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HPLC 同时测定鱼腥草芩蓝合剂中 3 种活性成分的含量 
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摘要：目的  建立 HPLC 测定鱼腥草芩蓝合剂中绿原酸、黄芩苷和黄芩素的含量。方法  采用 Kromasil-100 C18 色谱柱

(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相为甲醇-0.2%磷酸梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min1，检测波长为 322 nm，柱温为 35 ℃。

结果  绿原酸、黄芩苷和黄芩素线性范围分别为 0.022 4~1.12 µg(R2=0.999 7)，0.045 8~2.29 µg(R2=0.999 5)和 0.031 8~ 

1.59 µg(R2=0.999 9)；3 种成分的平均回收率分别为 99.45%(RSD=1.4%)，99.37%(RSD=2.0%)和 97.90%(RSD=1.7%)。结论  

本方法快速简便，精密度高，稳定性和重复性好，可用于鱼腥草芩蓝合剂中绿原酸、黄芩苷和黄芩素 3 种成分的定量分

析和药品质量控制。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for the simultaneous determination of chlorogenic acid, baicalin 
and baicalein in Yuxingcao Qinlan Mixtures. METHODS  HPLC conditions included Kromasil-100 C18 (250 mm×4.6 mm, 
5 μm) and the mobile phase was a mixture of methanol and 0.1% phosphoric acid for gradient elution. The flow rate was 

1.0 mL·min1. The wavelength was 322 nm and column temperature was 35 ℃. RESULTS  Three ingredients had good linear 

relationships: in the range of 0.022 41.12 µg(R2=0.999 7), baicalin in the range of 0.045 82.29 µg(R2=0.999 5) and baicalein in 

the range of 0.031 81.59 µg(R2=0.999 9). Their average recoveries were 99.45%(RSD=1.4%), 99.37%(RSD=2.0%) and 
97.90%(RSD=1.7%), respectively. CONCLUSION  This method was simple with high precision, good repeatability and 

stability. It could be used for the determination of the three ingredients and quality control of Yuxingcao Qinlan Mixtures. 
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鱼腥草芩蓝合剂为中药制剂，该药为复方鱼

腥草片剂的改良产品，由鱼腥草、黄芩、连翘、

板蓝根和金银花 5 味传统中药组成，具有清热解

毒功效，临床上常用于治疗外感风热引起的发热、

咽喉疼痛、急性咽炎、扁桃腺炎等症[1]。绿原酸、

黄芩苷和黄芩素是鱼腥草芩蓝合剂的主要活性成

分，具有抗炎、抗菌等作用[2-11]。目前为止，文献

中尚未发现有同时测定绿原酸、黄芩苷和黄芩素 3

种成分含量的报道。为了控制产品质量，保证药

物疗效，本研究运用 HPLC 梯度洗脱法对绿原酸、

黄芩苷和黄芩素的含量进行同时测定。 

1  仪器与材料 

Angilent HP-1100 高效液相色谱仪 ( 美国

Agilent 公司 )，配备 G1313A 自动进样系统，

G1316A 柱温箱，G1314F 1260 紫外检测器，

G1311A 四元泵和 G1322A 脱气装置；pa2251 电子

分析天平(德国 Sartorius)；Centrifuge 5430R 型高

速离心机(美国 Eppendorf)；数控超声波清洗器(昆

山市超声仪器有限公司)。 

绿原酸、黄芩苷和黄芩素对照品(中国药品生

物制品检验研究院，批号依次为 110753-200212、

10309-0001 和 111595-200301，纯度依次为 99.2%，

99.5%和 98.5%)；鱼腥草芩蓝合剂(浙江惠松制药

股份有限公司，批号为 130601，130603 和 130604，

规格：15 mL·支1)；甲醇为色谱纯；水为 Mili-Q

纯化水。 

2  方法和结果 

2.1  色谱条件 

Kromasil-100 C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，

5 μm)；流动相为甲醇(A)-0.1%的磷酸溶液(B)，流



 

·590·         Chin J Mod Appl Pharm, 2015 May, Vol.32 No.5                          中国现代应用药学 2015 年 5 月第 32 卷第 5 期 

速为 1.0 mL·min1；检测波长为 322 nm；柱温为

35 ℃；梯度洗脱：0~10 min，25% A；10~ 25 min，

25%~60% A；25~35 min，60% A。色谱图见图 1。 

2.2  混合对照品溶液配制 

分别精密称取以五氧化二磷减压干燥 12 h 以

上的绿原酸、黄芩苷和黄芩素 3 种对照品 22.41，

22.93，31.84 mg，分别置 50 mL 量瓶中，制备成

浓度分别为 0.448 2，0.458 5，0.636 8 mg·mL1 的

对照品储备液，分别取上述储备液各 1.0，2.0 和

1.0 mL 至 20 mL 棕色量瓶中，用 70%乙醇定容成

浓度分别为 22.41，45.85，31.84 µg·mL1 的混合对

照品溶液。 

2.3  供试品溶液的制备 

精密量取鱼腥芩蓝草合剂(批号：130601)1 mL

置 10 mL 棕色量瓶中，加入 70%甲醇 6 mL，超声

30 min 后，冷却至室温，用 70%甲醇稀释至刻度，

摇匀，12 000 r·min1 高速离心 10 min，取上清液

作为供试品溶液。 

2.4  阴性对照溶液的制备 

绿原酸为金银花中主要成分，黄芩苷、黄芩

素为黄芩的主要活性成分，亦为黄芩药材质量控

制的主要成分。按“2.3”项下方法，除掉金银花

和黄芩 2 味药材，制备阴性对照溶液。 

2.5  线性关系考察 

分别精密吸取混合对照品溶液 1，2，5，10，

20，30，50 µL 依次注入高效液相色谱仪，按“2.1”

项下色谱条件进样分析，测定峰面积，以峰面积

积分值为纵坐标，以进样量(µg)为横坐标进行线性

回归，得回归方程见表 1。结果表明：绿原酸、黄

芩苷和黄芩素在各自的线性范围内，其峰面积积

分与进样量呈现出良好的线性关系。 

表 1  3 种成分的回归方程和线性范围 

Tab. 1  Linear regression equation and linear ranges of the 
three ingredients 

成分 回归方程 相关系数(R2) 线性范围/µg 

绿原酸 Y=6.22X–1.47 0.999 7 0.022 4~1.12 

黄芩苷 Y=9.37X–3.08 0.999 5 0.045 8~2.29 

黄芩素 Y=8.04X–2.69 0.999 9 0.031 8~1.59 

2.6  仪器精密度试验 

精密吸取同一对照品溶液 10 µL，连续进样

6 次，分别测得绿原酸、黄芩苷和黄芩素的峰面

积积分值，以峰面积积分值计算 3 种成分的 RSD 

(n=6)分别为 0.1%，0.5%和 0.2%，表明仪器精密

度良好。 

2.7  稳定性试验 

取同一批号(130601)供试品溶液，分别在 0，2，

4，8，12，16，24 h 进样，记录峰面积值，测得 3

种成分峰面积的 RSD 分别为 0.9%，1.2%和 1.5%，

表明供试品溶液在 24 h 内的稳定性较好。 

2.8  重复性试验 

精密量取同一批号(130601)供试品，按“2.3”

项下方法制得 6 份供试品溶液，各自进样 10 µL，

根据供试品溶液中 3 种成分各自的峰面积值，计

算得到绿原酸、黄芩苷和黄芩素 3 种成分 RSD 值

依次为 1.3%，1.0%和 1.7%。说明本方法有较好的

重复性。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品；B鱼腥草芩蓝合剂样品；C阴性对照；1绿原酸；

2黄芩苷；3黄芩素。 

Fig. 1  HPLC chromatograms  
Athree ingredients mixture; BYuxingcao Qinlan mixtures; Cnegative 

control; 1chlorogenic acid; 2baicalin；3baicalein. 

2.9  加样回收率试验 

精密量取鱼腥芩蓝草合剂(批号：130601)1 mL

置 20 mL 棕色量瓶中，加入 70%甲醇 12 mL，精

密加入各对照品储备液分别为 0.5，1.0 和 0.5 mL

至 20 mL 棕色量瓶中，按“2.3”项下供试品溶液

制备方法操作，制得 6 份供试品溶液。按“2.1”

项下色谱条件进行测定，根据测得的峰面积积分

值分别计算绿原酸、黄芩苷和黄芩素的回收率。

平均加样回收率分别为 99.45% ， 99.37% 和

97.90%，RSD 分别为 1.4%，2.0%和 1.7%，结果

表明本方法的加样回收率较好，符合方法学要求。

见表 2。 
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表 2  加样回收率实验结果(n=6) 

Tab. 2  Recovery results of the three ingredients(n=6) 
成

分 

已知量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

0.240 5 0.224 1 0.467 3 101.1 

0.241 0 0.224 1 0.461 0 98.3 

0.239 7 0.224 1 0.463 1 99.7 

0.241 2 0.224 1 0.462 2 98.7 

0.241 7 0.224 1 0.463 8 99.2 

绿

原

酸 

0.238 4 0.224 1 0.461 7  99.7 

99.45 1.4 

0.430 6 0.458 5 0.879 6  97.8 

0.427 8 0.458 5 0.882 1  99.0 

0.430 1 0.458 5 0.883 2  98.7 

0.429 5 0.458 5 0.888 3  100.1 

0.424 0 0.458 5 0.887 0  101.1 

黄

芩

苷 

0.429 9 0.458 5 0.886 1  99.5 

99.37 2.0 

0.347 1 0.318 4 0.660 5  98.6 

0.341 4 0.318 4 0.6523  97.8 

0.342 2 0.318 4 0.657 9  99.2 

0.339 2 0.318 4 0.652 1  98.4 

0.339 8 0.318 4 0.649 5  97.4 

黄

芩

素 

0.340 1 0.318 4 0.660 6  96.0 

97.90 1.7 

2.10  样品含量测定  

利用本试验建立的 HPLC，测定同一厂家 3 个

不同批号的鱼腥草芩蓝合剂。以外标法计算样品

中绿原酸、黄芩苷和黄芩素的含量，结果见表 3。 

表 3  鱼腥草芩蓝合剂 3 批样品含量测定结果 

Tab. 3  Contents determination of the three ingredients in 3 

batches                                   mg·g1 

批号 绿原酸 黄芩苷 黄芩素 

130601 0.465 1 0.881 4 0.640 6 

130603 0.467 7 0.887 0 0.651 5 

130604 0.470 3 0.873 6 0.649 8 

3  讨论 

3.1  样品前处理方法的选择 

在选择提取方法时，分别考察了提取溶剂(甲

醇、70%甲醇、纯水)、提取方式(超声、回流)以及

提取时间(20，30，40 min)对提取效率的影响。实

验结果显示，70%甲醇超声提取 30 min 为最优提

取方案。 

3.2  吸收波长的选择 

根据紫外分光光度法，在 200~400 nm 内进行

扫描，结果绿原酸紫外最大吸收波长在 327 nm 左

右，黄芩苷和黄芩素在 315~327 nm 间有一个较强

的吸收波长，兼顾三者的吸收度及各组分间情况，

最终选择 322 nm 作为检测波长。 

3.3  流动相的选择 

试验前分别考察了以甲醇-磷酸溶液和乙腈-

磷酸溶液作为流动相的分离效果，流动相为乙腈-

磷酸溶液的峰形出现重叠，而以甲醇-磷酸溶液为

流动相的峰形无重叠，分离度较好。在综合考虑

峰形、保留时间、拖尾因子、理论板数等影响因

素，最终选择甲醇-0.2%磷酸溶液进行梯度洗脱。 

3.4  色谱柱和柱温的选择 

在色谱柱选择方面，分别从峰形、保留时间

等方面比较了 Zorbax SB-C18 、Hypersil-C18、

Eclipse-C18、Kromasil-100 C18、Extend-C18 和 Welch 

Material XB-C18 柱的分离效果，同时还考察了柱温

分别在 25，35，45 ℃时，3 种色谱峰的分离情况。

结果显示，Kromasil-100 C18 柱在 35 ℃柱温的分离

效果最佳。 

本法能让鱼腥草芩蓝合剂中 3 种活性成分得

到较好的分离，经方法学验证，该方法快速简便，

精密度高，稳定性和重复性好，测定数据稳定，

可用于鱼腥草芩蓝合剂中绿原酸、黄芩苷和黄芩

素的同时测定，为该药的质量控制提供了一种良

好的监测方法。 
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