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摘要： 目的　 建立二丁颗粒 （紫花地丁、 半边莲、 蒲公英等） ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并测定表告依春、 单咖啡酰基酒石

酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸的含有量。 方法　 该药物 ６０％ 乙醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８色谱

柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ４􀆰 ０ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２４２、 ３３０ ｎｍ；
柱温 ３０ ℃。 结果　 １０ 批样品中有 １１ 个共有峰， 相似度大于 ０􀆰 ９０。 ５ 种成分在各自范围内线性关系良好（ ｒ≥０􀆰 ９９９ ７），
平均加样回收率 １０１􀆰 ８％ ～１０３􀆰 ４％ ， ＲＳＤ ０􀆰 ９２％ ～２􀆰 ２％ 。 结论　 该方法简便准确， 专属性强， 重复性好， 可用于二丁

颗粒的质量控制。
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　 　 二丁颗粒为 ２０１５ 年版 《中国药典》 收载的中

药成方制剂， 由紫花地丁、 半边莲、 蒲公英、 板蓝

根 ４ 味药材组成， 功效清热解毒， 用于火热毒盛所

致的热疖痈毒、 咽喉肿痛、 风热火眼［１］， 可治疗

痤疮、 慢性支气管炎、 急性咽炎等［２⁃７］。 目前， 药

典中二丁颗粒质量控制指标仅为秦皮乙素［１］； 近

来有学者报道了其中单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙

素、 菊苣酸 ３ 种成分含有量的测定方法［８］， 但仍未
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能对制剂整体质量进行有效评价， 如表告依春为板

蓝根主要有效成分， 具有很强的抗病毒活性［９⁃１０］，
但目前并无相关报道。

单咖啡酰基酒石酸、 咖啡酸、 菊苣酸等酚酸类

成分具有抑病毒、 抑菌、 抗炎、 抗氧化等药理作

用［１１⁃１２］， 秦皮乙素具有抗炎、 抗肿瘤作用［１３⁃１５］，
为二丁颗粒药效成分。 因此， 本实验建立二丁颗粒

ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并测定表告依春、 单咖啡酰基酒

石酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸含有量， 以期为

该制剂质量控制提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪， 配置

ＵＶ 型紫外检测器、 安捷伦工作站 （美国安捷伦公

司）； 密思博超纯水器； ＳＱＰ 电子分析天平 ［十万

分之一， 赛多利斯科学仪器 （北京） 有限公司］；
ＴＧＬ⁃１６Ｇ 离 心 机 （ 上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂 ）；
ＫＱ５２００Ｂ 超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公

司）； ＨＷＳ⁃２６ 电热恒温水浴锅 （上海一恒科学仪

器有限公司）。
１􀆰 ２　 试药 　 紫花地丁 （批号 ２０１８０５０１）、 板蓝根

（批号 ２０１８０１０１）、 蒲公英 （批号 ２０１８０２０１）、 半

边莲 （批号 ２０１８０２０１） 均由南宁市景昌中药饮片

有限公司提供， 经广西中医药大学鉴定教研室蔡毅

教授鉴定为正品。 表告依春 （批号 １７１２０６）、 单咖

啡酰 基 酒 石 （ 批 号 １７１１３０ ）、 菊 苣 酸 （ 批 号

１７１１３０） 对照品 （上海融禾医药科技有限公司）；
秦皮乙素 （批号 １１０７４１⁃２００１０２）、 咖啡酸 （批号

１１０８８５⁃２０１７０８） 对照品 （中国食品药品检定研究

院）， 含有量均大于 ９８％ 。 二丁颗粒共 １０ 批， 批号

１７１１９３ （２０ ｇ ／袋）， 购自四川古蔺肝苏药业有限公司；
批 号 １８０１２０ （ ２０ ｇ ／袋 ）、 １８０４０１ （ ２０ ｇ ／袋 ）、
１８１４１０Ｄ （２０ ｇ ／袋）、 １８０６０４Ｄ （无糖， ４ ｇ ／袋）、
１８０３１７ （２０ ｇ ／袋）， 购自修正药业集团长春高新制

药有 限 公 司； 批 号 １８０９１１ （ 无 糖， ４ ｇ ／袋 ）、
１８０９１８ （ 无 糖， ４ ｇ ／袋 ）、 １８０９０３ （ ２０ ｇ ／袋 ）、
１８０９２６ （２０ ｇ ／袋）， 由广西中医药大学药学中心实

验室制备。
甲醇、 乙腈为色谱纯； 乙醇等其他试剂均为分

析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８色谱

柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ４􀆰 ０ μｍ）； 流动相乙腈

（Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ １２ ｍｉｎ，
５％ ～１０％ Ａ； １２ ～ ２０ ｍｉｎ， １０％ Ａ； ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，

１０％ ～１７％ Ａ； ３０～５０ ｍｉｎ， １７％ ～２４％ Ａ）； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２４２ ｎｍ （０ ～ １２ ｍｉｎ）、
３３０ ｎｍ （１２～５０ ｍｉｎ）； 柱温 ３０ ℃； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取各对照品适量， 置

于 ５ 个 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容， 制得贮备

液， 取适量置于同一量瓶中， 甲醇稀释， 制成分别

含表告依春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙素、 咖啡

酸、 菊苣酸 １０􀆰 ８、 ６０􀆰 ４、 １１１、 １１􀆰 １、 ２８􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ，
即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液 　 精密称取相当于原药材 ２ ～
５ ｇ的颗粒适量， 置于 １００ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 加入

４０ ｍＬ ６０％ 乙醇回流 ４５ ｍｉｎ， 滤过， 滤液挥干， 残

渣用 ６０％ 乙醇溶解并定容至 １０ ｍＬ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心， 取上清液过微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方工艺制备缺紫花地

丁、 板蓝根、 蒲公英、 半边莲的其他药材各 １ 份，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３　 ＨＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ３􀆰 １　 稳定性试验　 取颗粒（批号 １８０９２６） ２􀆰 ５ ｇ，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、
４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下各进样

５ μＬ 测定。 以 ４ 号峰 （秦皮乙素） 保留时间和色

谱峰面积为参照， 测得其余 １０ 个色谱峰相对保留

时间 ＲＳＤ 在 ０􀆰 ０３％ ～０􀆰 １７％ 之间， 相对峰面积 ＲＳＤ
在 ０􀆰 ２７％ ～２􀆰 ８％ 之间， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好， 符合指纹图谱测定要求。
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 精 密 度 试 验 　 取 供 试 品 溶 液 （ 批 号

１８０９２６）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次。
以 ４ 号峰 （秦皮乙素） 保留时间和色谱峰面积为

参照， 测得其余 １０ 个色谱峰相对保留时间 ＲＳＤ 在

０􀆰 ０５％ ～０􀆰 ２９％ 之间， 相对峰面积 ＲＳＤ 在 ０􀆰 ３７％ ～
２􀆰 ０％ 之间， 表明仪器精密度良好， 符合指纹图谱

测定要求。
２􀆰 ３􀆰 ３ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 批 颗 粒 （ 批 号

１８０９２６） ２􀆰 ５ ｇ， 共 ６ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制

备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下各进

样 ５ μＬ 测定。 以 ４ 号峰 （秦皮乙素） 保留时间和

色谱峰面积为参照， 测得其余 １０ 个峰相对保留时

间 ＲＳＤ 在 ０􀆰 ０２％ ～ ０􀆰 １３％ 之间， 相对峰面积 ＲＳＤ
在 ０􀆰 ３０％ ～ １􀆰 ６％ 之间， 表明该方法重复性良好，
符合指纹图谱测定要求。
２􀆰 ３􀆰 ４　 建立方法　 取 １０ 批颗粒适量， 按“２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件
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下进样测定， 结果见图 １， 再采用 《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统》 （２０１２􀆰 １３０７２３ 版） 对指纹

图谱进行分析， 发现 １１ 个共有峰 （图 ２）， 其中 ４
号峰为秦皮乙素， 是君药紫花地丁主要活性成分，

该色谱峰分离度较好， 响应值较高， 保留时间适

宜， 故选择其为参照峰。 相似度见表 １， 可知各批

样品相似度均在 ０􀆰 ９０ 以上， 表明指标成分一致性

较好。

图 １　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２． 表告依春　 ３． 单咖啡酰基酒石酸　 ４． 秦皮乙素　 ５． 咖啡酸

９． 菊苣酸

２． ｅｐｉｇｏｉｔｒｉｎ　 ３． ｍｏｎｏｃａｆｆｅｙｌｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ　 ４． ｃｉｃｈｏｒｉｇｅｎｉｎ　 ５． ｃａｆｆｅｉｃ
ａｃｉｄ　 ９． ｃｉｃｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ

图 ２　 ＨＰＬＣ 指纹图谱共有峰

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｏｆ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ

表 １　 １０ 批样品相似度

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
样品 相似度 样品 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９９１ Ｓ６ ０􀆰 ９６７
Ｓ２ ０􀆰 ９２３ Ｓ７ ０􀆰 ９６３
Ｓ３ ０􀆰 ９４８ Ｓ８ ０􀆰 ９７７
Ｓ４ ０􀆰 ９８１ Ｓ９ ０􀆰 ９７５
Ｓ５ ０􀆰 ９６４ Ｓ１０ ０􀆰 ９７５

２􀆰 ３􀆰 ５　 特征峰归属　 精密吸取表告依春、 单咖啡

酰基酒石酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸对照品溶

液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 二极管阵

列检测器同时记录色谱图和各色谱峰紫外吸收光

谱， 并与指纹图谱共有模式中共有特征峰进行对

比， 发现共有模式中 ２～５、 ９ 号特征峰的保留时间

及其紫外光谱分别与表告依春、 单咖啡酰基酒石

酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸对照品一致， 故确

认为相应成分。 然后， 精密吸取缺紫花地丁、 蒲公

英、 半边莲、 板蓝根阴性样品溶液， 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 并与颗粒指纹图谱共有模式

中共有特征峰进行比对， 结果见图 ３， 可知 １、 ８

号峰为 ４ 种药材共有特征峰， ２ 号峰 （表告依春）
归属为板蓝根， ４ 号峰 （秦皮乙素）、 ７ 号峰归属

为紫花地丁， ３ 号峰 （单咖啡酰基酒石酸）、 ５ 号

峰 （咖啡酸）、 ９ 号峰 （菊苣酸） 归属为蒲公英，
６、 １０～１１ 号峰归属为半边莲。

注： Ａ～Ｅ 分别为供试品溶液及缺半边莲、 板蓝根、 蒲公英、 紫

花地丁阴性样品溶液

图 ３　 二丁颗粒及阴性样品 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｅｒｄｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ４　 含有量测定

２􀆰 ４􀆰 １　 专属性试验　 取供试品、 对照品、 阴性样

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 ４。 由图可知， 对照品、 供试品色谱图相应位

置具有相同保留时间色谱峰， 阴性无干扰， 理论塔

板数以秦皮乙素 （３ 号峰） 计应不少于 ６ ０００。
２􀆰 ４􀆰 ２ 线性关系考察　 取对照品贮备液适量， 逐级

稀释制成分别含表告依春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦

皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸 ２􀆰 １６ ～ ８６􀆰 ２、 １２􀆰 １ ～ １３３、
２２􀆰 １～ ２４４、 ２􀆰 ２２ ～ ２４􀆰 ４、 ５􀆰 ６０ ～ ６１􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 各精密吸取 ５ μＬ， 在 “２􀆰 １” 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。
３９５２
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１． 表告依春　 ２． 单咖啡酰基酒石酸　 ３． 秦皮乙素　 ４． 咖啡酸

５． 菊苣酸

１． ｅｐｉｇｏｉｔｒｉｎ　 ２． ｍｏｎｏｃａｆｆｅｙｌｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｃｉｃｈｏｒｉｇｅｎｉｎ
４． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｃｉｃｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ

图 ４　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
表告依春 Ｙ＝３４ ３２８􀆰 ３４８ ４Ｘ＋１２􀆰 １４３ ７２ ０􀆰 ９９９ ９ ２􀆰 １６～８６􀆰 ２
单咖啡酰基酒石酸 Ｙ＝１８ ２４３􀆰 ２１８ ３Ｘ＋１１􀆰 ５８４ ０５９ ０􀆰 ９９９ ８ １２􀆰 １～１３３
秦皮乙素 Ｙ＝１３ ４６８􀆰 ０４６ ９Ｘ＋０􀆰 ５６２ ０４５ ４ ０􀆰 ９９９ ９ ２２􀆰 １～２４４
咖啡酸 Ｙ＝２２ ９８６􀆰 ７３５ １Ｘ＋０􀆰 ０６４ ３０８ ４ ０􀆰 ９９９ ８ ２􀆰 ２２～２４􀆰 ４
菊苣酸 Ｙ＝２０ ９３４􀆰 １４０ ４Ｘ－１􀆰 ２１８ ５４３ ２ ０􀆰 ９９９ ７ ５􀆰 ６０～６１􀆰 ６

２􀆰 ４􀆰 ３　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液 ５ μＬ，
在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样 ６ 次， 测得表告依

春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣

酸峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ７７％ 、 １􀆰 ０％ 、 ０􀆰 ９７％ 、
１􀆰 １％ 、 ０􀆰 ２０％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液 （批号

１８０９２６）， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下各进样 ５ μＬ， 测得表告依春、 单咖啡

酰基酒石酸、 秦皮乙素、 咖啡酸、 菊苣酸峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ３９％ 、 ０􀆰 ４４％ 、 ０􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ６０％ 、
０􀆰 ８２％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。

２􀆰 ４􀆰 ５　 重复性试验　 精密称取同一批样品 （批号

１８０９２６） ６ 份， 每份 ２􀆰 ５ ｇ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法

制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下各进样

５ μＬ， 测得表告依春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙

素、 咖啡酸、 菊苣酸含有量 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２％ 、
１􀆰 ６％ 、 １􀆰 ２％ 、 １􀆰 ５％ 、 １􀆰 ４％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取各成分含有量

已知的样品 （批号 １８０９２６） １􀆰 ２５ ｇ， 共 ６ 份， 精密

加入含表告依春（０􀆰 ０４０ ４ ｍｇ ／ ｍＬ）、 单咖啡酰基酒

石酸 （０􀆰 ４０１ ｍｇ ／ ｍＬ）、 秦皮乙素（０􀆰 ６８６ ｍｇ ／ ｍＬ）、
咖啡酸 （０􀆰 ０６６ ６ ｍｇ ／ ｍＬ）、 菊苣酸 （０􀆰 ２６９ ｍｇ ／ ｍＬ）
对照品溶液各 １􀆰 ００ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样 ５ μＬ
测定， 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
取样量 ／

ｇ
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％

平均回收
率 ／ ％

（ＲＳＤ ／ ％ ）
表告依春 １􀆰 ２５３ ９ ０􀆰 ０４０ ７ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８３ ０ １０４􀆰 ７ １０３􀆰 ３

１􀆰 ２５０ ６ ０􀆰 ０４０ ６ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８２ ５ １０３􀆰 ８ （１􀆰 ４）
１􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ０４０ ７ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８２ ４ １０３􀆰 ３
１􀆰 ２５２ ７ ０􀆰 ０４０ ７ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８１ ９ １０２􀆰 １
１􀆰 ２５２ ０ ０􀆰 ０４０ ７ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８３ １ １０５􀆰 ０
１􀆰 ２５１ ６ ０􀆰 ０４０ ７ ０􀆰 ０４０ ４ ０􀆰 ０８１ ５ １０１􀆰 ３

单咖啡酰 １􀆰 ２５３ ９ ０􀆰 ４０５ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ８２０ １０３􀆰 ５ １０２􀆰 ４
基酒石酸 １􀆰 ２５０ ６ ０􀆰 ４０４ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ８２２ １０４􀆰 １ （２􀆰 ２）

１􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ４０５ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ７９８ ９８􀆰 １
１􀆰 ２５２ ７ ０􀆰 ４０３ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ８２０ １０３􀆰 ８
１􀆰 ２５２ ０ ０􀆰 ４０５ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ８１６ １０２􀆰 ５
１􀆰 ２５１ ６ ０􀆰 ４０４ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ８１４ １０２􀆰 ３

秦皮乙素 １􀆰 ２５３ ９ ０􀆰 ６９０ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ４０８ １０４􀆰 ８ １０３􀆰 ４
１􀆰 ２５０ ６ ０􀆰 ６８９ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ３９８ １０３􀆰 ４ （１􀆰 ３）
１􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ６８９ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ４０２ １０４􀆰 ０
１􀆰 ２５２ ７ ０􀆰 ６８７ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ３９８ １０３􀆰 ６
１􀆰 ２５２ ０ ０􀆰 ６８９ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ３９９ １０３􀆰 ５
１􀆰 ２５１ ６ ０􀆰 ６８８ ０􀆰 ６８６ １􀆰 ３８０ １００􀆰 ９

咖啡酸 １􀆰 ２５３ ９ ０􀆰 ０６６ ８ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３６ １０４􀆰 ３ １０２􀆰 ６
１􀆰 ２５０ ６ ０􀆰 ０６６ ７ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３６ １０４􀆰 ０ （１􀆰 ９）
１􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ０６６ ７ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３３ ９９􀆰 ６
１􀆰 ２５２ ７ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３６ １０３􀆰 ９
１􀆰 ２５２ ０ ０􀆰 ０６６ ８ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３６ １０３􀆰 ２
１􀆰 ２５１ ６ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 ０６６ ６ ０􀆰 １３４ １００􀆰 ９

菊苣酸 １􀆰 ２５３ ９ ０􀆰 ２６７ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４７ １０３􀆰 ３ １０１􀆰 ８
１􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４１ １０１􀆰 ２ （０􀆰 ９２）
１􀆰 ２５２ ７ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４１ １０１􀆰 ２
１􀆰 ２５２ ０ ０􀆰 ２６８ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４１ １０１􀆰 ４
１􀆰 ２５１ ６ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４１ １０１􀆰 ２
１􀆰 ２５２ ３ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４５ １０２􀆰 ７

２􀆰 ４􀆰 ７　 样品含有量测定　 精密称取相当于原药材
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２～５ ｇ 的不同批号颗粒粉末， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方

法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下各进

样 ５ μＬ 测定， 计算含有量， 结果见表 ４。

表 ４　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝２）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝２）

批号 表告依春 单咖啡酰基酒石酸 秦皮乙素 咖啡酸 菊苣酸

１７１１９３（含糖） ０􀆰 ００６ ３３ ０􀆰 １４７ ０􀆰 ３３５ ０􀆰 ０１８ １ ０􀆰 ０９６ ０
１８０４１０Ｄ（含糖） ０􀆰 ０１４ ８ ０􀆰 ０５６ ６ ０􀆰 ２９７ ０􀆰 ００８ １２ ０􀆰 ０２２ ４
１８０１２０（含糖） ０􀆰 ０１０ ８ ０􀆰 ０６４ ０ ０􀆰 ２１０ ０􀆰 ００８ ６２ ０􀆰 ０２５ １
１８０３１７（含糖） ０􀆰 ００５ ３６ ０􀆰 ０８３ ６ ０􀆰 １７０ ０􀆰 ０１０ ７ ０􀆰 ０７８ ２
１８０４０１（含糖） ０􀆰 ００７ ３９ ０􀆰 ０７５ ６ ０􀆰 １７８ ０􀆰 ００８ ５９ ０􀆰 ０５４ ４
１８０９２６（含糖） ０􀆰 ０３２ ８ ０􀆰 ３２５ ０􀆰 ５５４ ０􀆰 ０５３ ９ ０􀆰 ２１４
１８０９０３（含糖） ０􀆰 ０３０ ９ ０􀆰 ３１８ ０􀆰 ５４０ ０􀆰 ０５３ ８ ０􀆰 ２１３
１８０９１１（无糖） ０􀆰 １２７ １􀆰 ２８３ ２􀆰 ４９８ ０􀆰 １５４ ０􀆰 ８４８
１８０６０４Ｄ（无糖） ０􀆰 ４８９ ０􀆰 ２５２ １􀆰 １０６ ０􀆰 ０４５ ８ ０􀆰 １０３
１８０９１８（无糖） ０􀆰 ０８０ １ ０􀆰 ８０８ １􀆰 ６１０ ０􀆰 ０９９ ６ ０􀆰 ５４１

３　 讨论

３􀆰 １　 色谱条件选择 　 本实验考察了甲醇⁃水、 乙

腈⁃水、 甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸、 乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸、 乙腈⁃
０􀆰 １％冰乙酸、 乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸、 乙腈⁃０􀆰 ０８％ 磷酸、
乙腈⁃０􀆰 １２％ 磷酸流动相， 发现乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸洗脱

时各成分色谱峰分离度较好， 而且出峰时间适中；
考察了 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ （ ２５０ ｍｍ ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ４􀆰 ０ μｍ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃
Ｃ１８ （ ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５􀆰 ０ μｍ）、 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｇｅｍｉｎｉ⁃Ｃ１８ （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱， 发

现 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ 色谱柱分离度、 峰

形、 柱效较好； 考察了柱温 ２５、 ３０、 ３５ ℃， 发现

３０ ℃时分离度、 峰形较好； 考察了体积流量 ０􀆰 ８、
１􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 发现 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时洗脱效果较

好； 采用 ＤＡＤ 检测器在 １９０ ～ ４００ ｎｍ 波长处进行

扫描， 发现表告依春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙

素、 咖啡酸、 菊苣酸最佳吸收波长分别为 ２４２、
３３０、 ３４４、 ３２２、 ３３０ ｎｍ， 为了使各成分均能获得

尽可能高的测量灵敏度， 本实验采用双波长切换时

间序列采样方式进行检测， 即 ０ ～ １２ ｍｉｎ ２４２ ｎｍ，
１２～５０ ｍｉｎ ３３０ ｎｍ， 发现在此条件下各成分吸收及

峰型较理想， 并可达到良好的分离效果。 综上所

述， 最优色谱条件为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８色

谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ４􀆰 ０ μｍ）； 流动相乙腈⁃
０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检

测波长 ２４２、 ３３０ ｎｍ； 柱温 ３０ ℃。
３􀆰 ２　 提取条件选择　 本实验考察了甲醇、 ３０％ 甲

醇、 ６０％ 甲醇、 水、 乙醇、 ３０％ 乙醇、 ６０％ 乙醇、
４０％ 甲醇 （含 １％ 乙酸） ［１２］、 ７０％ 甲醇 （含 ５％ 甲

酸） ［１６］， 发现以 ６０％ 乙醇为提取溶剂时各成分综合

提取率最高； 考察了冷浸、 超声、 回流提取， 发现

回流提取效率明显优于超声提取与冷浸提取； 考察

了 ２５、 ４０、 ５５ ｍＬ 提取溶剂体积及 １５、 ３０、 ４５、
６０、 ９０ ｍｉｎ 提取时间， 发现 ４０ ｍＬ、 ４５ ｍｉｎ 时各成

分基本提取完全。 综上所述， 最优提取条件为

４０ ｍＬ ６０％ 乙醇回流提取 ４５ ｍｉｎ。
４　 结论

本实验建立二丁颗粒 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并测定

表告依春、 单咖啡酰基酒石酸、 秦皮乙素、 咖啡

酸、 菊苣酸含有量， 发现指纹图谱专属性较强， 测

定方法简便准确， 重复性较好， 对提高该制剂质量

标准有着积极的参考意义。
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ｏｆ ｔｉｌｉｒｏｓｉｄｅ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ， ｔｏｔａｌ ａｓｈ ａｎｄ
ｅｘｔｒａｃｔ， ＨＰＬＣ ｗａｓ ａｄｏｐｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｌｉｒｏｓｉｄｅ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｔｈｅ ＴＬＣ ｓｐｏｔｓ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒ ａｎｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ． Ｔｉｌｉｒｏｓｉｄｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ４７６ ４ － ２３８􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝
１􀆰 ０００ ０）， ｗｈｏｓｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９９􀆰 ０％ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ２􀆰 ２８％ ． Ｉｎ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ， ｔｏｔａｌ ａｓｈ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｅｒｅ １１􀆰 ４％ － １４􀆰 ０％ ， ６􀆰 ２％ － １２􀆰 ６％ ａｎｄ ４􀆰 ４％ － ９􀆰 ６％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｕ． ｌｏｂａｔａ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｕｒｅｎａ ｌｏｂａｔａ Ｌ．； ｔｉｌｉｒｏｓｉｄｅ； ＴＬＣ； ＨＰＬＣ
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