
例的疗效观察［ Ｊ］ ． 福建中医学院学报， ２００８， １８ （５）：
５⁃６．

［ ２ ］ 　 高　 勇， 施光亚， 罗秋红， 等． 藿砂口服液治疗寒湿型肠

易激综合征疗效观察及对结肠电节律的影响［ Ｊ］ ． 福建中

医药， ２０１２， ４３（５）： １４⁃１６．
［ ３ ］ 　 施光亚， 林　 瑜， 陈朝元， 等． 藿砂口服液运脾止泻功效

的临床研究［Ｊ］ ． 福建中医学院学报， ２００８， １８（４）： ４⁃６．
［ ４ ］ 　 郝彦雷， 施光亚， 苏婷婷， 等． 藿砂口服液对慢性非萎缩

性胃炎患者胃电节律的影响［ Ｊ］ ． 山东中医药大学学报，
２０１３， ３７（６）： ５００⁃５０１．

［ ５ ］ 　 施光亚， 罗秋红， 何顺勇， 等． 藿砂口服液对腹泻模型小

鼠的止泻作用［Ｊ］ ． 福建中医药大学学报， ２０１３， ２３（１）：
８⁃１０．

［ ６ ］ 　 李　 劭， 翁淑琴， 林　 雄， 等． 高效液相色谱法测定藿砂

口服液中茅术醇和 β⁃桉叶醇的含量［Ｊ］ ． 海峡药学， ２０１８，
３０（２）： ４３⁃４５．

［ ７ ］ 　 褚克丹， 郑学钦， 范德东． 藿砂合剂制备工艺及质量标准

的控制［Ｊ］ ． 福建中医学院学报， １９９５， ５（４）： ２３⁃２５．
［ ８ ］ 　 易宇阳， 陈海明， 秦 　 臻， 等． ＨＰＬＣ 法测定广藿香油中

广藿香酮的含量 ［ Ｊ］ ． 中药新药与临床药理， ２０１１， ２２
（５）： ５６０⁃５６２．

［ ９ ］ 　 陈海明， 易宇阳， 彭绍忠， 等． 高效液相色谱法测定广藿

香中广藿香酮的含量［ Ｊ］ ． 广州中医药大学学报， ２０１１，
２８（６）： ６４５⁃６４７．

［１０］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０１５ 年版一部［Ｓ］．
北京： 中国医药科技出版社， ２０１５： ４５， ２２９， ２４０， ２５１．

［１１］ 　 郭建华， 刘佳乐， 黄　 亮， 等． 高效液相色谱法同时测定

厚朴提取物中厚朴酚与和厚朴酚［ Ｊ］ ． 广东化工， ２０１４，
４１（１７）： １８１⁃１８２．

［１２］ 　 刘晓鹏， 姜　 宁， 向东山， 等． 厚朴叶中厚朴酚及和厚朴

酚的提取与测定［Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２００７， ２７（５）：
６９４⁃６９６．

［１３］ 　 赵万里， 张方方， 黄小强， 等． 一测多评法测定泽泻中 ４
种三萜类成分的含量［Ｊ］ ． 中国药学杂志， ２０１５， ５０（１５）：
１３４７⁃１３５２．

［１４］ 　 车　 爽， 李　 清， 霍艳双， 等． 波长转换 ＲＰ⁃ＨＰＬＣ 法同时

测定茯苓不同部位中 ５ 种三萜酸含量 ［ Ｊ］ ． 药学学报，
２０１０， ４５（４）： ４９４⁃４９７．

［１５］ 　 丘建芳， 林 　 婧， 许 　 文， 等． ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 测定泽

泻药材中 ４ 种三萜类成分含量［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志，
２０１４， ２０（２）： ４２⁃４６．

一测多评法同时测定清解颗粒中 ３ 种成分

唐　 林１， 　 肖望重１， 　 黄　 莉１， 　 雷　 昌２， 　 夏新华３∗

（１． 湖南中医药大学第一附属医院， 湖南 长沙 ４１０００７； ２． 中药粉体与创新药物省部共建国家重点实验室

培育基地， 湖南 长沙 ４１０２０８； ３． 湖南中医药大学药学院， 湖南 长沙 ４１０２０８）

收稿日期： ２０１９⁃０１⁃２４
基金项目： 湖南中医药大学中医学国内一流建设学科（２０１８）； 全国名老中医药专家传承工作室建设项目（国中医药人教发［２０１６］４２）
作者简介： 唐　 林 （１９９０—）， 男， 硕士， 研究实习员， 从事中药制备工艺与质量标准研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ４９２１５０３０９＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 夏新华 （ １９６２—）， 男， 博士， 教授， 博士生导师， 从事中药新制剂、 新剂型、 新技术及制剂质量标准研究。 Ｔｅｌ：

（０７３１） ８８４５８３０５， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉａｘｉｎｈｕａ００１＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 建立一测多评法同时测定清解颗粒 （苦杏仁、 防风、 石膏等） 中 ３ 种成分的含有量。 方法　 该药物甲醇

提取液的分析采用依利特 Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃乙腈⁃０􀆰 １％ 冰醋酸， 梯度洗脱； 体积流

量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２１０、 ２５４ ｎｍ； 柱温 ３０ ℃。 以苦杏仁苷为内标， 建立其他 ２ 种成分的相对校正因子， 测定含有

量。 结果　 苦杏仁苷、 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷分别在 ３７􀆰 ０８～ １ ２３６、 ２２􀆰 ４ ～ ７４８、 １１􀆰 ８８～ ３９６ μｇ ／ ｍＬ 范围内

线性关系良好 （Ｒ２≥０􀆰 ９９９ ９）， 平均加样回收率 １０２􀆰 １７％ 、 １０１􀆰 １２％ 、 １０４􀆰 ７３％ ， ＲＳＤ １􀆰 ８５％ 、 １􀆰 ７４％ 、 ２􀆰 １２％ 。 一测

多评法所得结果与外标法接近。 结论　 该方法准确可靠， 可用于清解颗粒的质量控制。
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　 　 清解颗粒为湖南中医药大学第一附属医院的院

内制剂， 临床用于治疗小儿急性支气管炎和小儿慢

性支气管炎的急性发作， 疗效显著， 该制剂由生石

膏、 苦杏仁、 防风、 焦山楂等 １２ 味中药组成， 具

有解表清热、 化痰止咳的功效［１］， 苦杏仁、 防风

为方中君药， 其中苦杏仁苷为前者指标性成分， 升

麻素苷， ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷为后者指标性成

分， 三者均具有明显的止咳、 祛痰、 平喘、 抗炎、
抗病毒等药理作用［２⁃４］。 课题组前期对清解颗粒提

取工艺进行研究， 建立 ＨＰＬＣ 法测定指标成分含有

量， 但该方法操作繁琐， 成本较高［５］。
近年来， 一测多评法在中药多指标质量评价过

程中受到重视， 其优势为采用相对校正因子， 在仅

使用 １ 个对照品 （易得、 价廉、 稳定） 的情况下 实

现多指标成分同步测定， 成为一种适合中药特点的

多指标质量评价新模式［６］， 已在丹参、 黄连、 金

银花、 人参、 三七、 复方丹参片、 栀子金花丸等多

种中药及复方制剂的多指标质量控制中得到了应

用［７⁃９］。 因此， 本实验建立一测多评法， 以含有量

最高、 廉价易得的苦杏仁苷为内标， 建立其与升麻

素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷之间的相对校正因

子， 探讨该方法用于清解颗粒成分含有量测定的可

行性， 同时也可为该制剂质量控制提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪， 配置

ＤＥＡＢ８０６５４６ 高压四元泵、 ＤＥＡＡＣ１２８５３ 自动进样

器、 ＤＥＡＣＮ１３９７５ 柱温箱、 ＤＥＡＡＸ０３３２８ＤＡＤ 检测

器、 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｓｅｒｉｅｓ 色谱工作站 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）； Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相仪， 配

置 Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ ＵＶ 检测器、 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 色谱数据工

作站 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｈｅｉ⁃Ｖａｐ Ａｄｖａｎｔａｇｅ 型旋

转蒸发仪 （德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ 公司）； ＡＬ⁃２０４ 型分析

天平 ［梅特勒⁃托利多仪器 （上海） 有限公司］；
ＳＫ⁃７２００ＨＰ 超声波清洗器 （上海科导超声仪器有

限公司）。
１􀆰 ２　 试药　 白芍、 柴胡等中药饮片均购自康美药

业股份有限公司， 经湖南中医药大学药学院刘塔斯

教授鉴定为正品， 符合 ２０１５ 年版 《中国药典》 项

下规定。 苦杏仁苷 （批号 １１０８２０⁃２０１５０６， 含有量

９３􀆰 ４％ ）、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷 （批号 １１１５２３⁃
２０１５０９， 含 有 量 ９５􀆰 ８％ ）、 升 麻 素 苷 （ 批 号

１１１５２２⁃２０１５１１， 含有量 ９４􀆰 ８％ ） 对照品均购自中

国食品药品检定研究院。 甲醇、 乙腈、 冰醋酸为色

谱纯 （德国默克公司）； 其他试剂均为分析纯； 水

为超纯水 （法国威立雅有限公司 Ｐｕｒｅｌａｂ Ｏｐｔｉｏｎ
Ｑ１５ 超 纯 水 机 制 备 ）。 清 解 颗 粒 样 品 （ 批 号

２０１８０４０１、 ２０１８０５０１、 ２０１８０８０１）， 由湖南省中医

药研究院中药研究所制备。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取苦杏仁苷、 升麻素

苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷对照品适量， 置于

２５ ｍＬ量瓶中， 甲醇溶解定容， 得到贮备液 （三者

质量浓度分别为 １􀆰 ２３６、 ０􀆰 ７４８、 ０􀆰 ３９６ ｍｇ ／ ｍＬ），
３５０２
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于冰箱中冷藏备用。 精密量取适量， 加甲醇稀释，
即得 （ 每 １ ｍＬ 分 别 含 三 者 ０􀆰 ２４７、 ０􀆰 １５０、
０􀆰 ０７９ ｍｇ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液　 取颗粒 ２ ｇ， 研细， 精密称取

适量， 置于 ２５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 精密加入

５０ ｍＬ甲醇， 称定质量， 超声 （功率 ２５０ Ｗ、 频率

５０ ｋＨｚ） 提取 ３０ ｍｉｎ， 放冷， 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 滤过， 精密量取续滤液 ２５ ｍＬ， 浓缩至

干， 残渣加甲醇溶解， 转移至 １０ ｍＬ 量瓶中， 稀释

至刻度， 摇匀， 续滤液过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜，
即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方比例和制备工艺分

别制备缺苦杏仁、 防风的阴性样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２”
项下方法制备， 即得。
２􀆰 ２ 　 色谱条件 　 依利特 Ｃ１８ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ） ⁃
０􀆰 １％冰醋酸 （Ｃ）， 梯度洗脱， 程序见表 １； 体积

流量１ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２１０ ｎｍ （０ ～ ２０ ｍｉｎ， 苦

杏仁苷）、 ２５４ ｎｍ （２０ ～ ４０ ｍｉｎ， 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃
甲基维斯阿米醇苷）； 柱温 ３０ ℃； 进样量 ５ μＬ。
在上述色谱条件下， 各成分分离度良好， 阴性无干

扰， 色谱图见图 １。
表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ 甲醇 Ｂ 乙腈 Ｃ ０􀆰 １％ 冰醋酸

０ １９ ０ ８１
２０ １９ ０ ８１
２４ ６ １６ ７８
４０ ６ ２５ ６９

２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察　 精密量取对照品贮备液适

量， 按一定比例配制成 ６ 个质量浓度， 在 “２􀆰 ２”
项色谱条件下进样测定。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ），
溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表

２， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

苦杏仁苷 Ｙ＝４􀆰 ９５６ １Ｘ－２０􀆰 １５１ ０􀆰 ９９９ ９ ３７􀆰 ０８～１ ２３６
升麻素苷 Ｙ＝８􀆰 ８６０ ２Ｘ＋２􀆰 ３３０ ４ １ ２２􀆰 ４～７４８
５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷 Ｙ＝８􀆰 ９０１ ５Ｘ＋０􀆰 ６８２ ６ １ １１􀆰 ８８～３９６

２􀆰 ３􀆰 ２　 精密度试验 　 精密量取供试品 （批号

２０１８０８０１） 溶液 ５ μＬ， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进

样测定 ６ 次， 测得苦杏仁苷、 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基

维斯阿米醇苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ７２％ 、 ０􀆰 ４４％ 、

１． 苦杏仁苷　 ２． 升麻素苷　 ３． ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷

１． ａｍｙｇｄａｌｉｎ　 ２． ｐｒｉｍ⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ　 ３． ４′⁃Ｏ⁃β⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ⁃
５⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

０􀆰 ３９％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密量取供试品 （批号

２０１８０８０１） 溶液 ５ μＬ， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ
在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得苦杏仁

苷、 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷峰面积 ＲＳＤ
分别为 ０􀆰 ７７％ 、 ２􀆰 ２４％ 、 ２􀆰 ３５％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ
内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 批 样 品 （ 批 号

２０１８０８０１）， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备 ６ 份供试

品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得

苦杏仁苷、 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷含有

量 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ８７％ 、 １􀆰 ６５％ 、 ２􀆰 １０％ ， 表明该方

法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称取同一批样品 （批

４５０２
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号 ２０１８０８０１） 约 １ ｇ （含苦杏仁苷 ７􀆰 ６０ ｍｇ、 升麻素苷

１􀆰 ２２ ｍｇ、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷０􀆰 ４４ ｍｇ）， 共 ６ 份，
精密加入苦杏仁苷对照品溶液 （３􀆰 ２５９ ４ ｇ ／ ｍＬ）
２ ｍＬ、 升麻素苷对照品溶液 （０􀆰 ３２２ ｍｇ ／ ｍＬ） ４ ｍＬ、

５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷对照品溶液 （０􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｍＬ）
１􀆰 ６０ ｍＬ， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率，
结果见表 ３。

表 ３　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｎ＝６）

成分 称样量 ／ ｇ 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％
平均回收率 ／ ％

（ＲＳＤ ／ ％ ）
苦杏仁苷 １􀆰 ０６４ ９ ８􀆰 ０９１ ２ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ６１６ ８ １００􀆰 ０７ １０２􀆰 １７

１􀆰 ０５６ ２ ８􀆰 ０２５ １ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ８４３ ０ １０４􀆰 ５６ （１􀆰 ８５）
１􀆰 ０６２ ５ ８􀆰 ０７３ ０ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ７０２ １ １０２􀆰 ７０
１􀆰 ０６５ １ ８􀆰 ０９２ ７ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ８５０ ６ １０３􀆰 ６４
１􀆰 ０３４ ９ ７􀆰 ８６３ ３ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ５８３ ７ １０３􀆰 ０６
１􀆰 ０８２ ５ ８􀆰 ２２５ ０ ６􀆰 ５１８ ８ １４􀆰 ７４８ ４ ９７􀆰 ７１

升麻素苷 １􀆰 ０６４ ９ １􀆰 ３０４ ２ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ５６１ ８ ９８􀆰 ０３ １０１􀆰 １２
１􀆰 ０５６ ２ １􀆰 ２９３ ６ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ６１５ ４ １０３􀆰 ０２ （１􀆰 ７４）
１􀆰 ０６２ ５ １􀆰 ３０１ ３ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ６１５ ０ １０２􀆰 ３９
１􀆰 ０６５ １ １􀆰 ３０４ ５ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ５９６ ４ １００􀆰 ６９
１􀆰 ０３４ ９ １􀆰 ２６７ ５ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ５７４ ２ １０１􀆰 ８３
１􀆰 ０８２ ５ １􀆰 ３２５ ８ １􀆰 ２８８ ０ ２􀆰 ６１８ ７ １００􀆰 ７８

５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷 １􀆰 ０６４ ９ ０􀆰 ４６８ ９ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０３８ ６ １０１􀆰 ７９ １０４􀆰 ７３
１􀆰 ０５６ ２ ０􀆰 ４６５ １ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０５５ ７ １０５􀆰 ５２ （２􀆰 １２）
１􀆰 ０６２ ５ ０􀆰 ４６７ ８ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０７４ ９ １０８􀆰 ４７
１􀆰 ０６５ １ ０􀆰 ４６９ ０ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０５１ ９ １０４􀆰 １６
１􀆰 ０３４ ９ ０􀆰 ４５５ ７ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０４１ ９ １０４􀆰 ７５
１􀆰 ０８２ ５ ０􀆰 ４７６ ７ ０􀆰 ５６０ ０ １􀆰 ０５７ ０ １０３􀆰 ７０

２􀆰 ４　 相对校正因子测定 　 采用多点校正法。 取

“２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件

下进样测定， 以苦杏仁苷为内标， 计算其他 ２ 种成

分相对校正因子 ｆｋ ／ ｍ， 公式为 ｆｋ ／ ｍ ＝
ｆｋ
ｆｍ

＝
Ｗｋ×Ａｍ

Ｗｍ×Ａｋ

（Ａｋ 为内标峰面积， Ｗｋ 为内标质量浓度， Ａｍ 为组分

ｍ 峰面积， Ｗｍ 为组分 ｍ 质量浓度）［１０］， 结果见表 ４。
表 ４　 各成分相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
序号 ｆ苦杏仁苷 ／ 升麻素苷 ｆ苦杏仁苷 ／ ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷

１ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ５５
２ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ５４
３ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ５４
４ ０􀆰 ５５ ０􀆰 ５５
５ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ５６
６ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ５５

平均值 ０􀆰 ５５０ ０􀆰 ５４６
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ６６ １􀆰 ４１

２􀆰 ５　 耐用性考察

２􀆰 ５􀆰 １　 不同仪器、 色谱柱 　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对

照品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 考

察不同仪器 （Ｗａｔｅｒｓ ｅ２４８９、 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０）、 色谱

柱 （依利特 Ｃ１８、 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８、 Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ⁃Ｃ１８ ）
对相对校正因子的影响， 结果见表 ５， 可知均无明

显影响， 耐用性良好 （ＲＳＤ＜３􀆰 ０％ ）。

表 ５　 不同仪器、 色谱柱对相对校正因子的影响

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｒｅｌ⁃
ａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

仪器 色谱柱
相对校正因子

ｆ苦杏仁苷 ／ 升麻素苷 ｆ苦杏仁苷 ／ ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ⁃Ｃ１８ ０􀆰 ５６８ ０􀆰 ５６２
Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ ０􀆰 ５５８ ０􀆰 ５５２
依利特 Ｃ１８ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ５４７

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ⁃Ｃ１８ ０􀆰 ５２５ ０􀆰 ５４２
Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ ０􀆰 ５４８ ０􀆰 ５４１
依利特 Ｃ１８ ０􀆰 ５３８ ０􀆰 ５１７

平均值 — ０􀆰 ５４８ ０􀆰 ５４４
ＲＳＤ ／ ％ — ２􀆰 ７５ ２􀆰 ７８

２􀆰 ５􀆰 ２　 柱温 　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液， 在

“２􀆰 ２” 项色谱条件下测定柱温 ２５、 ３０、 ３５、 ４０ ℃
时的相对校正因子， 结果见表 ６， 可知均无明显影

响， 重复性良好 （ＲＳＤ＜３􀆰 ０％ ）。
２􀆰 ５􀆰 ３　 色谱峰定位　 以苦杏仁苷为内标， 考察其

他 ２ 种成分相对保留时间 （待测成分与内标成分

保留时间之比， ｔＲ） 和保留时间差 （待测成分与内

标成分保留时间之差， Δｔ）， 结果见表 ７， 可知以

ｔＲ 为 定 位 标 准 时， 各 成 分 差 异 较 大 （ ＲＳＤ ＞
３􀆰 ０％ ）； 以 Δｔ 为定位标准时， 各成分差异较小

（ＲＳＤ＜３􀆰 ０％ ）， 即可将其用于色谱峰定位。
５５０２
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表 ６　 不同柱温对相对校正因子的影响

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

柱温 ／ ℃
相对校正因子 保留时间差

ｆ苦杏仁苷 ／ 升麻素苷 ｆ苦杏仁苷 ／ ５⁃ Ｏ ⁃甲基维斯阿米醇苷 Δｔ苦杏仁苷 ／ 升麻素苷 Δｔ苦杏仁苷 ／ ５⁃ Ｏ ⁃甲基维斯阿米醇苷

２５ ０􀆰 ５４７ ０􀆰 ５４２ ２􀆰 ５７ ２１􀆰 ３６
３０ ０􀆰 ５４９ ０􀆰 ５４４ ２􀆰 ５６ ２１􀆰 ３５
３５ ０􀆰 ５５２ ０􀆰 ５４５ ２􀆰 ５５ ２１􀆰 ３０
４０ ０􀆰 ５５３ ０􀆰 ５４６ ２􀆰 ５２ ２１􀆰 ０３
平均值 ０􀆰 ５５ ０􀆰 ５４０ ２􀆰 ５５ ２１􀆰 ２６
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ３１ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ７３

表 ７　 各成分相对保留值、 保留时间差

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

仪器 色谱柱
升麻素苷 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷

ｔＲ Δｔ ｔＲ Δｔ
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ⁃Ｃ１８ ２􀆰 ００ １５􀆰 ３８ ２􀆰 ４０ ２１􀆰 ４３

Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ ２􀆰 １８ １５􀆰 ９５ ２􀆰 ５８ ２１􀆰 ３６
依利特 Ｃ１８ １􀆰 ９９ １５􀆰 １７ ２􀆰 ３８ ２１􀆰 １５

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ⁃Ｃ１８ ２􀆰 ０２ １５􀆰 ４０ ２􀆰 ４４ ２１􀆰 ７５
Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ ２􀆰 ２２ １５􀆰 ９４ ２􀆰 ７０ ２２􀆰 ５５
依利特 Ｃ１８ １􀆰 ９３ １５􀆰 ３０ ２􀆰 ３４ ２１􀆰 １４

平均值 — ２􀆰 ０６ １５􀆰 ５２ ２􀆰 ４７ ２１􀆰 ５６
ＲＳＤ ／ ％ — ５􀆰 ６３ ２􀆰 １７ ５􀆰 ５９ ２􀆰 ４７

２􀆰 ６　 样品含有量测定　 分别采用外标法和一测多

评法测定 ３ 批样品含有量， 结果见表 ８， 可知 ２ 种

方法所得结果无明显差异。

表 ８　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ）

批号
苦杏仁苷 升麻素苷

外标法 外标法 一测多评法

相对

误差 ／ ％
５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米醇苷

外标法 一测多评法

相对

误差 ／ ％
２０１８０４０１ ６􀆰 ３２ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ５５ １􀆰 ８ ０􀆰 ５８０ ０􀆰 ５８４ ０􀆰 ６０
２０１８０５０１ ５􀆰 ６０ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ４９ ２􀆰 ０８ ０􀆰 ５０５ ０􀆰 ５０９ ０􀆰 ７０
２０１８０８０１ ８􀆰 ０１ １􀆰 １９ １􀆰 ２１ １􀆰 ６８ ０􀆰 ４４３ ０􀆰 ４４７ ０􀆰 ９０

　 　 注：相对误差＝一测多评法计算值－外标法实测值
外标法实测值

×１００％

３　 讨论

本实验检测波长根据 《中国药典》 确定， 即

苦杏仁苷为 ２１０ ｎｍ， 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯阿米

醇苷为 ２５４ ｎｍ， 故采用二极管阵列检测器的波长

切换功能， 具有较高的灵敏度、 准确度、 专属性。
在选择流动相时， 比较了甲醇⁃水、 乙腈⁃水、 甲醇⁃
乙腈⁃水、 甲醇⁃乙腈⁃盐 （ ０􀆰 １％ 冰醋酸、 ０􀆰 １％ 磷

酸、 ０􀆰 １％ 甲酸） 的洗脱效果， 发现甲醇⁃水洗脱苦

杏仁苷分离效果较好， 乙腈⁃水洗脱 ５⁃Ｏ⁃甲基维斯

阿米醇苷分离效果较好， 而甲醇⁃乙腈⁃水洗脱各成

分时基本达到基线分离， 但升麻素苷存在轻微拖

尾， 故考虑在水相中加入弱酸来改善峰形拖尾， 由

于甲醇⁃乙腈⁃０􀆰 １％ 冰醋酸洗脱时成分分离度较好，
峰形对称， 故以其为流动相。

前期分别以苦杏仁苷、 升麻素苷、 ５⁃Ｏ⁃甲基维

斯阿米醇苷为内标， 比较其相对校正因子， 发现苦

杏仁苷最稳定 （ＲＳＤ＜２％ ）， 而且较易分离获得，

对照品价格便宜， 含有量最高， 故选择其作为

内标。
对于一测多评法的色谱峰定位， 主要是采用相

对保留时间［１１⁃１２］。 但本实验所测成分的相对保留

时间在不同色谱柱中明显不同， 可能是因为它们与

内标色谱峰保留时间的差异较大［１３⁃１４］， 故选择保

留时间差进行定位。
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摘要： 目的　 建立复方感冒灵颗粒 （山银花、 五指柑、 对乙酰氨基酚等） ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并鉴定其化学成分。 方法　
该药物 ５０％甲醇提取液的分析采用 Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸， 梯度洗脱；
体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２９０ ｎｍ； 柱温 ３０ ℃。 然后， 通过ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法进行定性鉴定。 结果　 １０ 批样

品指纹图谱中有 １１ 个共有峰， 相似度大于 ０􀆰 ９。 颗粒中鉴定出 １７ 种化学成分， 分别为奎尼酸、 丁香酸、 对乙酰氨基酚、
原儿茶酸、 新绿原酸、 绿原酸、 咖啡因、 隐绿原酸、 松柏醛、 咖啡酸、 二咖啡酰奎尼酸、 断氧化马钱子苷、 毛冬青酸、
异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ、 蒙花苷。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于复方感冒灵颗粒的质量评价。
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　 　 复方感冒灵颗粒由山银花、 五指柑、 野菊花、
三叉苦、 南板蓝根、 岗梅 ６ 味中药， 以及对乙酰氨

基酚、 咖啡因、 马来酸氯苯那敏 ３ 种西药组成的中

西药复方制剂， 用于治疗风热感冒及温病之发热、
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