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HPLC 法测定芪桂痛风片中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦
皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸和蒙花苷 
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摘  要：目的  建立测定芪桂痛风片中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、

蒙花苷的 HPLC 方法。方法  采用 ACE Excel C18-AR 色谱柱（150 mm×4.6 mm，3 μm）；流动相为 0.1%甲酸水–乙腈，梯

度洗脱；检测波长 325 nm（新绿原酸、绿原酸、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸）、334 nm（秦皮甲素、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、

蒙花苷）；体积流量 1 mL/min；柱温 30 ℃；进样量 10 μL。结果  新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮

素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷的线性范围分别为 1.86～59.45、26.21～838.80、8.01～256.47、3.60～115.45、17.79～

569.18、1.93～61.76、3.67～117.51、2.27～72.76 μg/mL，线性关系良好（r＝1.000 0），平均回收率分别为 95.56%、92.88%、

95.49%、92.15%、93.03%、96.03%、99.90%、95.42%，RSD 值分别为 3.40%、3.11%、3.25%、3.17%、3.10%、3.52%、3.40%、

3.34%。结论  建立的芪桂痛风片中 8 种成分 HPLC 定量方法简便、快速、准确，可以用于评价芪桂痛风片的质量。 
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Determination of neochlorogenic acid, esculin, chlorogenic acid, esculetin, fraxin, 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC method for determination of neochlorogenic acid, esculin, chlorogenic acid, esculetin, 

fraxin, fraxetin, 4,5-O-dicaffeoylquinic acid, and linarin in Qigui Tongfeng Tablets. Methods  The separation was carried out on Ace 

Excel C18-AR column (150 mm × 4.6 mm，3 μm). The mobile phase was acetonitrile - 0.1% formic acid with gradient elution. The 

detection wavelength was set at 325 nm (neochlorogenic acid, chlorogenic acid, and 4,5-O-dicaffeoylquinic acid) and 334 nm (esculin, 

esculetin, fraxin, fraxetin, and linarin). The flow rate was 1.0 mL/min, temperature of column was set at 30 ℃, and the volume of 

injection was 10 μL. Results  Neochlorogenic acid, esculin, chlorogenic acid, esculetin, fraxin, fraxetin, 4,5-O-dicaffeoylquinic acid, 

and linarin had good linear relationships in concentration range of 1.86 — 59.45, 26.21 — 838.80, 8.01 — 256.47, 3.60 — 115.45, 

17.79 — 569.18, 1.93 — 61.76, 3.67 — 117.51, and 2.27 — 72.76 μg/mL (r＝1.000 0), and their average recoveries were 95.56%, 

92.88%, 95.49%, 92.15%, 93.03%, 96.03%, 99.90%, and 95.42% with RSD values as 3.40%, 3.11%, 3.25%, 3.17%, 3.10%, 3.52%, 

3.40%, and 3.34%, respectively. Conclusion  The established HPLC quantitative method for eight components in Qigui Tongfeng 

Tablets is simple, rapid, and accurate, and can be used to evaluate the quality of Qigui Tongfeng Tablets. 
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芪桂痛风片是由黄芪、五加皮、桂枝、浙贝母、

刘寄奴、海风藤、秦皮、野菊花 8 味中药经适宜工

艺制成的片剂，具有扶正祛邪、通络止痛的功效，

是治疗脏腑气弱、痰瘀阻滞、经络不通所致的慢性

痛风性关节炎（症见关节肿痛、屈伸不利等）之良

剂[1]。原质量标准中仅对处方君药黄芪中黄芪甲苷

进行了测定，张小强等[2]运用高效液相色谱–蒸发

光散射法测定芪桂痛风片中黄芪甲苷。有研究表

明，蒙花苷具有抗炎作用，给予蒙花苷后小鼠血清

中尿酸水平显著降低，血清、肝脏中黄嘌呤氧化酶

活性均显著降低，提示蒙花苷可能通过抑制尿酸生

成途径能发挥降尿酸作用[3-4]。秦皮甲素既能利尿以

促进尿酸的排泄，又能通过抑制黄嘌呤氧化酶活性

来抑制尿酸的生成；秦皮乙素也具有抑制黄嘌呤氧

化酶活性的作用[5-6]。咖啡酰基奎宁酸酯类化合物具

有突出的抗炎作用，其中绿原酸显示出了较好的降

尿酸药效，同时对肾功能无影响，其发挥降尿酸的

机制可能与抑制黄嘌呤氧化酶、腺苷脱氨酶活性有

关[7-8]。为了更好地控制芪桂痛风片的质量，结合提

取制备工艺路线，本实验建立了同时测定芪桂痛风

片中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦

皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷 8 个

成分的定量方法，以期为芪桂痛风片质量标准提升

研究提供参考依据。 

1  仪器与试药 

Waters Arc 高效液相色谱仪（美国沃特世公

司）；Mettler Toledo XP6 型电子分析天平（百万分

之一）、Mettler Toledo MS204 型电子分析天平（十

万分之一）、Mettler Toledo 105Du 型电子分析天平

（十万分之一）（瑞士梅特勒公司）；KB-500DB 型数

控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

TG16MW 台式高速离心机（湖南赫西仪器装备有限

公司），Milli-Q 超纯水仪（美国密理博公司）。 

芪桂痛风片（规格 0.65 g/片，江苏康缘药业股

份有限公司，批号 220601、220602、220603）；甲醇

（分析纯，批号 20211105，国药集团化学试剂有限

公司）；乙腈（色谱纯，批号 023636，MREDA）；

甲酸（分析纯，批号 200515906D，南京化学试剂股

份有限公司），超纯水（自制）。秦皮甲素（批号

110740-201806）、绿原酸（批号 110753-202119）、

秦皮乙素（批号 110741-202109）、秦皮素（批号

111731-202103）、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸（批号

111894-202104）、蒙花苷（批号 111528-202112）对

照品均购自中国食品药品检定研究院；秦皮苷（质

量分数大于 98%，批号 ST00130120-2864）、新绿原

酸（质量分数大于 98%，批号 ST06230120-3209）

对照品均购自上海诗丹德标准技术服务有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

ACE Excel C18-AR 色谱柱（150 mm×4.6 mm，

3 μm）；流动相为 0.1%甲酸水（A）–乙腈（B），

梯度洗脱（0～7 min：7%～10% B；7～19 min：10%～

16% B；19～24 min：16%～19% B；24～36 min：

19%～26% B；36～45 min：26%～40% B；45～50 

min：40% B）；检测波长 325 nm（新绿原酸、绿原

酸、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸）、334 nm（秦皮甲素、

秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、蒙花苷）；体积流量为

1 mL/min；柱温为 30 ℃；进样量 10 μL。色谱图见

图 1。 

 

1-新绿原酸  2-秦皮甲素  3-绿原酸  4-秦皮乙素  5-秦皮苷  

6-秦皮素  7-4,5-O-二咖啡酰奎宁酸  8-蒙花苷 

1-neochlorogenic acid  2-esculin  3-chlorogenic acid  4-esculetin  

5-fraxin  6-fraxetin  7-4,5-O-dicaffeoylquinic acid  8-linarin 

图 1  混合对照品（A）和芪桂痛风片（B）的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC Chromatograms of Reference substances (A) 

and Qigui Tongfeng Tablets (B) 

2.2  对照品溶液的制备 

分别取新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙

素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花

苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成质量浓度分

别为 0.01、0.10、0.04、0.02、0.10、0.01、0.02、0.01 

mg/mL 的混合对照品溶液。 

2.3  供试品溶液的制备 

将芪桂痛风片去除薄膜衣后研磨成细粉，取样

品约 0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
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50%甲醇溶液 25 mL，称定质量，超声处理（500 W、

40 kHz）30 min，放冷，补足失去的质量，摇匀，离

心，即得。 

2.4  线性关系考察 

取对照品适量，制成分别含新绿原酸、秦皮甲

素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二

咖啡酰奎宁酸、蒙花苷 59.45、838.81、256.47、

115.45、569.18、61.76、117.51、72.76 μg/mL 的混

合对照品母液。精密量取各混合对照品溶液 5 mL

于 10 mL 量瓶，加甲醇稀释至刻度，摇匀。依此操

作，制得系列标准曲线浓度的混合对照品溶液 1～

5。依次进样测定，记录峰面积。以质量浓度为横坐

标，以峰面积为纵坐标进行线性回归，分别绘制标

准曲线，并得到回归方程，见表 1。 

 

表 1  8 种成分的回归方程、相关系数、线性范围 

Table 1  Regression equation, correlation coefficient, and linear range of eight components 

成分 回归方程 r 线性范围/(μg·mL−1) 

新绿原酸 Y＝31 213.400 6 X＋3 270.854 9  1.000 0 1.86～59.45 

秦皮甲素 Y＝23 253.148 1 X＋73 242.615 3 1.000 0 26.21～838.80 

绿原酸 Y＝32 101.820 9 X＋14 634.615 3 1.000 0 8.01～256.47 

秦皮乙素 Y＝35 995.534 9 X＋6 853.886 4 1.000 0 3.60～115.45 

秦皮苷 Y＝15 384.226 4 X＋24 448.551 4 1.000 0 17.79～569.18 

秦皮素 Y＝34 703.966 5 X＋2 664.550 6 1.000 0 1.93～61.76 

4,5-O-二咖啡酰奎宁酸 Y＝40 911.431 8 X＋666.476 8 1.000 0 3.67～117.51 

蒙花苷 Y＝29 202.709 3 X＋4 623.035 7 1.000 0 2.27～72.76 

 

2.5  精密度试验 

精密吸取线性混合对照品溶液 3（含新绿原酸、

秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、

4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷 7.43、104.85 、

32.06、14.43、71.15、7.72、14.69、9.10 μg/mL）和

芪桂痛风片供试品溶液（批号 220601），连续进样

6 次，记录峰面积，计算峰面积 RSD 值。结果对照

品中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦

皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷峰面

积 RSD 值分别为 1.24%、0.99%、1.06%、1.02%、

0.92%、0.99%、1.08%、0.94%，供试品中各成分峰

面积 RSD 值分别为 0.56%、0.13%、0.75%、0.22%、

0.14%、0.29%、0.39%、0.60%。 

2.6  稳定性试验 

精密吸取线性混合对照品溶液 3（含新绿原酸、

秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、

4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷 7.43、104.85 、

32.06、14.43、71.15、7.72、14.69、9.10 μg/mL）于

室温下放置 0、3、5、8、16、26 h；取芪桂痛风片

供试品溶液（批号 220601）于室温下放置 0、3、5、

8、17、25 h，进样分析，记录峰面积，计算峰面积

RSD 值，结果对照品中新绿原酸、秦皮甲素、绿原

酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎

宁酸、蒙花苷峰面积 RSD 值分别为 1.08%、1.00%、

1.17%、0.99%、0.97%、1.00%、1.13%、0.88%；供

试品中各成分峰面积 RSD 值分别为 0.53%、0.15%、

0.87%、0.30%、0.16%、0.63%、0.66%、0.44%。结

果表明对照品溶液在 26 h 内、供试品溶液在 25 h 内

稳定。 

2.7  重复性试验 

取批号 220601 芪桂痛风片粉末，精密称取 6

份，制备供试品溶液，分别进样分析，记录新绿原

酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮

素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷的峰面积，用外

标法计算各成分质量分数，计算 RSD 值，结果样品

中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮

苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷质量分

数分别为 0.41、6.59、1.98、0.84、4.58、0.43、0.88、

0.68 mg/g，RSD 值分别为 0.62%、0.25%、0.66%、

0.75%、0.28%、0.65%、1.28%、0.93%。 

2.8  回收率试验 

精密称定批号 220601 芪桂痛风片粉末 9 份，

每组 3 份，各 0.25 g，分别精密加入混合对照品溶

液（含新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、

秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷

0.12、1.68、0.51、0.23、1.14、0.12、0.24、0.15 mg/mL）
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0.5、1、1.5 mL，制备供试品溶液，进样分析，记录

峰面积，计算加样回收率，结果新绿原酸、秦皮甲

素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二

咖啡酰奎宁酸、蒙花苷的平均回收率分别为

95.56%、92.88%、95.49%、92.15%、93.03%、96.03%、

99.90%、95.42%，RSD 值分别为 3.40%、3.11%、

3.25%、3.17%、3.10%、3.52%、3.40%、3.34%。 

2.9  样品测定 

取芪桂痛风片，分别制备供试品溶液，进样分

析，记录峰面积，采用外标法计算新绿原酸、秦皮

甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-

二咖啡酰奎宁酸、蒙花苷的质量分数，结果见表 2。 
 

表 2  芪桂痛风片中新绿原酸、秦皮甲素、绿原酸、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸和蒙花苷的测定结

果（n＝3） 

Table 2  Determination of neochlorogenic acid, esculin, chlorogenic acid, esculetin, fraxin, fraxetin, 4,5-O-dicaffeoylquinic 

acid, and linarin in Qigui Tongfeng Tablets (n＝3) 

批号 
质量分数/(mg∙g−1) 

新绿原酸 秦皮甲素 绿原酸 秦皮乙素 秦皮苷 秦皮素 4,5-O-二咖啡酰奎宁酸 蒙花苷 

220601 0.40 6.48 1.98 0.86 4.52 0.42  0.90 0.69 

220602 0.47 6.27 2.17 0.83 4.38 0.48  1.02 0.75 

220603 0.43 7.15 2.10  1.06 4.83 0.54 0.96 0.72 

 

3  讨论 

3.1  专属性考察 

前期对芪桂痛风片中化学成分进行定性研究，

并对各成分进行了归属，其中秦皮甲素、秦皮乙素、

秦皮苷、秦皮素来源于秦皮，蒙花苷来源于野菊花，

新绿原酸、4,5-O-二咖啡酰奎宁酸来源于五加皮和

野菊花，绿原酸来源于黄芪、五加皮和野菊花。 

3.2  检测波长选择 

在 DAD 全波长扫描模式下，新绿原酸、绿原

酸和 4,5-O-二咖啡酰奎宁酸在 325 nm 下吸收最强，

秦皮甲素、秦皮乙素、秦皮苷、秦皮素和蒙花苷在

334 nm 附近有最强吸收，因此选取 325、334 nm 两

个波长作为检测波长。 

3.3  提取方法优选 

为使指标成分提取完全，对提取方式（超声、

回流）、提取溶剂（50%甲醇、70%甲醇、甲醇）进

行了考察，结果表明，以 50%甲醇或 70%甲醇超声

提取时，结果相当。考虑环保和节约，最终选择采

用 50%甲醇进行超声提取。 

本研究建立的芪桂痛风片中 8 种成分 HPLC 定

量的方法简便、快速、准确，可以用于评价芪桂痛

风片的质量。 
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