在部分企业违反 ＧＭＰ相关规定，
不按标准投料、替代／混合投料的情况。色谱图见图７。
３ 讨论

３．１ 标准检验情况

银翘解毒丸现行药品标准有性状、鉴别、检查项，２６
批样品经标准检验全部合格。由于鉴别项仅定性不定

量，不同厂家不同批号样品的显微及薄层色谱鉴别图谱

虽存在一定差异，质量参差不齐，但均满足检出要求，故

标准检验结果全部合格。

３．２ 指纹图谱及多成分同时定量分析及质量评价

银翘解毒丸由９味药材组方，金银花、连翘为君药，
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Ｕ／ｍＶ

阴性

山银花

川续断皂苷乙

金银花

３００

２８０

２６０

２４０

２２０

２００

１８０

１６０

１４０

１２０

１００

８０

６０

４０

２０

０

－２０ ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

图６ 专属性考察高效液相色谱图

Ｆｉｇ．６ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

Ｕ／ｍＶ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

４００
３８０
３６０
３４０
３２０
３００
２８０
２６０
２４０
２２０
２００
１８０
１６０
１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０

－２０

川续断皂苷乙

ｔ／ｍｉｎ

山银花

１

２

３

４

５

图７ 部分样品山银花测定高效液相色谱图

Ｆｉｇ．７ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＬｏｎｉｃｅｒａｅＦｌｏｓｉｎ

ｓｏｍｅｓａｍｐｌｅｓ
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荆芥、薄荷、淡豆豉为医药，牛蒡子、桔梗、甘草、淡竹叶

为佐药，甘草调和诸药，为使药犤１６犦。９味药中，荆芥、薄荷
含挥发性成分，宜采用气相色谱法分析；桔梗因其成分结

构特征，宜采用ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法分析；金银花、连翘、牛蒡
子、甘草等均在指纹图谱（采用ＨＰＬＣ－ＤＡＤ法）中良好呈
现，选取图中分离度好、含量高且具有药味代表性的成分

进行定量测定，以期同时定性定量测定，合理评价该药。

指纹图谱测定及相似度评价分析中，筛查出５批样
品相似度低于０．８５，质量存疑。结果显示，有２批（编号
为 １６，１７）绿原酸及牛蒡苷含量极低，有 ３批（编号为
１８，１９，２０）连翘酯苷 Ａ含量极低，质量存疑。指纹图谱
与含量测定分别筛查出的５批能一一对应，显示方法具
有相关性。２６批样品标准检验合格率为１００．００％，按该

方法检验质量存疑率为１９．２３％，样品存在不按处方投
料、以次充好投料等嫌疑。

２０１５年版《中国药典（一部）》规定连翘采收期不
同，有青翘、老翘之分，但方剂入药无指导说明，而两者

在成分含量上有显著差异，连翘酯苷 Ａ在 ６月下旬到
７月下旬采收含量最高，８月采收有所下降，但幅度不
大，９月采收下降幅度较大犤１７犦。指纹图谱分析中，同为北

京同某堂银翘解毒丸，相似度高于０．９５的批次中连翘
的相关成分显著高于相似度为 ０．８５～０．９０的批次，分
析认为前者为青翘投料，后者为老翘投料。由于没有相

关指导原则，厂家随意投料，易造成不同批次药效变化

及治疗效果的波动，建议有关部门进行相关考察，对二

者制订不同的质量标准，并开展药理学、药效学差异等

方面的研究工作，以便正确指导生产及临床应用。

３．３ 非标准检验方法筛查情况

２００５年版至 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》中山银
花的性味、归经、功能主治、用法用量与金银花完全相

同，但由于其价格低廉，又有使用合法的历史，在外观性

状上与忍冬（金银花的一个主要来源）也较相似，则部分

企业违规将其替代 ／混合金银花使用。该行为违反了
ＧＭＰ相关规定，扰乱了市场秩序，造成了不正当竞争，
应严厉打击。２６批样品中，有 ３批检出山银花阳性，说
明实际生产中确实存在部分企业违反 ＧＭＰ相关规定，
不按标准投料，不按规定生产，须严厉打击。本研究中目

前进行了初步筛查，后续会继续完善检查方法，坚决打

击药品生产过程中的违法、违规现象。

３．４ 方法评价

本研究结果显示，在现行标准基础上建立的指纹图

谱及多指标性成分含量同时测定的方法，有效补充了标

准方法的漏洞，一次测定可多方面分析药品，可体现药

品的真实性，综合评价药物整体质量。初步建立的山银

花替代 ／混合金银花投料的非标准检查方法，可有效筛
查出不按标准投料、违反ＧＭＰ要求生产的药品。本研究
中建立的方法对规范生产及对银翘解毒丸的质量控制

均能提供有效的技术支持。
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