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HPLC 法测定清化丸中绿原酸和黄芩苷 

林  宏 1，孙燕燕 1，薛士荣 2，李玉仿 2 
1. 天津市儿童医院，天津  300074 
2. 天津市大港区药品检验所，天津  300270 

摘  要：目的  建立同时测定清化丸中绿原酸和黄芩苷的方法。方法  采用 HPLC 法，色谱柱为 Diamond C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm）柱，流动相为甲醇-0.2%磷酸水溶液，梯度洗脱，体积流量 1.0 mL/min，检测波长 327 nm，柱温 40 ℃。结果  绿
原酸在 32.96～494.40 ng 呈线性关系，平均回收率为 100.6%；黄芩苷在 48.27～724.05 ng 呈线性关系，平均回收率为 98.6%。

结论  该方法简便、准确可靠，能同时定量测定两种成分，更全面地控制清化丸的质量。 
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清化丸是天津市儿童医院的传统制剂，由连翘、

黄芩、金银花等 10 余味中药组成，具有清热解毒、

软坚消肿的功效，用于治疗急性淋巴腺炎、疮疖化

脓性皮肤病。该制剂为中药复方制剂，成分极为复

杂，本品中的金银花、蒲公英、苦地丁均具有清热

解毒的功效[1]，且三者均含有绿原酸[2-3]；黄芩作为

该制剂中的主药，主要成分为黄芩苷[4]，故以绿原

酸和黄芩苷作为测定指标，采用 HPLC 法梯度洗脱

同时测定清化丸中绿原酸和黄芩苷的量[5-6]。与等度

洗脱法相比[7]，该方法简单、灵敏度高、重现性好，

测定结果准确，能够减少分析时间，提高工作效率，

可用于该制剂的质量控制。 
1  仪器与材料 

岛津 LC－2010C 高效液相色谱仪，岛津高效液

相色谱仪工作站 LC－Solution，黄芩苷（批号 110715- 
201016，质量分数为 94.0%）、绿原酸对照品（批号

110753-200413）购于中国药品生物制品检定所，甲

醇、磷酸均为色谱纯，水为纯化水。清化丸由天津

市儿童医院自制（批号分别为 20100701、20100801、

20100901，3 g/丸）。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Diamond C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为甲醇（A）-0.2%磷酸水溶液（B），
线性梯度洗脱，洗脱程序：0～8 min、65% B，8～
25 min、65%～50% B，25～30 min、50% B，体积

流量 1 mL/min，检测波长 327 nm，柱温 40 ℃，进

样量 5 μL。 
2.2  混合对照品储备液的制备 

取绿原酸对照品置五氧化二磷减压干燥器中

干燥 12 h 后，精密称取 5.10 mg，精密称取黄芩苷

对照品 9.52 mg，置 250 mL 量瓶中，加 70%乙醇溶

解并稀释至刻度，配制成含绿原酸 20.4 μg/mL、黄

芩苷 35.8 μg/mL 的混合对照品储备液。 
2.3  供试品溶液的制备 

取质量差异项下的清化丸，剪碎，混匀，取约

1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 70%乙

醇 50 mL，密塞，称定质量，超声处理（功率 250 W， 
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频率 40 kHz）30 min，放冷，再称定质量，用 70%
乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。 
2.4  阴性对照液的制备 

按处方比例分别称取除黄芩，除金银花、蒲

公英和苦地丁以外的其余药味，按照清化丸的制

备工艺分别制备缺黄芩，缺金银花、蒲公英、苦

地丁的阴性样品。按照“2.3”项下方法操作，分

别制成缺黄芩，缺金银花、蒲公英、苦地丁的阴

性对照液。 
2.5  系统适用性试验 

分别吸取对照品溶液、供试品溶液和阴性对照

液，进样分析，结果阴性对照液在黄芩苷峰和绿原

酸峰的位置上没有峰，对供试品溶液测定均无干扰。

结果见图 1。 
2.6  线性关系的考察 

 

       
 
 

1-绿原酸  2-黄芩苷 
1-chlorogenic acid  2-baicalin 

 
图 1  对照品（A）、缺金银花、蒲公英、苦地丁阴性对照（B）、缺黄芩阴性对照（C）和清化丸（D）的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC chromatograms of reference substances (A), negative sample without Lonicerae Japonicae Flos, Taraxaci Herba, 
or Corydalis Bungeanae Herba (B), negative sample without Scutellariae Radix (C), and Qinghua Pills (D) 

 
依次精密吸取 20.4 μg/mL 绿原酸、35.8 μg/mL

黄芩苷的混合对照品储备液 1、2、5、10、15 μL，
注入高效液相色谱仪，记录峰面积。以峰面积为纵

坐标，进样量为横坐标进行线性回归，得回归方程：

绿原酸 Y＝3 280 229.7 X－595.0，r＝0.999 9；黄芩

苷 Y＝2 120 409.3 X－990.2，r＝0.999 9；表明绿原

酸在 32.96～494.40 ng，黄芩苷在 48.27～724.05 ng
线性关系良好。 
2.7  精密度试验 

取混合对照品储备液（绿原酸 20.4 μg/mL、黄

芩苷 35.8 μg/mL），重复进样 5 次，结果绿原酸和黄

芩苷峰面积的 RSD 分别为 0.12%、0.82%。 
2.8  重现性试验 

取同一样品（批号 20100801），平行制备 6 份

供试品溶液，进样分析，计算绿原酸和黄芩苷质量

分数的 RSD 分别为 0.53%、0.42%。 
2.9  稳定性试验 

取同一样品（批号 20100801）的供试品溶液，

室温放置，分别于 0、4、8、12、16 h 进样分析，

计算绿原酸和黄芩苷峰面积的 RSD 分别为 0.25%、

0.28%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 
2.10  加样回收率试验 

称取批号 20100801 的样品 6 份，每份 0.5 g，
精密称定，分别加入 20.4 μg/mL 绿原酸及 35.8 
μg/mL 黄芩苷的混合对照品储备液 50 mL，制备供

试品溶液，进样分析，计算绿原酸及黄芩苷的回收

率，结果平均回收率分别为 100.4%、99.1%，RSD
分别为 0.80%、0.91%。 
2.11  样品测定 

取 3 批样品，制备供试品溶液，进样分析，记

录色谱峰，按外标法计算绿原酸及黄芩苷的质量分

数，结果见表 1。 
 

表 1  清化丸中绿原酸和黄芩苷的测定结果（n＝3） 
Table 1  Determination of chlorogenic acid and baicalin 

in Qinghua Pills (n = 3) 

批  号 绿原酸/(mg·g−1) 黄芩苷/(mg·g−1)

20100701 1.934 8 3.256 7 

20100801 2.321 2 3.329 0 

20100901 2.315 1 3.300 5 
 

3  讨论 
3.1  检测波长的选择 

以甲醇为溶剂，分别测定了绿原酸和黄芩苷的

紫外光谱图，绿原酸的最大吸收波长为 327 nm，黄

芩苷的最大吸收波长为 312 nm 与 278 nm。分别选

择 327、278 nm 波长同时测定，在 278 nm 比在 327 
nm 测定绿原酸的量低，而黄芩苷的量在这两个波

长分别测定时不受影响，故实验选择 327 nm 进行

测定，各色谱峰分离良好，基线平稳。 
3.2  溶剂的选择 

1 2 
2 1 1 2

0        10        20        30  0        10        20        30  0        10        20        30  0        10        20        30
t / min 

A B C D 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 6 期 2011 年 6 月 

 

·1143·

选择 50%甲醇、70%乙醇分别作为提取溶剂进

行测定，结果绿原酸的质量分数没有明显变化，但

采用 50%甲醇溶剂提取样品中黄芩苷的含量低于

70%乙醇溶剂提取的测定结果，故采用 70%乙醇作

为提取溶剂。 
3.3  提取时间的选择 

将样品分别超声 30、40、60 min 后测定绿原酸

和黄芩苷的量，结果无明显差别，故确定超声时间

为 30 min。 
3.4  取样量的选择 

分别选择样品的取样量为 0.25、0.5、1 g 按样

品测定方法进行测定，结果 3 种取样量的提取效率

无明显差别，但 0.25、0.5 g 测得的峰面积偏小，故

确定取样量为 1 g。 
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