
·２４２　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
,

）　　 　　 　
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ＨＰＬＣ法同时测定复方双花片中１０个成分的含量

尚朝利，白泽方，樊轻亚
（信阳职业技术学院，信阳 ４６４０００）

摘要　目的：采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）技术，建立同时测定复方双花片中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、连
翘酯苷Ａ、３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、连翘
苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯１０个成分含量的方法。方法：复方双花片样品用５０％甲醇水超声提取，
采用ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱分析，流动相为乙腈 －０１５％磷酸水溶液，梯

度洗脱，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，进样量１０μＬ，检测波长３２７ｎｍ（检测新绿原酸、绿原酸、隐绿原
酸、连翘酯苷Ａ、３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸）
和２２６ｎｍ（检测连翘苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯）。结果：新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷Ａ、３，
４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、连翘苷、穿心莲内酯和
脱水穿心莲内酯质量浓度分别在 ４０７１～４０７１μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）、２０１６～２０１６μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９９）、４７３０～４７３０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）、４５３６～４５３６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９８）、１８１７～１８１７
μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）、２２６６～２２６６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７）、３３２１～３３２１μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）、
３４６２～３４６２μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９６）、２１１１～２１１１μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）和 ２２９０～２２９０μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９７）与峰面积呈良好的线性关系；平均回收率（ＲＳＤ）（ｎ＝６）分别为 １０１３％（２１％）、１０３０％
（１５％）、１００９％（２０％）、１０１１％（２０％）、９８４％（１６％）、１０２２％（２４％）、９８２％（１３％）、９７８％
（２０％）、９９０％（２０％）和９６４％（１１％）；４批样品中上述１０个成分的含量分别为１６８５～２６４９ｍｇ·ｇ－１、
１２２０２～１３７８０ｍｇ·ｇ－１、２４１５～２５９４ｍｇ·ｇ－１、１３４０～１９１９ｍｇ·ｇ－１、０５０１～０７９１ｍｇ·ｇ－１、
０８９１～１３４２ｍｇ·ｇ－１、１２９９～２１０５ｍｇ·ｇ－１、１１４７～１５０４ｍｇ·ｇ－１、０６５４～０６９４ｍｇ·ｇ－１、
０８４６～１１５１ｍｇ·ｇ－１。结论：所建立的方法简单准确，可用于复方双花片的质量控制与评价。
关键词：复方双花片；高效液相色谱；化学成分；含量测定；质量控制
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ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ａｎｄｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎＡｇｉｌｅｎｔＺｏａｂａｘＳＢ－Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｂｙｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

ｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０１５％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ
３０℃，ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗｅｒｅｓｅｔａｔ３２７ｎｍ（ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ，３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆ
ｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄ４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）ａｎｄ２２６ｎｍ（ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｆｏｒｓｙｔｈｉｎ，ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅａｎｄ
ｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ）Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ，ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ，３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ，ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅａｎｄｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅｗｅｒｅ４０７１－４０７１μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），
２０１６－２０１６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），４７３０－４７３０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），４５３６－４５３６μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９８），１８１７－１８１７μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），２２６６－２２６６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７），３３２１－３３２１
μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），３４６２－３４６２μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９６），２１１１－２１１１μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）ａｎｄ
２２９０－２２９０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ（ｎ＝６）ｗｅｒｅ１０１３％（２１％），
１０３０％（１５％），１００９％（２０％），１０１１％（２０％），９８４％（１６％），１０２２％（２４％），９８２％（１３％），９７８％
（２０％），９９０％（２０％）ａｎｄ９６４％（１１％），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｅ１０ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ４ｂａｃｔｈｅｓｏｆ
ＦｕｆａｎｇＳｈｕａｎｇｈｕａｔａｂｌｅｔｓｗｅｒｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１６８５－２６４９ｍｇ·ｇ－１，１２２０２－１３７８０ｍｇ·ｇ－１，２４１５－２５９４
ｍｇ·ｇ－１，１３４０－１９１９ｍｇ·ｇ－１，０５０１－０７９１ｍｇ·ｇ－１，０８９１－１３４２ｍｇ·ｇ－１，１２９９－２１０５ｍｇ·ｇ－１，
１１４７－１５０４ｍｇ·ｇ－１，０６５４－０６９４ｍｇ·ｇ－１，０８４６－１１５１ｍｇ·ｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｓｉｍｐｌｅ
ａｃｃｕｒａｔｅｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＳｈｕａｎｇｈｕａｔａｂｌｅｔｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｍｐｏｕｎｄＳｈｕａｎｇｈｕａｔａｂｌｅｔｓ；ＨＰＬＣ；ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　复方双花片为国家食品药品监督管理局国家药品
标准［ＷＳ３－１７８（Ｚ－１７８）－２００２（Ｚ）］收录的制剂，由
金银花、连翘、穿心莲、板蓝根４味药材加工而成，具有
清热解毒，利咽消肿之功效，临床用于风热外感所致的

感冒，症见发热、头痛、鼻塞流涕等［１］。方中金银花、连

翘清热解毒、消肿散结，共为君药，金银花主要活性成

分有绿原酸、咖啡酰奎宁酸等酚酸类［２－４］，连翘中主要

活性成分为连翘苷和连翘酯苷Ａ［５－７］；穿心莲清热解
毒、凉血消肿，为臣药，主要活性成分为穿心莲内酯和

脱水穿心莲内酯［８－１０］；板蓝根清热解毒、凉血利咽，为

佐药，主要活性成分为（Ｒ，Ｓ）－告依春［１１－１３］，全方共

奏清热解毒、消肿散结、利咽止痛之功效。

中药复方制剂组成复杂，其临床疗效往往是多个

成分协同作用的结果。复方双花片现行质量标准仅将

绿原酸作为含量测定的指标成分，质控指标单一，相关

研究报道较少。杨帅等［１４］采用 ＨＰＬＣ法测定复方双
花片中穿心莲内酯和脱水穿心内酯含量，任莹等［１５］采

用ＨＰＬＣ法测定复方双花片中绿原酸、咖啡酸等５个
成分的含量，均不能全面反映该制剂的内在质量。本

文采用ＨＰＬＣ法，同时测定该制剂中新绿原酸、绿原
酸、隐绿原酸、连翘酯苷Ａ、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ａ、异

绿原酸Ｃ、连翘苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯１０
个成分的含量，以期为全面评价复方双花片的质量和

后期质量标准的提高提供参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，配置自动进样
器、四元泵、柱温箱和二极管阵列检测器（ＤＡＤ）
（Ａｇｉｌｅｎｔ公司），ＸＳＥ－２０５十万分之一电子天平（梅特
勒公司），Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水处理系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），
ＫＱ－５００ＤＥ超声清洗器（昆山超声仪器有限公司）。
１２　试药

对照品新绿原酸［批号（下同）ＤＳＴＤＸ００１５０４，含
量（下 同）９８８０％］、隐 绿 原 酸 （ＤＳＴＤＹ００３５０１，
９８８５％）和 ３，４－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸（ＤＳＴ
ＤＸ００３７０３，９９００％）购自德思特生物科技有限公司，
绿原酸（１１０７５３－２０１８１７，９６８％）、连翘酯苷 Ａ
（１１１８１０－２０２１０８，９６２％）、３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁
酸（１１１７８２－２０１８０７，９４３％）、４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎
宁酸（１１１８９４－２０２１０４，９５１％）、连翘苷（１１０８２１－
２０１８１６，９５１％）、穿 心 莲 内 酯 （１１０７９７－２０２０１０，
９９６％）、脱水穿心莲内酯（１１０８５４－２０２１１１，９８９％）
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购自中国食品药品检定研究院。色谱纯乙腈和甲醇

（Ｍｅｒｃｋ公司），分析纯甲酸、冰乙酸和磷酸（国药集团
化学试剂有限公司），实验用水为超纯水。复方双花

片（批号２２０７０２、２２０４０５、２１１２０１、２２０３０１，陕西康惠制
药股份有限公司，０６２ｇ·片－１，有限期２年）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－０１５％磷酸（Ｂ），梯
度洗脱（０～８ｍｉｎ，９％Ａ；８～１５ｍｉｎ，９％Ａ→１５％Ａ；
１５～３０ｍｉｎ，１５％Ａ；３０～４０ｍｉｎ，１５％Ａ→２５％Ａ；
４０～５０ｍｉｎ，２５％Ａ→３０％Ａ；５０～６０ｍｉｎ，３０％Ａ→４５％
Ａ；６０～６５ｍｉｎ，４５％Ａ；６５～６６ｍｉｎ，４５％Ａ→９％Ａ；６６～
７０ｍｉｎ，９％Ａ），流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测
波长３２７ｎｍ（０～４５ｍｉｎ，检测新绿原酸、绿原酸、隐绿
原酸、连翘酯苷Ａ、３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－
二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸）
和２２６ｎｍ（４５～７０ｍｉｎ，检测连翘苷、穿心莲内酯和脱
水穿心莲内酯），进样体积１０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　混合对照品溶液　分别精密称取对照品新
绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷 Ａ、３，４－二 －
Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，
５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、连翘苷、穿心莲内酯和脱
水穿心莲内酯 ８２４、２０８３、９５７、９４３、７３４、９６１、
１３９７、７２８、８４８、９２６ｍｇ，各置 ２０ｍＬ量瓶中，加
５０％甲醇水溶解并稀释至刻度，摇匀，制成各单一对
照品储备液。分别依次量取对照品储备液１、２、１、１、
０５、０５、０５、１、０５、０５ｍＬ，置同一１０ｍＬ量瓶中，
振摇，加５０％甲醇水定容，摇匀，即得质量浓度新绿
原酸４０７１μｇ·ｍＬ－１、绿原酸２０１６μｇ·ｍＬ－１、隐绿
原酸４７３０μｇ·ｍＬ－１、连翘酯苷Ａ４５３６μｇ·ｍＬ－１、
３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸１８１７μｇ·ｍＬ－１、３，５－
二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸２２６６μｇ·ｍＬ－１、４，５－二 －
Ｏ－咖啡 酰 奎 宁 酸 ３３２１μｇ· ｍＬ－１、连 翘 苷
３４６２μｇ·ｍＬ－１、穿心莲内酯２１１１μｇ·ｍＬ－１和脱水
穿心莲内酯２２９０μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２２２　供试品溶液　取复方双花片适量，除去薄膜
衣，研细，精密称取 ０６ｇ，置锥形瓶中，精密加入
５０％甲醇水５０ｍＬ，称量，超声处理（功率５００Ｗ，频
率４５ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，放冷，再称量，用５０％甲醇水补足
减失的量，摇匀，过０４５μｍ滤膜，即得。

２２３　阴性样品溶液　按复方双花片处方比例和制
备工艺，分别制成缺金银花、连翘、穿心莲的阴性样品，

取适量按“２２２”项下方法制成各阴性样品溶液。
２３　专属性试验

取“２２”项下３种溶液适量，按“２１”项下色谱
条件进样分析，记录色谱图。结果，１０个目标峰分离
效果良好，分离度均 ＞１５，且阴性无干扰，方法专属
性良好，见图１。

１．新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　２．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　３．隐

绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　４．连翘酯苷 Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ）　

５．３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）　６．３，

５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）　７．４，５－

二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）　８．连翘

苷（ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ）　９．穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ）　１０．脱水穿心莲内

酯（ｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ）

Ａ．混合对照品（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ）　Ｂ．样品（ｓａｍｐｌｅｓ）　Ｃ．缺

金银花阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓ）　

Ｄ．缺连翘阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ）　Ｅ．缺

穿心莲阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓＨｅｒｂａ）

图１　ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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２４　线性关系考察
分别精密吸取“２２１”项下混合对照品溶液

１、２、４、６、８、１０ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，加５０％
甲醇水定容，得６个系列浓度溶液，按“２１”项下
色谱条件进样测定，记录各成分峰面积。以质量

浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐

标进行线性回归，得回归方程和线性相关系数

（ｒ），结果见表 １。另取混合对照品溶液适量，用
５０％甲醇水逐步稀释，按“２１”项下色谱条件进
样测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３∶１时的浓度为检测
限（ＬＯＤ），Ｓ／Ｎ为 １０∶１时 的 浓 度 为 定 量 限
（ＬＯＱ），结果见表１。

表１　１０个成分的线性关系、检测限和定量限
Ｔａｂ１　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ＬＯＤｓａｎｄＬＯＱｓｏｆｔｅｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　

回归方程　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＤ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＱ／

（μｇ·ｍＬ－１）

新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２１１６Ｘ＋１６６９ ０９９９９ ４０７１～４０７１ ００４８１ ０１６０４

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝３０５３Ｘ－３２９９ ０９９９９ ２０１６～２０１６ ００５１１ ０１７０４

隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝３０９８Ｘ－０８３３６ ０９９９９ ４７３０～４７３０ ００４４５ ０１４８３

连翘酯苷Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ） Ｙ＝１８６６Ｘ－１０２０ ０９９９８ ４５３６～４５３６ ０１６２０ ０５４０１

３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２３６４Ｘ－００４８２ ０９９９９ １８１７～１８１７ ００５９７ ０１９９０

３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２６４２Ｘ－０６０６８ ０９９９７ ２２６６～２２６６ ００５３５ ０１７８４

４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２９１８Ｘ－１１１１ ０９９９９ ３３２１～３３２１ ００４００ ０１３３４

连翘苷（ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ） Ｙ＝１９５６Ｘ－０２６９１ ０９９９６ ３４６２～３４６２ ００７０６ ０２３５５

穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） Ｙ＝１９５４Ｘ－００７１２ ０９９９９ ２１１１～２１１１ ００８３３ ０２７７６

脱水穿心莲内酯（ｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） Ｙ＝１５９０Ｘ＋１５３６ ０９９９７ ２２９０～２２９０ ００８２０ ０２７３４

２５　精密度试验
取“２２１”项下混合对照品溶液适量，用

５０％甲醇水稀释２倍，按“２１”项下色谱条件，连
续进样６次，测定各成分的峰面积。结果新绿原
酸、绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷Ａ、３，４－二 －Ｏ－
咖啡酰奎宁酸、３，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，
５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、连翘苷、穿心莲内酯
和脱水穿心莲内酯色谱峰峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）分
别 为 ０１６％、０１７％、０１５％、０５４％、０２０％、
０１８％、０１３％、０２４％、０２８％和０２７％，表明仪器
的精密度良好。

２６　稳定性试验
取批号２２０７０２样品制备的供试品溶液，分别在

０、４、８、１６、２４、３０ｈ依次进样，按“２１”项下色谱条件
测定各成分峰面积。结果新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、连翘酯苷Ａ、３，４－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－
二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁
酸、连翘苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯峰面积的

ＲＳＤ分别为 ０５３％、０９３％、１２％、１２％、１２％、
１２％、０５１％、０７９％、１７％和０７０％，表明供试品

溶液在３０ｈ内稳定性良好。
２７　重复性试验

取批号 ２２０７０２的样品适量，除去薄膜衣，按
“２２２”项下的方法制备 ６份供试品溶液，进样
１０μＬ，测定峰面积。结果新绿原酸、绿原酸、隐绿原
酸、连翘酯苷Ａ、３，４－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－
二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁
酸、连翘苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯含量的平

均值分别为 ２６９７、１３６８、２６４５、１９４０、０５７５７、
１１９９、１５５６、１５４１、０６９７７、０８５３８ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ
（ｎ＝６）分别为０８４％、１３％、１５％、１５％、１４％、
１７％、１３％、２０％、２２％、１４％，表明该方法重复
性良好。

２８　加样回收率试验
取含量已知的同一批次（批号 ２２０７０２）复方

双花片样品，除去薄膜衣，研细，精密称取 ０３ｇ，
共６份。按 １∶１的比例精密加入各对照品溶液
（０４０７１ｍｇ·ｍＬ－１的新绿原酸２ｍＬ、１０３４ｍｇ·
ｍＬ－１的绿原酸 ４ｍＬ、０４０１３ｍｇ·ｍＬ－１的隐绿原
酸２ｍＬ、０３９２９ｍｇ·ｍＬ－１的连翘酯苷 Ａ１５ｍＬ、
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０３５００ｍｇ·ｍＬ－１的３，４－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸
０５ｍＬ、０３７５３ｍｇ·ｍＬ－１的 ３，５－二 －Ｏ－咖啡
酰奎宁酸 １ｍＬ、０４６８６ｍｇ·ｍＬ－１的 ４，５－二 －
Ｏ－咖啡酰奎宁酸 １ｍＬ、０４５６９ｍｇ·ｍＬ－１的连翘
苷１ｍＬ、０４１９５ｍｇ·ｍＬ－１的穿心莲内酯０５ｍＬ、

０２４９６ｍｇ·ｍＬ－１的脱水穿心莲内酯 １ｍＬ），加
５０％甲醇水补足至５０ｍＬ，按“２２２”项下方法制备
供试溶液，再按“２１”项下方法进样测定，记录各成
分峰面积。采用外标双点校正法计算各成分含量，

再计算平均回收率，结果见表２。

表２　１０个成分加样回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｆｏｒｔｅｎｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　　 平均回收率（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％ ＲＳＤ／％

新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） １０１１ ２１

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） １０３０ １５

隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） １００９ ２０

连翘酯苷Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ） １０１１ ２０

３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） ９８４ １６

３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） １０２２ ２４

４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） ９８２ １３

连翘苷（ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ） ９７８ ２０

穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） ９９０ ２０

脱水穿心莲内酯（ｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） ９６４ １１

２９　样品含量测定
取４批复方双花片样品，除去薄膜衣，按“２２２”

项下方法每批分别制备２份供试品溶液，再按“２１”项
下色谱条件进样测定，记录峰面积，采用外标双点校正

法计算绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷Ａ、３，４－
二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、
４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、连翘苷、穿心莲内酯和
脱水穿心莲内酯的含量，结果见表３。

表３　样品中１０个成分含量（ｎ＝２）
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｅｎｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

成分　　 　 　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　 　 　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

批号

（ｂａｔｃｈ）

２２０７０２

批号

（ｂａｔｃｈ）

２２０４０５

批号

（ｂａｔｃｈ）

２１１２０１

批号

（ｂａｔｃｈ）

２２０３０１

新绿原酸（ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ２６４９ １６８５ ２１９４ ２１２４

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） １３５９１ １２２０２ １３７８０ １２８１４

隐绿原酸（ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ２５９４ ２５８８ ２４９３ ２４１５

连翘酯苷Ａ（ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ） １９１９ １４３０ １３４０ １３５９

３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，４－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） ０５７２ ０７９１ ０５０１ ０５０３

３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（３，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） １１８１ １３４２ １１８８ ０８９１

４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸（４，５－Ｏ－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ） １５３８ ２１０５ １３８３ １２９９

连翘苷（ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ） １５０４ １３１０ １１４７ １２１１

穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） ０６９４ ０６７４ ０６６２ ０６５４

脱水穿心莲内酯（ｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈａｌｉｄｅ） ０８４６ １１５１ １１３９ １０７６
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３　讨论
３１　色谱条件的优化

中药复方制剂所含成分具有不同的最大吸收波

长，而采用某一波长时，难以确保所测成分被检测出

或获得最大吸收，从而影响定量结果。因此，本实验

采用ＤＡＤ检测器对混合对照品在２００～４００ｎｍ波长
范围内进行全波长扫描，并采集光谱图。结果新绿

原酸、绿原酸、隐绿原酸最大吸波长为３２６ｎｍ，连翘
酯苷Ａ、３，４－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、３，５－二－Ｏ－
咖啡酰奎宁酸、４，５－二 －Ｏ－咖啡酰奎宁酸在最大
吸收波长为３２８ｎｍ，连翘苷、穿心莲内酯、脱水穿心
莲内酯分别在２２８、２２６、２５２ｎｍ有最大吸收，而脱水
穿心莲内酯在２２６ｎｍ也有较大吸收。所以，本实验
选择３２７ｎｍ作为新连翘酯苷 Ａ、３，４－二 －Ｏ－咖啡
酰奎宁酸、３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸、４，５－二－Ｏ
－咖啡酰奎宁酸的检测波长，２２６ｎｍ作为连翘苷、穿
心莲内酯、脱水穿心莲内酯的检测波长。

考察了以甲醇－水、乙腈 －水为流动相体系，发
现１０个成分峰形较差，当添加甲酸、冰乙酸、磷酸
时，１０个色谱峰峰形均有改善，以磷酸为最佳，当磷
酸浓度为０１５％时，再增加磷酸浓度，１０个成分色谱
峰峰形无明显改善。考察了色谱柱Ⅰ［Ｗａｔｅｒｓｓｙｍ
ｍｅｔｒｙ－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）］、色谱柱Ⅱ
［ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）］
和色谱柱Ⅲ［ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）］对１０个待测成分分离的影响，以各成分与相
邻色谱峰的分离度和峰形为判定指标，连翘酯苷 Ａ
在其他色谱柱中与相邻色谱峰有重叠或分离较差现

象，在色谱柱Ⅲ中分离效果为最好。
３２　提取方法和提取溶剂的选择

预试验首先考察了不同提取溶剂（乙醇、７０％乙
醇水、５０％乙醇水、甲醇、７０％甲醇水、５０％甲醇水）
对各成分提取的影响，发现以５０％甲醇水为溶剂，各
成分提取率为最高，且峰形为最佳。考察超声提取

（考察时间 １０、２０、３０、４０ｍｉｎ）和回流提取（３０、４０、
５０、６０ｍｉｎ）２种提取方式，发现超声提取用时较少，
且在２０ｍｉｎ内各成分基本上提取完全，故确定为供
试品溶液制备方法。

３３　含量结果分析
预试验还考察了复方双花片中佐药板蓝根活性

成分（Ｒ，Ｓ）－告依春作为含量测定的指标性成分，发
现其含量较低，故未纳入本次试验含量测定中。从

表３可知，４批样品中各成分比较稳定，色谱图中以
４，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸色的峰面积适中，可以
在今后研究中，以此峰为参考峰，计算其他各峰相对

校正因子，采用一侧多评法测定复方双花片中１０个成
分含量，可以减少标准物质的使用和提高工作效率。

本次研究因缺少验证仪器设备，故未开展相关研究，在

今后工作中，将加强和院校合作，开展相关领域研究。

３４　小结
本实验建立了 ＨＰＬＣ法同时测定复方双花片中

１０个成分的含量，能较全面地反映该制剂的质量。
结果显示各成分含量范围波动较小，质量较为稳定，

但只收集了４批样品，样本量偏少，尚不能制定含量
控制限度，后续将继续收集样本，以期制定各成分的

限量值。
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