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基于ＨＰＬＣ指纹图谱与７个成分含量测定的润鼻通窍滴剂质量评价

闫敬伟１，杨巡１，高永跃２，罗玉玲２，徐文芬１，雷娅娅１，钱旭双１，杨迪１

（１．贵州中医药大学，贵阳５５００２５；２．贵州中医药大学第二附属医院，贵阳５５００００）

摘要　目的：采用指纹图谱、多指标成分含量测定方法研究不同批次润鼻通窍滴剂，为其质量评价提供依据。
方法：采用 ＡｃｃｌａｉｍＴＭ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），以甲醇（Ａ）－乙腈（Ｂ）－０２％甲酸水溶

液（Ｃ）为流动相，进行梯度洗脱，流速０８～１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量１０μＬ，检测波长３２７ｎｍ。建立润鼻
通窍滴剂的 ＨＰＬＣ指纹图谱，利用化学计量方法比较润鼻通窍滴剂的质量一致性。采用 ＨＰＬＣ法对新绿
原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀草苷、异绿原酸Ｃ７个成分进行多成分含量测定。
结果：１０批次样品指纹图谱共标定了１４个共有峰，相似度均≥０９３３，并利用对照品指认了新绿原酸、绿
原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、异绿原酸 Ｃ７个共有峰。同步测定润鼻通窍滴剂中
７个成分的含量，分别为０１３１５～０１３３８、００９５５～００９８９、００８７４～００９０１、００１２８～００１５８、
００１０３～００１３７、００２２７～００２４９、０００６８～０００８６ｍｇ·ｍＬ－１。结论：建立的润鼻通窍滴剂指纹图
谱稳定可靠，多成分含量同时测定方法简便快捷，可用于润鼻通窍滴剂的质量控制，为润鼻通窍滴剂的

后续研究奠定了坚实的基础。

关键词：润鼻通窍滴剂；高效液相色谱法；指纹图谱；相似度评价；多指标含量测定；质量控制
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ａｃｉｄＢ，ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ，ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅａｎｄｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣＲｅｓｕｌｔｓ：Ａｔｏｔａｌ
ｏｆ１４ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｃａｌｉｂｒａｔｅｄｉｎｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ
ｗｅｒｅ≥０９３３Ｓｅｖｅｎｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｏｆｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｉｓｏｃｈｌｏ
ｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ，ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ，ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅａｎｄｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｅｖｅｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ，ｗｈｉｃｈ
ｗｅｒｅ０１３１５－０１３３８ｍｇ·ｍＬ－１，００９５５－００９８９ｍｇ·ｍＬ－１，００８７４－００９０１ｍｇ·ｍＬ－１，
００１２８－００１５８ｍｇ·ｍＬ－１，００１０３－００１３７ｍｇ·ｍＬ－１，００２２７－００２４９ｍｇ·ｍＬ－１ ａｎｄ
０００６８－０００８６ｍｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ
ｉｓｓｔａｂｌｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｎｄｔｈｅｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄ
ｆａｓｔＩｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ，ｗｈｉｃｈｌａｙｓａｓｏｌｉｄｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗ－ｕｐｓｔｕｄｙｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ；
ｍｕｌｔｉ－ｉｎｄｅｘｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　润鼻通窍滴剂是贵州中医药大学第二附属医院
研制的医疗机构制剂，主要由鹅不食草、鱼腥草、白

芷、辛夷、炒苍耳子、防风、炙麻黄、山银花、菊花、石

菖蒲、牡丹皮和薄荷组成。具有宣肺通窍、润鼻止

痒、消肿利气的功效，主要用于治疗过敏性鼻炎及感

染后鼻炎引起的阵发性鼻痒、鼻干、喷嚏、鼻胀塞、鼻

黏膜干燥充血、清涕，甚至涕中带血等诸证。该制剂

在贵州中医药大学第二附属医院临床使用疗效良

好，为了保障该制剂使用的安全有效和质量可控，对

其质量控制和评价方法尚待深入研究。因此，通过

查阅相关文献［１－１０］，并根据前期研究结果，本文通过

ＨＰＬＣ指纹图谱结合多成分同步含量测定方法，从定
性和定量２个方面开展润鼻通窍滴剂的质量控制和
质量评价研究，为完善该制剂的质量标准制定提供

实验依据。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＴｈｅｒｍｏＵｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪、二极
管阵列（ＤＡＤ）检测器（赛默飞世尔科技），ＡＧ１３５型
十万分之一电子天平（上海梅特勒有限公司），

ＳＫ５２００Ｈ超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公
司，频率５３ｋＨｚ，功率２００Ｗ）。
１２　材料

润鼻通窍滴剂 １０批（规格 １０ｍＬ·支 －１，批号

２０２２０４０１、２０２２０４０２、２０２２０４０３、２０２２０４０４、２０２２０４０５、
２０２２０４０６、２０２２０４０７、２０２２０４０８、２０２２０４０９、２０２２０４１０，
编号Ｓ１～Ｓ１０）为贵州中医药大学第二附属医院自

制；对 照 品 绿 原 酸 （批 号 ＡＺ２２１０１１８５１，纯
度≥９８％）、新绿原酸（批号 ＡＺ２１１０２９０１，纯度≥
９８％）、隐绿原酸（批号 ＡＦＢＬ２２５１，纯度≥９８％）、异
绿原酸Ａ（批号ＡＺ２２０４２９０３，纯度≥９８％）、异绿原酸
Ｂ（批号 ＡＺ２１０９２２０３，纯度≥９８％）购自成都埃法生
物科技股份有限公司，木犀草苷（批号 ＰＳ０００７０８，
纯度≥９８％）和异绿原酸 Ｃ（批号 ＰＳ００１０５７，纯
度≥９８％）购自成都普思生物科技股份有限公司。
甲醇（纯度 ９９９９％，安徽天地高纯溶剂有限公
司）、色谱纯乙腈（上海跃盛贸易有限公司）；分析

纯甲酸（天津科密欧化学试剂有限公司）；水为怡

宝纯净水。

鹅不食草 （批号 ２０２２０３０１）、鱼腥草 （批号
２１１１１６）、白 芷 （批 号 ２０２２０７０１）、辛 夷 （批 号
２１０６２８）、炒苍耳子（批号 ２１０３２７）、防风（批号
２０２２０７０１）、炙麻黄（批号 ２１１２１３）、山银花（批号
２１０６０５）、菊花 （批号 ２０２２０６０１）、石菖蒲 （批号
２１１０２１）、牡丹皮 （批号 ２１０７１５）和薄荷 （批号
１０３６２０２１０７０１），以上 １２味药材均购自贵州同济堂
中药饮片有限公司，由贵州中医药大学第二附属医

院主任药师高永跃鉴别为正品。

２　方法
２１　色谱条件

采用ＡｃｃｌａｉｍＴＭ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ），以甲醇（Ａ）－乙腈（Ｂ）－０２％甲酸水溶液（Ｃ）
为流动相，梯度洗脱（０～２ｍｉｎ，５％Ａ→１８％Ａ，
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；２～２０ｍｉｎ，１８％Ａ→２８％Ａ，１０ｍＬ·
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ｍｉｎ－１；２０～３０ｍｉｎ，２８％Ａ→４２％Ａ，１０～０８０ｍＬ·
ｍｉｎ－１；３０～４５ｍｉｎ，４２％Ａ，０８０ｍＬ·ｍｉｎ－１；４５～６０ｍｉｎ，
４２％Ａ→９３％Ａ，０８０～１０ｍＬ·ｍｉｎ－１），检测波长
３２７ｎｍ，进样量１０μＬ，柱温３０℃。
２２　溶液的制备
２２１　对照品溶液　分别精密称取对照品新绿原
酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀
草苷、异绿原酸Ｃ适量，加甲醇溶解并制成浓度分别
为１０００、１０００、１００１、０２０２０、０１９９０、０２０００、
０２０２０ｍｇ·ｍＬ－１的单一对照品储备液。分别精密
吸取上述对照品储备液加甲醇制成浓度分别为

００９００、０１０００、００７０７、００２０２、００１９９、００２００、
００２０２ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液，备用。
２２２　供试品溶液　取润鼻通窍滴剂５支混匀作为
供试品溶液，取适量过０４５μｍ微孔滤膜，即得。
２２３　单味药材样品溶液　分别取润鼻通窍滴剂
中１２味原药材，按照处方中对应的处方量比例进行
取样，以润鼻通窍滴剂制剂工艺制得相应的单味药

材样品溶液，取适量过０４５μｍ微孔滤膜，即得。
２２４　阴性样品溶液　按润鼻通窍滴剂处方比例
和制备工艺，制备同时缺鱼腥草、山银花、菊花、炒苍

耳子的阴性样品，过０４５μｍ微孔滤膜，即得。
３　ＨＰＬＣ指纹图谱研究
３１　方法学考察
３１１　精密度试验　取 Ｓ２号样品的供试品溶液适
量，在“２１”项色谱条件下连续进样６次，记录色谱
峰，以２号新绿原酸色谱峰为参照峰（Ｓ），计算得到
１４个共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ为 ００４５％～
０１４％，峰面积比值的 ＲＳＤ为０１５％～１９％，表明
仪器精密度良好。

３１２　重复性试验　按“２２２”项下方法平行制备
６份Ｓ２号样品的供试品溶液，在“２１”项色谱条件下
进样测定，记录色谱峰，以２号峰（新绿原酸）为参照
峰，计算各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ在００４２％～
０２６％，峰面积比值的 ＲＳＤ为０１８％～２８％，表明
该方法重复性良好。

３１３　稳定性试验　取“３１２”项的供试品溶液１
份，分别于０、４、８、１２、１６、２４ｈ，在“２１”项色谱条件
下进样测定，记录色谱峰，以２号峰（新绿原酸）为参
照峰，计算得各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ在
００３５％～０３２％，峰面积比值的 ＲＳＤ在 ０３０％～
２５％，表明供试品溶液测定在２４ｈ内稳定性良好。

３２　指纹图谱的建立及相似度评价
分别取１０批润鼻通窍滴剂（Ｓ１～Ｓ１０）适量，同

“２２２”项下制备供试品溶液，按“２１”项下色谱
条件进行 ＨＰＬＣ分析，将样品的数据导入《中药色
谱指纹图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）》，设置 Ｓ１
为参照图谱，进行多点校正后自动匹配，得到１０批
润鼻通窍滴剂供试品的指纹图谱共有模式及对照

指纹图谱（图１），以生成的对照图谱作为参照图谱
（Ｒ），对１０批样品进行相似度评价，并以２号峰作
为参照峰计算各色谱峰的相对保留时间和相对峰

面积的 ＲＳＤ。结果显示，Ｓ１～Ｓ１０批润鼻通窍滴剂
与对照图谱的相似度均 ＞０９２，表明 １０批样品的
差异较小，化学成分基本一致。１４个共有峰的相对
保留时间 ＲＳＤ为００５６％～０２０％，相对峰面积的
ＲＳＤ为０４８％～８９％，表明不同批次润鼻通窍滴
剂样品间的指纹图谱整体无差异，但色谱峰高或峰

面积存在一定差异，可用于润鼻通窍滴剂定性

鉴别。

３３　色谱峰的指认
在３２７ｎｍ下共检出了１４个共有峰，通过对照品

比对指认出７个峰。其中峰２为新绿原酸、峰３为绿
原酸、峰４为隐绿原酸、峰６为异绿原酸Ｂ、峰７异绿
原酸Ａ、峰９为木犀草苷、峰１０为异绿原酸 Ｃ，混合
对照品溶液ＨＰＬＣ图谱见图２。
３４　各单味药色谱峰归属

依据紫外光谱信息和保留时间，对润鼻通窍滴

剂与单味药的指纹图谱的相关峰进行比对，确定特

征峰的来源归属，分别取１２个原药材样品溶液，按
“２１”项下色谱条件进样测定，色谱图见图２，其中色
谱峰１归属于鹅不食草；色谱峰２（新绿原酸）归属于
鱼腥草、菊花；色谱峰３（绿原酸）归属于菊花、山银
花、苍耳子；色谱峰４（隐绿原酸）归属于菊花、山银
花；色谱峰５、９（木犀草苷）、１１、１３归属于菊花；色谱
峰６（异绿原酸Ｂ）、７（异绿原酸Ａ）归属于菊花、山银
花；色谱峰８归属于鹅不食草、菊花；色谱峰１０（异绿
原酸Ｃ）归属于菊花、山银花；色谱峰１２归属于白芷、
菊花；色谱峰１４归属于石菖蒲。由于薄荷、辛夷、炙
麻黄、防风在处方中的量较低，且均含挥发性成分，

在用水煎煮过程中容易损失，故在此条件下响应值

低，未见其色谱峰；鱼腥草、鹅不食草、苍耳子、石菖

蒲、白芷归属峰较少的原因，可能是煎煮过程中有大

量成分挥发。
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图１　润鼻通窍滴剂ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图（Ａ）及对照指纹图谱Ｒ（Ｂ）
Ｆｉｇ１　ＯｖｅｒｌａｙＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ（Ａ）ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔＲ（Ｂ）ｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ

２．新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　３．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　４．隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　６．异绿原酸 Ｂ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ）　
７．异绿原酸Ａ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ）　９．木犀草苷（ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ）　１０．异绿原酸Ｃ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ）
图２　混合对照品（Ａ）和润鼻通窍滴剂与组方药味（Ｂ）的 ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ）ａｎｄＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓａｎｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ（Ｂ）
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３５　聚类分析结果
将１０批润鼻通窍滴剂指纹图谱的 １４个量化

共有峰峰面积导入ＳＰＳＳ２６０软件，进行系统聚类，
根据聚类分析图（图３）结果可知，１０批供试品指纹
图谱可分为２大类，其中 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ１０聚为１类，
Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９聚为第二类，聚类结果显示二
者在１４个成分的含量上存在一定的差异，这可能
与润鼻通窍滴剂生产工艺及药材批次间差异

有关。

图３　润鼻通窍滴剂指纹图谱量化共有峰峰面积聚类分析树状图

Ｆｉｇ３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｔｒｅｅｄｉａｇｒａｍ ｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｃｏｍｍｏｎｐｅａｋ

ａｒｅａｓｉｎｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ

３６　主成分分析
以１０批润鼻通窍滴剂指纹图谱中１４个共有峰

的峰面积为变量，利用ＳＰＳＳ２６０统计分析软件进行
主成分分析（ＰＣＡ），计算主成分特征值，累计方差贡
献率，特征值＞１的主成分有３个，累计方差贡献率
为８６２８４％。色谱峰２、６、７、９、１０在主成分１有较
高的正载荷，色谱峰１２、１３、１４、在主成分２有较高的
正载荷，色谱峰３在主成分３上有较高的正载荷。分
别以主成分１、２、３建立其三维坐标体系，由图４可
知，Ｓ１、Ｓ２和 Ｓ３可聚为１类；Ｓ４、Ｓ６聚为１类；同理
Ｓ５、Ｓ１０可聚为１类；Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９较分散，各聚为１类。
该分析结果与相似度评价、聚类分析结果有一定的

差异。

４　多成分含量测定
４１　专属性试验

分别吸取混合对照品溶液、供试品溶液、阴性样

品溶液适量，按照“２１”项下色谱条件分别进样，记
录色谱图。结果显示，在新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀草苷和异绿原酸 Ｃ
对照品相应位置上，供试品溶液中均有相同保留

　　　

图４　１０批润鼻通窍滴剂指纹图谱主成分分析的三维散点图

Ｆｉｇ４　Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｔｔｅｒｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｌｏｔｏｆｆｉｎ

ｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｔｅｎｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ

时间的色谱峰出现，且各相应色谱峰的紫外吸收

（ＵＶ）光谱图与对照品的 ＵＶ光谱图基本一致，而阴
性样品溶液色谱图中在对应的位置上无色谱峰出

现，说明阴性没有干扰，表明该方法专属性良好。结

果见图５。
４２　线性关系考察

分别精密吸取“２２１”项下的单一对照品储备
液，加甲醇制成系列浓度的混合对照品溶液，按

“２１”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以对照
品溶液的质量浓度Ｘ为横坐标，峰面积Ｙ为纵坐标，
绘制标准曲线，线性关系见表１。
４３　精密度试验

精密吸取“２２１”项下混合对照品溶液适量，按
照“２１”项下的色谱条件连续进样 ６次，记录峰面
积。结果显示，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原

酸Ｂ、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、异绿原酸 Ｃ，各成分峰
面积值的 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 ０５７％、０３７％、
０４０％、０４２％、０７１％、１２％、０５７％，表明仪器精
密度良好。

４４　重复性试验
按“２２２”项下方法平行制备６份 Ｓ２号样品的

供试品溶液，在“２１”项色谱条件下进样测定，记录
峰面积。结果显示，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异

绿原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀草苷、异绿原酸Ｃ的平均
含量分别为 ０１２６７、００９２２、００８３６、００１０８、
０００９０、００２２９、０００５９ｍｇ·ｍＬ－１，各成分含量的
ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 ０４３％、０２０％、１０％、２６％、
２９％、２５％、２３％。结果表明该方法的重复性良好。
４５　稳定性试验

取“４４”项下供试品溶液１份，分别于 ０、４、８、
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１．新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　２．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　３．隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　４．异绿原酸Ｂ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ）　５．异

绿原酸Ａ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ）　６．木犀草苷（ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ）　７．异绿原酸Ｃ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ）

Ａ．混合对照品溶液（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．供试品溶液（ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｃ．阴性样品溶液（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图５　专属性试验ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

表１　７个成分的回归方程、相关系数和线性范围
Ｔａｂ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ７ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　　　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　　　　

回归方程　　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）

新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２０７５２Ｘ＋２３８１１ ０９９９５ ０１３１５～０１３３８

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝３８９８５Ｘ－３６９７８ ０９９９６ ００９５５０～００９８９０

隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２３７３４Ｘ＋２５３８ ０９９９６ ００８７４０～００９０１０

异绿原酸Ｂ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＢ） Ｙ＝４７６９８Ｘ＋０１２８４ ０９９９５ ００１２８０～００１５８０

异绿原酸Ａ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＡ） Ｙ＝５２７６８Ｘ＋０１４５１ ０９９９７ ００１０３０～００１５８０

木犀草苷（ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ） Ｙ＝３２３３２Ｘ－０８２７３ ０９９９７ ００２２７０～００２４９０

异绿原酸Ｃ（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣ） Ｙ＝５７５９５Ｘ＋００１５０ ０９９９６ ０００６８００～０００８６００

１２、１６、２４ｈ，在“２１”项色谱条件下进样测定，记录
峰面积。结果显示，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异

绿原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀草苷、异绿原酸Ｃ峰面积

的 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 ０３３％、０３３％、０５１％、
０３０％、０９０％、１４％、１３％，表明供试品溶液在
２４ｈ内测定稳定性良好。
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４６　加样回收试验
精密吸取６份润鼻通窍滴剂样品（Ｓ２）各５０ｍＬ，

每份按１∶１的比例精密加入各对照品（新绿原酸、绿原
酸、隐绿原酸、异绿原酸Ｂ、异绿原酸 Ａ、木犀草苷、异
绿原酸Ｃ），按“２２２”项下方法平行制备６份供试品
溶液，按“２１”项下色谱条件进样分析。结果７个成分

的平均加样回收率为９３３％～１０３６％，ＲＳＤ均＜３％，
该方法测定结果的准确度良好。

４７　样品含量测定
取１０批润鼻通窍滴剂（Ｓ１～Ｓ１０），依“２２２”项

下方法制备供试品溶液，按“２１”项下的色谱条件进
样分析，含量测定结果见表２。

表２　１０个批号润鼻通窍滴剂７个成分的含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ７ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｕｎｂｉＴｏｎｇｑｉａｏｄｒｏｐｓ

批次

（ｂａｔｃｈ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）

新绿原酸

（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ）

绿原酸

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ）

隐绿原酸

（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ）

异绿原酸Ｂ

（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄＢ）

异绿原酸Ａ

（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄＡ）

木犀草苷

（ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ）

异绿原酸Ｃ

（ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄＣ）

Ｓ１ ０１３１７ ００９５５ ００８７９ ００１４３ ００１１１ ００２２７ ０００６９

Ｓ２ ０１３１５ ００９７５ ００８８３ ００１３６ ００１０９ ００２２９ ０００７３

Ｓ３ ０１３１７ ００９７９ ００８８７ ００１２８ ００１０３ ００２３１ ０００６８

Ｓ４ ０１３２７ ００９８５ ００８９４ ００１４５ ００１１８ ００２３１ ０００７８

Ｓ５ ０１３３１ ００９８９ ００８９６ ００１５８ ００１３７ ００２３６ ０００８６

Ｓ６ ０１３１７ ００９７１ ００８８２ ００１４５ ００１２５ ００２４３ ０００７８

Ｓ７ ０１３３８ ００９８２ ００８９７ ００１５４ ００１２９ ００２３３ ０００８４

Ｓ８ ０１３２２ ００９７６ ００８８５ ００１５３ ００１３４ ００２４２ ０００８３

Ｓ９ ０１３３２ ００９８９ ００９０１ ００１４５ ００１１５ ００２４９ ０００７６

Ｓ１０ ０１３１７ ００９７１ ００８７４ ００１４０ ００１１４ ００２３８ ０００７３

５　讨论
５１　色谱条件的考察

试验对不同色谱柱（ＡＱＵＡＳＩＬＣ１８和 Ａｃｃｌａｉｍ
ＴＭ－Ｃ１８），不同流动相（乙腈－０３％乙酸水溶液、乙
腈－０２％乙酸水溶液、甲醇 －０２％磷酸水溶液、甲
醇－０２％甲酸水溶液、甲醇 －乙腈 －０２％甲酸水
溶液）的分离情况进行了考察。结果以 Ａｃｃｌａｉｍ
ＴＭ－Ｃ１８色谱柱，流动相为甲醇 －乙腈 －０２％甲酸
水溶液时，峰数目更多，且分离度更高，响应值较高，

表明该条件分离效果更佳。采用ＤＡＤ检测器在２２５、
２８５、３２７和３４５ｎｍ４个波长处比较供试品溶液色谱峰
的响应情况，结果显示，大部分成分的色谱峰在３２７ｎｍ
下吸收较大、分离效果较优，故选择３２７ｎｍ为检测波
长。其次，考察了柱温在２５、３０和３５℃时的分离效
果，发现柱温在３０℃时７个待测成分成分分离情况较
好，且峰形较好，故选择３０℃作为检测柱温。
５２　定量指标成分选择

通过查阅文献发现咖啡酰奎宁酸（绿原酸、新绿

原酸、隐绿原酸）和二咖啡酰奎宁酸（异绿原酸 Ａ、异

绿原酸Ｂ和异绿原酸Ｃ）化合物具有显著的镇咳、祛
痰、抗炎、抗过敏［１３］，且对很多致病菌具有显著的抑

制作用［１４］。木犀草苷具有解热抗炎［１５］、止咳［１６］、抗

病毒作用［１７］。该指标与润鼻通窍滴剂的药效均有较

强的关联性，其含量可客观反映该制剂的质量优劣。

５３　指纹图谱与含量测定结果分析
本研究建立了润鼻通窍滴剂的ＨＰＬＣ指纹图谱方

法，同时标定了多批样品中的１４个共有峰，并指认出
其中的７个成分，即新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿
原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、木犀草苷、异绿原酸Ｃ。１０批润
鼻通窍滴剂与对照图谱的相似度均＞０９２，表明不同
批次润笔通窍滴剂化学成分基本一致，但各成分的含

量存在一定差异，可能与药材批次、制备工艺稳定性有

关。１４个共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ为００５６％～
０２０％，相对峰面积的ＲＳＤ为０４８％～８９％，表明不
同批次润鼻通窍滴剂样品间的指纹图谱整体无差异，

但色谱峰高或峰面积存在一定差异，可用于润鼻通窍

滴剂定性鉴别。利用指纹图谱的色谱分离条件，建立

了润鼻通窍滴剂中７个成分进行同步定量分析方法。
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本研究中润鼻通窍滴剂中新绿原酸的含量最高，可达

０１３３８ｍｇ·ｍＬ－１，绿原酸和隐绿原酸次之。
本研究以 ＨＰＬＣ指纹图谱和多指标的含量测定

相结合，通过对多批次润鼻通窍滴剂的定性鉴别和

含量测定，为以多成分、多指标的润鼻通窍滴剂的质

量标准建立提供了研究线索，并为润鼻通窍滴剂的

深入开发奠定了坚实的基础。
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