
 

·318·        Chin J Mod Appl Pharm, 2015 March, Vol.32 No.3                         中国现代应用药学 2015 年 3 月第 32 卷第 3 期 

“一测多评”法同时测定清清颗粒中 10 种指标成分 
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摘要：目的  建立“一测多评”法测定清清颗粒中 10 种主要活性成分的高效液相色谱分析方法。方法  以黄芩苷为内参

物，建立其与其他 9 种成分(没食子酸、白芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱)的相

对校正因子，并用该校正因子进行计算，实现一测多评；同时采用外标法对这 10 种成分进行含量测定，通过比较 2 种方

法的结果来验证该方法的准确性。结果  “一测多评”法的计算值与外标法实测值之间没有明显差异。结论  “一测多

评”法可用于清清颗粒中 10 种成分的含量测定，方法可靠，结果准确，能有效、快速控制该制剂质量。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for simultaneous determination of ten bioactive components in Qingqing 
granule by quantitative analysis of multi-components by single-marker(QAMS). METHODS  Qingqing granule was chosen as 
the research object, baicalin as index, relative correction factors of gallic acid, albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, glycyrrhizic 
acid, wogonoside, baicalein, wogonin and berberine were established by HPLC and calculated to achieve QAMS. The contents of 
10 components in the samples were determined with the external standard method. The accuracy of the method was validated by 
compare the results of the above two methods. RESULTS  No significant differences were found between the calculated results 
by QAMS and the measured results by external standard method. CONCLUSION  The described method is reliable, accurate, 
and can be used to control the quality of ten bioactive components of Qingqing granule.  
KEY WORDS: Qingqing granule; quantitative analysis of multi-components by single-marker; relative correction factor; HPLC; 
quality control  
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目前中药质量控制模式已逐渐由单一成分质

量控制发展到对多种有效成分进行控制的多指标

评价模式，但此模式需要对照品的种类和数量均

较大，且部分不易获得或价格较昂贵，一些进行

多组分质量控制的标准甚至难以执行。鉴于此，

王智民等[1]提出了“一测多评”的多指标质控模式，

即以样品中对照品价廉易得的典型成分为内标，

建立该成分与其他成分间的相对校正因子，再通

过相对校正因子计算出其他成分的量。 

清清颗粒是由江苏省中医药研究院自主研发

的中药复方制剂，由黄连、干姜、黄芩、姜半夏、

白芍、木香、紫苏梗、海螵蛸、甘草等 9 味中药

组成，具有清热化湿、理气和中之功效，主治湿

热内蕴型 HP 相关胃炎，反流性食管炎、溃疡性结

肠炎引起的脘腹疼痛、嗳气饱胀、大便泄泻等症[2]。

原制剂仅以单指标成分小檗碱来进行质量控制，

但中药复方的多成分、多功效的作用特点，决定

着单味中药成分难以表达中药复方的整体质量。

故本实验在君、臣、佐和使药中各选一代表药材，

即黄连、黄芩、白芍和甘草，以其主要活性成分

作为检测指标。现代研究表明，小檗碱、黄芩苷、

汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、没食子酸、白芍

苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸分别是黄连、黄芩、

白芍和甘草中的主要活性成分[3-6]，因此选取这 10

个成分作为指标成分对清清颗粒进行质量控制。

为了提高工作效率，节约检测成本，本实验以黄

芩苷为内参物，利用“一测多评”法测定其他 9

种成分的含量。 
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1  仪器与试药 

1.1  仪器   

Waters 2695 高效液相色谱仪(美国 Waters 公

司)；Agilent 1100 高效液相色谱仪(美国 Agilent

公司)；Promosil C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)、

Akasil C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)、Alltima C18

柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；梅特勒电子分析天

平(瑞士梅特勒公司)；KQ-500DE 型数控超声波清

洗器(昆山市超声仪器有限公司)；Millipore 超纯

水器(美国 Millipore 公司)。 

1.2  试药   

清清颗粒(江苏省中医药研究院自制)；对照

品：没食子酸(批号：110831-201204)、芍药苷(批

号： 110736-200732) 、甘草苷 ( 批号： 111610- 

201005)、甘草酸单铵盐(批号：731-9202)、黄芩苷

(批号：0715-9708)、黄芩素(批号：111595-201306)、

汉黄芩素(批号：111514-200403)、盐酸小檗碱(批

号：0713-9906)，均购自中国食品药品检定研究院；

白芍苷 (上海中药标准化研究中心，批号：

12-1002)；汉黄芩苷(成都瑞芬思生物科技有限公

司，批号：H-019-110325)。上述对照品经 HPLC

面积归一化法检测其质量分数均>98%，可供含量

测定用。测定用甲醇和乙腈为色谱纯，水为超纯

水，其余试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  方法学考察 

2.1.1  色谱条件   色谱柱为 Promosil C18 柱

(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈(A)-0.1%

磷酸水溶液 (B)，梯度洗脱 (0~10 min，5%A→ 

18%A；10~20 min，18%A→20%A；20~30 min，

20%A→30% A；30~40 min，30%A→50%A；40~ 

50 min，50%A→5%A)；流速 1.0 mL·min1；柱温

35 ℃；分段变波长测定(0~18 min，230 nm，检测

没食子酸、白芍苷及芍药苷；18~24 min，237 nm，

检测甘草苷；24~32 min，280 nm，检测黄芩苷；

32~34 min，345 nm，检测小檗碱；34~40.4 min，

280 nm，检测汉黄芩苷、黄芩素；40.4~42 min，

237 nm，检测甘草酸；42~50 min，280 nm，检测

汉黄芩素。在上述色谱条件下，各组分分离度良

好，阴性无干扰，结果见图 1。 

 
图 1  HPLC 色谱图 
A对照品溶液；B供试品溶液；C阴性溶液；1没食子酸；2白芍

苷；3芍药苷；4甘草苷；5黄芩苷；6小檗碱；7汉黄芩苷；8

黄芩素；9甘草酸；10汉黄芩素。 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Astandard solution; Bsample solution; Cnegative solution; 1gallic 

acid; 2albiflorin; 3paeoniflorin; 4liquiritin; 5baicalin; 6berberine; 

7wogonoside; 8baicalein; 9glycyrrhizic acid; 10wogonin. 

2.1.2  对照品溶液的制备  分别取没食子酸、白

芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸单铵盐、黄芩苷、

汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、盐酸小檗碱对照

品适量，精密称定，加甲醇制得浓度分别为 0.223，

0.748，0.118，0.665，1.980，2.600，1.060，0.128，

0.226，1.570 mg·mL1 的各对照品单一储备溶液。

再分别精密吸取各对照品储备溶液 1.0，0.5，1.5，

1.0，1.0，1.0，1.0，1.0，1.0，1.0 mL，置同一 10 mL

量瓶中，混 ，制得混合对照品溶液(没食子酸

0.022 3 mg·mL1，白芍苷 0.037 4 mg·mL1，芍药

苷 0.017 7 mg·mL1，甘草苷 0.066 5 mg·mL1，甘

草 酸 单 铵 盐 0.198 0 mg·mL1 ， 黄 芩 苷

0.260 0 mg·mL1，汉黄芩苷 0.106 0 mg·mL1，黄

芩素 0.012 8 mg·mL1，汉黄芩素 0.022 6 mg·mL1，

盐酸小檗碱 0.157 0 mg·mL1)。将上述混标保存于

4 ℃冰箱中，备用。 



 

·320·        Chin J Mod Appl Pharm, 2015 March, Vol.32 No.3                         中国现代应用药学 2015 年 3 月第 32 卷第 3 期 

2.1.3  供试品溶液的制备  取清清颗粒适量，研

细，取细粉约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，

精密加入稀乙醇 25 mL，称定重量，超声处理(功

率 300 W，频率 40 kHz)30 min，放冷，再称定重

量，用稀乙醇补足减失的重量，摇 ，滤过，取

续滤液，即得。 

2.1.4  阴性溶液的制备   按处方药材称取各药

材，除去黄连、黄芩、白芍、甘草药材，按制备

工艺制备成阴性样品，再按供试品溶液的制备项

下制备成阴性对照溶液。 

2.1.5  线性范围  精密吸取“2.1.2”项下混合对

照品溶液 2，5，10，15，20，25，30 μL 进样分析，

以峰面积(Y)为纵坐标，进样量(X，μg)为横坐标绘

制标准曲线。结果见表 1。 

表 1  各组分标准曲线 

Tab. 1  Standard curve of ten constituents 

组 分 线性范围 线性方程 r 

没食子酸 0.044 6~0.669 0 Y=2.00×106 X+92.83×102 0.999 5

白芍苷 0.074 8~1.122 0 Y=2.68×106 X5.93×103 0.999 9

芍药苷 0.035 4~0.531 0 Y=2.37×106 X0.27×105 0.999 8

甘草苷 0.133 0~1.995 0 Y=2.16×106 X1.11×102 0.999 9

甘草酸 0.396 0~5.940 0 Y=4.87×105 X+1.05×104 0.999 9

黄芩苷 0.520 0~7.800 0 Y=3.83×106 X+2.54×105 0.999 9

汉黄芩苷 0.212 0~3.180 0 Y=4.75×106X+9.68×104 0.999 9

黄芩素 0.025 6~0.384 0 Y=6.14×106 X4.98×104 0.999 9

汉黄芩素 0.045 2~0.678 0 Y=7.08×106 X+7.16×102 0.999 9

小檗碱 0.314 0~4.710 0 Y=4.51×106 X+2.64×104 0.999 9

2.1.6  仪器精密度试验   取上述混合对照品溶

液，按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 次，测

定没食子酸、白芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、

黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱

峰面积，其 RSD 分别为 0.40%，0.29%，1.01%，

0.28%，0.34%，0.38%，0.35%，0.29%，0.38%，

0.34%，表明仪器的精密度良好。 

2.1.7  稳定性试验  取同一供试品溶液，分别于

配制后的 0，2，4，8，12，24 h 进样，测得没食

子酸、白芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱峰面

积的 RSD 分别为 1.73%，0.73%，0.64%，1.56%，

1.83%，0.60%，1.38%，0.52%，1.37%，0.98%，

表明供试品溶液中的 10 个待测成分在室温放置

24 h 内基本稳定。 

2.1.8  重复性试验  取批号为 20140510 的清清颗

粒，研细，取细粉约 1 g，平行 6 份，精密称定，

按“2.1.3”项下方法制备样品，结果测定没食子

酸、白芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、黄芩苷、

汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱的平均浓

度分别为 0.723，0.284，0.464，1.019，2.629，9.306，

2.013，0.563，0.554，2.055 mg·g1，其 RSD 分别

为 1.14%，1.18%，2.67%，0.58%，0.80%，0.77%，

1.35%，0.47%，0.63%，0.61%，表明本法重复性

较好。 

2.1.9  加样回收率试验   取已知含量 (批号：

20140510)的样品(没食子酸、白芍苷、芍药苷、甘

草苷、甘草酸、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉

黄芩素、小檗碱的含量分别为 0.723，0.284，0.464，

1.019 ， 2.629 ， 9.306， 2.013 ， 0.563 ， 0.554，

2.055 mg·g1)粉末 6 份，每份 0.5 g，精密称定，置

具塞锥形瓶中，分别精密加入含 0.365 mg 没食子

酸、0.144 mg 白芍苷、0.235 mg 芍药苷、0.507 mg

甘草苷、1.32 mg 甘草酸、4.63 mg 黄芩苷、1.02 mg

汉黄芩苷、0.282 mg 黄芩素、0.275 mg 汉黄芩素、

1.022 mg 小檗碱的对照品溶液各 1mL，按“2.1.3”

项下制备供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条

件进样分析，计算回收率。结果没食子酸、白芍

苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、黄芩苷、汉黄芩

苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱的平均加样回收

率分别为 97.04%，97.33%，96.77%，96.07%，

96.93%，97.28%，96.32%，98.09%，96.70%，

98.60%，其 RSD 分别为 1.57%，1.74%，1.74%，

1.03%，1.08%，1.35%，0.87%，1.73%，0.89%，

0.94%，表明该方法准确度较好。 

2.2  相对校正因子的计算 

以黄芩苷为内标，在上述特定的范围内按照

公式 fk/m=fk/fm=(Wk×Am)/(Wm×Ak)
[1](式中 Ak 为内

参物峰面积，Wk 为内参物浓度，Am 为其他组分 m

峰面积，Wm 为其他组分 m 浓度)，分别计算没食

子酸、白芍苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、汉黄

芩苷、黄芩素、汉黄芩素、小檗碱的相对校正因

子，结果见表 2。 

2.3  相对校正因子的重复性考察 

2.3.1  色谱柱及高效液相色谱仪考察  取“2.1.2”

项下混合对照品溶液分别进样 2，5，10，15，20，

25，30 μL，计算黄芩苷对没食子酸、白芍苷、芍

药苷、甘草苷、甘草酸、汉黄芩苷、黄芩素、汉

黄芩素、小檗碱的相对校正因子。实验考察了
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Waters 2695、Agilent 1100 2 种高效液相色谱系统，

Promosil C18(250 mm×4.6 mm，5 μm)、Akasil 

C18(250 mm×4.6 mm，5 μm)、Alltima C18(250 mm

×4.6 mm，5 μm)3 种色谱柱，所得的相对校正因

子及其 RSD 见表 3。结果显示，不同的仪器及不

同的色谱柱的相对校正因子差异并不显著。

表 2  以黄芩苷为参照的相对校正因子 

Tab. 2  RCFs with baicalin as reference 

其他成分相对于黄芩苷的相对校正因子值 
进样体积/μL 

没食子酸 白芍苷 芍药苷 甘草苷 甘草酸 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素 小檗碱 

 2 0.517 7 0.653 6 0.532 6 0.534 4 0.131 0 1.238 7 1.614 5 1.730 1   1.133 8  

 5 0.521 4   0.659 6 0.549 8 0.542 8 0.126 1 1.232 7 1.622 7 1.715 7  1.147 9 

10 0.492 3 0.671 9 0.544 7 0.548 8 0.125 6 1.237 5 1.657 5 1.664 9  1.155 3 

15 0.528 1 0.678 0 0.562 4 0.553 2 0.125 6 1.238 2 1.562 2 1.681 4  1.157 7 

20 0.512 3 0.683 3 0.548 0 0.557 2 0.126 3 1.240 3 1.584 6 1.650 5  1.171 8 

25 0.500 4 0.687 6  0.542 7 0.561 3 0.127 1 1.243 0 1.609 2 1.703 4 1.180 5 

30 0.516 1 0.689 8 0.555 7 0.562 5 0.127 5 1.242 1 1.631 1 1.753 7 1.184 2 

平均值 0.512 6 0.674 8 0.548 0 0.551 5 0.127 1 1.238 9 1.611 7 1.700 0 1.161 6 

RSD/% 2.41 2.06 1.74 1.85 1.48 0.27 1.93 2.16 1.57 

 

表 3  不同仪器和色谱柱测得的相对校正因子 

Tab. 3  RCFs determined by different instructions and columns 

其他成分相对于黄芩苷的相对校正因子值 
仪 器 色谱柱 

没食子酸 白芍苷 芍药苷 甘草苷 甘草酸 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素 小檗碱 

Waters 2695 Promosil C18 0.512 6  0.674 8  0.548 0 0.551 5 0.127 1 1.238 9 1.611 7  1.700 0  1.161 6 

 Akasil C18 0.517 2  0.641 0  0.538 1 0.540 8 0.124 0 1.226 4 1.582 1  1.676 9  1.156 3 

 Alltima C18 0.512 6  0.642 0  0.541 7 0.531 1 0.126 9 1.227 9 1.637 5  1.660 0  1.153 4 

Agilent 1100 Promosil C18 0.523 9  0.677 0  0.535 6 0.549 1 0.125 9 1.233 0 1.644 7  1.695 4  1.152 6 

 Akasil C18 0.522 1  0.675 0  0.539 4 0.547 2 0.125 4 1.231 3 1.606 1  1.654 1  1.152 2 

平均值 0.517 7  0.662 0  0.540 6 0.543 9 0.125 9 1.231 5 1.616 4  1.677 2  1.155 2 

RSD/% 1.01  2.83  0.87  1.51  1.00 0.40  1.56 1.22  0.34  

 

2.3.2  不同实验室考察  在 2 个实验室对建立的

“一测多评”试验方法进行复核实验，同为 Waters 

2695 色谱系统及 Promosil C18(250 mm×4.6 mm，

5 μm)色谱柱，结果见表 4，说明了相对校正因子

在不同实验室具有良好的可行性。 

2.4  待测组分色谱峰的定位   

色谱峰准确定位是保证“一测多评”法应用

的前提，一般采用保留时间差或相对保留值等参

数结合色谱图整体特征及每个峰的紫外光谱特征

来定位[7-8]。本研究测定了保留时间差和相对保留

值在不同品牌仪器、不同型号色谱柱上的重复性。

结果表明，保留时间差的波动较明显(RSD>5%)，

不宜作为色谱峰定位依据；相对保留值的波动相

对较小，以相对保留值定位，结果见表 5。

表 4  不同实验室相对校正因子考察 

Tab. 4  RCFs determined by different laboratories 

f 黄芩苷/没食子酸 f 黄芩苷/白芍苷 f 黄芩苷/芍药苷 f 黄芩苷/甘草苷 f 黄芩苷/甘草酸 f 黄芩苷/汉黄芩苷 f 黄芩苷/黄芩素 f 黄芩苷/汉黄芩素 f 黄芩苷/小檗碱 进样 

体积/μL Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2 Lab1 Lab2

 2 0.517 7 0.490 7 0.653 6 0.623 9 0.532 6 0.535 6 0.534 4 0.506 3 0.131 0 0.124 3 1.238 7 1.222 3 1.614 5 1.663 3 1.730 1 1.669 6 1.133 8 1.121 6

 5 0.521 4 0.532 4 0.659 6 0.640 1 0.549 8 0.534 6 0.542 8 0.525 2 0.126 1 0.122 8 1.232 7 1.216 0 1.622 7 1.620 2 1.715 7 1.647 8 1.147 9 1.130 2

10 0.492 3 0.510 9 0.671 9 0.650 8 0.544 7 0.532 5 0.548 8 0.534 0 0.125 6 0.123 2 1.237 5 1.217 9 1.657 5 1.596 6 1.664 9 1.680 9 1.155 3 1.135 5

15 0.528 1 0.519 0 0.678 0 0.654 1 0.562 4 0.537 9 0.553 2 0.537 0 0.125 6 0.123 0 1.238 2 1.219 4 1.562 2 1.603 1 1.681 4 1.686 8 1.157 7 1.138 7

20 0.512 3 0.523 6 0.683 3 0.657 3 0.548 0 0.563 3 0.557 2 0.539 7 0.126 3 0.123 7 1.240 3 1.219 1 1.584 6 1.622 5 1.650 5 1.687 3 1.171 8 1.144 6

25 0.500 4 0.516 3 0.687 6 0.662 3 0.542 7 0.540 9 0.561 3 0.541 7 0.127 1 0.124 1 1.243 0 1.222 5 1.609 2 1.654 4 1.703 4 1.696 1 1.180 5 1.150 6

30 0.516 1 0.526 0 0.689 8 0.667 0 0.555 7 0.534 3 0.562 5 0.543 2 0.127 5 0.124 4 1.242 1 1.222 7 1.631 1 1.668 0 1.753 7 1.703 4 1.184 2 1.154 7

平均值 0.512 6 0.517 0 0.674 8 0.650 8 0.548 0 0.539 9 0.551 5 0.532 4 0.127 1 0.123 6 1.238 9 1.220 0 1.611 7 1.632 6 1.700 0 1.681 7 1.161 6 1.139 4

RSD/% 2.41  2.61  2.06  2.25 1.74  1.98  1.85 2.44 1.48  0.53 0.27 0.21  1.93 1.78 2.16  1.09  1.57 1.02  
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表 5  不同仪器色谱柱相对保留值比较 

Tab. 5  Relative retention time determined by different instruments and columns 

相对保留值 
仪器 色谱柱 

没食子酸 白芍苷 芍药苷 甘草苷 甘草酸 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素 小檗碱 

Waters 2695 Promosil C18 0.181 6 0.464 6 0.500 8 0.606 0 1.334 0 1.104 3 1.292 0 1.411 9 1.023 7 

 Akasil C18 0.191 4 0.463 8 0.512 6 0.640 6 1.324 4 1.196 3 1.280 5 1.397 8 1.020 7 

 Alltima C18 0.194 0 0.467 3 0.541 5 0.644 7 1.321 7 1.167 5 1.284 3 1.448 1 1.045 1 

Agilent 1100 Promosil C18 0.181 1  0.464 8 0.509 3 0.606 4 1.323 4 1.104 6 1.292 5 1.412 1 1.025 9 

 Akasil C18 0.187 3 0.488 2 0.513 5 0.597 2 1.339 6 1.107 1 1.294 1 1.434 6 1.022 8 

平均值 0.187 1 0.469 7 0.517 1 0.619 0 1.328 6 1.136 0 1.288 7 1.420 9 1.027 6 

RSD/% 3.07 2.21 3.34 3.55 0.59 3.80 0.46 1.41 0.97 

 

3  “一测多评”法与常规外标法结果的比较研究 

取 6 批次清清颗粒，按“2.1.3”项下方法制

备供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条件进样

测定。分别采用“一测多评”法和外标法计算清

清颗粒中 10 个成分的含量，并利用相对误差来评

价 2 种方法的差异，结果见表 6。由表知，2 种方

法所得含量无显著性差异，表明“一测多评”法

可用于清清颗粒中待测组分的质量评价。

表 6  外标法和“一测多评”法测定清清颗粒中指标成分含量的比较(n=3) 

Tab. 6  Contents of components by external standard method and quantitative analysis of multi-components by single marker 

(n=3)                                                                                          mg·g1 

黄芩苷 没食子酸 白芍苷 芍药苷 甘草苷 
样品批次 

a a b RSD a b c a b c a b c 

20130518 9.217 0.729 0.694 4.7 0.287 0.288 0.5 0.470 0.477 1.5 0.956 0.965 1.0 

20130522 9.233 0.778 0.753 3.2 0.285 0.287 1.0 0.539 0.556 3.0 0.961 0.971 1.0 

20130605 9.221 0.748 0.729 2.5 0.281 0.283 1.0 0.528 0.543 2.9 0.942 0.951 1.0 

20140510 9.217 0.715 0.684 4.3 0.281 0.283 0.6 0.456 0.473 3.7 0.940 0.950 1.1 

20140514 9.573 0.800 0.783 2.2 0.287 0.289 0.9 0.426 0.430 1.1 0.981 0.993 1.2 

20140518 9.639 0.710 0.733  3.1 0.281 0.283 0.6 0.446 0.460 3.3 0.971 0.981 1.0 

甘草酸 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素 小檗碱 
样品批次 

a b c a b c a b c a b c a b c 

20130518 2.639 2.668 1.1 2.022 2.041 0.9 0.540 0.547 1.2 0.548 0.548 0.1 2.060 2.080 1.0 

20130522 2.809 2.833 0.9 2.026 2.044 0.9 0.540 0.546 1.2 0.544 0.544 0.1 2.046 2.065 0.9 

20130605 2.606 2.633 1.1 2.005 2.021 0.8 0.542 0.550 1.4 0.536 0.536 0.1 2.082 2.102 1.0 

20140510 2.616 2.643 1.0 1.995 2.014 1.0 0.560 0.546 1.1 0.532 0.536 0.7 2.082 2.103 1.0 

20140514 2.753 2.781 1.0 2.046 2.066 1.0 0.586 0.594 1.4 0.554 0.555 0.1 2.142 2.163 1.0 

20140518 2.809 2.836 1.0 2.064 2.083 0.9 0.586 0.594 1.4 0.556 0.557 0.3 2.178 2.200 1.0 

注：a外标法；b一测多评法；c相对误差=(ba)/a×100%。 

Note: aexternal standard method; bquantitative analysis of multi-components by single marker; crelative error=(ba)/a×100%. 

4  讨论 

4.1  重复性试验考察   

在考察相对校正因子的重复性试验中，分别

考察了 Waters 2695 HPLC，Agilent 1100 HPLC 2

台液相色谱仪和 5 根不同品牌、型号的色谱柱，

其中 Promosil C18 柱、Akasil C18 柱、Alltima C18

柱的色谱行为相近，相对校正因子有较好的重复

性，而 Thermo C18 柱和 Ultimate XB-C18 柱所得的

色谱图中各成分的保留时间有较大的波动，且小

檗碱的出峰顺序发生改变，故不同填料或色谱行

为差异较大的色谱柱会对相对校正因子有一定的

影响，所以，采用“一测多评”法制定中药复方

药品标准时应确定色谱柱的品牌、型号等。 

4.2  内参物的选择   

本实验因黄芩苷含量较高、性质稳定且较易

获得而被选作内参物。 
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4.3  分离条件的优化 

本实验曾分别以甲醇-0.1%磷酸水溶液、乙腈

-0.1%磷酸水溶液、乙腈-0.5%冰醋酸、乙腈-0.1%

甲酸水溶液作为流动相，综合考察基线噪音、拖

尾、分离度等因素， 终选择乙腈-0.1%磷酸水溶

液为流动相。 

本试验以清清颗粒为例，通过方法学验证、

“一测多评”准确性的评价和方法的耐用性考察，

对“一测多评”法应用于中药复方制剂的技术适

用性及可行性进行了探讨。结果表明，采用“一

测多评”法计算的结果与外标法所得结果无显著

性差异，说明建立的不同化合物之间的校正因子

具有较高的可信度，可在仅有 1 个对照品时，实

现同步测定复方中多指标成分，为清清颗粒多指

标质量控制模式提供新方法。 
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衍生化LC-MS测定人血浆中消旋卡多曲活性代谢物浓度及生物等效性 
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摘要：目的  建立一种衍生化 LC-MS 检测人血浆中消旋卡多曲活性代谢物 thiorphan(TP)浓度，同时评价消旋卡多曲 2 种

规格散剂(10 mg·袋1 和 30 mg·袋1)和国产颗粒剂在健康人体内的药动学及生物等效性。方法  采用 3 制剂 3 周期二重 3

×3 拉丁方设计，18 名健康男性志愿者交叉单剂量口服受试制剂 2 种规格消旋卡多曲散(10 mg·袋1 和 30 mg·袋1)和参比

制剂消旋卡多曲颗粒剂各 300 mg 后，采用衍生化 LC-MS 测定不同时间血浆中活性代谢物 TP 浓度，用 DAS 药动学程序

进行药动学参数的计算及生物等效性评价。血浆样品中加入 p-BPB 衍生化试剂，得到稳定的 TP 衍生化产物，经乙酸乙

酯萃取后，选替米沙坦作内标。色谱柱为 Zorbax SB-C18(150 mm×2.1 mm，5 µm)；流动相为 5 mmol·L1 甲酸铵(甲酸调节

pH 至 3.0)-乙腈(45︰55)；流速为 0.2 mL·min1；采用 ESI+SRM 方式监测；TP 衍生化产物 m/z 452.10[M+H]+，内标替米

沙坦 m/z 515.30[M+H]+。结果  TP 线性范围为 6.28~1 256 ng·mL1， 低检测浓度为 6.28 ng·mL1，提取回收率在

77.5%~80.4%，日内、日间精密度 RSD<15%。受试制剂消旋卡多曲散(10 mg·袋1)，消旋卡多曲散(30 mg·袋1)和参比制

剂消旋卡多曲颗粒的主要药动学参数：Tmax 分别为(1.8±1.2)，(1.9±1.3)和(0.7±0.2)h，t1/2 分别为(1.4±0.4)，(1.2±0.7)和

(1.1±0.8)h，Cmax 分别为(802.0±356.5)，(804.2±459.8)和(845.6±285.8)ng·mL1，AUC08 分别为(1 617.0±532.6)，(1 628.9±672.1)

和(1 621.0±532.2)ng·h·mL1，AUC0∞分别为(1690.8±567.2)，(1673.8±681.7)和(1 649.4±561.4)ng·h·mL1。2 种受试制剂的

相对生物利用度分别为 99.8%和 100.5%。结论  本方法灵敏，有效，可准确检测人体血浆中 TP 的浓度。2 种受试制剂和
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