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银翘解毒片高效液相色谱指纹图谱研究*
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江苏 连云港 222006）
摘要：目的 建立银翘解毒片的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱。方法 采用 HPLC -二极管阵列检测器（PDA）-蒸发光散射检测器

（ELSD）联用技术。以牛蒡苷峰为参照峰建立 15 批样品的 HPLC - PDA - ELSD 指纹图谱。采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（2012 版）进行相似度评价。结果 PDA 及 ELSD 下分别标定了 15 批样品指纹图谱中 35 个及 26 个共有峰，指认了其中 9 个化学成

分，分别为绿原酸、甘草苷、连翘酯苷 A、木犀草苷、橙皮苷、连翘苷、牛蒡苷、甘草酸铵、桔梗皂苷 D。2种检测器下分别有 14批和 13批样

品的指纹图谱相似度大于 0. 9。结论 所建立的方法可用于银翘解毒片的质量控制。

关键词：银翘解毒片；指纹图谱；高效液相色谱法；二极管阵列检测器；蒸发光散射检测器；桔梗皂苷 D；质量控制

HPLC Fingerprint of Yinqiao Jiedu Tablets
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） fingerprint of Yinqiao Jiedu Tablets.
Methods The HPLC - photo diode array（PDA） - evaporative light scattering detector（ELSD） was adopted. The HPLC - PDA -
ELSD fingerprint of 15 batches of samples was established with arctiin peak as the reference. The similarity evaluation system for
chromatographic fingerprint of traditional Chinese medicine （2012 version） was used for similarity evaluation. Results A total of
35 and 26 common peaks were marked in the fingerprint of 15 batches of samples by the PDA and ELSD respectively，and nine
chemical components were identified，including chlorogenic acid，liquiritin，forsythoside A，luteoloside，hesperidin，phillyrin，arctiin，
glycyrrhizic acid ammonium salt and platycodin D. There were 14 and 13 batches of samples with fingerprint similarity greater than
0. 9 by the PDA and ELSD respectively. Conclusion The established method can be used for quality control of Yinqiao Jiedu Tablets.
Key wordsKey words：：Yinqiao Jiedu Tablets；fingerprint；HPLC；PDA；ELSD；platycodin D；quality control
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银翘解毒片源自清代吴鞠通《温病条辨》中的银翘

散［1］，由金银花、连翘、薄荷、荆芥、淡豆豉、牛蒡子、桔

梗、淡竹叶、甘草 9味中药材组方，有疏风解表、清热解

毒功效，主要用于治疗风热感冒，症见发热头痛、咳嗽

口干、咽喉疼痛。2020年版《中国药典（一部）》以绿原酸

和连翘苷为含量测定指标控制其质量［2］。目前对银翘解

毒片质量控制的研究，主要是利用高效液相色谱

（HPLC）法测定绿原酸［3 - 4］、连翘苷［5］、连翘酯苷A［3，6 - 7］、
牛蒡苷［3，5］、木犀草苷［3］、甘草酸［8］等的含量，也有研究

采用毛细管电泳［9］（CE）法和HPLC［10 - 11］串联紫外检测

器（UV）或二极管阵列检测器（PDA）法建立银翘解毒片

的指纹图谱。中药指纹图谱能整体反映中药材或中药

制剂所含化学成分的种类和数量，因此，研究指纹图谱

对于制剂的质量控制十分必要。但 UV具有一定局限

性，如处方中桔梗的主要成分桔梗皂苷D不能被其检

出，故需要一种通用型检测器作为补充。本研究中采用

HPLC与 PDA或蒸发光散射检测器（HPLC - ELSD）联

合（HPLC - PDA或HPLC - ELSD）技术建立了银翘解

毒片的指纹图谱，为制剂的质量控制提供了新的方法

和策略。现报道如下。
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1 仪器与试药

1. 1 仪器

E2695型高效液相色谱仪、包括 2998型 PDA检测

器、2424型ELSD检测器（美国Waters公司）；BP211D型

电子天平（德国 Sartorius公司，精度为 0. 01 mg）；AE -
100型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司，精度为0. 1 mg）；
IQ 7000型纯水机（美国Milli - Q公司）；F - 100SD型超

声波清洗器（深圳福洋科技集团有限公司）。

1. 2 试药

银翘解毒片（15批，11家企业生产，样品信息见表1）；

绿原酸（批号为 110753 - 202018，含量 96. 1%），甘草苷

（批号为111610 - 201908，含量95. 0%），连翘酯苷A（批

号为 111810 - 202108，含量 96. 2%），木犀草苷（批号为

111720 - 202111，含量96. 6%），橙皮苷（批号为110721 -
202019，含量95. 3%），连翘苷（批号为110821 - 202117，
含量 94. 9%），牛蒡苷（批号为 110819 - 201812，含量

95. 0%），桔梗皂苷 D（批号为 111851 - 201708，含量

97. 9%），甘草酸铵（批号为 110731 - 202122，含量

94. 4%）对照品，均购自中国食品药品检定研究院；乙

腈、甲醇均为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯

化水。
表1 15批样品信息

Tab. 1 Information of 15 batches of samples

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15

批号

1804111
20210469
20210868
20210205
190703
18005
21122922
410270
200102
201908251
1201003
420062
2202020
200201
20210401

生产企业

云南腾药制药股份有限公司

云南腾药制药股份有限公司

云南腾药制药股份有限公司

云南腾药制药股份有限公司

邛崃天银制药有限公司

国药集团德众（佛山）药业有限公司

北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂

昆明中药厂有限公司

四川森科制药有限公司

江西九连山药业有限公司

一力制药股份有限公司

昆明中药厂有限公司

湖北广仁药业有限公司

云南云河药业股份有限公司

红云制药（梁河）有限公司

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色 谱 柱 ：Zorbax Eclipse Plus C18 柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：乙腈（A）- 水（B），梯度洗脱

（0～5 min时8%A，5～25 min时8%A→ 17%A，25～34 min
时 17%A → 18%A，34～57 min 时 18%A → 30%A，
57～65 min时 30%A → 38%A，65～72 min时 38%A，

72～74 min时38%A → 100%A）；流速：1. 0 mL / min；柱
温：30 ℃；进样量：10 µL；PDA检测波长：230 nm；ELSD
条件：漂移管温度为75 ℃，气体压力为25 psi。
2. 2 溶液制备

取绿原酸、甘草苷、连翘酯苷A、木犀草苷、橙皮苷、

连翘苷、牛蒡苷、桔梗皂苷 D、甘草酸铵的对照品各约

10 mg，精密称定，分别置20 mL容量瓶中，加甲醇15 mL，
超声（功率 600 W，频率 40 kHz，下同）处理 30 min，放冷

至室温，用甲醇定容，摇匀，即得单一对照品溶液。

取样品 10片，研细，取约 1. 0 g，精密称定，置具塞

锥形瓶中，精密加入 50%甲醇 25 mL，密塞，称定质量，

超声处理 30 min，放冷至室温，再次称定质量，用 50%
甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试

品溶液。

2. 3 方法学考察

精密度试验：取样品（编号 S7）适量，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6次，

以 32号峰为参照峰，计算各共有峰的相对保留时间及

相对峰面积。结果HPLC - ELSD图谱各共有峰相对保

留时间的RSD均小于0. 29%（n = 6），相对峰面积的RSD
均小于 2. 21%（n = 6）；HPLC - PDA图谱各共有峰相对

保留时间的 RSD均小于 0. 38%（n = 6），相对峰面积的

RSD均小于2. 37%（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取样品（编号 S7）适量，按 2. 2项下方

法制备供试品溶液，分别于室温下放置0，2，4，8，12，24 h
时按 2. 1项下色谱条件进样测定，以 32号峰为参照峰，

计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，

HPLC - ELSD图谱各共有峰相对保留时间的RSD均小于

0. 31%（n = 6），相对峰面积的RSD均小于2. 34%（n = 6）；

HPLC - PDA图谱各共有峰相对保留时间的 RSD均小

于 0. 44%（n = 6），相对峰面积的 RSD均小于 2. 59%
（n = 6），表明供试品溶液在室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（编号 S7）适量，按 2. 2项下方

法平行制备供试品溶液 6份，再按 2. 1项下色谱条件进

样测定，以 32号峰为参照峰，计算各共有峰相对保留时

间和相对峰面积。结果，HPLC - ELSD图谱各共有峰相对

保留时间的 RSD均小于 0. 56%（n = 6），相对峰面积的

RSD均小于 2. 52%（n = 6）；HPLC - PDA图谱各共有峰

相对保留时间的 RSD均小于 0. 64%（n = 6），相对峰面

积的RSD均小于2. 75%（n = 6），表明方法重复性良好。

2. 4 指纹图谱建立

HPLC - PDA指纹图谱的建立：取 15批样品适量，

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，将各批样品色谱峰分别进行积分，导入中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版），以编号 S7样
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品的色谱图作为参照图谱，剪切溶剂峰，选择中位数

法，时间窗设为 0. 2 min，采用多点校正法建立叠加指纹

图谱（见图 1），生成对照指纹图谱（见图 2），根据匹配结

果共标定 35个共有峰。各共有峰保留时间的 RSD为

0. 03%～0. 68%，峰面积的 RSD为 19. 62%～87. 12%，

表明共有峰的出峰时间较稳定，但不同批次样品成分

含量波动较大。15批样品与对照图谱的相似度结果见

表 2。仅 1批样品（S13）的相似度小于 0. 9，表明不同厂

家不同批次银翘解毒片的相似性较好。

HPLC - ELSD指纹图谱的建立：按上述方法建立

HPLC - ELSD叠加指纹图谱（见图 3），生成对照指纹图

谱（见图 4）。共标定 26个共有峰，其中除 36号峰外均可

与HPLC - PDA指纹图谱中的共有峰对应。15批样品

中，各共有峰保留时间的 RSD为 0. 04%～0. 37%，峰面

积的RSD为 38. 30%～88. 81%，表明共有峰的出峰时间

较稳定，但不同批次样品的成分含量波动较大。15批样

品与对照图谱的相似度结果见表 2。仅 2批（S9及 S13）
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图1 15批银翘解毒片的高效液相色谱 - 二极管阵列检测器叠加指纹图谱

Fig. 1 HPLC - PDA superimposed fingerprint of 15 batches of Yinqiao Jiedu Tablets
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图2 银翘解毒片的高效液相色谱 - 二极管阵列检测器

对照指纹图谱

Fig. 2 HPLC - PDA reference fingerprint of Yinqiao Jiedu Tablets
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图3 15批银翘解毒片的高效液相色谱 - 蒸发光散射检测器叠加指纹图谱

Fig. 3 HPLC - ELSD superimposed fingerprint of 15 batches of Yinqiao Jiedu Tablets

表2 15批银翘解毒片样品的相似度

Tab. 2 Similarity of 15 batches of Yinqiao Jiedu Tablets

样品编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8

HPLC - PDA法

0. 953
0. 971
0. 979
0. 969
0. 986
0. 974
0. 978
0. 971

HPLC - ELSD法

0. 927
0. 958
0. 970
0. 961
0. 985
0. 949
0. 971
0. 964

样品编号

S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15

HPLC - PDA法

0. 913
0. 976
0. 965
0. 984
0. 888
0. 972
0. 937

HPLC - ELSD法

0. 859
0. 959
0. 964
0. 975
0. 818
0. 948
0. 932
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样品的相似度小于 0. 9，表明不同厂家不同批次银翘解

毒片的相似性较好。

2. 5 共有峰的定性分析

取 2. 2项下单一对照品溶液及供试品溶液各适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，比对指认色谱峰。HPLC -
PDA色谱图中鉴定出 9号峰为绿原酸，17号峰为甘草

苷，20号峰为连翘酯苷A，21号峰为木犀草苷，26号峰

为橙皮苷，30号峰为连翘苷，32号峰为牛蒡苷，35号峰

为甘草酸铵，详见图 5。HPLC - ELSD色谱图中鉴定出

36号峰为桔梗皂苷D，详见图6。
3 讨论

3. 1 试验条件选择

预试验中分别考察了乙腈 -水、甲醇 -水、甲醇 -
0. 1%甲酸水 3种流动相，结果显示，以乙腈 -水为流动

相进行梯度洗脱时，各成分分离效果较好。分别考察了

温度（30，35，40 ℃）和流速（0. 8，1. 0，1. 2 mL / min）对

色谱峰分离效果的影响，结果显示，柱温为 30 ℃、流

速为 1. 0 mL / min时能使基线平稳，且分离度和峰形达

到较好效果。同时采用PDA进行紫外全波长扫描，兼顾

各成分的检测信号强度和检测灵敏度，在 230 nm波长

处色谱图基线噪音较低，峰数目多，分离度较好，且基

线稳定，故选择 230 nm为检测波长。对ELSD漂移管温

度（70，75，80 ℃）和气体压力（20，25，30 psi）进行考察，

最终确定漂移管温度 75 ℃、气体压力 25 psi为最优
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图4 银翘解毒片的高效液相色谱 - 蒸发光散射检测器

对照指纹图谱

Fig. 4 HPLC - ELSD reference fingerprint of Yinqiao Jiedu Tablets

9. 绿原酸 17. 甘草苷 20. 连翘酯苷A 21. 木犀草苷 26. 橙皮苷 30. 连翘苷 32. 牛蒡苷 35. 甘草酸铵

A. 供试品溶液 B. 绿原酸对照品溶液 C. 甘草苷对照品溶液 D. 连翘酯苷A对照品溶液 E. 木犀草苷对照品溶液

F. 橙皮苷对照品溶液 G. 连翘苷对照品溶液 H. 牛蒡苷对照品溶液 I. 甘草酸铵对照品溶液

图5 高效液相色谱 - 二极管阵列检测器色谱图

9. Chlorogenic acid 17. Liquiritin 20. Forsythoside A 21. Luteoloside 26. Hesperidin 30. Phillyrin 32. Arctiin 35. Glycyrrhizic acid ammonium salt
A. Test solution B. Chlorogenic acid reference solution C. Liquiritin reference solution D. Forsythoside A reference solution E. Luteoloside reference
solution F. Hesperidin reference solution G. Phillyrin reference solution H. Arctiin reference solution I. Glycyrrhizic acid ammonium salt reference solution

Fig. 5 HPLC - PAD chromatograms
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ELSD参数。

3. 2 检测器选择

PDA适用于有紫外吸收的化学成分，对于无紫外

吸收的成分检测具有一定局限性。ELSD是通用型检测

器，不依赖被测成分的光学特性，可检测无紫外吸收或

紫外吸收较弱的成分。银翘解毒片处方中桔梗的指标

成分桔梗皂苷 D紫外吸收较弱，HPLC - ELSD法较

HPLC - UV法更适于桔梗皂苷D的含量测定［12］。2005年版

《中国药典（一部）》把 2000年版及以前版本中列出的金

银花分列为金银花和山银花，在药典收载变化后，部分

厂家申请将处方中的金银花变更为山银花，但处方中

含金银花的制剂仍存在用山银花投料现象［13 - 16］。山银

花含有金银花所没有的特征成分灰毡毛忍冬皂苷乙，

该成分紫外吸收较弱，药典规定山银花中灰毡毛忍冬

皂苷乙的测定采用HPLC - ELSD法，故将PDA和ELSD
合用，建立更全面的指纹图谱的同时也对金银花投料

的规范性进行有效控制。

3. 3 指纹图谱分析

本研究中建立了银翘解毒片的 HPLC - PDA和

HPLC - ELSD指纹图谱，在PDA和ELSD下分别标定了

35个和 26个共有峰，通过对照品比对法指认了 9个共

有峰。指纹图谱相似度结果表明，11个厂家的 15批银翘

解毒片样品的相似性较好，但成分的含量存在显著差

异，说明生产所用药材质量参差不齐，或者生产工艺转

移率不一致。

3. 4 方法评价

本研究中所建立的HPLC - PDA - ELSD指纹图谱，

相较单一检测法能更全面地反映制剂的指纹图谱特征，

该研究为银翘解毒片的质量控制提供了一定参考。
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36. 桔梗皂苷D
A. 供试品溶液 B. 桔梗皂苷D对照品溶液

图6 高效液相色谱 - 蒸发光散射检测器色谱图

36. Platycodin D
A. Test solution B. Reference solution of platycodin D

Fig. 6 HPLC - ELSD chromatograms
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