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小儿感冒颗粒收载于2015年版《中国药典》（一部）中，由
广藿香、菊花、板蓝根、大青叶、石膏等 10 味药物组成[1]，具有
疏风解毒、清热解毒之功效，可用于治疗小儿风热感冒，发热
重、头胀痛，咳嗽痰黏、咽喉肿痛，流感等。木犀草苷、绿原酸
和异绿原酸A是菊花中的指标性成分，具有散风清热、平肝明
目、清热解毒等药理作用，可用于风热感冒、头痛眩晕、目赤肿
痛、眼目昏花、疮痈肿毒等证，有明显的抗炎、解热及肉毒素中
和作用[2-3]。（R，S）-告依春是板蓝根抗病毒的有效成分之一，是
衡量板蓝根质量的一个重要指标，同时也是反映感冒颗粒质
量的重要指标，具有清热解毒、凉血利咽等药理作用，可用于
温疫时毒、发热咽痛、温毒发斑、痄腮、烂喉丹痧、大头瘟疫、丹
毒、痈肿[4-5]。目前，小儿感冒颗粒的质量标准中载有用薄层色
谱法来鉴定大青叶和板蓝根中均含有的靛玉蓝，却并没有控

制板蓝根质量的专属标准[6-8]。因此，本课题组采用高效液相

色谱法（HPLC）同时测定小儿感冒颗粒中的木犀草苷、绿原

酸、异绿原酸A以及（R，S）-告依春的含量，以期为该药的质量

控制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AB 型 HPLC 仪，包括二极管阵列检测器（日本

Shimadzu公司）；FA1104型电子分析天平（上海精密科学仪器

有限公司）；KQ3200DB型数控超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司，功率：350 W，频率：40 kHz）；TGL-16C型离心机

（上海安亭科学仪器厂）。

1.2 药品与试剂

小儿感冒颗粒（江阴市中医院，编号：S1、S2、S3，规格：6 g/

袋）；（R，S）-告依春对照品（批号：111753-201103，纯度：

100.0％）、异绿原酸 A 对照品（批号：111782- 200801，纯度≥

98％）、绿原酸对照品（批号：110753-200413，纯度：96.2％）和

木犀草苷对照品（批号：111720-200905，纯度：96.5％）均购自

中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均

为分析纯，水为去离子水。
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摘 要 目的：建立同时测定小儿感冒颗粒中（R，S）-告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A含量的方法。方法：采用高效液相色

谱法。色谱柱为 Hedera C18，流动相为乙腈-0.1％甲酸（梯度洗脱），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 254 、330、370 nm ，柱温为

40 ℃，进样量为5 μl。结果：（R，S）-告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A的检测质量浓度线性范围分别为6.6～105 μg/ml（r＝

0.999 9）、9～140 μg/ml（r＝0.999 9）、9～144 μg/ml（r＝0.999 8）、9～138 μg/ml（r＝0.999 6）；定量限分别为330、450、450、450 ng，检

测限分别为66、90、90、90 ng；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜3％；加样回收率分别为 95.01％～98.77％（RSD＝1.48％，n＝

6）、95.14％～ 98.91％（RSD＝1.52％，n＝6）、95.11％～ 97.54％（RSD＝0.93％，n＝6）、95.58％～ 99.63％（RSD＝1.73％，n＝6）。

结论：该方法操作简便、结果准确，适用于测定小儿感冒颗粒中（R，S）-告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A 的含量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous determination of（R，S）-goitrin，chlorogenic acid，luteolo-

side and isochlorogenic acid A in Xiaoer ganmao granule. METHODS：HPLC was performed on the column of Hedera C18 with mo-

bile phase of acetonitrile-0.1％ formic acid aqueous at a flow rate of 1.0 ml/min，the detection wavelength was 254 nm，330 nm

and 370 nm，column temperature was 40 ℃，and the injection volume was 5 μl，RESULTS：The linear range was 6.6-105 μg/ml

for（R，S）-goitrin（r＝0.999 9），9-140 μg/ml for chlorogenic acid（r＝0.999 9），9-144 μg/ml for luteoloside（r＝0.999 8）and

9-138 μg/ml for isochlorogenic acid A（r＝0.999 6）；the limits of quantitation were 330 ng，450 ng，450 ng and 450 ng，limits of

detection were 66 ng，90 ng，90 ng and 90 ng，respectively；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than

3％；recoveries were 95.01％ -98.77％（RSD＝1.48％，n＝6），95.14％ -98.91％（RSD＝1.52％，n＝6），95.11％ -97.54％（RSD＝

0.93％，n＝6）and 95.58％-99.63％（RSD＝1.73％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple and accurate，and suitable for

the simultaneous determination of（R，S）-goitrin，chlorogenic acid，luteoloside and isochlorogenic acid A in Xiaoer ganmao granule.

KEYWORDS Xiaoer ganmao granules；（R，S）-goitrin；Chlorogenic acid；Luteoloside；Isochlorogenic acid A；HPLC
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2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Hedera C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈
（A）-0.1％甲酸（B），梯度洗脱（洗脱程序见表 1）；流速：1.0

ml/min；检测波长：254 、330、370 nm；柱温：40℃；进样量：5 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Conditions of gradient elution

时间，min

0～20

20～80

80

A，％
5

12

26

B，％
95

88

74

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取（R，S）-告依春、绿原
酸、木犀草苷和异绿原酸A对照品21.00、7.19、7.46、14.29 mg，

分别置于 10 ml 量瓶中，用甲醇定容，摇匀，即得（R，S）-告依
春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A 的质量浓度分别为 2.100、

0.692、0.720、1.400 mg/ml的单一对照品溶液。分别取上述单
一对照品溶液各 0.5、1、1、0.5 ml，置于同一 5 ml量瓶中，加甲
醇定容，即得。

2.2.2 供试品溶液 精密称取样品5 g，置于50 ml具塞三角瓶
中，加甲醇10 ml，称定质量，超声处理30 min，放冷，再次称定
质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，置于 1.5 ml离心管中，以
半径为0.5 cm、12 000 r/min离心10 min，取上清液，经0.45 µm

微孔滤膜滤过，取续滤液，即得[7]。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的制备工艺和配方比例，制备
不含菊花和板蓝根的阴性样品，再按“2.2.2”项下方法制备阴
性对照溶液。

2.3 系统适用性和专属性试验

精密量取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和阴性
对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，

详见图1。由图1可知，在该色谱条件下，各成分均能达到基线
分离，分离度＞1.5；理论板数以（R，S）-告依春、绿原酸、木犀草
苷和异绿原酸 A 峰计算均＞5 000；保留时间分别为 13.90、

21.15、47.31、53.59 min 。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，精密量取4、2、1、0.5、

0.25、0.125 ml，分别置于8 ml量瓶中，用甲醇定容，得系列线性
溶液。分别取上述系列线性溶液适量，按“2.1”项下色谱条件
进样测定，记录峰面积。以质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面
积（y）为纵坐标进行线性回归，回归方程与线性范围详见表2。

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，等倍逐步稀释，按
“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。当信噪
比为 10 ∶ 1时，得定量限（LOQ）；当信噪比为 3 ∶ 1时，得检测限
（LOD），结果详见表3。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条
件连续进样测定 6次，计算日内精密度；连续进样测定 3 d，计
算日间精密度。结果，（R，S）告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿
原酸 A 峰面积的日内精密度的 RSD 分别为 0.96％、0.92％、

0.60％ 、0.43％（n＝6），日间精密度的 RSD 分 别 为 0.85％、

0.86％、0.45％、0.34％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液适量，分别于室温下放置 0、2、

4、8、12 h时按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结

果，（R，S）告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸 A 峰面积的

RSD 分别为 2.11％、1.77％、0.85％、1.52％（n＝5），表明供试品

溶液在室温下12 h内基本稳定。

2.8 重复性试验

取同一批样品（编号：S1）适量，按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品（254 nm）；B.混合对照品（330 nm）；C.混合对照品（370

nm）；D.供试品（254 nm）；E.供试品（330 nm）；F.供试品（370 nm）；G.阴

性对照（254 nm）；H.阴性对照（330 nm）；I.阴性对照（370 nm）；1.（R，

S）-告依春；2.绿原酸；3.木犀草苷；4.异绿原酸A

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed reference substance（254 nm）；B.mixed reference substance

（330 nm）；C.mixed reference substance（370 nm）；D.test sample（254

nm）；E.test sample（330 nm）；F.test sample（370 nm）；G. negative con-

trol（254 nm）；H.negative control（330 nm）；I. negative control（370

nm）；1.R，S-goitrin；2.chlorogenic acid；3.luteoloside；4.isochlorogenic

acid A

2

3

4

表2 回归方程与线性范围

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
（R，S）-告依春
绿原酸
木樨草苷
异绿原酸A

回归方程
y＝20 433x+348 40

y＝15 997x+195 82

y＝11 584x+385 2

y＝15 764x+264 28

r

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 6

线性范围，μg/ml

6.6～105

9～140

9～144

9～138
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算含量，结果详见表4。由表4可知，本方法重复性良好。

表3 定量限与检测限测定结果（ng）

Tab 3 Determination results of quantitation limit and detec-

tion limit（ng）

待测成分
（R，S）-告依春
绿原酸
木樨草苷
异绿原酸A

LOQ

330

450

450

450

LOD

66

90

90

90

表4 重复性试验结果（n＝6）

Tab 4 Results of reproducibility tests（n＝6）

待测成分
（R，S）-告依春
绿原酸
木樨草苷
异绿原酸A

平均含量，μg/g

37.20

41.67

59.92

45.31

RSD，％
2.15

2.19

0.98

1.42

2.9 加样回收率试验

精密称取样品（编号：S1）5 g，置于50 ml具塞三角瓶，再精

密加入一定量（R，S）-依春绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A对照

品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果详见表5。

表5 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 5 Result of recovery tests（n＝6）

待测
成分

（R，S）-告依春

绿原酸

木樨草苷

异绿原酸A

称样
量，g

5.030 9

5.031 0

5.029 8

5.030 8

5.031 5

5.031 2

5.030 9

5.031 0

5.029 8

5.030 8

5.031 5

5.031 2

5.030 9

5.031 0

5.029 8

5.030 8

5.031 5

5.031 2

5.030 9

5.031 0

5.029 8

5.030 8

5.031 5

5.031 2

样品含
量，μg

187.0

187.0

187.0

187.0

187.0

187.0

206.2

206.2

206.2

206.2

206.2

206.2

301.5

301.5

301.4

301.5

301.5

301.5

228.0

228.0

228.0

228.0

228.0

228.0

加入量，
μg

202.5

202.5

202.5

202.5

202.5

202.5

183.0

183.0

183.0

183.0

183.0

183.0

280.0

280.0

280.0

280.0

280.0

280.0

215.0

215.0

215.0

215.0

215.0

215.0

测得量，
μg

379.4

382.3

384.1

380.5

385.3

387.0

380.3

387.2

380.5

380.9

381.3

380.6

567.8

574.6

571.0

569.3

568.9

568.5

433.5

440.4

442.2

434.0

435.3

435.4

加样回收
率，％

95.01

96.44

97.33

95.56

97.93

98.77

95.14

98.91

95.25

95.46

95.68

95.30

95.11

97.54

96.25

95.64

95.50

95.36

95.58

98.79

99.63

95.81

96.42

96.47

平均加样回
收率，％

96.84

95.96

95.90

97.12

RSD，
％

1.48

1.52

0.93

1.73

2.10 样品含量测定

取3个编号样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算各成

分含量，结果详见表6。

3 讨论
本试验参考了相关文献中（R，S）-告依春、绿原酸和异绿原

酸 A、木犀草苷含量测定时的检测波长 [9-12]，同时采用 190～

800 nm全波长进行扫面验证。结果，在200～265 nm波长范围

内（R，S）-告依春具有紫外吸收，木犀草苷、绿原酸和异绿原酸

A分离度不好；在 330 nm波长处绿原酸和异绿原酸A有很好

的分离，但是（R，S）-告依春却没有吸收峰；在370 nm波长处木

犀草苷的分离效果最好，而（R，S）-告依春、绿原酸、异绿原酸A

吸收峰却很低。为得到更好的各成分峰，综合考虑，本试验中

（R，S）-告依春、绿原酸和异绿原酸A、木犀草苷的检测波长分

别选用254、330、330、370 nm。

综上所述，本方法操作简便、结果准确，适用于测定小儿

感冒颗粒中（R，S）-告依春、绿原酸、木犀草苷和异绿原酸A 的

含量[13-14]。
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表6 样品含量测定结果（n＝3，μg/g）

Tab 6 Results of content determination of samples（ n＝3，

μg/g）

样品编号
S1

S2

S3

（R，S）-告依春
36.85

38.42

37.53

绿原酸
42.09

43.58

41.60

木樨草苷
59.13

61.74

60.59

异绿原酸A

46.40

47.23

45.53

··3838




