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连花清瘟胶囊由连翘、金银花、炙麻黄、鱼腥草等 13味中

药组成，具有清瘟解毒、宣肺泄热的作用，临床用于治疗流行

性感冒[1-2]。目前，其主要成分的测定方法有薄层色谱法[3]、毛

细管胶束电动色谱法 [4]、高效液相色谱（HPLC）法 [5-7]、液相色

谱-质谱联用（LC-MS）法[8]等。超高效液相色谱（UPLC）法有

着工作效率高、流速低、耐压范围宽等优点，已经成功地应用
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摘 要 目的：建立同时测定连花清瘟胶囊中绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、3，4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸含量的方

法。方法：采用超高效液相色谱法。色谱柱为 Waters ACQUITY UPLC BEH C18柱，流动相为甲醇-乙腈-0.1％磷酸溶液（梯度洗

脱），流速为0.4 ml/min，柱温为40 ℃，检测波长为237 nm，进样量为5 μl。结果：绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、3，4-二咖啡酰奎宁

酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸检测质量浓度分别在0.035～0.7、0.011～0.21、0.042～0.83、0.031～0.61、0.009～0.18 mg/ml范围内与峰面

积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 9、0.999 9、0.999 7、0.999 9、0.999 8）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤2.06％；平均加

样回收率分别为97.2％、98.2％、98.1％、97.5％、96.5％，RSD分别为1.62％、2.26％、2.22％、2.05％、1.29％（n＝6）。结论：该方法简

单、快速、准确，可用于快速评价连花清瘟胶囊的质量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of 5 active compounds in Lianhua qingwen cap-

sules，including chlorogenic acid，cryptochlorogenic acid，forsythoside A，3，4-dicaffeoylquinic acid and 4，5-dicaffeoylquinic acid.

METHODS：UPLC method was adopted. The separation was performed on Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column with mobile

phase consisted of methanol-acetonitrile-0.1％ phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of 0.4 ml/min. The detection wave-

length was set at 237 nm and column temperature was 40 ℃ . The injection volume was 5 μl. RESULTS：The linear ranges were

0.035-0.7 mg/ml for chlorogenic acid（r＝0.999 9），0.011-0.21 mg/ml for cryptochlorogenic acid（r＝0.999 9），0.042-0.83 mg/ml

for forsythoside A（r＝0.999 7），0.031-0.61 mg/ml for 3，4-dicaffeoylquinic acid（r＝0.999 9）and 0.009-0.18 mg/ml for 4，5-dicaf-

feoylquinic acid（r＝0.999 8）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than ≤2.06％. The average re-

coveries were 97.2％（RSD＝1.62％，n＝6），98.2％（RSD＝2.26％，n＝6），98.1％（RSD＝2.22％，n＝6），97.5％（RSD＝

2.05％，n＝6），96.5％（RSD＝1.29％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid and accurate，which

provide scientific evidence for quality control of Lianhua qingwen capsules.
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的管理机制。
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在了化学成分复杂的中药的分析领域。故本试验尝试采用

UPLC法对连花清瘟胶囊中绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、3，

4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸5种活性成分进行含

量测定。

1 材料
ACQUITY UPLC H-CLASS型UPLC仪，包括四元高压梯

度泵、真空脱气机、自动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器、

Empower3色谱工作站（美国Waters公司）；KQ5200B型超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；AG135型电子分析天平

（瑞士Mettler-Toledo公司）。

绿原酸、连翘酯苷A对照品（中国食品药品检定研究院，

批号：110753-200413、111810-201001）；隐绿原酸、3，4-二咖啡

酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸对照品（成都曼思特生物科技

有 限 公 司 ，批 号 ：MUST-11112203、MUST-11083102、

MUST-11081803，质量分数＞98％）；连花清瘟胶囊（石家庄以

岭药业股份有限公司，批号：110121、110601、110807、110610、

110710、110220、110725、110147、110817、110910、110241、

120515）；乙腈、甲醇（色谱纯，美国Fisher公司）；磷酸（分析纯，

天津市科密欧化学试剂有限公司）；其他试剂均为分析纯，水

为重蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18柱（2.1 mm×100

mm，1.7 μm）；流动相：流动相A为甲醇，流动相B为乙腈，流动

相C为0.1％磷酸溶液，采用梯度洗脱（0～2 min为3％A和3％

B，＞2～3 min 为 3％→5％ A、3％→5％ B，＞3～10 min 为

5％→20％A、5％B，＞10～13.5 min 为 20％A、5％B，＞13.5～

22.5 min 为 20％→85％A、5％B）；流速：0.4 ml/min；柱温：40

℃；检测波长：237 nm；进样量：5 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 供试品溶液的制备 称取连花清瘟胶囊内容物，研细，

取约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 50 ml，称

定质量，超声处理 30 min（功率：250 W，频率：40 kHz），放冷，

称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，即得。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取绿原酸、隐绿原酸、连翘

酯苷A、3，4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸对照品适

量，置于同一50 ml棕色量瓶中，加入甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得5种成分质量浓度分别为0.70、0.21、0.83、0.61、0.18

mg/ml的对照品溶液。

2.3 系统适用性试验

精密吸取“2.2”项下供试品溶液和对照品溶液各5 μl，注入

UPLC仪，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，详见图

1。在该色谱条件下，5种成分可达到基线分离，理论板数按绿

原酸峰计应不低于3 000。

2.4 线性关系考察

分别精密吸取“2.2.2”项下对照品溶液 0.5、1.0、2.0、5.0、

8.0、10 ml，置于 10 ml量瓶中，分别以甲醇定容至刻度，摇匀，

得到不同质量浓度的系列溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测

定。以检测质量浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标进行线

性回归，回归方程及线性范围详见表1。

表1 回归方程及线性范围

Tab 1 Results of regression equation and linear range

待测成分
绿原酸
隐绿原酸
连翘酯苷A

3，4-二咖啡酰奎宁酸
4，5-二咖啡酰奎宁酸

回归方程
y＝810 289x－4 519.6

y＝3 000 356x－1 253.7

y＝604 169x－3 316.1

y＝2 000 321x－2 420.8

y＝1 005 132x－1 065.3

r

0.999 9

0.999 9

0.999 7

0.999 9

0.999 8

线性范围，μg/ml

0.035～0.7

0.011～0.21

0.042～0.83

0.031～0.61

0.009～0.18

2.5 精密度试验

取“2.2.2”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件连

续进样测定6次。结果，绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、3，4-二

咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸的 RSD 分别为 1.48％、

1.30％、1.09％、1.20％、2.06％，表明仪器精密度良好。

2.6 稳定性试验

取“2.2.1”项下供试品溶液适量，分别在放置0、2、4、8、12、

24 h时按“2.1”项下色谱条件进样测定。结果，绿原酸、隐绿原

酸、连翘酯苷A、3，4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸的

RSD分别为1.10％、1.15％、1.47％、1.56％、1.71％，表明供试品

溶液在24 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验

取样品（批号：110121）内容物适量，按“2.2.1”项下方法制

备供试品溶液，共 6份，按“2.1”项下色谱条件进样测定。结

果，绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、3，4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-

二咖啡酰奎宁酸的RSD分别为1.77％、1.94％、1.48％、0.97％、

图1 超高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；1.绿原酸；2.隐绿原酸；3.3，4-二咖啡酰奎宁酸；4.

连翘酯苷A；5.4，5-二咖啡酰奎宁酸

Fig 1 UPLC chromatograms
A.substance control；B.test sample；1.chlorogenic acid；2.cryptochloro-

genin acid；3.3，4-dicaffeoylquinic acid；4.forsythoside A；5.4，5-dicaf-

feoylquinic acid
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1.07％，表明本方法的重复性良好。

2.8 加样回收率试验

取己知含量的样品（批号：110121）内容物约0.5 g，共6份，

精密称定，分别加入一定量的绿原酸、隐绿原酸、连翘酯苷A、

3，4-二咖啡酰奎宁酸、4，5-二咖啡酰奎宁酸对照品溶液，按

“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样

测定并计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

绿原酸

隐绿原酸

连翘酯苷A

3，4-二咖啡酰奎宁酸

4，5-二咖啡酰奎宁酸

取样量，
g

0.501

0.503

0.506

0.504

0.502

0.504

0.501

0.503

0.506

0.504

0.502

0.504

0.501

0.503

0.506

0.504

0.502

0.504

0.501

0.503

0.506

0.504

0.502

0.504

0.501

0.503

0.506

0.504

0.502

0.504

所含量，
mg

1.659

1.665

1.674

1.667

1.662

1.669

0.361

0.363

0.365

0.363

0.362

0.364

2.175

2.183

2.195

2.186

2.179

2.188

1.559

1.564

1.573

1.566

1.562

1.568

0.452

0.454

0.456

0.454

0.453

0.455

加入量，
mg

1.610

1.610

1.610

1.610

1.610

1.610

0.420

0.420

0.420

0.420

0.420

0.420

2.250

2.250

2.250

2.250

2.250

2.250

1.570

1.570

1.570

1.570

1.570

1.570

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

测得量，
mg

3.237

3.207

3.219

3.212

3.234

3.275

0.790

0.764

0.781

0.775

0.769

0.774

4.362

4.347

4.417

4.341

4.464

4.423

3.124

3.131

3.068

3.103

3.063

3.084

0.964

0.961

0.952

0.951

0.952

0.955

加样回
收率，％

98.01

95.80

95.97

95.97

97.64

99.76

102.06

95.57

99.14

98.07

96.90

97.73

97.19

96.20

98.77

95.79

101.55

99.32

99.70

99.81

95.24

97.89

95.63

96.56

98.48

97.59

95.40

95.57

95.96

96.10

平均加样
回收率，％

97.2

98.2

98.1

97.5

96.5

RSD，
％

1.62

2.26

2.22

2.05

1.29

2.9 样品含量测定

取 12批连花清瘟胶囊样品各适量，分别按“2.2.1”项下方

法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算5

种成分含量，结果见表3。

3 讨论
3.1 检测波长的选择

通过使用二极管阵列检测器进行紫外区全波长扫描，分

别提取 210、237、254、280、320 nm 波长处的色谱图。结果显

示，5种待测成分在237 nm波长处均具有较高吸光度，并且分

离度良好，满足定量测定要求。因此，选择237 nm作为检测波

长。

3.2 流动相的选择

笔者考察了甲醇-0.1％磷酸溶液、乙腈-0.1％磷酸溶液、甲

醇-乙腈-0.1％磷酸溶液等不同流动相系统，结果显示以甲醇-

乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱，样品中的待测组

分分离度良好。因此，选择甲醇-乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相。

3.3 阴性对照试验的结果

笔者曾对处方中连翘和金银花进行了阴性对照试验，结

果发现连翘酯苷A阴性对照无干扰；而在金银花阴性样品中，

在与4，5-二咖啡酰奎宁酸保留时间相对应的位置上出现一个

小峰，经二极管阵列检测器检测，该峰光谱与4，5-二咖啡酰奎

宁酸一致，故推测可能方中其他药材中也含有 4，5-二咖啡酰

奎宁酸，此成分并非金银花的专属性成分。

综上所述，本方法简单、快速、准确，可用于快速评价连花

清瘟胶囊的质量。
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表3 样品含量测定结果（mg/g，n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples（mg/g，

n＝3）

批号

110121

110147

110220

110241

110601

110610

110710

110725

110807

110817

110910

120515

含量
绿原酸

3.31

4.52

2.77

2.00

2.48

2.93

2.57

2.67

3.42

1.97

2.30

1.49

隐绿原酸
0.72

0.94

0.96

0.74

0.96

0.99

0.82

0.87

1.00

0.78

0.91

0.65

连翘酯苷A

4.34

3.81

3.16

2.93

3.27

3.29

3.65

2.85

3.47

3.20

3.88

2.42

3，4-二咖啡酰奎宁酸
3.11

2.17

2.51

2.43

2.88

2.44

2.68

2.02

2.62

2.76

3.00

2.45

4，5-二咖啡酰奎宁酸
0.90

1.17

0.69

0.48

0.66

0.78

0.58

0.68

0.86

0.42

0.49

0.31

··4203


