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摘要： 目的　 建立 ＵＰＬＣ⁃ＰＤＡ 法同时测定复方五凤草液 （五凤草、 白芨、 猫爪草） 中没食子酸、 原儿茶酸、 对羟基

苯甲酸、 咖啡酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 柚皮素的含有量。 方法　 该药物 ８０％ 甲醇提取液的分析采用 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８色

谱柱 （２ １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １ ７ μｍ）； 流动相乙腈⁃０ １％ 甲酸， 梯度洗脱； 体积流量 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长

２６６ ｎｍ。 结果　 ７ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ≥０ ９９９ ５）， 平均加样回收率 ９６ ９６％ ～ １０２ ２６％ ， ＲＳＤ
０ ６５％ ～２ １０％ 。 结论　 该方法稳定准确， 重复性好， 可用于复方五凤草液的质量控制。
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　 　 肺外结核是指发生在肺部以外全身其他脏器的

结核病［１⁃３］， 当结核分支杆菌［４］ 经各种传播路径侵

犯机体局部组织时， 可引起病灶周围软组织、 皮

下、 皮肤坏死， 最终液化破溃而形成结核性溃疡创

面， 是世界上首要感染性疾病［３］， 约占肺外结核

一半以上［４⁃５］。 有学者临床观察发现［６］， 由于溃疡

周围血供破坏， 全身抗痨药物难以使局部组织中药

物达到有效杀菌浓度， 导致整体疗效较差， 故急需
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能显著促进结核型创面愈合的外用药物。
南京市中西医结合医院瘰疬科基于结核性溃疡

的病机特点， 研制了复方五凤草液， 方中五凤

草［７］又名泽漆， 性味辛、 苦、 凉， 具有行水杀虫、
祛腐解毒之功效， 其主要活性成分没食子酸、 原儿

茶酸、 金丝桃苷、 柚皮素等有抗菌、 抗炎、 抗氧化

作用［８⁃１０］， 能抑制结核杆菌的生长； 白芨［１１］ 性味

苦、 甘、 凉， 含有大量黏胶质， 具有收敛止血、 清

热湿、 消肿生肌之功效， 其成分没食子酸、 原儿茶

酸、 肉桂酸等具有抗耐药结核活性［１２⁃１３］， 对人型

结核杆菌有抑制作用， 并能提高伤口巨噬细胞数

量， 对组织愈合有保护作用； 猫爪草［１４］ 性味甘、
辛、 温， 具有清热解毒、 消肿散结之功效， 其煎

剂、 生药粉末、 醇提液在试管内对强毒人型结核菌

（Ｈ３７ＲＶ） 均有不同程度的抑制作用， 而且强于异

烟肼， 其所含对羟基苯甲酸、 咖啡酸等具有抑制细

菌、 真菌和酶作用［１２⁃１３］， 诸药共奏提脓祛腐、 活

血生肌之效， 并取得了满意的疗效［１５⁃１６］。
目前， 对复方五凤草液中各成分含有量测定仍

是空白。 因此， 本实验采用 ＵＰＬＣ⁃ＰＤＡ 法同时测

定复方五凤草液中没食子酸、 原儿茶酸、 对羟基苯

甲酸、 咖啡酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 柚皮素的含有

量， 可为进一步提高该制剂质量标准提供依据， 同

时也能促进治疗结核性溃疡外用药物的研发。
１　 材料

１ １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ ＵＰＬＣ 系统 ［配置四

元泵溶剂系统、 在线脱气机、 自动进样器、 Ｍａｓｓ
Ｌｙｎｘ４ １ 质谱工作站软件， 沃特世科技 （上海） 有

限公司］； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统 ［Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 实验室设

备 （上海） 有限公司］； ＭＸ⁃Ｓ 型旋涡混匀器 （美国

Ｓｃｉｌｏｇｅｘ 公司）； 台式高速冷冻离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ
公司）； ＢＳＡ２２０２Ｓ 型天平 ［十万分之一， 赛多利

斯科学仪器 （北京） 有限公司］； ＫＨ⁃５００Ｄ 型超声

波清洗器 （昆山禾创超声仪器有限公司）。
１ ２　 试剂与药物 　 ６ 批复方五凤草液 （院协编号

２０１８１０２６， Ｒ１～ Ｒ６） 购自南京市中西医结合医院

药房， 五凤草、 猫爪草、 白芨按 ２５ ∶ ３ ∶ ５ 比例配

伍， 加水浸没过药面煎煮 ３ 次， 每次 １ ｈ， 合并煎

液， 滤 过， 滤 液 浓 缩， 分 装， 即 得 （ 生 药 量

１ ７６ ｇ ／ ｍＬ）。 没食子酸 （Ｙ１９Ｍ８Ｃ３６１４３）、 对羟基

苯甲酸 （ＭＫＢＫ３ ５７６ Ｖ） 对照品购自上海源叶生

物科技有限公司； 原儿茶酸 （ＭＵＳＴ⁃１７０２２１０２）、
咖啡 酸 （ ＭＵＳＴ⁃１６０６０６１３ ）、 金 丝 桃 苷 （ ＭＵＳＴ⁃
１７１０１６０５）、 槲皮素 （ ＭＵＳＴ⁃１７１０１１０４）、 柚皮素

（ＭＵＳＴ⁃１７０３０４０６） 对照品购自成都曼斯特生物科

技有限公司。 甲醇、 乙腈、 甲酸均为色谱纯 （上
海安谱实验科技股份有限公司）； 水为超纯水

（Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水机制备）。
２　 方法及结果

２ １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２ １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １ ７ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃ ０ １％ 甲酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０～３ ｍｉｎ， ６％ Ａ； ３～７ ｍｉｎ， ６％ ～
２５％ Ａ； ７ ～ １３ ｍｉｎ， ２５％ ～ ５０％ Ａ）； 体积流量

０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 样品盘温度 １０ ℃； 二极

管阵列检测器， 检测波长 ２６６ ｎｍ； 进样量 ２ μＬ。
２ ２　 对照品溶液制备 　 精密称取适量没食子酸、
原儿茶酸、 对羟基苯甲酸、 咖啡酸、 金丝桃苷、 槲

皮素、 柚皮素对照品于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇分别溶

解定容至 ８ ４９０、 １ ０８２、 １ ２８６、 ０ ９５６、 ０ ９８８、
０ ９７８、 １ ０１０ ｇ ／ Ｌ， 吸取适量， 甲醇稀释成每 １ ｍＬ
分别含 ６０２ ０８、 ６０ ５９、 １３ １８、 ９５ ６０、 １６７ ９６、
１３ ６９、 １０ ４８ μｇ 上述成分， 即得。
２ ３　 供试品溶液制备　 取 ０ ５ ｍＬ 本品于 １０ ｍＬ 量

瓶中， ８０％ 甲醇稀释定容， 超声 （ ４０ Ｈｚ） 提取

３０ ｍｉｎ， 涡旋 ５ ｍｉｎ 后 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
０ ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２ ４　 方法学考察

２ ４ １　 专属性考察 　 吸取 “２ １” 项下对照品、
供试品溶液各 ２ μＬ， 在 “２ １” 项色谱条件下进样

测定， 结果见图 １。 由此可知， 各成分峰形良好，
无干扰现象， 表明该方法专属性良好。
２ ４ ２　 线性关系考察 　 精密吸取 “２ ２” 项下对

照品溶液， 按甲醇与混标 １ ∶ １ 比例梯度稀释 ７ 次，
每次稀释后均涡旋混匀 ３ ｍｉｎ， 在 “２ １” 项色谱

条件下进样测定。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ），
峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可

知各成分在各自范围内线性关系良好。
２ ４ ３　 精密度试验　 精密吸取中间质量浓度对照

品溶液适量， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得没食子酸、 原儿茶酸、 对羟基苯甲酸、 咖

啡酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 柚皮素峰面积 ＲＳＤ 分

别为 １ ００％ 、 ０ ７７％ 、 ０ ４５％ 、 ０ ３１％ 、 ０ ４９％ 、
０ ７４％ 、 ０ ４１％ ， 表明仪器精密度良好。
２ ４ ４　 稳定性试验　 取同一供试品溶液适量， 于

０、 ２、 ４、 ８、 １６、 ２４ ｈ 在 “２ １” 项色谱条件下进

样测定， 测得没食子酸、 原儿茶酸、 对羟基苯甲

酸、 咖啡酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 柚皮素峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ０ ４５％ 、 ０ ２９％ 、 １ １０％ 、 ３ ７４％ 、
８３
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１． 没食子酸　 ２． 原儿茶酸　 ３． 对羟基苯甲酸　 ４． 咖啡酸　 ５． 金丝桃苷　 ６． 槲皮素　 ７． 柚皮素

１． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ　 ４． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ　 ６． ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ　 ７． ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ

图 １　 各成分 ＵＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 １　 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）
没食子酸 Ｙ＝ ３０７ ９３Ｘ＋１ ０４３ ２ ０ ９９９ ９ ９ ４１～６０２ ０８

原儿茶酸 Ｙ＝ ４０２ ５１Ｘ＋２０９ ３７ ０ ９９９ ７ ０ ９５～６０ ５９

对羟基苯甲酸 Ｙ＝ ６４３ ２６Ｘ＋１５２ １５ ０ ９９９ ６ ０ ４８～３０ ８６

咖啡酸 Ｙ＝ ４８３ ３３Ｘ＋１３６ ７ ０ ９９９ ６ １ ４９～９５ ６０

金丝桃苷 Ｙ＝ ３１１ ５６Ｘ＋６７５ ２１ ０ ９９９ ５ ２ ６２～１６７ ９６

槲皮素 Ｙ＝ ３７２ １９Ｘ＋２７ ２７９ ０ ９９９ ８ ０ ２１～１３ ６９

柚皮素 Ｙ＝ ３７８ ６４Ｘ＋４２ １２８ ０ ９９９ ８ ０ ５２～３３ ５４

０ ２５％ 、 ０ ９３％ 、 ０ ５９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
２ ４ ５　 重复性试验 　 取同一批供试品溶液 （Ｒ３）
６ 份， 按 “２ ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２ １” 项色谱条件下进样测定， 测得没食子酸、
原儿茶酸、 对羟基苯甲酸、 咖啡酸、 金丝桃苷、 槲

皮素、 柚皮素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０ ９７％ 、 ２ ７４％ 、
２ ８０％ 、 ４ ２０％ 、 １ ９４％ 、 １ ５３％ 、 ０ ５０％ ， 表 明

该方法重复性良好。
２ ４ ６　 加样回收率试验 　 取供试品溶液 （Ｒ３） ６
份， 每份 ０ ５ ｍＬ， 加入 ０ ５ ｍＬ 对照品溶液， 按

“２ ３” 项下方法制备供试品溶液， 涡旋 ３ ｍｉｎ 混

匀， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收

率。 结果， 没食子酸、 原儿茶酸、 对羟基苯甲酸、
咖啡酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 柚皮素平均加样回收

率 分 别 为 ９９ ３０％ 、 ９９ ９０％ 、 ９９ ７８％ 、 ９９ ９９％ 、
９９ ８６％ 、 １０２ ２７％ 、 ９６ ９６％ 。 ＲＳＤ 分别为 １ ０４％ 、
１ １３％ 、 ０ ７２％ 、 １ ３６％ 、 ０ ６５％ 、 ２ １０％ 、 １ １６％ 。
２ ５　 样品含有量测定 　 取本品 ６ 份， 按 “２ ３”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２ １” 项色谱条件

下进样测定， 计算含有量， 结果见表 ２。

表 ２　 各成分含有量测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

编号
含有量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

没食子酸 原儿茶酸 对羟基苯甲酸 咖啡酸 金丝桃苷 槲皮素 柚皮素

Ｒ１ １ ２９６ ２ ０ ０７２ ９ ０ ０１０ １ ０ １１８ １ ０ １７７ ８ ０ ０１９ ０ ０ ００７ ０

Ｒ２ １ ３２０ ０ ０ ０７１ ０ ０ ００９ ９ ０ １３９ １ ０ １７７ ０ ０ ０１９ ５ ０ ００７ ５

Ｒ３ １ ２８６ ３ ０ ０７２ ４ ０ ００９ ７ ０ １２４ ６ ０ １７６ ７ ０ ０１９ １ ０ ００７ １

Ｒ４ １ ２８９ ０ ０ ０７２ ５ ０ ０１０ ８ ０ １２５ ３ ０ １７７ ５ ０ ０１９ １ ０ ００７ １

Ｒ５ １ ３４５ ２ ０ ０７５ ３ ０ ０１０ ６ ０ １５２ ４ ０ １８５ ０ ０ ０２０ ２ ０ ００７ ６

Ｒ６ １ ３２３ ２ ０ ０７１ １ ０ ０１０ ０ ０ １３９ ４ ０ １７７ １ ０ ０１９ ６ ０ ００７ ５

９３
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３　 讨论

３ １　 提取溶剂筛选　 本实验考察了溶剂水、 ５０％
甲醇、 ８０％ 甲醇、 甲醇的提取效果， 发现水、 甲醇

提取时供试品溶解度相对较低， 各成分出峰效果不

理想， 而 ５０％ 、 ８０％ 甲醇均能提取出各成分。 综合

考虑各成分峰面积， 最终确定 ８０％ 甲醇作为提取

溶剂。
３ ２　 色谱条件筛选　 本实验采用二极管阵列检测

器对检测波长进行考察， 发现对羟基苯甲酸吸收波

谱较窄， 仅有 １ 个最大吸收波长 ２５４ ｎｍ； 咖啡酸

最大吸收波长在 ３２４ ｎｍ 处， 在统一波长下观察时

其峰形较差， 故各成分峰面积均为其最大吸收波长

下的数值。 然后， 考察了流动相乙腈⁃水、 甲醇⁃
水、 乙腈⁃０ １％ 甲酸对色谱峰的影响， 发现乙腈⁃
０ １％ 甲酸洗脱时各成分分离度、 峰形在短时间内

最佳， 响应值最高， 故选择其作为流动相。
４　 结论

２０１５ 年版 《中国药典》 仅记载了复方五凤草

液中白及、 猫爪草的 ＴＬＣ 定性鉴别方法， 未涉及

泽漆和成分定量检测［１７］。 本实验首次建立快速方

便的 ＵＰＬＣ⁃ＰＤＡ 法同时测定复方五凤草液中没食

子酸、 原儿茶酸、 对羟基苯甲酸、 咖啡酸、 金丝桃

苷、 槲皮素、 柚皮素的含有量， 为该制剂质量控制

提供了依据， 也为后期研究促进结核性溃疡创面愈

合有效成分的作用机制及开发相关新药奠定了

基础。
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