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复方感冒灵流浸膏的 HPLC 指纹图谱及化学成分鉴定 
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摘要：目的  建立复方感冒灵流浸膏 HPLC 指纹图谱并对其化学成分进行分析，为复方感冒灵流浸膏质量评价与药效物

质基础研究提供依据。方法  采用 Kromasil C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，以乙腈-0.1%甲酸水溶液为流动相，进

行梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min1，检测波长 290 nm，柱温为 30 ℃，测定 10 批复方感冒灵流浸膏。利用中药色谱相似

度评价系统建立复方感冒灵流浸膏 HPLC 指纹图谱，并通过对照品对共有峰进行指认，应用 HPLC-Q-TOF-MS/MS 技术

对复方感冒灵流浸膏中的化学成分进行鉴定。结果  建立了复方感冒灵流浸膏成分指纹图谱共有模式，显示 12 个共有峰，

各峰分离度良好，各批次间共有峰相对保留时间 RSD 均<3.0%，样品间相似度均>0.9。鉴定出复方感冒灵流浸膏中 12 个

化学成分，分别为奎尼酸、原儿茶酸、新绿原酸、swertiajaposide F、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、二咖啡酰奎宁酸、异

绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C、蒙花苷。结论  该指纹图谱具有良好的精密度、重复性、稳定性，各共有峰间分

离度好，可用于复方感冒灵流浸膏的质量评价；该研究为复方感冒灵流浸膏物质基础的研究提供基础。 
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HPLC Fingerprint Analysis and Chemical Component Analysis of Fufang Ganmaoling Fluid Extract 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the HPLC fingerprint of Fufang Ganmaoling fluid extract and analyze its chemical 

components for its quality control and medicinal substance study. METHODS  Kromasil C18 column(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

was used with acetonitrile-0.1% formic acid solution as the mobile phase for gradient elution, and the flow rate was 

1.0 mL·min1. The detection wavelength was 290 nm, the column temperature was set at 30 ℃. Ten batches of Fufang 

ganmaoling fluid extract were detected, their HPLC fingerprint was established by using Similarity Evaluation System for 
Chromatographic Fingerprint, and the chemical components in common peaks were identified by reference standard and 
HPLC-Q-TOF-MS/MS. RESULTS  Fingerprints of Fufang Ganmaoling fluid extract were established and 12 common peaks 
were identified. The peaks were well separated, and the relative retention time of common peaks in each batch was less than 
3.0% respectively; the similarity was >0.9 among different samples and 12 chemical components were identified as follows: 
quinic acid, protocatechuic acid, neochlorogenic acid, swertiajaposide F, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, caffeic acid, 
dicaffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, 4,5-dicaffeoylquinic acid and buddleoside. 
CONCLUSION  The method can be used for the quality control of Fufang Ganmaoling fluid extract with good precision, 
reproducibility and stability, providing basis for further studies on therapeutic efficacy of Fufang Ganmaoling fluid extract. 
KEYWORDS: Fufang Ganmaoling fluid extract; HPLC; fingerprint; chemical component; quality control 
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复方感冒灵流浸膏系复方感冒灵颗粒(复方感

冒灵茶)中间体，由山银花、五指柑、野菊花、三

叉苦、南板蓝根、岗梅 6 味中药组成。成品为治

疗风热感冒常用药品，临床疗效确切，市场需求

量大。但其基础研究较为薄弱，如现有的质量标

准(WS3-B-2384-97-2017)简单，中间体及成品的中

药未建立定性定量指标，既不能有效控制产品质

量，也不能反映和评价中药的有效性和质量的一致

性。复方感冒灵颗粒每袋含中药 25 g，每次服 1 袋，

1 日 3 次，每日服用生药量为 75 g，采用水提醇沉

工艺制成流浸膏再与对乙酰氨基酚、马来酸氯苯那

敏、咖啡因及辅料混合制成颗粒，所以流浸膏的质
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量与成品的有效性和安全性密切相关，迫切需要通

过基础物质与质量标准提升研究，建立可溯源的、

与临床疗效高度关联的全程质量控制体系和质量

标准。本研究基于对复方感冒灵流浸膏中药指纹图

谱研究的基础上，运用 HPLC-Q-TOF-MS/MS 对指

纹图谱色谱峰指认。同时，采用负离子模式进行扫

描，通过质谱中分子离子峰和碎片离子峰的分子量

匹配，结合紫外吸收光谱特征，相关文献以及对照

品对照，鉴定指纹图谱中色谱峰的主要化学成分，

为复方感冒灵颗粒的药效物质基础的阐明和终产

品的质量标准的制定提供参考[1-7]。 

1  材料 

1.1  仪器   

1290 型高效液相色谱系统，530Accurate-Mass 

Q-TOF-LC-MS/MS(美国 Agilent 公司)；Qualitative 

Analysis B.05.00 色谱处理软件；KQ5200DE 型数

控超声波清洗器(昆山市超声波仪器有限公司)；

XPE105 电子分析天平(瑞士 Mettler Toledo 公司)。 

1.2  试药  

对照品绿原酸(批号：110753-201716；含量以

99.3%计)、原儿茶酸(批号：110809-200604；含量

以 100.0%计)、咖啡酸(批号：110885-200102；含

量以 100.0%计)、蒙花苷(批号：111528-201710；

含量以 96.6%计)均购自中国食品药品检定研究

院；异绿原酸 A(批号：MUST- 18032601；含量以

98.82%计)、异绿原酸 B(批号：MUST-18031602；

含量以 99.05%计)、新绿原酸(批号：MUST-18031001；

含量以 99.67%计)、隐绿原酸(批号：MUST-18032403；

含量以 99.07%计)、异绿原酸 C(批号：MUST- 

18031603；含量以 99.84%计)均购自成都曼思特生

物科技有限公司；乙腈、甲醇为色谱纯(Tedia 公

司)；甲酸为分析纯(长沙市汇虹化玻仪器设备有限

公司)；水为怡宝纯净水。 

1.3  样品 

复方感冒灵流浸膏由华润三九(郴州)制药有

限公司提供，共取 10 批，批号分别为：Z1804045，

Z1806018，Z1806025，Z1806026，Z1806027，

Z1806028，Z1806031，Z1806032，Z1806132，

Z1806135，分别编号为 S1~S10。 

2  方法与结果 

2.1  对照品溶液的制备 

取原儿茶酸、咖啡酸、异绿原酸 A、异绿原

酸 B、绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 C、

蒙花苷对照品适量，精密称定，置量瓶中，加适

量 50%甲醇超声溶解，制成每 1 mL 含原儿茶酸

10.13 μg、咖啡酸 4.47 μg、异绿原酸 A 21.12 μg、

异绿原酸 B 42.86 μg、绿原酸 103.67 μg、新绿原

酸 78.54 μg、隐绿原酸 82.62 μg、异绿原酸 C 

44.53 μg、蒙花苷 102.59 μg 的混合对照品溶液。 

2.2  供试品溶液的制备 

称取复方感冒灵流浸膏 1.0 g，精密称定，置 

150 mL 锥形瓶中，加 50%甲醇约 50 mL，称重，

超声处理 30 min，冷却，重新称重，用 50%甲醇

补重，摇匀，滤过，即得。 

2.3  色谱条件   

Kromasil C18 色谱柱 (250 mm×4.6 mm ，

5 μm)。流动相为乙腈(A)-0.1%的甲酸水溶液(B)，

梯度洗脱，0~20 min，3%→15%A；20~45 min，

15%→24%A；45~55 min，24%→35%A；55~60 min 

35%→3%A；60~65 min，3%A。检测波长：290 nm；

柱温：30 ℃；流速：1.0 mL·min1；进样量 10 μL。

色谱图见图 1。 

 
图 1  对照品与供试品 HPLC 色谱图 
A混合对照品；供试品；1原儿茶酸；2新绿原酸；3绿原酸；4隐绿原酸；5咖啡酸；6异绿原酸 B；7异绿原酸 A；8异绿原酸 C；9

蒙花苷。 

Fig. 1  HPLC chromatograms of reference substances and sample 
Amixed control; Bsample; 1protocatechuic acid; 2neochlorogenic acid; 3chlorogenic acid; 4cryptochlorogenic acid; 5caffeic acid; 

63,4-dicaffeoylquinic acid; 73,5-dicaffeoylquinic acid; 84,5-dicaffeoylquinic acid; 9buddleoside. 
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2.4  质谱条件   

采用电喷雾电离源离子化(ESI)，在负离子模

式下采集。使用高纯 N2 作为辅助喷雾电离与脱溶

剂气体，干燥气体积流量为 6.8 L·min1，鞘气温

度 350 ℃，毛细管电压 4.0 kV，碎片电压 130 V，

质量数范围为 m/z 50~1 000。 

2.5  方法学考察  

2.5.1  仪器精密度试验  取复方感冒灵流浸膏(S1)

按“2.2”项下方法制备，按“2.1”项下色谱条件

连续进样 6 次，每次 10 µL，测得各主要共有峰的

相对峰面积和相对保留时间。结果以绿原酸的保

留时间和峰面积为参照，12 个化合物的相对保留

时间的 RSD 分别为 0.3%，0.4%，0.2%，0.4%，

0.3%，0.3%，0.2%，0.3%，0.3%，0.1%，0.3%，

0.4%；相对峰面积的 RSD 值分别为 1.8%，1.0%，

1.5%，2.7%，0.9%，1.3%，2.1%，1.4%，1.8%，

0.6%，1.7%，2.6%，说明仪器精密度良好。 

2.5.2  重复性试验  取复方感冒灵流浸膏(S1)，按

“2.2”项下方法制备，按“2.1”项下色谱条件测

定，每次进样 10 µL，测得 12 个化合物的相对保

留时间的 RSD 分别为 0.4%，0.5%，0.3%，0.4%，

0.4%，0.2%，0.3%，0.3%，0.4%，0.4%，0.5%，

0.6%；相对峰面积的 RSD 分别为 2.4%，1.4%，

2.2%，2.5%，1.8%，2.1%，1.6%，1.8%，2.0%，

1.2%，1.9%，2.7%，说明方法重复性良好。 

2.5.3  稳定性试验  取复方感冒灵流浸膏(S1)供

试品溶液，分别于 0，3，6，9，12，15，24 h 时

间点进样，进样量 10 µL，记录指纹图谱，测得 12

个化合物的相对保留时间的 RSD 分别为 0.2%，

0.2%，0.2%，0.3%，0.4%，0.2%，0.3%，0.3%，

0.1%，0.3%，0.4%，0.5%；相对峰面积的 RSD 分

别为 2.3%，2.7%，2.6%，2.8%，2.9%，2.1%，2.4%，

2.0%，1.9%，1.7%，2.6%，2.5%。其保留时间的

RSD 均<1%，峰面积的 RSD 均<3%，说明供试品

溶液在 24 h 内进样稳定性良好。 

2.6  样品测定  

精密吸取 10 批复方感冒灵流浸膏制得的供试

品溶液各 10 µL，在“2.1”色谱条件下测定，色谱

图见图 2。 

2.7  HPLC 指纹图谱的建立 

2.7.1  参照峰的选择  由图 1 可知，绿原酸(3 号

峰)分离度较好，峰面积适中，对照品易得，因此将

其作为复方感冒灵流浸膏指纹图谱的参照峰(S)。 

2.7.2  对照图谱建立  采用“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统”软件处理各色谱数据，选择 S1

作参照图谱，时间窗宽度设定 0.1 min，用平均数

法生成对照指纹图谱，共 12 个共有峰。结果见图 3。 

 
图 2  10 批样品 HPLC 指纹图谱 

Fig. 2  10 batches of HPLC fingerprint 

 
图 3  对照 HPLC 指纹图谱 

Fig. 3  HPLC reference fingerprint 

2.7.3  相似度评价  将各指纹图谱与对照图谱进

行相似度评价分析，结果 10 批复方感冒灵流浸膏

与各自对照图谱相似度均>0.90，表明不同批次流

浸膏质量稳定。结果见表 1。 

2.7.4  主要共有峰的鉴定  通过对照品确证，峰

2，3，5，6，7，9，10，11，12 分别为原儿茶酸、

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、异绿原

酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C、蒙花苷。另外比

对精确相对分子质量、特征碎片峰，并结合质谱

碎片分析软件确定化合物的相对分子质量和可能

分子式，比对已建立的目标数据库和文献，推测

共有峰 1，4，8 分别为奎尼酸、swertiajaposide F，

二咖啡酰奎宁酸结果见表 2、图 4。 
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表 1  10 批复方感冒灵流浸膏 HPLC 指纹图谱相似度 

Tab. 1  Similarities of HPLC fingerprint of 10 batches Fufang Ganmaoling fluid extract 

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照 

S1 1.000  0.996  0.995  0.997 0.994 0.996 0.995 0.996 0.997  0.996  0.997 

S2 0.996  1.000  0.998  0.998 0.997 0.998 0.997 0.999 0.999  0.998  0.999 

S3 0.995  0.998  1.000  1.000 0.998 0.998 1.000 0.999 0.998  0.998  0.999 

S4 0.997  0.998  1.000  1.000 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999  0.999  1.000 

S5 0.994  0.997  0.998  0.998 1.000 0.999 0.998 0.999 0.998  0.995  0.999 

S6 0.996  0.998  0.998  0.999 0.999 1.000 0.999 1.000 0.999  0.996  0.999 

S7 0.995  0.997  1.000  0.999 0.998 0.999 1.000 0.999 0.998  0.997  0.999 

S8 0.996  0.999  0.999  0.999 0.999 1.000 0.999 1.000 0.999  0.997  1.000 

S9 0.997  0.999  0.998  0.999 0.998 0.999 0.998 0.999 1.000  0.999  0.999 

S10 0.996  0.998  0.998  0.999 0.995 0.996 0.997 0.997 0.999  1.000  0.998 

对照 0.997  0.999  0.999  1.000 0.999 0.999 0.999 1.000 0.999  0.998  1.000 

表 2  主要共有峰 HPLC-Q-TOF-MS/MS 分析 

Tab. 2  HPLC-Q-TOF-MS/MS analysis of mine common peaks 

编号 tR/min 准分子离子峰 
准分子离子质量 

计算值(误差) 
相对分子质量 分子式 特征碎片 m/z 化合物 参考文献

1  2.595 191.055 3[M-H] 191.055 6(1.57) 192.063 4 C7H12O6 172,108 奎尼酸 [8] 

2 14.022 153.018 7[M-H] 153.018 8(0.65) 154.026 6 C7H6O4 135,109 原儿茶酸 [8] 

3 15.223 353.087 5[M-H] 353.087 3(0.57) 354.095 1 C16H18O9 191,179,135 新绿原酸 [8] 

4 18.423 375.129 3[M-H] 375.129 1(0.53) 376.136 9 C16H24O10 357,213 swertiajaposide F [9] 

5 19.707 353.086 9[M-H] 353.087 3(1.13) 354.095 1 C16H18O9 191,179,135 绿原酸 [8] 

6 20.991 353.087 0[M-H] 353.087 3(0.85) 354.095 1 C16H18O9 191,179,173,135 隐绿原酸 [8] 

7 23.074 179.034 1[M-H] 179.034 4(1.68) 180.042 3 C9H8O4 161,135 咖啡酸 [8] 

8 25.792 515.119 6[M-H] 515.119 0(1.17) 516.126 8 C25H24O12 353,191,135 二咖啡酰奎宁酸 [10] 

9 38.795 515.118 8[M-H] 515.119 0(1.57) 516.126 8 C25H24O12 353,191,173 异绿原酸 B [10] 

10 40.478 515.118 8[M-H] 515.119 0(0.39) 516.126 8 C25H24O12 353,191,173 异绿原酸 A [10] 

11 43.896 515.118 9[M-H] 515.119 0(0.39) 516.126 8 C25H24O12 353,191,179,135 异绿原酸 C [10] 

12 53.298 637.177 8[M+COOH] 637.176 9(1.41) 592.179 2 C28H32O14 285 蒙花苷 [11] 

 

 
图 4  复方感冒灵流浸膏 HPLC-Q-TOF-MS/MS 负离子流图 

Fig. 4  HPLC-Q-TOF-MS/MS anion current chromatograms 
of Fufang Ganmaoling fluid extract 

3  讨论   

3.1  制备方法的确定 

  本实验考察了超声法、加热回流法及直接溶

解法制备，结果显示直接溶解法提取不完全，而

超声法与回流法测定结果无差别，故选择操作简

便的超声法提取；并且对提取溶剂(甲醇、乙醇、

50%甲醇、50%乙醇)、溶剂用量(25，50，100 mL)

及提取时间(20，30，40 min)进行了比较，根据谱

图结果(色谱峰数、分离度、对称因子、相对内参

比峰面积和)综合考虑，选择用 50%甲醇 50 mL，

超声处理 30 min。 

3.2  检测波长的选择 

查阅文献及中国药典 2015 年版，复方感冒灵

颗粒处方中所含药材含量测定多采用 HPLC 法检

测，利用二极管阵列检测器全波长扫描考察了不

同吸收波长下的指纹图谱特征，重点考察了 245，

256，260，273，290，325，330，334 nm 吸收波

长下的指纹图谱，以谱图色谱峰数、分离度和大

小、相对内参比峰面积和大小综合评价，290 nm

处测定较好，因此选择 290 nm 作为检测波长。 

3.3  流动相的优化 

因为本品处方中野菊花、山银花等药材所含

有效成分略偏酸性，流动相应略偏酸，查找文献

资料[12-15]，山银花、野菊花中主要成分的 HPLC
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分离一般采用有机相为乙腈，液质采用甲酸较好，

所以水相为 0.1%甲酸溶液。设置了 5 组不同流动

相比例进行梯度条件的优化，结果以“2.3”项下

的流动相，得到的图谱效果较好，基线较平稳，

谱峰分离较好，谱峰数多，色谱峰高度适中。 

中国药典 2015 年版一部含量测定项下的指标

成分，山银花为绿原酸、灰毡毛忍冬皂苷乙、川

续断皂苷乙；野菊花为蒙花苷；南板蓝根为靛蓝

和靛玉红；湖南省中药材标准(2009 年版)或其他省

标收载的五指柑、三叉苦、岗梅未以化学成分建

立定性定量指标。对复方感冒灵流膏的化学成分

分析表明，现有药材标准的定性定量指标，不能

完全向流浸膏有效延伸，如流浸膏中检不出南板

蓝根中靛蓝和靛玉红，山银花中的灰毡毛忍冬皂

苷乙和川续断皂苷乙，这是因为复方感冒灵流浸

膏是以水为溶媒，限制了药材中脂溶性成分的溶

出，提高了水溶性成分的溶出，而且复方共煎过

程可能导致一些遇热不稳定成分的降解。现代研

究表明处方中的山银花、野菊花、五指柑、岗梅

药材含有原儿茶酸、咖啡酸、绿原酸、奎尼酸及

其同分异构体，这些成分有抗菌、消炎、抗氧化、

抗病毒、祛痰平喘、增强免疫等药理活性，与复

方感冒颗粒辛凉解表，清热解毒功效相关联[15-18]。

本研究采用 HPLC 方法建立了复方感冒灵流浸膏

指纹图谱共有模式，显示 12 个共有峰，得到了标

准化生产的 10 批次复方感冒灵流浸膏指纹图谱，

同时采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术分析复方感

冒灵流浸膏存在的化学成分，根据负离子模式下

准分子离子峰，结合各个化合物的裂解规律确证

了 3 个化合物，用对照品对照确证了 9 个化合物。

本研究证实了水煎醇沉工艺主要有效成分从药材

向流浸膏的有效延伸，为复方感冒灵颗粒药效物

质基础阐释研究的开展和成品的质量标准的制定

提供了技术支持。下一步本课题需要根据复方感

冒灵流浸膏的标准生产工艺进行 6 味药材质量标

准研究，建立药材、中药中间体及成品的质量溯

源体系，全面提升其质量控制水平，为该品种的

临床推广应用提供重要的理论和实验依据。 
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