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双黄连颗粒是由金银花、黄芩、连翘3味中药经适宜加工、

提取制成的中成药，收载于《中国药典》2010年版（一部）[1]，具
有疏风解表、清热解毒之功效，临床用于治疗外感风热所致的
感冒，症见发热、咳嗽、咽痛。原标准仅有黄芩苷和连翘苷的
含量测定项。有文献报道单独或同时测定双黄连颗粒中绿原
酸、连翘苷、黄芩苷的含量[2-5]，但尚未见同时测定该制剂中绿
原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷 4种成分含量的报道。本试
验参考有关文献[1-12]，建立了以高效液相色谱（HPLC）法同时测
定双黄连颗粒中绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷含量的方
法，现报道如下。

1 材料

1200 型 HPLC 仪，包含 Agilent 1200 LC 色谱工作站、

G1322A（DEGASSER）溶剂脱气机、G1311A（Quat Pump）四元
泵、G1329A（ALS）自动进样器、G1314B VWD 紫外检测器
（美国 Agilent 公司）；CP225D 型电子天平（德国赛多利斯公
司）；AW-120型电子天平（西班牙COBOS公司）；SB3200S型
超声波清洗器[必能信超声（上海）有限公司]；HT-203A col-

umn HEATER型柱温箱（天津市恒奥科技发展有限公司）。

绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷对照品（中国食品药
品检定研究院，批号：110753-201314、111720-201106、110821-

201112、110715-200815，质量分数：96.6％、99.3％、91.8％、

95.2％）；双黄连颗粒（哈尔滨儿童制药厂有限公司，批号：
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摘 要 目的：建立同时测定双黄连颗粒中绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱

为 Eclipse XDB-C18，流动相为甲醇-0.4％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 0.80 ml/min，检测波长为 277 nm，柱温为 30 ℃，进样量为

10 μl。结果：绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷检测质量浓度分别在3.91～78.3、0.84～16.7、1.83～36.5、41.47～829.4 µg/ml范围

内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 8、0.999 9、0.999 8、0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤1.23％；平

均加样回收率分别为100.59％、101.04％、100.90％、100.76％，RSD分别为1.50％、2.05％、1.95％、1.46％（n＝9）。结论：该方法简

便、准确、重复性好，可用于双黄连颗粒的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for content determination of chlorogenic acid，luteolin，forsythin and ba-
icalin in Shuanghuanglian granules. METHODS：HPLC method was adopted. Eclipse XDB-C18 column was used with mobile phase
consisted of methanol-0.4％phosphoric acid solution（gradient elution）at the flow rate of 0.80 ml/min. The detection wavelength
was set at 277 nm. The column temperature was 30 ℃ and the injection volume was 10 μ l. RESULTS：The linear range were
3.91-78.3 µg/ml for chlorogenic acid（r＝0.999 8），0.84-16.7 µg/ml for luteolin（r＝0.999 9），1.83-36.5 µg/ml for forsythin（r＝
0.999 8）and 41.47-829.4 µg/ml for baicalin（r＝0.999 9）. RSDs of precision，Stability and reproducibility tests were all lower than
1.23％ . The average recoveries were 100.59％（RSD＝1.50％，n＝9），101.04％（RSD＝2.05％，n＝9），100.90％（RSD＝

1.95％，n＝9）and 100.76％（RSD＝1.46％，n＝9）．CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and reproducible，and
can be used for the quality control of the granules.
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130332；哈药集团中药二厂，批号：130629、130526）；甲醇为色
谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Eclipse XDB-C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动
相：甲醇（A）-0.4％磷酸溶液（B），采用梯度洗脱（梯度洗脱程
序见表 1）；检测波长：277 nm；流速：0.80 ml/min；柱温：30 ℃；

进样量：10 µl。
表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Mobile phase gradient elution program

时间，min

0

15

40

48

流动相A，％
17

30

48

20

流动相B，％
83

70

52

80

2.2 溶液的制备
2.2.1 混合对照品溶液的制备 精密称取绿原酸、木犀草苷、

连翘苷和黄芩苷对照品适量，以甲醇为溶剂，配制成每1 ml含
绿原酸0.391 mg、木犀草苷0.084 mg、连翘苷0.183 mg、黄芩苷
0.415 mg的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取本品内容物适量，研细，取约
0.2 g，精密称定，精密加入 70％甲醇 20 ml，称定质量，超声处
理（功率：250 W，频率：40 kHz）30 min，放冷，用甲醇补足减失
的质量，摇匀，中速滤纸滤过，滤液再用 0.45 µm 微孔滤膜滤
过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 按处方中药味的比例，分别制
备不含黄芩、不含连翘和不含金银花的模拟样品，按其工艺制
成阴性样品，再按“2.2.2”项下方法制成阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验
分别取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、阴性对照

溶液各适量，注入HPLC仪，进样，记录色谱，详见图1。由图1

可见，绿原酸峰、木犀草苷峰、连翘苷峰和黄芩苷峰与相邻组
分峰的分离度均大于 1.5，理论板数按绿原酸峰计大于 9 000；

且阴性样品在对照品色谱峰相应的位置上无吸收峰出现，表
明处方中的其他成分对测定结果无影响。

2.4 线性关系考察
精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 0.1、0.2、0.5、1.0、

1.5、2.0 ml，分别置于 10 ml量瓶中，加 50％甲醇稀释至刻度，

摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱。以检测质量浓度
为横坐标（x，µg/ml），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2。

表2 回归方程及线性范围

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
绿原酸
木犀草苷
连翘苷
黄芩苷

质量浓度，μg/ml

3.914 2

0.836 5

1.826 8

41.467 6

7.828 5

1.673 0

3.653 6

82.936 2

19.571 2

4.182 5

9.134 1

207.338 0

39.142 3

8.365 0

18.268 2

414.676 0

58.713 6

12.547 5

27.402 3

622.014 0

78.284 5

16.730 0

36.536 4

829.352 0

回归方程
y＝24.016x－30.700

y＝18.812x－3.600

y＝12.125x－28.800

y＝40.890x+1 645.900

线性范围，μg/ml

3.91～78.3

0.84～16.7

1.83～36.5

41.47～829.4

r

0.999 8

0.999 9

0.999 8

0.999 9

图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C缺黄芩阴性对照；D：缺连翘阴性对照；E.

缺金银花阴性对照；1.绿原酸；2.木犀草苷；3.连翘苷；4.黄芩苷

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. test sample；C. negative control without

Scutellaria baicalensis；D. negative control without Forsythia suspen-

sa；E. negative control without Lonicera japonica；1. chlorogenic acid；

2. luteolin；3. forsythin；4. baicalin
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2.5 精密度试验
精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 µl，按“2.1”项下

色谱条件重复进样 6次，测定峰面积。结果，绿原酸、木犀草
苷、连翘苷和黄芩苷峰面积的 RSD 分别为 0.61％、0.95％、

0.73％和0.32％，表明仪器的精度良好。

2.6 稳定性试验
取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：130332）适量，分别在放

置 0、1、2、4、6、8、10、12 h时按“2.1”项下色谱条件进样 10 µl，
测定峰面积。结果，绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷峰面
积的RSD分别为 0.91％、1.07％、0.88％和 0.91％，表明供试品
溶液在12 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验
取样品（批号：130332）细粉约 0.2g，共 6份，精密称定，分

别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，各按“2.1”项下色谱条
件进样10 µl，测定并计算含量。结果，绿原酸、木犀草苷、连翘
苷和黄芩苷的平均含量分别为 1.476 5、0.235 3、2.413 6、

24.384 2 mg/g，RSD 分别为 1.02％、1.23％、0.87％、0.79％，表
明本方法的重复性良好。

2.8 加样回收率试验
精密称取已知各成分含量的样品（批号：130332）细粉 9

份，每份约0.1 g，精密称定，每3份分别精密加入一定量的绿原
酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷对照品，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，计算加样回
收率，结果见表3。

2.9 样品含量测定
取不同批号的双黄连颗粒，按“2.2.2”项下方法制备供试
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品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定峰面积，以外标一

点法计算绿原酸、木犀草苷、连翘苷和黄芩苷的含量，结果见

表 4。

表3 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Result of recovery tests（n＝9）

待测
成分

绿原酸

木犀草苷

连翘苷

黄芩苷

称样量，
g

0.101 2

0.103 3

0.102 5

0.100 6

0.101 7

0.101 6

0.103 9

0.100 3

0.106 2

0.101 2

0.103 3

0.102 5

0.100 6

0.101 7

0.101 6

0.103 9

0.100 3

0.106 2

0.101 2

0.103 3

0.102 5

0.100 6

0.101 7

0.101 6

0.103 9

0.100 3

0.106 2

0.101 2

0.103 3

0.102 5

0.100 6

0.101 7

0.101 6

0.103 9

0.100 3

0.106 2

所含量，
mg

0.149 3

0.152 4

0.151 2

0.148 4

0.150 0

0.149 9

0.153 3

0.148 0

0.156 7

0.023 9

0.024 4

0.024 2

0.023 7

0.024 0

0.024 0

0.024 5

0.023 7

0.025 1

0.244 2

0.249 3

0.247 3

0.242 7

0.245 4

0.245 2

0.250 7

0.242 1

0.256 2

2.467 8

2.519 0

2.499 5

2.453 2

2.480 0

2.477 5

2.533 6

2.445 8

2.589 7

加入量，
mg

0.078 3

0.078 3

0.078 3

0.156 6

0.156 6

0.156 6

0.234 8

0.234 8

0.234 8

0.011 7

0.011 7

0.011 7

0.023 4

0.023 4

0.023 4

0.035 1

0.035 1

0.035 1

0.116 9

0.116 9

0.116 9

0.233 9

0.233 9

0.233 9

0.350 8

0.350 8

0.350 8

1.199 0

1.199 0

1.199 0

2.398 1

2.398 1

2.398 1

3.597 1

3.597 1

3.597 1

测得量，
mg

0.226 4

0.232 0

0.231 7

0.305 4

0.309 2

0.307 4

0.383 9

0.386 1

0.391 9

0.035 4

0.036 4

0.036 1

0.047 9

0.047 6

0.047 3

0.059 9

0.060 1

0.059 6

0.363 2

0.364 9

0.368 2

0.472 6

0.478 5

0.485 1

0.601 8

0.604 0

0.606 5

3.678 2

3.697 1

3.731 9

4.876 1

4.870 8

4.902 9

6.233 1

6.035 1

6.198 6

加样回收率，
％

98.49

101.70

102.76

100.25

101.69

100.63

98.21

101.38

100.18

98.18

103.13

101.68

103.26

100.62

99.70

100.63

103.73

98.41

101.78

98.91

103.71

98.28

99.66

102.59

100.09

103.20

99.84

100.95

98.26

102.78

101.04

99.70

101.14

102.84

99.78

100.33

平均加样回收率，
％

100.59

101.04

100.90

100.76

RSD，
％

1.50

2.05

1.95

1.46

表4 样品含量测定结果（mg/g，n＝3）

Tab 4 Results of content determination of samples（mg/g，

n＝3）

批号
130332

130629

130526

绿原酸
1.475 2

0.344 5

0.450 2

木犀草苷
0.235 9

0.438 4

0.172 8

连翘苷
2.412 9

0.889 5

1.044 4

黄芩苷
24.385 3

24.882 9

40.154 3

3 讨论
3.1 流动相的选择

本试验参照《中国药典》2010年版（一部）比较了甲醇-水-

冰醋酸（50 ∶ 5 ∶ 1，V/V/V）、乙腈-水（25 ∶ 75，V/V）、甲醇-水-磷酸

（47 ∶ 53 ∶ 0.2，V/V/V）、乙腈 -0.4％磷酸溶液（13 ∶ 87，V/V）、甲

醇-0.4％磷酸溶液等不同流动相的出峰情况。结果发现，对双

黄连颗粒而言选择甲醇-0.4％磷酸溶液为流动相进行梯度洗

脱，待测成分分离较好且峰形较佳。

3.2 检测波长的选择
经紫外-可见分光光度法测定，绿原酸在 277和 324 nm波

长处有最大吸收，连翘苷的最大吸收波长为277 nm，黄芩苷在
276和 315 nm 波长处有最大吸收，木犀草苷在 255和 350 nm
波长处有最大吸收。进而比较了混合对照品溶液各成分在
255和277 nm波长下的峰面积，发现绿原酸变化不大，木犀草
苷在 277 nm下的峰面积是 255 nm下的 61％，而连翘苷在 255

nm下的信号很弱，黄芩苷的信号则增强了2.5倍。故最终选用
277 nm为本试验的测定波长，以提高各种成分的检测灵敏度。

3.3 提取溶剂及方法的选择
分别用甲醇、70％甲醇和 70％乙醇加热回流或超声处理

等进行样品提取考察。结果发现，采用70％甲醇超声处理（功
率：250 W，频率：40 kHz）30 min提取效果最佳。故本试验最
终选用此提取溶剂及方法。

3.4 其他
表 4的结果表明，不同生产厂家的绿原酸、连翘苷含量差

异较大；而同一厂家不同批号的产品则是木犀草苷和黄芩苷
含量差异较大，这可能是由于药材的品质及工艺的差别所造
成。但是，各厂家药物的用法与用量却相同，这使得本品在临
床应用时，有可能会产生较大的药效偏差，甚至产生副作用。

因此，为了保证患者的用药安全，需更好地完善其质量标准以
有效反映制剂质量。

综上所述，本方法简便、准确、重复性好，可用于双黄连颗
粒的质量控制。
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