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HPLC 法同时测定双黄连颗粒中 9 种成分 
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摘  要：目的  建立同时测定双黄连颗粒中绿原酸、咖啡酸、芦丁、连翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄芩素、汉黄

芩素 9 种成分的 HPLC 方法。方法  采用 RP-HPLC 法，色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相为乙腈-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱，体积流量 1.0 mL/min；检测波长 278 nm，柱温 35℃。结果  9 种成分均达到基线分

离，各成分均有较宽的线性范围和良好的线性关系（r＞0.999 8）；回收率在 97.9%～102.1%。结论  本方法准确、灵敏、可

靠，重现性较好，可用于双黄连颗粒的质量控制。 
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双黄连方剂由银翘散（《瘟病调辨》）精简化裁

而来，其颗粒剂是由金银花、黄芩、连翘经现代提

取工艺精制而成，其制剂尚有片剂、胶囊剂、软胶

囊、粉针、口服液、栓剂等。方中金银花为君药，

辅以黄芩、连翘，三药同用，共奏辛凉解表、清热

解毒的功效，常用于病毒或细菌感染引起的肺炎、

呼吸道感染、扁桃体炎等疾病的治疗，是抗病毒、

抗菌常用中成药[1-2]。《中国药典》2010 年版一部采

用 HPLC 法只测定了双黄连颗粒中黄芩苷、连翘苷

的量[3]，而且是采用包括甲醇-醋酸-水、乙腈-水的

不同流动相分别测定。中药，尤其是复方中药，其

发挥作用的物质基础是活性物质群，经多途径的整

合而发挥疗效[4]。对于双黄连颗粒仅测定黄芩苷、

连翘苷的量并不能完全反映双黄连颗粒的质量。为

了更好地控制双黄连颗粒的质量，本实验采用梯度

洗脱建立了同时测定双黄连颗粒中绿原酸、咖啡酸、

芦丁、连翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄

芩素、汉黄芩素 9 种成分[5-6]的 HPLC 法，具有简便

可行、准确、快速的特点，减少了配制流动相的步

骤和进样次数，提高了工作效率，可用于双黄连颗

粒的质量控制。本实验同时将所建立的色谱条件及

样品处理方法为双黄连其他制剂的质量控制研究提

供了方法学参考。 
1  仪器与材料 

Shimadzu LC—20A 型高效液相色谱仪（日本岛

津，包括四元泵，自动进样器，DAD 二极管阵列检

测器）；KQ5200 型超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司）；梅特勒托利多XS3DU分析电子天平（德

国 Sartorius 公司，百万分之一）。 
绿原酸（批号 20091001，质量分数≥98%，四

川维克奇生物科技有限公司），咖啡酸、芦丁、连翘

酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄芩素、汉黄

芩素对照品（质量分数均≥98%，成都曼斯特生物

科技有限公司，批号分别为 A0096、A0103、A0012、
A0017、A0023、A0017、A0018、A0502）；双黄连

颗粒（批号分别为 100202、100301、100502，哈药 
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集团中药二厂）。乙腈（色谱纯，Tedia 公司），甲醇、

乙醇、甲酸（分析纯，南京化学试剂有限公司），水

为超纯水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件[7] 

色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.1%甲酸水溶

液（B），梯度洗脱：0～7 min，7% A；7～10 min，
7%～10% A；10～15 min，10%～14% A；15～20 min，
14%～15% A；20～35 min，15%～16% A；35～40 
min，16%～20% A；40～58 min，20% A；58～75 min，
20%～28% A；75～90 min，28%～37% A；90～105 
min，37% A；体积流量 1.0 mL/min，进样量 10 μL，
检测波长 278 nm，柱温 35 ℃。色谱图见图 1。 

 

   

 
1-绿原酸  2-咖啡酸  3-芦丁  4-连翘酯苷  5-野黄芩苷  6-黄芩苷  7-连翘苷  8-黄芩素  9-汉黄芩素 

1-chlorogenic acid  2-caffeic acid  3-rutin  4-forsythoside  5-scutellarin  6-baicalin  7-forsythin  8-baicalein  9-wogonin  
图 1  对照品 (A) 和双黄连颗粒 (B) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of reference substances (A) and Shuanghuanglian Granule (B)  
2.2  对照品溶液的制备 

分别称取绿原酸、咖啡酸、芦丁、连翘酯苷、

野黄芩苷、连翘苷、黄芩素、汉黄芩素对照品 2.6、
0.7、1.3、3.0、1.2、1.5、0.8、0.5 mg，精密称定，

置于 25 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，制成质

量浓度分别为 106.44、30.26、50.89、121.06、48.72、
58.76、32.09、21.52 μg/mL 混合对照品溶液。 

称取黄芩苷对照品 5.2 mg，精密称定，置于 5 
mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，制成质量浓度

为 1 048.00 μg/mL 黄芩苷对照品溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 

取重量差异项下的双黄连颗粒，混匀，研细，

干燥至恒定质量，取粉末约 1.2 g，精密称定，置 50 
mL 具塞锥形瓶中，加 50%甲醇 10 mL，称定质量，

超声提取（功率 250 W，频率 45 kHz）30 min，取

出，放冷，称定质量，并用 50%甲醇水溶液补足减

失的质量，摇匀，滤过，弃去初滤液，取续滤液过

0.45 μm 微孔滤膜，取续滤液即得供试品溶液。 
2.4  线性关系考察 

精密吸取混合对照品溶液、黄芩苷对照品溶液

各 1、2、4、8、12、20、30 μL，分别按照“2.1”
项下色谱条件依次进样，以进样量（μg）为横坐标

（X），峰面积积分值（Y）为纵坐标进行线性回归，

回归方程见表 1。结果表明，各对照品在测定范围

内与峰面积呈良好的线性关系。 
2.5  精密度试验 

精密吸取混合对照品溶液及黄芩苷对照品溶液， 

表 1  线性关系考察结果 
Table 1  Results of linear relationship 

成 分 回归方程 线性范围 / μg r 值 
绿原酸 Y＝1×106 X－4 511 0.11～3.19 1.000 0
咖啡酸 Y＝3×106 X－19 403 0.03～0.91 0.999 8

芦丁 Y＝814 335 X－2 802 0.05～1.50 0.999 9

连翘酯苷 Y＝991 503 X－13 931 0.12～3.63 1.000 0

野黄芩苷 Y＝4×106 X＋8 709.1 0.05～1.46 0.999 9

黄芩苷 Y＝3×106 X－236 298 1.68～20.96 0.999 9

连翘苷 Y＝623 312 X＋1 526.4 0.06～1.76 1.000 0

黄芩素 Y＝5×106 X－19 757 0.03～0.96 0.999 9

汉黄芩素 Y＝4×106 X－3 999.8 0.03～0.90 1.000 0
 
分别在“2.1”项色谱条件下重复进样 6 次，进样体

积为 10 μL，以对照品峰面积进行计算，绿原酸、咖

啡酸、芦丁、连翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘

苷、黄芩素、汉黄芩素峰面积的 RSD 分别为 0.6%、

1.3%、1.2%、0.7%、0.7%、1.2%、0.8%、1.2%、1.2%。 
2.6  稳定性试验 

取待测双黄连颗粒（批号 100202）供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件操作，分别在 0、2、4、8、
16、20、24 h 进样，测定绿原酸、咖啡酸、芦丁、

连翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄芩素、

汉黄芩素的峰面积，按峰面积计算得 RSD 分别为

2.1%、1.5%、1.9%、1.7%、2.2%、1.5%、1.2%、1.8%、

1.0%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 
2.7  重现性试验 

取同一批次（批号 100202）双黄连颗粒约 1.2 g，
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平行称定 6 份，按“2.3”项下方法操作，制备供试

品溶液 6 份，每份精密吸取 10 μL 按“2.1”项下色

谱条件测定，分别测得绿原酸、咖啡酸、芦丁、连

翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄芩素、汉

黄芩素质量分数的 RSD 分别为 1.8%、2.1%、1.4%、

0.7%、1.3%、1.7%、1.4%、1.5%、1.2%。 
2.8  加样回收率试验 

称取批号100202的双黄连颗粒9份，精密称定，

每份 0.6 g，每 3 份加入相同量的绿原酸、咖啡酸、

芦丁、连翘酯苷、野黄芩苷、黄芩苷、连翘苷、黄

芩素、汉黄芩素对照品，按“2.3”项下方法操作，

制备供试品溶液，按“2.1”项条件测定，结果平均回

收率分别为 99.5%、100.6%、99.1%、100.4%、98.5%、

97.9%、102.1%、98.3%、101.4%，RSD 分别为 1.5%、

1.8%、2.1%、2.1%、2.5%、1.6%、1.8%、1.9%、2.2%。 
2.9  样品测定 

分别称取双黄连颗粒约 1.2 g，按“2.3”项下方

法操作，制成供试品溶液，每个批号 3 份，按“2.1”
项下色谱条件进行测定，并计算样品中 9 种成分的

质量分数，结果见表 2。 
3  讨论 

本实验比较了甲醇-水、乙腈-水、乙腈-醋酸水 
 

表 2  不同批号双黄连颗粒中 9 种成分测定结果 (n＝3) 
Table 2  Determination of nine components in different batches of Shuanghuanglian Granula (n = 3) 

质量分数 / (mg·g−1) 
批 号 

绿原酸 咖啡酸 芦丁 连翘酯苷 野黄芩苷 黄芩苷 连翘苷 黄芩素 汉黄芩素

100202 1.337 0.161 0.207 1.528 0.258 18.805 0.473 0.116 0.081 

100301 1.329 0.166 0.212 1.510 0.241 18.779 0.482 0.110 0.078 

100502 1.345 0.170 0.214 1.533 0.257 18.814 0.482 0.101 0.088 
 
溶液、乙腈-甲酸水溶液洗脱系统，结果表明以乙腈

甲酸水溶液洗脱系统分离效果 好。又分别比较了

乙腈-0.2%甲酸水溶液、乙腈-0.1%甲酸水溶液洗脱

系统，结果表明两者无明显差别，故选用乙腈-0.1%
甲酸水洗脱系统。通过在 220、254、278、320、360 
nm 波长下检测比较，发现 220、254 nm 下基线不

稳，且干扰峰较多；278、320、360 nm 相比较，278 
nm 下峰分离较好，丰度较高，故选用 278 nm 作为

检测波长。 
在样品处理过程中，参照了《中国药典》2010

年版中定量测定项下的样品处理方法，比较了甲醇、

50%甲醇、水 3 种提取溶媒，结果表明以 50%甲醇

为 佳提取溶媒；以 50%甲醇为提取溶媒，比较了

3 种不同的提取方法，冷浸法、回流提取法、超声

提取法，结果后者提取率明显优于前两种提取方法；

采用超声提取法，分别考察了加入 5、10、15、20 mL 
50%甲醇的提取效果，结果表明 10、15、20 mL 提

取量无明显差别，故选择 10 mL 50%甲醇进行提取；

采用超声提取法，加入 10 mL 50%甲醇，又分别考

察了提取 15、30、45、60 min 的提取效率，结果表

明从超声提取 30 min 后，延长提取时间，提取量无

明显差别，故提取时间选择 30 min。 
中药特别是中药复方，包含许多化学成分，其

疗效是整体协同的结果，应尽可能多地对其成分进

行说明，故同时测定多种成分的量是实现中药复方

有效质控的重要途径之一。双黄连为中药抗菌抗病

毒的著名方剂，由金银花、黄芩、连翘 3 味中药组

成，具有清热解毒、清宣风热的功效。本实验以双

黄连颗粒剂为研究对象，建立了 HPLC 法同时测定

其中 9 种成分的方法，避免了测定单个成分的繁琐

步骤，该方法准确、可靠、简便易行，可用于双黄

连颗粒的质量控制，本研究同时可为双黄连复方中

物质基础的研究提供色谱分离上的参考。 
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