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［摘　 要］ 　 建立一种超高效液相色谱法同时测定双黄连口服液中黄芩苷、绿原酸、连翘苷的含量的

方法。 采用 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ Ｈ－Ｃｌａｓｓ 超高效液相系统，Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＴＵＶ 紫外检测器，ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱

柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．７ μｍ），柱温 ２５ ℃，流动相乙腈－０．１％甲酸梯度洗脱，流速 ０．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样

体积 ４ ｕＬ，检测波长 ２７８ ｎｍ。 结果表明，所检测的 ３ 种成分在测定的质量浓度范围内线性关系良

好，ｒ 值均大于 ０．９９９，加样回收率在 ９７％～１０３％之间，ＲＳＤ 均小于 ２．５％。 试验精密度、重复性、准确

性和稳定性良好。 该方法简单、高效，灵敏度好，可用于双黄连口服液中 ３ 种成分的含量测定。
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ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ａｔ ２５ ℃， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２７８ ｎｍ ｂｙ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｉｎｃｌｕｄｅｓ． Ｔｈｅ
ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｗｅｒｅ ｌｉｎｅａｒ ｉｎ ｃｅｒｔａｉｎ ｒａｎｇｅｓ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｒ＞０．９９９） ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｗａｓ ９７％～１０３％ ａｎｄ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２．５％． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｗｈｉｃｈ
ｃａｎ ｂｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｗａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｓｈｕａｎｇｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＵＰＬＣ－ＴＵＶ； Ｓｈｕａｎｇｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ； ｂａｉｃａｌｉｎ； ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ； ｆｏｒｓｙｔｈｉｎ

　 　 双黄连口服液临床用药广泛，是目前抗病毒、
治疗呼吸道感染性疾病的首选药之一。 《中华人民

共和国兽药典》２０１５ 版采用 ２ 种流动相分别检测

黄芩苷、绿原酸、连翘苷的含量，过程复杂、耗时较

长［１］。 贺国彬等［２－４］建立了 ＨＰＬＣ 同时检测双黄连

制剂中多种成分的方法，大大缩短了更换流动相需
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要的配制及平衡时间，但是由于 ＨＰＬＣ 系统自身的

特点，单针样品的分析周期仍在 ６０ ｍｉｎ 以上。 近年

来，顾媛媛［５－７］ 等人采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ 或 ＵＰＬＣ－ＭＳ－

ＭＳ 的方法对双黄连制剂中 ３ 种或多种有效成分进

行了含量测定方法的摸索，极大提高了灵敏度和工

作效率，可由于质谱仪高昂的价格及检测费用使这

些方法仅停留在研究阶段，难以推广应用。 本试验

在前期研究的基础上，建立了 ＵＰＬＣ－ＴＵＶ 同时测

定双黄连口服液黄芩苷、绿原酸、连翘苷的含量的

分析方法，该方法准确、快速、灵敏度高，为双黄连

口服液多成分的快速分析奠定了基础。
１　 材料与方法

１．１　 仪器和试药 　 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ Ｈ－Ｃｌａｓｓ 超高效

液相系统，Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＴＵＶ 紫外检测器， ＢＥＨ
Ｃ１８ 色谱柱 （２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．７ μｍ ），Ｍａｓｓｌｙｎｘ
色谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）、ＣＰＡ２２５Ｄ 电子分

析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）。 黄芩苷对照品（批
号：Ｚ０２７１７０５，纯度为 ９６．８％），绿原酸对照品（批号：
Ｚ０２６１７０２），连翘苷对照品（批号：１１０８２１－２０１６１５，
纯度为 ９４．９％）均购自中国兽医药品监察所。 双黄

连口服液（保定冀中药业有限公司，规格：１００ ｍＬ ／瓶，
批号：２０１８１０００８），乙腈（Ｍｅｒｃｋ 公司，色谱纯），甲
酸（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，色谱纯，批号：１０６０５５Ａ）
１．２　 方法

１．２．１　 色谱条件　 以十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂；乙腈（Ａ） －０．１％甲酸（Ｂ）梯度洗脱（０ ～ ０．３
ｍｉｎ，５％～１０％Ａ；０．３～２．０ ｍｉｎ，１０％ ～１０％Ａ；２．０ ～ ４．
０ ｍｉｎ，１０％～１３％Ａ；４．０ ～ ４．０１ ｍｉｎ，１３％ ～ １５％Ａ；４．

０１～９．０ ｍｉｎ，１５％～１５％Ａ；９．０～１２．０ ｍｉｎ，１５％～２０％
Ａ；１２．０ ～ １５． ０ ｍｉｎ，２０％ ～ ２５％Ａ；１５． ０ ～ ２０． ０ ｍｉｎ，
２５％～８０％Ａ；２０．０ ～ ２０．０１ ｍｉｎ，８０％ ～ ５％Ａ；）；检测

波长为 ２７８ ｎｍ，流速：０．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温：２５ ℃。
１．２．２　 对照品溶液的制备　 取黄芩苷对照品、绿原

酸对照品、连翘苷对照品适量，精密称定，加甲醇分

别制成每 １ ｍＬ 含黄芩苷 １５０ μｇ、绿原酸 ９ μｇ、连翘

苷 ６．０ μｇ 的储备液。 再分别精密量取各个对照品

储备液，加 ３０％甲醇制成每 １ ｍＬ 含黄芩苷 ５ μｇ、绿
原酸 ０．３ μｇ、连翘苷 ０．２ μｇ 的混合对照品溶液。
１．２．３　 供试品溶液的制备　 精密量取双黄连口服

液 １ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ５０％甲醇定容至刻度，
摇匀，再精密量取 １ ｍＬ 加 ５０％甲醇稀释至 １０ ｍＬ，
摇匀，再精密量取 １ ｍＬ 加 ３０％甲醇稀释至 ８ ｍＬ，
摇匀，过滤，即得。
１．２．４　 阴性双黄连口服液的制备　 参照《中华人民

共和国兽药典》２０１５ 版二部分别制备缺黄芩、缺金

银花和缺连翘的阴性双黄连口服液。
２　 结果和分析

２．１　 方法学考察

２．１．１　 专属性　 通过对比双黄连口服液样品和自

行制备的各个阴性样品，记录色谱图，结果表明在

与黄芩苷对照品（保留时间 １３．１５ ｍｉｎ）、绿原酸对

照品（保留时间 ２．４５ ｍｉｎ）、连翘苷对照品（保留时

间 １４．０５ ｍｉｎ）保留时间一致处，双黄连口服液中均

见相对应的色谱峰。 同时各阴性样品在与 ３ 种对

照品保留时间一致处无干扰（图 １），因此，该方法

的专属性良好。

图 １　 混合对照品超高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
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图 ２　 双黄连口服液超高效液相色谱图

Ｆｉｇ ２　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｓｈｕａｎｇｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ

１：缺连翘阴性； ２：缺金银花阴性； ３：缺黄芩阴性

图 ３　 缺味阴性样品超高效液相色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２．１．２　 线性　 精密量取 １．２．２ 项下的各对照品的储

备液各 １ ｍＬ，加 ３０％甲醇定容至 １０ ｍＬ，即得到黄

芩苷、绿原酸、连翘苷浓度分别为 １５、０．９、０．６ μｇ ／ ｍＬ

的混合对照品溶液母液。 精密量取上述溶液 ０．５、

１、２、３ ｍＬ 置 ５ ｍＬ 量瓶中，加 ３０％甲醇稀释至刻

度，摇匀，即得黄芩苷浓度为 １．５、３、６、９、１５ μｇ ／ ｍＬ，

绿原酸浓度为 ０．０９、０．１８、０．３６、０．５４、０．９ μｇ ／ ｍＬ，连

翘苷浓度为 ０．０６、０．１２、０．２４、０．３６、０．６ μｇ ／ ｍＬ 的标

准曲线溶液。 照 １．２．１ 液相条件测定，并计算回归

方程和相关系数，见表 １。

表 １　 ３ 种对照品的线性关系考察

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅｒ ｒａｎｇｅ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ３ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
化合物 线性方程 相关系数 线性范围

黄芩苷 ｙ＝ ５０１．４２ｘ－２２１．１３ Ｒ＝ ０．９９９ ６～６０ ｎｇ

绿原酸 ｙ＝ ４８８．０６ｘ＋７．８６５２ Ｒ＝ ０．９９９ ０．３６～３．６ ｎｇ

连翘苷 ｙ＝ １７４．２８ｘ＋０．６４８６ Ｒ＝ ０．９９９ ０．２４～２．４ ｎｇ

２．１．３　 精密度　 取供试品溶液，连续进样 ６ 次测定。
经计算黄芩苷、绿原酸、连翘苷的峰面积 ＲＳＤ 分别

为 ０．１６％、０．１５％、０．０６％，表明该方法精密度良好。
２．１．４　 重复性　 按 １．２．３ 项下方法制备 ６ 份供试品

溶液，测得该批产品中黄芩苷、绿原酸、连翘苷的平

均含量分别为 １５、０．９、０．７ ｍｇ ／ ｍＬ，ＲＳＤ 分别为 ０．６２％、
０．２８％、０．６９％，结果表明该方法的重复性良好。
２．１．５　 稳定性　 取 ２．４ 项下的同一份供试品溶液，
分别于 ０、２、４、６、８、１０、１２ ｈ 进样测定，测得黄芩苷、
绿原酸、连翘苷峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ５２％、
０．６５％、０．９６％，结果显示黄芩苷、绿原酸、连翘苷在

１２ ｈ 内稳定。
２．１．６　 准确度　 精密量取已知含量的双黄连口服

液样品，分别按约 ８０％，１００％，１２０％比例加入 ３ 种

质量浓度的对照品溶液，按 １．２．３ 项下制备供试品

溶液，按 １．２．１ 项下色谱条件，分别注入色谱仪测

定，每个浓度各分别制备 ３ 份供试品溶液进行测

定，计算回收率和 ＲＳＤ，结果见表 ２。 ３ 种物质的加

样回收率均在 ９７％～１０３％之间，ＲＳＤ 均小于 ２．５％。
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表 ２　 双黄连口服液 ３ 种成分加样回收率试验结果（ｎ＝９）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３ ｃｏｍｐａｎｄｓ ｉｎ Ｓｈｕａｎｇｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ（ｎ＝９）
化合物 本底值 ／ ｍｇ 加入值 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

黄芩苷 ７．５５

６．００

９７．８３

９９．３３

９８．３３

７．５０

１００．６７

１００．９３

９８．６７

９．０６

９９．１２

１０１．２１

９８．５６

９９．４ １．２

绿原酸 ０．７５

０．６０

９６．６７

９８．３３

１０１．６７

０．７５

９８．６７

９６．００

１００．００

０．９０

９７．７８

１０１．１１

９８．８９

９８．８ １．９

连翘苷 ０．４６

０．３６

１０２．７８

９７．２２

９７．２２

０．４５

１０２．２２

１００．００

９７．７８

０．５５

１０１．８２

９６．３６

１００．００

９９．５ ２．４

２．２　 含量测定 　 取 ３ 批双黄连口服液样品，按照

上述所建立的色谱方法采用外标法测定。 同时与

采用《中华人民共和国兽药典》２０１５ 版二部收载的

含量测定方法比较，结果显示 ２ 种方法测定结果基

本一致，相对偏差均小于 ２％，见表 ３。
３　 讨论与结论

３．１　 检测波长的选择 　 据文献报道，结合紫外可

见全波段扫描发现，黄芩苷和绿原酸的最大吸收波

长分别为 ２７８ ｎｍ ［８］和 ３２７ ｎｍ ［９］，连翘苷的最大吸

收波长为 ２２８ ｎｍ 和 ２７７ ｎｍ ［１０］，样品中连翘苷含量

较低，且在 ２７８ ｎｍ 处黄芩苷和绿原酸有较好的紫

外吸收。 因此，选择 ２７８ ｎｍ 吸收波长作为检测波

长，既满足了 ３ 种成分的检测灵敏度需要，又达到

了简化检测方法的目的。
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表 ３　 ２ 种方法含量测定结果比较

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎｎｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ
批号 化合物 ＵＰＬＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＨＰＬＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 相对偏差 ／ ％

２０１８１００１２

黄芩苷 １５．８２ １５．７２ ０．３２％

绿原酸 １．６５ １．７０ １．５％

连翘苷 ０．９６ ０．９４ １．０５％

２０１８１００１３

黄芩苷 １５．４０ １５．２６ ０．４６

绿原酸 １．７２ １．６７ １．４７

连翘苷 ０．８２ ０．７９ １．８６

２０１８１００１４

黄芩苷 １６．４０ １６．２７ ０．４０

绿原酸 １．５５ １．４９ １．９７

连翘苷 ０．８４ ０．８６ １．１８

３．２　 流动相的选择　 对比甲醇－０．１％甲酸和乙腈－

０．１％甲酸流动相的分离效果，发现乙腈－０．１％甲酸

为流动相时绿原酸峰的拖尾得到明显改善，同时黄

芩苷的峰形较理想，并通过优化梯度洗脱的程序使

各目标峰的分离度、峰形均符合要求。
３．３　 进样溶液的选择 　 试验发现，进样溶液的甲

醇浓度对绿原酸色谱峰的峰形影响显著，以 ３０％甲

醇为进样溶液时峰形尖锐、对称，分离度良好。 最

终确定 ３０％甲醇作为进样溶液。
３．４　 供试品溶液稳定性考察　 我们在进行供试品

溶液稳定性考察时发现：黄芩苷的含量在 ２４ ｈ 开

始降低，同时在保留时间 １８ ｍｉｎ 处，有一新物质峰

生成，且该新物质峰随着黄芩苷含量的降低峰面积

逐渐增大，因此该供试品溶液在 １２ ｈ 内稳定。
３．５　 结论　 本方法建立了 ＵＰＬＣ－ＴＵＶ 法检测双黄

连口服液中 ３ 种有效成分的方法，前处理简单，快
速、准确、重现性好，可用于双黄连口服液的质量控

制，为快速有效地控制双黄连口服液提供新的方法。
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