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双波长HPLC同时测定复方红花喷雾剂中羟基红花黄色素A与绿原酸

的含量 
 

汤秋华，林辉*，张一帆，黄祥昌(福建医科大学附属泉州第一医院，福建 泉州 362000) 

 
摘要：目的  建立同时测定复方红花喷雾剂中羟基红花黄色素 A(hydroxysafflor yellow A，HSYA)与绿原酸含量的方法。

方法  采用双波长 HPLC，色谱柱：Shim-pack VP-ODS(250 mm×4.6 mm，5 μm)，流动相：乙腈-0.4%磷酸溶液(12∶88)，

流速为 1.0 mL·min1，检测波长：403 nm(HSYA)和 327 nm(绿原酸)，柱温为 30 ℃。结果  HSYA、绿原酸的浓度分别在

0.612~12.24，0.632~12.64 μg·mL1 内与各自峰面积呈良好的线性关系(r 均为 0.999 9)；平均加样回收率分别为 98.34%和

99.82%，RSD 分别为 1.16%和 1.64%(n=9)。结论  该方法操作简便、快速，结果可靠，具有良好的重复性，可用于复方

红花喷雾剂中 HSYA 与绿原酸的含量测定。 
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Simultaneous Determination of Hydroxysaffor Yellow A and Chlorogenic Acid in Fufang Honghua Spray 
by Dual-wavelength HPLC 

 
TANG Qiuhua, LIN Hui*, ZHANG Yifan, HUANG Xiangchang(Quanzhou First Hospital Affiliated to Fujian Medical 

College, Quanzhou 362000, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the simultaneous determination of hydroxysaffor yellow A(HSYA) and 
chlorogenic acid in Fufang Honghua spray. METHODS  The dual-wavelength HPLC was adopted. The Shim-pack VP-ODS 

column(250 mm×4.6 mm, 5 μm) was used with mobile phase of acetonitrile-0.4% phosphonic acid(12∶88) at flow rate of 

1.0 mL·min1, and the detection wavelength was set at 403 nm for HSYA and 327 nm for chlorogenic acid. The column 

temperature was 30 ℃. RESULTS  The method displayed good linearity over the concentration ranges of 0.61212.24 μg·mL1 

for HSYA and 0.63212.64 μg·mL1 for chlorogenic acid(r=0.999 9), respectively. The average recoveries were 98.34% and 
99.82%, with the RSD of 1.16% and 1.64% (n=9), respectively. CONCLUSION  This method is simple, rapid, reliable and 
reproducible. It can be used for determination of HSYA and chlorogenic acid in Fufang Honghua spray. 
KEY WORDS: Fufang Honghua spray; hydroxysaffor yellow A; chlorogenic acid; dual-wavelength HPLC 
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复方红花喷雾剂是由红花、当归、金银花、

五倍子等 7味中药经现代中药制剂工艺制成的喷雾

剂，临床上主要用于褥疮等的治疗。在复方红花喷

雾剂处方中，“君”药——红花中活性成分查耳酮

苷类化合物——羟基红花黄色素 A(hydroxysafflor 

yellow A，HSYA)具有活血化瘀、去腐生肌之功效；
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“臣”药——金银花活性成分之一有机酸主要为

绿原酸，具有消炎解毒、通经散肿、排脓清热之

功效。为有效控制该制剂的内在质量，确保疗效

的稳定，本实验采用双波长 HPLC 建立了同时测

定复方红花喷雾剂中 HSYA 与绿原酸含量的方法。 

1  仪器与试药 

Shimadzu LC-20AT 高效液相色谱仪(LC-20AT

泵，SPD-M20A 二极管阵列检测器，CBM-20A 控制

器，SIL-20A 进样器，CTO-10ASVP 柱温箱，日本

岛津公司)；CP225D 电子天平(瑞士 Sartorius 公司)；

SB2200 型超声波清洗器(上海必能信有限公司)。 

复方红花喷雾剂(笔者所在医院制剂室，批号：

20150324、20150410、20150424)；HSYA 对照品(中

国食品药品检定研究院，批号：111637-201308，

纯度：95.5%)；绿原酸对照品(中国食品药品检定

研究院，批号：110753-201415，纯度：96.2%)；

乙腈、甲醇为色谱纯；水为超纯水；其余试剂均

为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  溶液的制备 

2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取 HSYA、绿原

酸对照品各适量，分别用 25%甲醇溶液定容，制

成 61.2 μg·mL1 和 63.2 μg·mL1 对照品贮备液。精

密量取 2 种对照品贮备液各 1 mL，置同一 10 mL

量瓶中，用 25%甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，制

成混合对照品溶液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密量取复方红花喷

雾剂 1 mL，置 10 mL 量瓶中，用 25%甲醇溶液定容；

精密量取上清液 2 mL，置 25 mL 量瓶中，用 25%甲

醇溶液定容，滤过，取续滤液作为供试品溶液。 

2.1.3  阴性对照溶液的制备  按复方红花喷雾剂

的制备工艺制备不含红花、金银花的阴性样品，

再按“2.1.2”项下方法制备阴性对照溶液。 

2.2  色谱条件与系统适应性试验   

色谱柱：Shim-pack VP-ODS (250 mm×4.6 mm，

5 μm)；流动相：乙腈-0.4%磷酸溶液(12∶88)；流

速：1.0 mL·min1；柱温：30 ℃；检测波长：HSYA

为 403 nm、绿原酸为 327 nm；进样量：10 μL。 

在此色谱条件下，混合对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照溶液色谱图见图 1。供试品中 HSYA、

绿原酸与相邻峰的分离度均>1.5，HSYA 和绿原酸

的理论板数均>8 000，阴性对照溶液无干扰。

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品溶液(327 nm)；B阴性对照溶液(327 nm)；C供试品溶液(327 nm)；D混合对照品溶液(403 nm)；E阴性对照溶液(403 nm)；F

供试品溶液(403 nm)；1绿原酸；2HSYA。 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Astandard solution(327 nm); Bnegative solution(327 nm); Csample solution(327 nm); Dstandard solution(403 nm); Enegative solution(403 nm); 

Fsample solution(403 nm); 1chlorogenic acid; 2HSYA. 

2.3  线性关系考察   

依次精密吸取 HSYA、绿原酸对照品贮备液各

0.1，0.2，0.4，0.8，1.2，1.6，2.0 mL，分别置于

同一 10 mL 量瓶中，用 25%甲醇溶液定容。按“2.2”

项下色谱条件下分别进样，测定其峰面积，以浓

度(C，μg·mL1)为横坐标，峰面积(A)为纵坐标，

绘 制 标 准 曲 线 ， 得 HSYA 的 回 归 方 程 为

A=2.520×104 C863.4(r=0.999 9，n=7)；绿原酸的

回归方程为A=2.872×104 C+1166(r=0.999 9，n=7)。

结 果 表 明 ， HSYA 、 绿 原 酸 的 浓 度 分 别 在
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0.612~12.24，0.632~12.64 μg·mL1 内与各自峰面

积呈良好的线性关系。 

2.4  仪器精密度试验   

取“2.1.1”项下混合对照品溶液，按“2.2”

项下色谱条件连续重复进样 6 次，以峰面积计算

HSYA、绿原酸的 RSD 分别为 0.89%和 0.34%，结

果表明仪器精密度良好。 

2.5  重复性试验   

取同一批号样品，按“2.1.2”项下方法制备 6

份供试品溶液，在“2.2”色谱条件下分别进样，

以峰面积计算 HSYA、绿原酸的 RSD 分别为 0.73%

和 1.11%，结果表明测定方法重复性良好。 

2.6  稳定性考察   

取同一供试品溶液，放置室温，按“2.2”项

下色谱条件分别于 0，2，4，6，8，12，24 h 进样，

以峰面积计算 HSYA 和绿原酸的 RSD 分别为

1.43%和 1.61%，结果表明供试品溶液在 24 h 内稳

定性良好。 

2.7  加样回收率试验   

精密称取 HSYA、绿原酸对照品各适量，置于

10 mL 量瓶中，用 25%甲醇溶液定容，制成浓度

分别为 0.650 0 mg·mL1和 0.576 0 mg·mL1的混合

对照品溶液。精密量取已知含量的复方红花喷雾

剂(批号：20150410)9 份，每份 1.0 mL，分别精密

加入高、中、低 3 个浓度的混合对照品溶液各 3 份，

按“2.1.2”项下方法制备，同法测定，计算回收率，

结果显示，该方法回收率良好，结果见表 1。 

表 1  加样回收率试验结果(n=9) 

Tab. 1  Results of recovery tests(n=9) 

成分 
样品含

量/mg 
加入量/ 

mg 
测得量/ 

mg 
回收率/ 

% 
平均回

收率/%
RSD/

% 

HSYA 

0.651 3 0.520 0 1.154 5 96.77 

98.34 1.16

0.651 3 0.520 0 1.162 2 98.25 

0.651 3 0.520 0 1.160 8 97.98 

0.651 3 0.650 0 1.301 0 99.95 

0.651 3 0.650 0 1.289 9 98.25 

0.651 3 0.650 0 1.283 2 97.22 

0.651 3 0.780 0 1.432 8 100.19 

0.651 3 0.780 0 1.421 3 98.72 

0.651 3 0.780 0 1.413 5 97.72 

绿原酸 

0.572 0 0.460 8 1.033 7 100.20 

99.82 1.64

0.572 0 0.460 8 1.041 1 101.80 

0.572 0 0.460 8 1.026 3 98.59 

0.572 0 0.576 0 1.134 2 97.60 

0.572 0 0.576 0 1.148 0 100.00 

0.572 0 0.576 0 1.134 1 97.59 

0.572 0 0.691 2 1.275 0 101.71 

0.572 0 0.691 2 1.260 4 99.59 

0.572 0 0.691 2 1.272 2 101.30 

2.8  样品测定   

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”

项下色谱条件，对 3 批复方红花喷雾剂样品进样测

定，并计算 HSYA、绿原酸的平均含量，结果见表 2。 

表 2  复方红花喷雾剂中 HSYA、绿原酸的含量测定(n=3) 

Tab. 2  The contents of HSYA and chlorogenic acid in 
Fufang Honghua spray samples(n=3) 

批号 

HSYA 绿原酸 

平均含量/

mg·mL1 

RSD/ 
% 

平均含量/ 

mg·mL1 

RSD/ 
% 

20150324 0.6080 1.23 0.5592 1.89 

20150410 0.6513 1.57 0.5720 0.93 

20150424 0.6168 1.72 0.5461 1.23 

3  讨论 

中药制剂中分别对 HSYA 和绿原酸含量测定

的方法已有文献报道[1-8]，本实验首次建立了同时

测定 HSYA 和绿原酸的高效液相色谱法，样品处

理简单，分析周期短，为中药复方制剂的研究提

供了更为简单、快速的方法。 

本实验通过 DAD 检测器对 2 个待测成分的对

照品溶液在 200~600 nm 进行扫描，结果表明

HSYA 在 403 nm 处有最大吸收峰，在 327 nm 处的

响应值低；而绿原酸在 327 nm 有最大吸收峰，在

403 nm 几乎无吸收，为保证被测成分均有较好的

响应，本实验选择了在 403 nm 处测定 HSYA、

327 nm 处测定绿原酸。同时对供试品溶液的色谱

峰进行纯度检测，结果各成分峰的纯度指数均≥

0.980。 

本制剂由多味中药组成，方中干扰成分较多，

曾参照文献[1-8]及中国药典 2010 年版一部红花及

金银花药材中的含量测定方法对 HSYA、绿原酸进

行分离，结果发现制剂中其他成分对绿原酸的测

定存在干扰。本实验考察了不同比例的甲醇-磷酸

溶液[2]、甲醇-醋酸溶液[1]、乙腈-磷酸[4]溶液系统，

结果发现采用乙腈-0.4%磷酸溶液(12∶88)洗脱，

HSYA 和绿原酸的峰型对称，与相邻峰分离完全，

且方法学考察也满足实验分析要求。 
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摘要：目的  制备含有氯化钠的注射用替考拉宁，并对其澄清度和稳定性进行考察。方法  分别采用含有多羟基的醇类、

单糖类和双糖类化合物为赋形剂制备注射用替考拉宁，考察不同辅料对澄清度的影响；利用正交试验设计优化注射用替

考拉宁冻干工艺，考察其加速和长期稳定性。结果  处方中加入聚乙二醇 400，采用速冻至50 ℃后保持 3 h；5 h 内从50 ℃

升至20 ℃后保持 20 h；2 h 内从20 ℃升至 40 ℃后保持 6 h 的冻干工艺能有效提高澄清度。结论  该方法制备的注射用

替考拉宁澄清度良好，质量稳定，可以室温保存。 

关键词：注射用替考拉宁；澄清度；正交试验；稳定性 
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Study on the Improvement of Clarity and Stability for Teicoplanin for Injection 

 
MENG Yufang, HOU Guozhi, ZOU Qi, TAN Xinheng(Zhejiang Medicine Co., Ltd., Xinchang Pharmaceutical Factory, 

Xinchang 312500, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare the teicoplanin for injection containing sodium chloride, study the clarity and stability. 
METHODS  The teicoplanin for injection including hydroxyl alcohols, monosaccharide and disaccharides compounds were 
prepared separately and their clarity were tested, the influence of clarity from different materials were compared. The 
optimization freeze-drying process were selected by orthogonal experimental design. The stability study were conducted in an 
accelerated testing and long-time testing. RESULTS  The best formulation was that containing PEG400, the optimization 

freeze-drying process were fast frozen to –50 ℃ and keep 3 h; 5 h from 50 ℃ to 20 ℃ and keep 20 h; 2 h from 20 ℃ to 

40 ℃ and keep 6 h. CONCLUSION  The teicoplanin for injection produced with this method has good clarity, stable quality 

and could be kept in room temperature.   
KEY WORDS: teicoplanin for injection; clarity; orthogonal test; stability 
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替考拉宁又名肽可霉素(teicoplanin A2)
[1]，是

Parenti 等于 1978 年发现的一种与万古霉素类似的

新的糖肽类抗菌药物，由游动放线菌(Actinoplanes 

teichomyceticus)产生。替考拉宁是一种多组分抗菌

药物，分子量约为 1 900，主要由 5 个结构非常相

似的化合物 TA2-1、TA2-2、TA2-3、TA2-4 和 TA2-5 组

成(简称 TA2)，另含有少量降解产物 TA3-1 及其他

杂质，是目前临床上用于治疗多重耐药菌感染的

重要抗菌药物。 

替考拉宁由安万特公司研制开发，1988 年在


