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摘 要 目的：建立同时测定柴银口服液中绿原酸、葛根素和黄芩苷含量的方法。方法：采用高效液相色谱（HPLC）法。色谱柱为

Purospher® STAR RP-18 endcapped（55 mm × 4 mm，3 μm），流动相为甲醇-2％冰醋酸水溶液（梯度洗脱），检测波长为 327 nm

（0～＜4 min）、250 nm（4～＜6 min）、280 nm（6～10 min），流速为1.0 ml/min，柱温为30 ℃。结果：绿原酸、葛根素和黄芩苷的质量

浓度分别在0.436 8～8.736 0 μg/ml、0.206 4～4.128 0 μg/ml和2.060～41.200 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系

（r均为0.999 9）；三者精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜3％；平均加样回收率分别为99.57％、99.91％和100.08％，RSD分别为

1.75％、1.69％和2.20％（n均为6）。结论：波长切换HPLC法简便、快速、准确、可靠，可用于柴银口服液质量的全面控制与评价。

关键词 柴银口服液；高效液相色谱法；波长切换；绿原酸；葛根素；黄芩苷；含量测定

Content Determination of Chlorgenic Acid，Puerarin and Baicalin in Chaiyin Oral Solution by HPLC with
Switching Wavelength
LI Xiang，LIU Gui-yang，MA Jian-li，ZHOU Liang，HUANG Xin-xin（Dept. of Pharmacology，The First Affiliat-
ed Hospital of PLA General Hospital，Beijing 100048，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of chlorgenic acid，puerarin and baicalin in

Chaiyin oral solution. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Purospher® STAR RP-18 end-

capped（55 mm×4 mm，3 μm）column with mobile phase consisted of methanol-2％ glacial acetic acid（gradient elution）at the

flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 327 nm（0-＜4 min），250 nm（4-＜6 min）and 280 nm（6-10 min）. The

column temperature was set at 30 ℃. RESULTS：The liner ranges of chlorgenic acid，puerarin and baicalin were 0.4368-8.736 0 μg/

ml（r＝0.999 9），0.206 4-4.128 0 μg/ml（r＝0.999 9）and 2.060-41.200 μg/ml（r＝0.999 9），respectively. RSDs of precision，stabil-

ity and reproducibility tests were all lower than 3％ . Average recoveries were 99.57％（RSD＝1.75％，n＝6），99.91％（RSD＝

1.69％，n＝6）and 100.08％（RSD＝2.20％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid，accurate and reli-

able，and it could be used for the quality control and evaluation of Chaiyin oral solution.

KEYWORDS Chaiyin oral solution；HPLC；Switching wavelength；Chlorgenic acid；Puerarin；Baicalin；Content determination
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柴银口服液是由柴胡、金银花、黄芩、葛根、荆芥、青蒿、连
翘、桔梗、苦杏仁、薄荷和鱼腥草11味中药组成的抗流感制剂，

具有清热解毒、利咽止咳的作用，临床上主要用于治疗呼吸道
感染外感风热证，症见发热恶风，头痛、咽痛，汗出，鼻塞流涕，

咳嗽，舌边尖红、苔薄黄等。目前，分别测定柴银口服液中黄
芩苷、绿原酸、连翘苷等成分的方法陆续有文献报道，但各种
方法采用的色谱条件不一致，且存在检测时间较长，无法用于

3 个成分同时测定的不足 [1-4]。本试验采用高效液相色谱
（HPLC）法结合检测波长切换技术，可在10 min内快速测定柴
银口服液中绿原酸、葛根素和黄芩苷的质量浓度，方法简便、

快速，结果准确可靠，可以为进一步完善制剂的质量控制和评
价方法提供参考和依据。

1 材料
1.1 仪器
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1200型 HPLC 仪（美国 Agilent 公司），包括四元泵、VWD

检测器、自动进样器和ChemStation化学工作站；AE240型电子

天平（瑞士Mettler Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

绿原酸、葛根素和黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究

院 ，批 号 分 别 为 110753- 200413、110752-200511、110715-

200815）；柴银口服液（鲁南厚普制药有限公司，20 ml/支，批

号：00512058、00512070、00512073、00512082、00512083）；甲

醇为色谱纯，冰醋酸为分析纯，水为重蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Purospher® STAR RP-18 endcapped（55 mm × 4

mm，3 μm）；流动相：甲醇-2％冰醋酸水溶液，梯度洗脱（梯度洗

脱程序及检测波长见表1）；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；进样

量：5 μl；运行时间：10 min。

表1 梯度洗脱程序及检测波长

Tab 1 Gradient elution condition and detection wavelength

时间，min

0～＜4

4～＜6

6～＜6.5

6.5～＜10

甲醇，％
15

20

25

55

2％冰醋酸水溶液，％
85

80

75

45

检测波长，nm

327

250

280

280

2.2 对照品溶液的制备

精密称取绿原酸对照品适量，用甲醇溶解，制成质量浓度

为 2.184 mg/ml 的对照品溶液；精密量取绿原酸对照品溶液

0.5 ml，置 25 ml 量瓶中，用甲醇定容，即得质量浓度为 43.68

μg/ml的绿原酸对照品贮备溶液。

精密称取葛根素对照品适量，用甲醇溶解，制成质量浓度

为 1.032 mg/ml 的对照品溶液；精密量取葛根素对照品溶液

0.5 ml，置 25 ml 量瓶中，用甲醇定容，即得质量浓度为 20.64

μg/ml的葛根素对照品贮备溶液。

精密称取在60 ℃减压干燥4 h后的黄芩苷对照品适量，用

甲醇溶解，制成质量浓度为 1.03 mg/ml的对照品溶液；精密量

取黄芩苷对照品溶液5 ml，置25 ml量瓶中，用甲醇定容，即得

质量浓度为206 μg/ml的黄芩苷对照品贮备溶液。

分别精密量取绿原酸、葛根素及黄芩苷对照品贮备溶液

0.1、0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 ml，置于 10 ml量瓶中，加甲醇稀释至

刻度，摇匀，即得不同质量浓度的系列混合对照品溶液。

2.3 供试品溶液的制备

精密量取柴银口服液 1 ml，置于 10 ml量瓶中，加甲醇至

刻度，摇匀，0.22 μm滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.4 阴性对照溶液的制备

依照处方比例，分别按生产工艺制备缺金银花、葛根、黄

芩的阴性样品，按“2.3”项下供试品溶液的制备方法，制得阴性

对照溶液。

2.5 专属性试验

取混合对照品溶液、供试品溶液和阴性对照溶液适量，按

“2.1”项下色谱条件分别进样测定。结果显示，供试品溶液中

绿原酸、葛根素和黄芩苷的色谱峰与其他色谱峰能达到基线

分离，且保留时间与对照品溶液一致，各阴性对照溶液在其相

同保留时间处无色谱峰，表明其他组方药材对绿原酸、葛根素

和黄芩苷的测定无干扰。色谱见图1。

2.6 线性关系考察

取不同浓度的系列混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件分别进样，测定峰面积。分别以绿原酸、葛根素和黄芩

苷的质量浓度（μg/ml）为横坐标（x），以其各自的峰面积积分值

为纵坐标（y），绘制标准曲线，得线性回归方程：绿原酸为 y＝

26.82x+1.854（r＝0.999 9，n＝6），线性范围为 0.436 8～8.736 0

μg/ml；葛根素为 y＝18.66x+0.845 7（r＝0.999 9，n＝6），线性范

围为 0.206 4～4.128 0 μg/ml；黄芩苷为 y＝30.74x+2.258（r＝

0.999 9，n＝6），线性范围为 2.060～41.200 μg/ml。结果表明，

绿原酸、葛根素和黄芩苷在各自线性范围内与其峰面积呈良

好的线性关系。

2.7 精密度试验

精密吸取绿原酸、葛根素和黄芩苷的对照品溶液适量，按

“2.1”项下色谱条件连续进样6次，测定峰面积。结果显示，绿

原酸、葛根素和黄芩苷峰面积的 RSD 分别为 1.00％、0.23％、

0.18％（n＝6），表明仪器的精密度良好。

2.8 稳定性试验

取批号为00512058的样品，按“2.3”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件，分别于0、2、4、8、10、12 h各进样1
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C.金银花阴性对照；D.葛根阴性对照；E.黄芩

阴性对照；1.绿原酸；2.葛根素；3.黄芩苷

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed control；B.test sample；C.Lonicera japonica negative control；D.

Kudzuvine Root negative control；E.Scutellaria baicalensis negative

control；1.chlorgenic acid；2.puerarin；3.baicalin

0 2 4 6 8 9
t，min
B
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次，测定峰面积。结果显示，绿原酸、葛根素和黄芩苷峰面积

的RSD分别为1.45％、1.44％、1.13％（n＝6），表明供试品溶液

在12 h内稳定性良好。

2.9 重复性试验

取批号为 00512058的样品，按“2.3”项下方法制备 6份供

试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进样测定。结果显示，绿

原酸、葛根素和黄芩苷的平均质量浓度分别为 42.17、52.98、

622.5 μg/ml，RSD分别为1.21％、2.35％、1.98％（n＝6），表明本

方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

精密称取批号为00512058的样品6份，其中绿原酸、葛根

素和黄芩苷质量浓度分别为42.18、52.99、622.9 μg/ml，分别精

密加入21.84 μg/ml绿原酸对照品贮备溶液1.0 ml，20.64 μg/ml

葛根素对照品贮备溶液1.3 ml，206 μg/ml黄芩苷对照品贮备溶

液1.5 ml，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，分别进样测定，计

算回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery test（n＝6）

成分
绿原酸

葛根素

黄芩苷

取样量，ml

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

样品含量，μg

21.09

21.09

21.09

21.09

21.09

21.09

26.50

26.50

26.50

26.50

26.50

26.50

311.50

311.50

311.50

311.50

311.50

311.50

加入量，μg

21.84

21.84

21.84

21.84

21.84

21.84

26.83

26.83

26.83

26.83

26.83

26.83

309.00

309.00

309.00

309.00

309.00

309.00

测得量，μg

43.57

42.74

42.80

42.80

42.47

42.63

53.69

53.71

52.89

53.23

52.66

53.65

627.30

622.80

627.80

621.20

611.40

613.90

回收率，％
102.93

99.13

99.40

99.40

97.89

98.63

101.34

101.42

98.36

99.63

97.50

101.19

102.20

100.74

102.36

100.23

97.06

97.86

x，％

99.57

99.91

100.08

RSD，％

1.75

1.69

2.20

2.11 样品含量测定

取 5批次柴银口服液样品，按“2.3”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进样测定，计算绿原酸、葛根

素和黄芩苷的含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples（n＝3）

批号

00512058

00512070

00512073

00512082

00512083

绿原酸
含量，μg/ml

42.18

33.57

37.83

34.20

62.16

RSD，％
1.09

2.44

1.26

2.10

2.09

葛根素
含量，μg/ml

52.99

41.56

53.62

54.57

64.28

RSD，％
2.37

1.72

2.22

1.87

2.67

黄芩苷
含量，μg/ml

622.90

536.30

571.00

541.60

732.00

RSD，％
1.91

1.91

1.55

1.23

2.52

3 讨论
参照 2010年版《中国药典》（一部）并通过比较绿原酸、葛

根素和黄芩苷在波长200～400 nm的紫外光谱，可以发现绿原

酸、葛根素和黄芩苷的最大吸收波长分别为 327、250、280

nm。3种成分的特征吸收波长差异较大，在配备单一波长的紫

外检测器中通常采用分别测定的方法；若采用多波长的二极

管阵列检测器，则对仪器的要求较高，增加试验成本[5-7]。本试

验采用波长切换的方法，结合流动相梯度洗脱，可以有效分离

绿原酸、葛根素和黄芩苷 3种成分，并分别在其最大吸收波长

处测定质量浓度[8-10]。该方法灵敏度高、简便可行，且对仪器的

要求较低，有利于测定工作的开展和实现。

本试验采用新型 Purospher® STAR RP-18 endcapped 色谱

柱，其3 μm的填料粒径，可以增加色谱峰的分离度，有助于取

得更好的色谱峰型；55 mm的色谱柱长度，能够有效降低色谱

柱的压力，可以在普通 HPLC 仪上使用。采用梯度洗脱的方

法，可以在 10 min内完成绿原酸、葛根素和黄芩苷 3种极性差

别较大成分的同时测定，且均能达到很好的分离效果，满足质

量浓度测定的系统适用性要求。
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