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UHPLC法测定经典名方清金化痰汤物质基准中多指标成分的含量

刘 静, 刘 然, 李丹丹, 许华容, 李 清, 毕开顺*

(沈阳药科大学, 辽宁 沈阳 110016)

摘要: 建立超高效液相色谱测定经典名方清金化痰汤物质基准中多指标成分含量的方法。采用Waters cortecs

T3色谱柱 (150 mm×2.1 mm, 1.6 μm), 以 0.04%磷酸水 (A)-乙腈 (B) 为流动相, 进行梯度洗脱, 流速为 0.3 mL·min-1,

柱温为 25 ℃, DAD检测波长为 238、280 nm。该色谱条件下, 各成分色谱峰完全分离且峰形良好, 各待测成分的线

性关系良好 (r>0.999), 重复性、稳定性良好, 回收率在 92.5%～104.7%之间。本实验所建立的方法简便、准确、可靠,

为清金化痰汤物质基准的质量评价提供了科学依据, 为其开发和标准制定提供了参考。
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Simultaneous determination of multiple constituents of QingJinHuaTan
Decoction by ultra high performance liquid chromatography
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Abstract: A UHPLC method for the simultaneous determination of multiple constituents in QingJinHuaTan

Decoction was established. The separation was performed on a Waters cortecs T3 column (150 mm×2.1 mm, 1.6 μm);

the mobile phase was acetonitrile-water (containing 0.04% phosphoric acid) with gradient elution at a flow rate of

0.30 mL·min-1, the column temperature at 25 ℃ and the wavelengths at 238 nm and 280 nm. The results showed that

all peaks were well separated and all components had a good linear relationship in the investigative range, (r >

0.999). The repeatability and stability were good and the recovery was between 92.5%-104.7%. The method is

simple, accurate and reliable and provides a basis for quality control of QingJinHuaTan Decoction and for further

development of methods for its standardization.
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经典名方是至今应用广泛、疗效好、有明显特点与

优势的古代中医古典籍所载录的方剂[1]。为了保护和

支持经典名方的创新发展, 国家出台了许多相关的政

策。2018年 4月, 国家中医药管理局会同国家药品监

督管理局公布了第一批《古代经典名方目录》, 2018年

5月国家药品监督管理局发布的《古代经典名方中药

复方制剂简化注册审批管理规定》中指出“经典名方物

质基准”, 皆遵照《医疗机构中药煎药室管理规范》制备

而成, 物质基准作为保证传统中药与现代剂型一致性

的中间过渡对照物, 是衡量制剂与中医临床所使用的

药用物质是否一致的标准。2019年 3月 22日国家药

品监督管理局发布了“古代经典名方中药复方制剂及

其物质基准的申报资料要求”(征求意见稿), 提供不同

批次饮片制备及同批次饮片制备的多批次对应实物的

质量研究资料, 明确经典名方物质基准的关键质量属

收稿日期: 2020-01-02; 修回日期:2020-03-27.

基金项目: 国家发改委中药质量控制关键技术国家地方联合工程实验

室 [发改高技 (2012) 3098号]; 沈阳药科大学创新团队 (癌症

机体内环境分析及其在中药质量评价中应用); 辽宁省特聘教

授“辽宁省特聘教授 (李清)”; 辽宁省重点研发计划指导计划

项目 (2018226003).

*通讯作者Tel: 86-24-43520589, E-mail: kaishunbi.syphu@gmail.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-0010

·· 1872



刘 静等: UHPLC法测定经典名方清金化痰汤物质基准中多指标成分的含量

性。经典名方虽然免临床研究, 但从研发和注册审评

的角度, 其在质量控制和评价方面要求甚高。因此, 开

展经典名方物质基准质量控制的研究, 建立能全面反

映经典名方化学质量概貌的质量控制标准, 对于其复

方制剂的研究和申报显得尤为重要[2]。

清金化痰汤出自《杂病广要》引《医学统旨》, 由明

代叶文龄撰写, 该方由黄芩、炒瓜蒌仁、栀子、橘红、甘

草等 11味药味组成[3]。黄芩泻肺火、化痰热, 主要化学

成分为黄酮类, 具有解热抗炎作用[4], 为该方的君药。

炒瓜蒌仁清肺化痰、止咳, 主要化学成分为油脂类、有

机酸类, 具有镇咳、抗炎作用[5]; 栀子泻火除烦、清热利

湿, 主要成分为栀子苷、山栀子苷B, 具有抗炎、平喘作

用[6]; 桑白皮泻肺平喘, 主要成分为桑皮苷 A, 具有镇

咳平喘作用[7]; 川贝母清热化痰, 主要化学成分为西贝

母碱, 具有镇咳、祛痰、平喘的作用[8]; 桔梗开宣肺气、

祛痰利气, 主要成分为皂苷类成分, 具有祛痰、镇咳作

用[9]; 五味药合用宣肺化痰, 作为该方的臣药。橘红下

气消痰, 主要成分为橙皮苷, 对呼吸道炎症有较好的治

疗作用[10]; 茯苓健脾利湿, 主要成分为茯苓酸, 具有抗

炎、抗过敏的活性[11]; 知母清热泻火、生津润燥, 主要成

分为甾体皂苷类, 具有抗炎、抗病毒作用[12]; 麦门冬养

阴清热、润肺止咳, 主要成分为甾体皂苷类, 具有抗炎、

镇咳作用[13]; 四味药合用养阴润燥、生津止渴, 作为该

方的佐药。甘草清热补土和中、补脾益气, 主要成分为

甘草酸、甘草苷, 具有解毒、抗炎、镇咳作用[14]; 作为该

方的使药。以上 11味药味相辅相成, 共奏清热化痰,

止咳润肺之功, 该方被收载于 2018年国家中医药管理

局发布的《古代经典名方目录 (第一批)》中。

经典名方清金化痰汤作为中医药传承与发展过程

中保留下来的中药方剂杰出代表之一, 在现代临床上

有着广泛的应用, 尤其对以咳嗽咳痰为主要症状的呼

吸道感染疗效显著。但目前清金化痰汤的质量控制较

为简单, 主要采用薄层色谱法对其化合物进行鉴别, 或

者采用高效液相色谱法对清金化痰汤主要成分中的单

个化合物进行含量检测, 不能全面反映清金化痰汤的

质量。因此, 本研究建立了UHPLC同时检测清金化痰

汤中多种指标成分的含量测定方法, 实现对经典名方

清金化痰汤中多个指标成分的控制, 对今后清金化痰

汤的开发和质量控制具有十分重要的意义。

材料与方法

仪器 Agilent Technology 1290II 超高效液相色

谱仪 (美国 Agilent 公司), AB135-S 天平 (METTLER

TOLEDO 仪器有限公司), KH200B 型超声波清洗器

(昆山禾创超声仪器有限公司), SHZ循环水式真空泵

(巩义市予华仪器有限责任公司)。

试剂与样品 山栀子苷 B (CHB180125)、新芒

果 苷 (CHB170915)、栀 子 苷 (CHB171010)、芒 果 苷

(CHB171027)、黄 芩 素 (CHB170724)、汉 黄 芩 素

(CHB171227)、甘草酸 (CHB180610 (均购自成都克洛

玛生物科技有限公司, 纯度均≥98%), 甲醇 (色谱纯, 山

东禹王实业有限公司化工分公司), 乙腈 (色谱纯, 美国

Sigma-Aldrich公司), 实验用水 (纯净水, 杭州娃哈哈集

团)。黄芩、栀子、炒瓜蒌仁、橘红、知母、桔梗、麦门冬、

茯苓、川贝母、桑白皮、甘草各 10批均由某企业提供,

经沈阳药科大学中药学院王东教授鉴定为唇形科植

物黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi的干燥根、茜草科

植物栀子Ganiema jasminoides Ellis 的干燥成熟果实、

葫芦科栝楼Trichosanlhes kirilovuii Maxim的干燥成熟

种子 (炒制)、芸香科植物橘 Citrus reticulata Blanco的

干燥成熟果皮、百合科知母属植物知母 Anemarrhena

asphodeloides Bunge 的根茎、桔梗科植物桔梗 Platy‐

codon grandiflorus (Jacq.) A. DC.的干燥根、百合科植

物麦冬 Ophiopogon japonicus (L.f) Ker-Gaw 的干燥块

根、多孔菌科真菌茯苓 Poria cocos (Schw.) Wolf 的干

燥菌核、百合科植物川贝母 Fritillaria cirrhosa D.Don

的干燥鳞茎、桑科植物桑Morus alba L.的干燥根皮、豆

科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 的干燥根和

根茎。

UHPLC 色谱条件 色谱柱: Waters cortecs T3色

谱柱 (150 mm×2.1 mm, 1.6 μm); 流动相: 0.04%磷酸水

(A)-乙腈 (B) 梯度洗脱 (0～12 min, 5%～9% B; 12～

18 min, 9%～10% B; 18～25min, 10%～19% B; 25～

35 min, 19%～22% B; 35～42 min, 22%～30% B; 42～

47 min, 30%～40% B; 47～50 min, 40%～45% B; 50～

52 min, 45%～90% B; 52～54 min, 90%～5% B); 流速:

0.3 mL·min-1; 柱温 : 25 ℃ ; 进样量 : 1 μL; 检测波长 :

238、280 nm。

混合对照品溶液的配制 取山栀子苷 B、新芒果

苷、栀子苷、芒果苷、黄芩素、汉黄芩素、甘草酸对照品

适量, 精密称定, 加甲醇制成每 1 mL中含山栀子苷B

249.6 μg、新芒果苷 212.3 μg、栀子苷 2 120 μg、芒果苷

136.3 μg、黄芩素 118.0 μg、汉黄芩素 32.0 μg、甘草酸

202.5 μg的混合溶液, 摇匀, 即得。

供试品溶液的配制 步骤 a: 根据《医疗机构中

药煎药室管理规范》取黄芩 5.63 g、栀子 5.63 g、甘草

1.5 g、知母 3.75 g、炒瓜蒌仁 3.75 g、茯苓 3.75 g、麦门冬

4.5 g、桔梗 7.5 g、橘红 3.75 g、桑白皮 3.75 g、川贝母

3.75 g 共 46.51 g, 第一煎加入 8 倍量水 , 加热回流

30 min, 120目筛趁热过滤, 第二煎加入 6倍量水, 加热
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回流 25 min, 120目筛趁热过滤, 合并两煎液, 65 ℃减

压浓缩至 85 mL 制备成经典名方清金化痰汤物质基

准[15]。步骤 b: 取上述经典名方清金化痰汤物质基准,

摇匀, 精密量取 5.0 mL, 置 20 mL的瓶中, 加甲醇稀释

至刻度, 摇匀, 离心并取上清液, 过 0.22 μm微孔滤膜,

取续滤液, 即得。阴性对照溶液的制备: 按照经典名方

清金化痰汤配方分别称取除黄芩、橘红、栀子、知母、甘

草外的其他药材, 依物质基准制备方法制备[15], 按上述

供试品溶液制备方法制成阴性对照溶液。

线性与范围 分别精密量取混合对照储备液 0.8、

1.6、3.2、4.0、6.4、8.0 mL置于10 mL量瓶中, 加入甲醇定

容至刻度, 摇匀, 配制成不同质量浓度的混合对照溶液。

精密度 精密量取同一批经典名方清金化痰汤物

质基准2.5、5.0、7.5 mL, 按“供试品溶液的制备”项下的

方法制备低、中、高 3个浓度的供试品溶液, 每一种浓

度平行操作 3份, 按上述 UHPLC色谱条件进样分析,

测定峰面积, 计算各待测物的浓度, 作为重复性实验。

精密量取同一批清金化痰汤物质基准5.0 mL, 按“供试

品溶液的制备”项下方法制备相同浓度的标准汤剂供

试品溶液 3份, 按上述UHPLC色谱条件连续 3天进样

分析, 测定峰面积, 计算各待测物的浓度, 作为日间精

密度实验。

准确度 取已知含量的经典名方清金化痰汤物质

基准 9 份 , 每份精密量取 2.5 mL, 分别按已知含量的

50%、100%、150% 3个浓度水平加入对照品, 按“供试

品溶液的制备”项下的方法制备低、中、高 3个不同浓

度的供试品溶液, 每一种浓度平行制备3份。

稳定性 取同一批经典名方清金化痰汤物质基准

5.0 mL, 按“供试品溶液的制备”项下方法制备成供试

品溶液, 室温放置, 按上述UHPLC色谱条件分别于 0、

2、4、6、8、10、12、24 h 进样分析 , 记录峰面积 , 计算

RSD值。

耐用性 取混合对照品溶液和同一批经典名方清

金化痰汤物质基准 5.0 mL, 按“供试品溶液的制备”项

下方法制备成供试品溶液, 按上述UHPLC色谱条件, 分

别考察色谱条件的不同进样体积 (0.5、1和 1.5 μL), 不

同检测波长 (236、238和 240 nm)、(278、280和 282 nm),

不同流速 (0.25、0.30和 0.35 mL·min-1), 不同柱温 (24、

25和 26 ℃), 不同酸度 (0.03%磷酸-水、0.04%磷酸-水

和 0.05%磷酸-水), 测定待测成分的总含量并计算不

同条件的RSD值。

系统适用性实验 分别取混合对照品溶液和供试

品溶液, 按上述UHPLC色谱条件进样分析, 色谱峰与

其相邻色谱峰之间的分离度均大于 1.5, 理论塔板数以

栀子苷计不低于 2 300, 取混合对照品溶液, 连续进样

6次, 计算峰面积的RSD均小于 2%, 表明系统适用性

良好。

结果

1 方法学考察

1.1 专属性 通过对比混合对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照溶液, 结果显示, 山栀子苷B、栀子苷来自

于栀子; 新芒果苷、芒果苷来自于知母; 黄芩素、汉黄

芩素来自于黄芩; 甘草酸来自于甘草, 空白及阴性对照

溶液在测定成分出峰时间处均无干扰, 典型色谱图见

图1, 表明该方法专属性良好。

1.2 线性关系 以各质量浓度 x (μg·mL-1) 为横坐标,

峰面积 A为纵坐标 y, 绘制标准曲线, 计算回归方程。

山栀子苷B、新芒果苷、栀子苷、芒果苷、黄芩素、汉黄

芩素、甘草酸在考察范围内线性关系良好, 相关系数均

大于 0.999。以对照品溶液逐级稀释法进样检测, 以信

噪比为 3∶1和10∶1为基准分别测得各化合物的检测限

和定量限, 结果见表1。

Figure 1 UHPLC chromatogram of negative solution. Negative

control sample of QingJinHuaTan Decoction without Ganiema

jasminoides Ellis (E), or Anemarrhena asphodeloides Bunge (F), or

Glycyrrhiza uralensis Fisch (G), and typical chromatogram of test

solution (H), mixed standard solution (I) under 238 nm; negative

control sample of QingJinHuaTan Decoction without Scutellaria

baicalensis Georgi (J), typical chromatogram of test solution (K),

mixed standard solution (L) under 280 nm. 1: Gardenoside B; 2:

Neomangiferin; 3: Geniposide; 4: Mangiferin; 5: Glycyrrhizin; 6:

Baicalein; 7: Wogonin
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1.3 精密度 山栀子苷B、新芒果苷、栀子苷、芒果苷、

黄芩素、汉黄芩素、甘草酸的RSD分别为 1.3%、1.3%、

1.6%、2.2%、3.7%、2.7%、1.1%, 结果表明方法重复性良

好。山栀子苷B、新芒果苷、栀子苷、芒果苷、黄芩素、汉

黄芩素、甘草酸的RSD分别为2.0%、2.3%、1.8%、2.1%、

1.6%、2.3%、1.6%, 结果表明方法日间精密度良好。

1.4 准确度 各成分的回收率均在 92.5%～104.7%

内, 方法准确度良好。

1.5 稳定性 山栀子苷B、新芒果苷、栀子苷、芒果苷、

黄芩素、汉黄芩素、甘草酸的RSD分别为 1.3%、1.2%、

1.1%、0.8%、0.8%、1.2%、1.3%, 表明供试品在室温放置

24 h内稳定。

1.6 耐用性 结果表明, 各条件下山栀子苷B、新芒果

苷、栀子苷、芒果苷、黄芩素、汉黄芩素、甘草酸的RSD

值均小于2.7%, 说明方法耐用性良好。

2 样品含量测定

分别取混合对照品溶液、10批经典名方清金化痰

汤物质基准按“供试品溶液的制备”项下方法制备成供

试品溶液, 按上述UHPLC色谱条件进样分析, 记录各

成分峰面积, 采用外标法将各成分峰面积计算各批次

样品中有效成分的含量。含量测定结果见表2。

讨论

中药质量是对中药有效性和安全性的反映和表

征, 是中医临床用药和中成药有效性控制的重要依据。

因此在选择指标成分时, 应选择质量标志物进行质量

控制, 依据中药质量标志物的确定原则选择与功效有

关的化合物, 以上 7种指标成分均具有解热、抗炎、镇

咳、平喘的作用。为体现中药制剂在中医理论指导下

的组方配伍的原理, 制剂质量标志物的确定应遵循组

方配伍, 以君药为主, 臣、佐、使药兼顾的原则[16,17]。根

据古代医籍的描述, 确定了该方剂的君臣佐使, 本文以

君药为主, 臣、佐、使药兼顾的原则对上述 7种质量标

准进行质量控制, 同中国药典各药指标成分相比, 君药

黄芩增加了汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素的测定, 臣药

栀子增加了山栀子苷B的测定, 佐药知母增加了新芒

果苷的测定, 从而更加全面对该方进行质量控制。

本研究建立了UHPLC同时检测清金化痰汤中多

种指标成分的含量测定方法, 实现对经典名方清金化

痰汤中多个指标成分的控制。检测方法快速、简便、准

确、可靠, 为经典名方清金化痰汤物质基准的全面质量

控制提供新的思路和方法。

作者贡献:刘静主要进行了本文的选题与设计、方法建

立、实验数据处理、撰写文章及对编辑部修改意见进行核修

等。刘然对本文的实验思路、方法建立及文章修改提供了宝

贵的意见。李丹丹在制备经典名方清金化痰汤物质基准及

配制溶液时提供帮助。许华容在实验过程中对仪器检修、方

法建立及文章修改提供了宝贵的意见。李清对本文选题与

Table 1 Regressive data of quantification of 7 investigated components

Analytes

Gardenoside B

Neomangiferin

Geniposide

Mangiferin

Baicalein

Wogonin

Glycyrrhizin

Linearity

Range/μg·mL-1

19.97-199.7

16.98-169.8

169.6-1696

10.90-109.0

9.440-94.40

2.560-25.60

16.20-162.0

Equation

y = 4.320x - 9.470

y = 9.780x - 17.49

y = 4.798x - 81.77

y = 11.19x - 4.006

y = 18.82x - 32.04

y = 12.19x - 4.065

y = 2.931x - 5.981

r

0.999 4

0.999 4

0.999 4

0.999 5

0.999 7

0.999 5

0.999 5

LOD/ng·mL-1

73.68

64.63

74.64

84.70

53.14

108.7

90.40

LOQ/ng·mL-1

219.1

193.9

223.6

254.2

159.4

326.3

270.1

Table 2 Content of 7 components in 10 batches of QingJinHuaTan Decoction

Sample No.

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

Average

Content / %

Gardenoside B

0.063 11

0.026 63

0.048 59

0.041 02

0.043 11

0.048 42

0.047 77

0.040 39

0.041 67

0.037 39

0.043 81

Neomangiferin

0.032 69

0.018 86

0.054 22

0.044 93

0.017 89

0.020 69

0.052 85

0.072 89

0.014 37

0.027 83

0.035 72

Geniposide

0.414 1

0.428 8

0.401 2

0.410 3

0.372 8

0.336 6

0.430 6

0.445 5

0.460 9

0.437 7

0.413 8

Mangiferin

0.052 73

0.062 74

0.038 81

0.048 65

0.051 65

0.064 92

0.057 19

0.037 36

0.081 1

0.069 16

0.056 43

Baicalein

0.039 5

0.031 76

0.031 08

0.028 06

0.017 39

0.064 92

0.025 43

0.033 25

0.034 3

0.051 99

0.035 77

Wogonin

0.012 37

0.007 904

0.007 437

0.006 052

0.006 856

0.017 46

0.005 222

0.007 562

0.011 59

0.018 16

0.010 06

Glycyrrhizin

0.021 77

0.031 73

0.052 19

0.096 8

0.078 33

0.020 13

0.041 89

0.041 92

0.023 15

0.022 5

0.043 04

·· 1875
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设计、实验思路、方法建立及文章修改提供了宝贵的意见。

毕开顺从选题的设计、实验思路、方法建立及文章修改提供

了专业的指导。

利益冲突:无任何利益冲突。
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