
加入量 测得量 回收率 平均值 ≥⁄

2 8  含量测定

取本品 置 量瓶中 加水稀释至刻度 摇

匀 ∀取 置 具塞试管中 加入二苯胺试液

同前法操作 测定吸收值 ∀计算得含量 见表 ∀

上述实验结果表明 二苯胺和 ° ≤ 加热产生显色反

应 反应物在波长 处有最大吸收 本品中其他组分不

干扰 ° ≤ 的测定 在浓度 ∗ Λ 内 吸收值和

° ≤ 的浓度线性良好 多次试验表明 本法的回收率和精

密度均能符合定量测定的要求 ∀含量测定结果表明 本品三

个批号的含量分别为 和 ≥⁄分别

为 和 ∀

表 2  ° ≤ 含量测定结果

Ταβ 2  × ° ≤

批号 测定结果
平均值 ≥⁄

片剂

片剂

片剂

3  讨论

3 1  显色反应效果和二苯胺的质量密切相关 二苯胺试剂

应不受污染 !不潮解 ∀测定时 二苯胺试剂应临用现配 ∀否

则显色效果不好 灵敏度不高 ∀

3 2  显色反应时间应控制好时间和反应温度 各平行样管

的反应时间和温度也应一致 并且力求受热均匀 ∀

3 3  本法可作为其他含 ° ≤ 制剂中 ° ≤ 含量测定方

法的参考 ∀
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反相高效液相色谱法测定金银花合剂中的绿原酸含量

周静安 蒋忠文 叶 浙江省衢州市药品检验所 浙江  衢州 浙医一院 浙江  杭州

摘要 目的  建立一种用反相高效液相色谱法测定金银花合剂中绿原酸的含量 ∀方法  以 ≤ ≤ ⁄≥

≅ ∏ 为色谱柱 用甲醇 水 冰醋酸 Β Β 作流动相 检测波长为 流速 柱温 常

温 外标法定量 ∀结果  绿原酸在 Λ # ∗ Λ # 范围内呈现出良好的线性关系 ρ 方法平均回收率

为 ≥⁄为 ν ∀结论  该方法简便 !快速 测定结果准确可靠 可用于金银花合剂的质量控制 ∀

关键词 金银花合剂 绿原酸 反相高效液相色谱法

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

∆ετερµινατιον οφ χηλορογενιχ αχιδ ιν φλοσλονιχεραε µιξτυρε βψ ΡΠ− ΗΠΛΧ

2 2 ≠ ∞ ≠ ( . Θυζηου ινστιτυτε φορ δρυγ χοντρολ οφ Ζηεϕιανγ προϖινχε , Θυζηου

, Χηινα ; . Τηε φιρστ Αφφιλιατεδ ηοσπιταλ οφ Ζηεϕιανγ Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ , Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × ° ° ≤ ≤ ƒ ¬ ∏

° ° ≤ ΜΕΤΗΟ∆  × ≤ ≤ ⁄≥ ≅ ∏ ∏ ∏ ×

Β Β × √ × # ×

∏ ∏ ε ∞¬ ∏ ΡΕΣΥΛΤΣ  × ≤ ∗ Λ

# ρ √ √ ≥⁄ ν ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

∏ √ ∏ ƒ ¬ ∏

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :ƒ ¬ ∏ ≤ ° ° ≤

  金银花合剂是由忍冬科植物忍冬 × ∏ !红腺忍冬 ∏ 山银花
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∏ ⁄≤ 或毛花柱忍冬 的干燥花

蕾或带初开的花提取的制剂 具有清热解毒 凉散风热功效

临床上常用于暑热口渴 热毒血痢 小儿痱毒 风热感冒 温

病发热 ∀ 5中国药典6 年版一部 对药材金银花中绿原酸

采用 ° ≤ 法控制含量≈ ∀但在金银花合剂的质量标准中

未见有关含量测定方法 ∀本文采用反相高效液相色谱法测

定金银花合剂中绿原酸的含量 经方法学研究 证明本法可

行 可用于金银花合剂的质量控制方法 ∀

1  仪器与试药

日本岛津 ≤2 ⁄高效液相色谱仪 ≥°⁄ 紫外

检测器 2 型色谱数据工作站 浙江大学智能信息工程

研究所 ≥≤2 超声波清洗器 上海波龙电子

设备有限公司 ∀日本岛津 ∂2 型紫外分光光度计 ∀

甲醇为色谱纯 醋酸乙酯 分析纯 冰醋酸 分析纯 水

为重蒸溜水 对照品 绿原酸 批号 2 供含量测定用

中国药品生物制品检定所 金银花合剂 浙江泰康制药有限

公司生产 规格 瓶 批号

∀

2  色谱条件与系统适用性试验

色谱柱 ≤ ≤ ⁄≥ ≅

∏ 流动相 甲醇 水 冰醋酸≈ Β Β 检测波

长为 流速 柱温 常温 进样量 Λ

面积外标法定量 理论板数按绿原酸峰计算不应低于 ∀

3  方法与结果

3 1  供试品溶液的制备

3 1 1  样品溶液的制备  精密量取样品 10 置 棕

色量瓶内 加甲醇稀释至刻度 摇匀 静置 取适量溶液置

离心管中 以 再精密吸取上清液

置 棕色量瓶内 加 甲醇稀释至刻度 摇匀 即得 ∀

3 1 2  阴性空白对照溶液的制备  按其质量标准中处方比

例制备不含金银花的阴性样品溶液 照上述供试品溶液的制

备方法制成阴性对照溶液 ∀

3 1 3  对照品溶液的制备  精密称取经五氧化二磷真空干

燥至恒重的绿原酸对照品 18 置 棕色量瓶中 加

甲醇溶解并稀释至刻度 遥匀 精密吸取 置

棕色量瓶中 加 甲醇溶解并稀释至刻度 遥匀 即得

Λ # 的对照品溶液 ∀

3 2  检测波长的选择和空白试验

取上述绿原酸对照品溶液 用日本岛津 ∂ 紫外

分光光度计在波长 ∗ 处扫描 结果绿原酸对照品

溶液在 波长处有最大吸收 ∀故以 为检测波

长 ∀取对照品溶液 !阴性对照溶液和供试品溶液 在上述色

谱条件下测绘 ° ≤ 图谱 结果见 图 ∀由图谱可知 阴

性对照样品在绿原酸出峰时间区域没有干扰峰出现 故对绿

原酸的测定无干扰作用 ∀

图 1  对照品绿原酸 和样品 以及阴性空白对照品 ≤ 液相色谱图

Φιγ 1  ° ≤ ≤ ≤ ≥ ∏

绿原酸对照品图谱 样品图谱 ≤ 阴性空白对照品图谱

≥ ≥ ≤

3 3  线性关系的考察

精密称取绿原酸对照品 置 棕色量瓶

中 加 甲醇适量 超声溶解并稀释至刻度 遥匀 分别精

密吸取 置 棕色量瓶中 用 甲

醇溶解并稀释至刻度 得绿原酸对照品系列标准浓度溶液

按上述色谱条件 进样 Λ 测定峰面积 以峰面积积分值

为纵坐标 !绿原酸量 ¬ 为横坐标绘制标准曲线 计算

得回归方程 ∀结果表明绿原酸的溶液在 Λ # ∗

Λ # 之间呈良好的线性关系 ∀回归方程 Ψ

Ξ , ρ

3 4  精密度试验

精密吸取绿原酸对照品溶液 Λ 重复进样 次 测定

绿原酸峰面积积分值和保留时间 结果峰面积和保留时

间 值基本不变 ≥⁄值分别为 和 ∀说明

仪器性能良好 ∀见表

表 1  精密度试验结果

Ταβ 1  × ¬ ∏ ∏

进样量 Λ 峰面积 保留时间 ≥⁄

3 5  重复性试验

取同一批号样品 份 按供试品溶液的制备方法 依法

操作平行测定 次 结果 绿原酸含量基本相同 ≥⁄为

∀说明方法重现性良好 ∀见表
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表 2  重复性试验结果

Ταβ 2  × ¬ ∏ ∏

编号
含量 平均含量

≥⁄

3 6  稳定性试验

取同一批号样品溶液 按供试品溶液的制备方法 每间

隔 测定一次 连续共测定 次 结果表明样品溶液中绿原

酸 在 内稳定性良好 ∀ ≥⁄为 见表

表 3  稳定性试验结果 ν

Ταβ 3  × ¬ ∏ ν

时间 进样量 Λ 平均峰面积 ≥⁄

3 7  回收率试验

采用加样回收法 精密吸取已知含量的样品溶液 份

分别添加一定量的绿原酸对照品溶液 混匀 按0样品溶液的

制备0项下操作制备供试液 分别制成低 !中 !高三种不同浓

度的溶液 ∀ 每一浓度三份 分别进样 测定峰面积 计算结

果见表 ∀

表 4  回收率测定结果

Ταβ 4  × ¬ ∏ √

序号
样品含量

Λ

对照品加入量

Λ

测得量

Λ

回收率 平均值 ≥⁄

3 8  样品的含量测定

精密量取样品 置 棕色量瓶内 加甲醇稀释

至刻度 摇匀 静置 取适量溶液置 离心管中 以

分钟 再精密吸取上清液 置 棕色量

瓶内 加 甲醇稀释至刻度 摇匀 即得 ∀另精密称取经

五氧化二磷真空干燥至恒重的绿原酸对照品适量 同

项下操作制备对照品溶液 按上述色谱条件进样 Λ 记录

绿原酸峰面积 按外标法计算含量 ∀结果见表

表 5  样品含量测定结果 ν

Ταβ 5  × ¬ ∏

ν

样品批号
平均含量

≥⁄

样品批号
平均含量

≥⁄

4  讨论

4 1  绿原酸为金银花合剂中的主要活性成分 具有抑菌消

炎的作用 故应以绿原酸作为控制本品质量的主要指标依

据 ∀本文建立了合剂中绿原酸的反相高效液相色谱测定法 ∀

4 2  提取方法的选择

本实验通过分别采用以下方法进行比较 醋酸乙酯

萃取法 通过 ⁄ 型大孔树脂柱吸附法 甲醇沉淀杂

质法 对同一批号的金银花合剂进行提取 !分离 并按含量测

定方法测定供试品溶液中绿原酸的含量 ∀见表

表 6  提取方法的选择

Ταβ 6  ≥ ¬

提取 !分离方法 绿原酸的含量

醋酸乙酯萃取法

通过 ⁄ 型大孔树脂柱吸附法

甲醇沉淀杂质法

  结果以采用直接取样加甲醇沉淀方法 测定样品中绿原

酸的含量最高 ∀说明前两种方法对金银花合剂中绿原酸的

提取不完全 而导致含量结果偏低 ∀故采用甲醇沉淀杂质

法 操作方便 结果更为准确 ∀

4 3  样品中加入甲醇溶液沉淀杂质 静置时间的考察

根据实验取同一批号的样品 加入甲醇谣匀 分别取经

静置 后的供试品液 按含量测定方法分别测

定样品中绿原酸的峰面积值 结果在 以后绿原酸峰面积

基本变化不大 ≥⁄为 ∀故选择在样品溶液中加入

甲醇沉淀静置时间为 ∀

表 7  

Ταβ 7  

静置时间 绿原酸的峰面积 ≥⁄

4 4  绿原酸溶液性质不稳定 遇光易分解 需要避光保存 ∀

故在实验过程中对照品溶液以及供试品溶液的制备 !提取和

分析中应使用棕色量瓶 尽量避光操作 ∀
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