
６２

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１１月５日 第３０卷第２１期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２１牞Ｎｏｖｅｍｂｅｒ５牞２０２１

基金项目：广东省医院药学研究基金资助项目犤２０１９Ａ２９犦；广东省韶关市卫生计生科研项目犤Ｙ１９０５１犦。
第一作者：张丽娟，女，大学本科，主管药师，研究方向为医院药学，（电话）０７５１－６９１３０３１（电子信箱）９５８２７１８２５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

△通信作者：蓝献泉，男，大学本科，副主任药师，研究方向为药品检验，（电话）０７５１－８７２２３８５（电子信箱）１７９０８９９７３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２１．２１．０１７

收介质时，经过透皮试验，通过高效液相色谱法测定体外透

皮试验各组接收液中盐酸芦氟沙星的含量，计算透过率，表

明盐酸芦氟沙星膜具有良好的昆明种小鼠皮肤透过性。

参考文献

犤１犦徐建春，卢启明，付立杰，等．前列解毒胶囊联合芦氟沙星治
疗慢性前列腺炎的随机双盲对照临床观察犤Ｊ犦．中华男科学杂志，

２０１０，１６（２）：１８３－１８６．
犤２犦侯昌元，李红玉 ．盐酸米诺环素膜剂的制备与质量控制犤Ｊ犦．
中国药师，２０１１，１４（６）：８２１－８２３．

犤３犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５：３２０．

犤４犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（二部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５：４４７．

犤５犦中央军委后勤保障部卫生局 ．中国人民解放军医疗机构制
剂规范犤Ｍ犦．北京：人民军医出版社，２０１６：２３８－２３４．

犤６犦甘春英，王 刚，杜士明，等．氟比洛芬透皮贴剂的质量控制

及体外透皮试验犤Ｊ犦．中国药师，２０１２，１５（６）：８４０－８４３．
犤７犦周 密，徐晓勇，马凤森，等．雷公藤涂膜剂的制备及其体外
透皮试验犤Ｊ犦．中成药，２０１５，３７（３）：５３６－５２９．

犤８犦吴 莹，肖学成．醋酸曲安奈德益康唑乳膏体外透皮吸收的

评价试验犤Ｊ犦．湖北中医药大学学报，２０１７，１９（２）：３６－４０．
犤９犦贺亚静，武学鑫，周 洁，等．复方利多卡因乳膏体外透皮研究犤Ｊ犦．
中国药业，２０１５，２４（１５）：１９－２１．

犤１０犦金伟华，蒲志强，陈 华，等．盐酸溴己新滴鼻剂的研制及含量测

定与透皮性能评价犤Ｊ犦．药学实践杂志，２０１９，３７（２）：１６６－１６９．
犤１１犦于波涛，范开华，金伟华，等．氮酮用量对马尼地平乳膏离体透

皮吸收影响的研究犤Ｊ犦．西南国防医药，２０１１，２１（３）：２５０－２５２．
犤１２犦张志荣 ．药剂学（第 ２版）犤Ｍ犦．北京：高校教育出版社，

２０１６：２３６－２３９．
牗收稿日期：２０２０－１２－０３；修回日期：２０２１－０６－１８牘

檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨

反相高效液相色谱法同时测定鼻咽清颗粒中龙胆苦苷、
迷迭香酸和蒙花苷含量

张丽娟 １，蓝献泉 ２△，郑锦坤 １，阙伟祺 １，李庆德 １，朱 燕 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 建立同时测定鼻咽清颗粒中龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙花苷３种活性成分含量的反相高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＡＣＥ
ＥｘｃｅｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－０．１％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７４ｎｍ（０～２０ｍｉｎ
时龙胆苦苷）、３３４ｎｍ（２０～４０ｍｉｎ时迷迭香酸和蒙花苷），柱温为 ３０℃，进样量为１０μＬ。结果 龙胆苦苷、迷迭香酸、蒙花苷质量浓度

分别在 ５．２９～１６９．３４μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００，ｎ＝６），１．００～３２．０９μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝６），２．２８～７２．８８μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００，ｎ＝６）

范围内与峰面积线性关系良好，精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于 ２．０％，平均回收率分别为 １００．１８％，９８．６３％，９９．３４％，

ＲＳＤ分别为１．４７％，２．０９％，２．１７％（ｎ＝９）。结论 所建立的方法能有效控制其中的活性成分，前处理简单，重复性好，准确度高，可用

于同时测定鼻咽清颗粒中龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙花苷的含量，完善其质量标准。
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鼻咽清颗粒为粤北人民医院的特色制剂（粤药制字

Ｚ２００７１５３９），由重楼、夏枯草、野菊花、龙胆、两面针、蛇
泡勒、太子参、苍耳子８味中药组方，用于治疗鼻咽部慢
性炎症及鼻咽癌放射治疗后分泌物增多，可抑制鼻咽癌

的生长，且具有放疗增敏作用犤１犦。方中龙胆具有清热燥

湿、泻肝胆火等功效，有效成分为龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、

当药苷等环烯醚萜苷类化合物。龙胆苦苷具有良好的抗

氧化应激、抗肝损伤、抗肿瘤等药理作用犤２－３犦，含量高，与

龙胆药材药理作用一致，常作为评价龙胆药材质量的重

要指标。夏枯草性寒，味辛、苦，归肝胆经，善清肝火、散郁

结，主要活性成分迷迭香酸为典型的酚酸类物质，具有较

强的抗炎、抗菌、抗病毒、抗肿瘤活性犤４－５犦。野菊花清热解

毒，主要活性成分蒙花苷具有抗炎、免疫、保肝、抗肿瘤、

抗菌等多种药理作用犤６犦。现行质量标准为夏枯草和两面

针的薄层鉴别，未对组方成分进行含量测定，不利于质量

控制。本研究中参考文献犤７－１３犦，采用反相高效液相色
谱双波长法同时测定鼻咽清颗粒中龙胆苦苷、迷迭香酸

和蒙花苷３种活性成分的含量，并确定其含量限度，为进
一步完善该制剂的标准提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

岛津 ２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＭＳＡ２２５Ｓ－ＩＣＥ－ＤＵ型电子天平（德国赛多利斯公司，精
度为十万分之一）；ＡＳ１０２００ＡＤＴ型超声波清洗器（天津奥
特赛恩斯仪器有限公司，功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

鼻咽清颗粒牗粤北人民医院医院制剂，批号分别为
２０１９０３２５，２０１９１２２７，２０２００５２０牘；龙胆苦苷对照品（批号
为 １１０７７０－２０１９１８，含量以 ９７．１％计），迷迭香酸对照
品（批号为 １１１８７１－２０１７０６，含量以 ９０．０５％计），蒙花
苷对照品（批号为 １１１５２８－２０１５０９，含量以 ９７．５０％
计），均购自中国食品药品检定研究院。龙胆（批号为

２０２００５２４），两面针（批号为１５０４２８０６），野菊花（批号为
２０２００５０１），苍耳子（批号为 ２０１８０６０３），均购自湖南安
健中药饮片有限责任公司；重楼（樟树市庆仁中药饮片

有限公司，批号为 １４０６２４８牘；夏枯草（安徽鑫泰药业有
限公司，批号为２００７０１）；蛇泡勒（广州至信中药饮片有
限公司，批号为２００４０１）；太子参（江西致和堂中药饮片
有限公司，批号为 ２００７０１）；甲醇、乙腈均为色谱纯，水
为超纯水，其余试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＡＣＥＥｘｃｅｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈（Ａ）－０．１％磷酸水溶液（Ｂ），梯度洗
脱（０～５ｍｉｎ时 １０％Ａ，５～１０ｍｉｎ时 １０％Ａ→１５％Ａ，
１０～１３ｍｉｎ时 １５％Ａ，１３～１８ｍｉｎ时 １５％Ａ→２２％Ａ，
１８～２０ｍｉｎ时 ２２％Ａ，２０～３０ｍｉｎ时 ２２％Ａ→３０％Ａ，
３０～４０ｍｉｎ时 ３０％Ａ牘；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２７４ｎｍ（０～２０ｍｉｎ时龙胆苦苷牘，３３４ｎｍ（２０～４０ｍｉｎ时
迷迭香酸和蒙花苷牘；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。各组
分与相邻峰之间分离度均大于 １．５，龙胆苦苷、迷迭香
酸、蒙花苷的理论板数均不低于１００００。
２．２ 溶液制备

取龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙花苷对照品各适量，精

密称定，加甲醇制成质量浓度分别为０．５２９２，０．１００３，
０．２２７８ｍｇ／ｍＬ的混合对照品贮备液；分别精密量取上
述对照品贮备液０．２５，０．５０，１．００，２．００，４．００，８．００ｍＬ，
置２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释并定容，摇匀，用０．４５μｍ
微孔滤膜滤过，即得混合对照品溶液。取样品２ｇ，精密
称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 ２５ｍＬ，称定质
量，室温超声处理 ３０ｍｉｎ后取出，放冷，补足减失的质
量，摇匀，滤过，即得供试品溶液。按处方比例及工艺分

别制备不含龙胆、夏枯草和野菊花的阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：分别吸取２．２项下混合对照品溶液、
供试品溶液、阴性对照品溶液各 １０μＬ，按 ２．１项下色
谱条件进样分析。结果龙胆、夏枯草和野菊花阴性对照

品溶液均无干扰。色谱图见图１。
线性关系考察：精密吸取２．２项下混合对照品溶液

适量，按２．１项下色谱条件进样测定 ６次，以对照品溶
液质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线
性回归。结果龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙花苷的线性回归方

程分别为Ｙ龙＝１４１３１Ｘ龙＋４３４９（ｒ＝１．００００，ｎ＝６），Ｙ迷＝
８３８５１Ｘ迷 －１８２４２（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝６），Ｙ蒙＝２４７７０Ｘ蒙－
９９９（ｒ＝１．００００，ｎ＝６）。结果表明，龙胆苦苷、迷迭香酸
和蒙花苷质量浓度分别在 ５．２９～１６９．３４μｇ／ｍＬ，
１．００～３２．０９μｇ／ｍＬ，２．２８～７２．８８μｇ／ｍＬ范围内与峰
面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液，按
２．１项下色谱条件连续进样６次，记录色谱图。结果龙胆
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１．０１２９
１．０２３１
１．００３７
１．００６６
１．０２１２
１．０２５７
１．０１６４
１．０１０２
１．０１１４

Ａ
０．２１８８
０．２２１０
０．２１６８
０．２１７４
０．２２０６
０．２２１６
０．２１９５
０．２１８２
０．２１８５

Ｂ
０．０４２６
０．０４３１
０．０４２３
０．０４２４
０．０４３０
０．０４３２
０．０４２８
０．０４２５
０．０４２６

Ｃ
０．０８８４
０．０８９３
０．０８７６
０．０８７９
０．０８９２
０．０８９５
０．０８８７
０．０８８２
０．０８８３

Ａ
０．１３２３
０．１３２３
０．１３２３
０．２１１７
０．２１１７
０．２１１７
０．２９１１
０．２９１１
０．２９１１

Ｂ
０．０２５１
０．０２５１
０．０２５１
０．０４０１
０．０４０１
０．０４０１
０．０５５２
０．０５５２
０．０５５２

Ｃ
０．０５７０
０．０５７０
０．０５７０
０．０９１１
０．０９１１
０．０９１１
０．１２５３
０．１２５３
０．１２５３

Ａ
０．３５５２
０．３５１３
０．３４８９
０．４２６６
０．４３３２
０．４３６５
０．５１００
０．５０６１
０．５１１７

Ｂ
０．０６７７
０．０６８３
０．０６７１
０．０８１２
０．０８４０
０．０８１６
０．０９７４
０．０９５９
０．０９６７

Ｃ
０．１４５８
０．１４４０
０．１４３５
０．１７６７
０．１７９０
０．１８０８
０．２１３３
０．２１７８
０．２１３８

Ａ
１０３．１０
９８．４９
９９．８５
９８．８２
１００．４３
１０１．５１
９９．７９
９８．９０
１００．７２

Ｂ
１００．００
１００．４０
９８．８０
９６．７６
１０２．２４
９５．７６
９８．９１
９６．７４
９８．０１

Ｃ
１００．７０
９５．９６
９８．０７
９７．４８
９８．５７
１００．２２
９９．４４
１０３．４３
１００．１６

Ａ

１００．１８

Ｂ

９８．６３

Ｃ

９９．３４

Ａ

１．４７

Ｂ

２．０９

Ｃ

２．１７

Ａ Ｂ Ｃ
ｍＡＵ ｍＡＵ

１５０

１２５

１００

７５

５０

２５

０

１５０

１２５

１００

７５

５０

２５

０ ｔ／ｍｉｎ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４００ １０ ２０ ３０ ４０

Ｄ Ｅ

ｍＡＵｍＡＵｍＡＵ
１５０

１２５

１００

７５

５０

２５

０

１５０

１２５

１００

７５

５０

２５

０

１５０

１２５

１００

７５

５０

２５

０
０ １０ ２０ ３０ ４０

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０

ｔ／ｍｉｎ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０

１．龙胆苦苷 ２．迷迭香酸 ３．蒙花苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ－Ｅ．阴性对照品溶液牗分别缺龙胆、夏枯草、野菊花牘
图１ 高效液相色谱图

１．ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ２．ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ ３．ｂｕｄｄｌｅｏｓｉｄｅ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ－Ｅ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｌａｃｋｉｎｇＧｅｎｔｉａｎａｅＲａｄｉｘＥｔＲｈｉｚｏｍａ，Ｐｒｕｎｅｌｌａｅ，ａｎｄＣｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉ

ＩｎｄｉｃｉＦｌｏｓ）

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

苦苷、迷迭香酸和蒙花苷的峰面积基本不变，ＲＳＤ分别为
０．０６％，０．２２％，０．２２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为２０１９１２２７）样品２ｇ，
精密称定，共６份，按２．２项下方法制备供试品溶液，按
２．１项下色谱条件进样测定。结果龙胆苦苷、迷迭香酸
和蒙花苷含量的 ＲＳＤ分别为 ０．８７％，１．１０％，１．４３％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为 ２０１９１２２７）样品适
量，精密称定，按２．２项下方法制备供试品溶液，分别于
０，２，４，６，８，１６，２４ｈ时按 ２．１项下色谱条件进样测定。
结果龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙花苷峰面积的 ＲＳＤ分别

为 ０．２５％，０．２６％，０．３９％（ｎ＝７），表明供试品溶液在
常温下放置２４ｈ稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

２０１９１２２７）１ｇ，精密称定，共９份，分别精密加入混合对
照品贮备液 ０．２５，０．４０，０．５５ｍＬ，各 ３份，按 ２．２项下
方法制备供试品溶液，按 ２．１项下方法进样测定，并计
算加样回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取 ３批 （批 号 分 别 为 ２０１９０３２５，２０１９１２２７，
２０２００５２０）样品，依法制备供试品溶液，按 ２．１项下色
谱条件分别进样测定，记录色谱图，并计算样品含

量。结果见表 ２。

取样量

（ｇ）
样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）
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注：Ａ为龙胆苦苷，Ｂ为迷迭香酸，Ｃ为蒙花苷。
Ｎｏｔｅ：Ａｉｓｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ，Ｂｉｓｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ，ａｎｄＣｉｓｂｕｄｄｌｅｏｓｉｄｅ．
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批号

２０１９０３２５
２０１９１２２７
２０２００５２０
Ｘ

龙胆苦苷

０．３４４０
０．２１６０
０．２９２０
０．２８４０

迷迭香酸

０．０３２１
０．０４２１
０．０３６０
０．０３６７

蒙花苷

０．０５７７
０．０８７３
０．０５０４
０．０６５１

表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ，ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄ

ｂｕｄｄｌｅｏｓｉｄｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）
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３ 讨论

３．１ 检测波长选择

中成药多为复方制剂，成分多且复杂，单一波长有

时无法同时检测多种组分。故采用双波长切换法可极大

地提高检测效率。分别配制含龙胆苦苷、迷迭香酸和蒙

花苷质量浓度为 ２０μｇ／ｍＬ的对照品溶液和供试品溶
液，用二极管阵列检测器于２００～４００ｎｍ波长范围内进
行紫外光谱扫描。结果显示，迷迭香酸、蒙花苷、龙胆苦

苷分别在 ３３０，３３４，２７４ｎｍ波长处有最大吸收，但龙胆
苦苷于 ３３０ｎｍ波长附近几乎无吸收。故选定 ２７４ｎｍ
（０～２０ｍｉｎ）和３３４ｎｍ（２１～４０ｍｉｎ）作为检测波长。
３．２ 流动相选择

曾考察甲醇 －水、乙腈 －０．１％三氟乙酸、乙腈 －
０．１％磷酸水溶液作为流动相系统，梯度洗脱。结果采用
甲醇－水流动相系统时，迷迭香酸不出峰；采用乙腈－
０．１％三氟乙酸和乙腈 －０．１％磷酸水溶液系统时，３种
目标组分的分离效果均良好，峰形尖锐且对称，定量结

果准确。考虑三氟乙酸具有轻微的毒性，故采用乙腈－
０．１％磷酸水溶液作为流动相系统。
３．３ 提取条件选择

分别考察以 １００％，７５％，５０％甲醇作为溶剂时对
鼻咽清颗粒中３种成分的提取效果。结果表明，１００％甲
醇时蒙花苷提取效果明显优于另外２种溶剂，而龙胆苦
苷和迷迭香酸则无明显差异，故选择甲醇作为提取溶

剂。确定提取溶剂后，分别考察超声处理 １５，３０，６０ｍｉｎ
和加热回流３０，６０，９０ｍｉｎ的提取效果。结果表明，超声
处理３０ｍｉｎ和加热回流６０ｍｉｎ对３种有效成分基本提
取完全，数据无明显差异。考虑超声操作简易方便，故选

定超声处理３０ｍｉｎ。
３．４ 含量限度确定

方中龙胆、夏枯草和野菊花均收载于２０１５年版《中
国药典（一部）》犤１４犦，含量测定指标成分分别为龙胆苦

苷、迷迭香酸和蒙花苷，按照药典规定的含量测定方法

对这 ３味药材进行检测，结果均大于药典规定的限值。
根据公式犤转移率（％）＝成药中被测物质的含量 ／（药
材被测物质的含量 ×处方量）×１００％犦分别计算转移
率，结果龙胆苦苷、迷迭香酸、蒙花苷的转移率分别为

３２．１６％～５１．１６％，３３．４３％～４３．８５％，２６．２５％～４５．４７％。
考虑药材质量及工艺提取率，暂将限度定为２０１５年版
《中国药典（一部）》规定药材含量的限值 ×处方量 ×平
均转移率，最终将鼻咽清颗粒中龙胆苦苷、迷迭香酸

和蒙花苷含量的限度定为 ０．２００，０．０２４，０．０４３ｍｇ／ｇ。
为了确保限值制订的合理性，以后将继续扩大样本量

研究。

３．５ 方法学评价

本研究中建立了同时测定样品中龙胆苦苷、迷迭香

酸和蒙花苷含量的双波长反相高效液相色谱法，能有效

定量控制其中的活性成分，且该方法前处理简单，重复

性好，准确度高，可用于鼻咽清颗粒的质量控制。
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