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［摘　 要］ 　 为完善提升板青败毒口服液的质量标准，反相 ＨＰＬＣ 法建立板青败毒口服液特征图谱

标识其中各种组分群体特征。 采用 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱柱（粒径为 ３． ５ μｍ，４． ６ ｍｍ × ２５０
ｍｍ），以乙腈为流动相 Ａ 相，以 ０． ４％磷酸溶液为流动相 Ｂ，进行梯度洗脱；检测波长为 ２４０ ｎｍ。 流

速为 １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３５ ℃。 供试品色谱中呈现 ８ 个特征峰，并与对应的参照物色谱峰保留时

间一致。 该方法灵敏度高，专属性强，结果重复性好，节省了试剂、时间，操作简便、环保，可以更有

效的对板青败毒口服液内在质量进行控制。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｈａｓｅ ＨＰＬＣ ｔｏ
ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ． Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （ｄｉａｍｅｔｅｒ ３． ５ μｍ， ４． ６
ｍｍ ×２５０ ｍｍ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ ａｎｄ ０． ４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ａｓ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２４０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
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ａｎｄ ｃａｎ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ； ＨＰＬＣ；Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ

　 　 板青败毒口服液现收载于《兽药质量标准》
２０１７ 年版中药卷，具有清热解毒，疏风活血的功效，
临床上主要用于鸡传染性法氏囊病等病毒性疾病

的辅助治疗［１］。 现标准通过四个薄层色谱法，分别

采用绿原酸对照、甘草酸铵对照、精氨酸对照、芍药

苷对照开展薄层鉴别，供试品前处理繁琐，同时展

开剂采用乙酸丁酯、甲酸、正丁醇、冰醋酸、乙酸乙

酯、三氯甲烷等多种有机溶剂，污染大，薄层展开耗

时长，而且方中金银花、蒲公英、白英都含有或多或

少的绿原酸；板蓝根、大青叶都含有精氨酸，因此本

方法专属性差，重复性也不好，导致结果不易判定。
中药多组分、多靶点的生物特性是其发挥临床疗效

的物质基础，因此如何对中药复杂多样的化学成分

体系进行质量评价也是重点难点。 指纹图谱、特征

图谱具有信息量大、特征性强、整体性和模糊性等

特点，是公认的现代中药质量评价最为常用的分析

方法之一，可宏观反映中药化学信息的整体状况，
实现中药内在质量的有效表征，从整体上提高了中

药质量控制水平［２ － ３］。 基于此，本实验通过高效液

相色谱法，以方中药物组分为依据，选取色谱中重要

的特征信息，采用乙腈 － ０． ４％磷酸溶液系统建立了

板青败毒口服液特征图谱分析方法，为全面有效控

制板青败毒口服液内在质量提供有力的技术支撑。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器　 ＡＥ２４０ 电子分析天平（梅特勒 － 托利

多仪器有限公司）；ＷａｔｅｒｓＥ２６９５ 高效液相色谱仪，
二极管阵列 ＰＤＡ 检测器（美国沃特世公司）；ＫＱ －
４００ＤＥ 数控超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有限

公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 型超纯水仪（ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０）。
１． ２　 材料　 乙腈为色谱纯，磷酸为优级纯（含量大

于 ８５％ ），甲醇为分析纯，水为超纯水；对照品信

息、样品信息分别见表 １、表 ２。

表 １　 对照品信息表

Ｔａｂ １　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
序号 标品名称 来源 含量％ 批号

１ 甘草酸铵 中国食品药品检定研究院 ９６． ２ １１０７３１ － ２０２０２１

２ 咖啡酸 中国食品药品检定研究院 ９９． ７ １１０８８５ － ２０１２０３

３ 告依春 中国食品药品检定研究院 １００ １１１７５３ － ２０１７０６

４ 连翘苷 中国兽医药品监察所 ９７． ０ Ｚ０４０８１１

５ 绿原酸 中国兽医药品监察所 ９７． ０ Ｚ０２６１８０９

６ 隐绿原酸 ＰＡＮＰＨＹ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ９８． ９９ ２９ ｓ － ＤＳＡ － ７９ － ９

７ 新绿原酸 ＰＡＮＰＨＹ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ９９． １７ ２９ ｓ － ＣＷＧ －３３ － ７

８ 单咖啡酰酒石酸 上海安谱璀世标准技术服务有限公司 ／ ２１０３４６０

表 ２　 板青败毒口服液样品信息表

Ｔａｂ ２　 Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
编号 生产厂家 批号 数量 规格 提供日期 备注

０１ 自制阳性样品 １ ２１０６２３０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定

０２ 自制阳性样品 ２ ２１０６２４０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定

０３ 自制阳性样品 ３ ２１０６２５０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定

０４ 自制阳性样品 ４ ２１０６２６０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定

０５ 自制阳性样品 ５ ２１０６２７０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定

０６ 自制阳性样品 ６ ２１０６２８０１ １０ 瓶 １００ ｍｌ ／ 瓶 ２０２１． ０６ 药材均经检定
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２　 方法与结果

２． １ 　 色谱条件与系统适用性试验 　 采用 Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ １８色谱柱（粒径为 ３． ５ μｍ，４． ６ ｍｍ × ２５０
ｍｍ）；以乙腈流动相 Ａ 相，以 ０． ４％ 磷酸溶液为流

动相 Ｂ，按表 ３ 中的规定进行梯度洗脱；检测波长

为 ２４０ ｎｍ，流速为 １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３５ ℃，进样

体积 １０ μＬ，理论板数按绿原酸峰计算应不低

于 １００００。
表 ３　 板青败毒口服液梯度洗脱条件

Ｔａｂ ３　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ～ ２０ ６ ９４
２０ ～ ２１ ６→２２ ９４→７８
２１ ～ ４０ ２２ ７８
４０ ～ ４１ ２２→３８ ７８→６２
４１ ～ ５０ ３８ ６２
５０ ～ ５１ ３８→８０ ６２→２０
５１ ～ ５９ ８０ ２０
５９ ～ ６０ ８０→６ ２０→９４
６０ ～ ６６ ６ ９４

２． ２　 参照物溶液的制备 　 分别取新绿原酸对照

品、绿原酸对照品、隐绿原酸对照品、单咖啡酰酒石

酸对照品、（Ｒ，Ｓ） － 告依春对照品、甘草酸铵对照

品、连翘苷对照品、咖啡酸对照品适量，精密称定，
置棕色量瓶中，加 ７０％甲醇制成每 １ ｍＬ 各含新绿

原酸 ５０ μｇ、绿原酸 ５０ μｇ、单咖啡酰酒石酸 ５０ μｇ、
（Ｒ，Ｓ）―告依春 ２ μｇ、咖啡酸 １０ μｇ、隐绿原酸 ５０
μｇ、甘草酸铵 ５０ μｇ、连翘苷 １０ μｇ 的混合溶液，

即得。
２． ３　 供试品溶液的制备　 精密量取本品 ２ ｍＬ，置
５０ ｍＬ 棕色量瓶中，加入 ５０％ 甲醇适量，超声处理

２０ 分钟（功率 ５００ Ｗ，频率 ４０ｋ Ｈｚ），放冷，加 ５０％
甲醇至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
２． ４　 检测波长的选择 　 以 ＰＤＡ 检测器 ３Ｄ 扫描

１９０ ～ ４５０ ｎｍ 波长范围，通过不同波长色谱图的对

比发现，在 ２４０ ｎｍ 处各种化合物均有良好的响应

值，且各峰分离良好，最终选择 ２４０ ｎｍ 作为检测

波长。
２． ５　 方法学考察

２． ５． １　 精密度试验　 取同一份样品，连续进样 ６ 次，
每次进样 １０ μＬ，按 ２． １ 项下色谱条件测定，各色谱

峰相对保留时间的 ＲＳＤ ＜ ０． ２％ ，各色谱峰峰面积

的 ＲＳＤ ＜ ０． ４％ ，结果表明仪器精密度良好。
２． ５． ２ 　 稳定性试验　 取同一份样品，按上述色谱

条件测定，分别在 ０、２、４、６、８、１０、１２ ｈ 进样 １０ μＬ，
各色谱峰相对保留时间的 ＲＳＤ ＜ ０． １２％ ，结果表明

板青败毒口服液样品稳定。
２． ５． ３ 　 重复性试验　 对同一批供试品样品，重复

配制 ６ 份供试品溶液，各取 １０ μｌ 注入色谱仪，将色

谱图数据导入国家药典委员会“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统（２０１２ 版）”，以对照色谱图为参照

图谱，采用平均数、时间窗为 ０． ６，计算 ６ 份样品相

似度，结果显示其相似度均大于 ０． ９９９，表明重复性

良好，符合要求，结果见表 ４。

表 ４　 重复性相似度计算结果

Ｔａｂ ４　 Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ 对照指纹图谱

Ｓ１ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ２ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ３ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ４ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ５ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ６ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００

对照指纹图谱 １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００

２． ５． ４ 　 不同色谱柱耐用性 　 分别使用 ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（３． ５ μｍ，４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）、赛默飞

世尔科技（中国）有限公司 Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８（５ μｍ，４．
６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ）两根色谱柱，对 ６ 批供试品进行测

定，结果相似度（Ｓ１２）均大于 ０． ９９５，符合特征图谱

技术要求（应不低于 ０． ９５）。
２． ６　 板青败毒口服液特征图谱的建立及相似度评价

２． ６． １ 　 特征图谱的建立　 按 ２． １ 项下色谱条件，
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测定混合参照物溶液及 ６ 批板青败毒口服液样品，
将色谱图的数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（２０１２ 版）”，以 Ｓ１ 为参照图谱，进行自动匹

配，计算 ６ 批板青败毒口服液与对照图谱之间的相

似度。 共有 ８ 个特征峰，参照物色谱图及样品色谱

图见图 １，不同批次样品叠加特征图见图 ２。

（Ａ． 对照品 Ｂ． 板青败毒口服液样品；１． 新绿原酸，２． （Ｒ，Ｓ）告依春，

３． 单咖啡酰酒石酸，４． 绿原酸，５． 咖啡酸；６． 隐绿原酸；７． 连翘苷；８． 甘草酸铵）

图 １　 板青败毒口服液样品和对照品的 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

图 ２　 板青败毒口服液不同批次叠加图谱

Ｆｉｇ ２　 Ｏｖｅｒｌａｙ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ

·０５·
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２． ６． ２　 共有特征峰的确认 　 将参照物溶液中与

板清败毒口服液中相应的 ８ 个共有峰，通过色谱

图与光谱图比对均有很好的重合性。 同时确认

１ 号峰为新绿原酸，２ 号峰为（ Ｒ，Ｓ） － 告依春，３
号峰为单咖啡酰酒石酸，４ 号峰为绿原酸，５ 号峰

为咖啡酸；６ 号峰为隐绿原酸，７ 号峰为连翘苷，
８ 号峰为甘草酸铵。 板青败毒口服液处方中金

银花、白英药材中均有较高含量的绿原酸，蒲公

英药材也含有少量绿原酸，所以绿原酸在口服液

中的含量相对较高，出峰时间也较适宜，因此，
设定为参考峰 Ｓ，并计算各特征峰与 Ｓ 峰的相对

保留时间。 结果显示，各特征峰的相对保留时间

ＲＳＤ ＜ １． ５％ ，表明具有较好的重现性。 按照技

术要求，初步得到板清败毒口服液的特征图谱的

技术参数（表 ５） 。

２． ６． ３　 相似度评价结果 　 将 ６ 批板清败毒口服

液样品数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统 （ ２０１２ 版） ” ，得 出 相 似 度 评 价 结 果 表

（表 ４、表 ５） 。
表 ５　 板清败毒口服液 ＨＰＬＣ 特征图谱中特征峰保留时间

Ｔａｂ ５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｅｒｋ ｒｅｔｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ＨＰＬＣ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ Ｋｏｕｆｕｙｅ
峰号 保留时间 ／ ｍｉｎ 相对保留时间 相对保留时间 ＲＳＤ ／ ％

１ ７． ８３７ ０． ５０９ ０． ０７

２ ８． ６３８ ０． ５６１ ０． １

３ １１． ９７３ ０． ７７８ ０． ２

４（Ｓ） １５． ３９３ １． ０００ —

５ １７． ５４９ １． １４０ ０． ２

６ ２０． １４０ １． ３０８ ０． １

７ ３５． ２８０ ２． ２９２ １． ２

８ ４８． ８２９ ３． １７２ １． ５

表 ６　 特征图谱与对照图谱相似度计算结果

Ｔａｂ ６　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ
Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ 对照指纹图谱

Ｓ１ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ２ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ３ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ４ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ５ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００
Ｓ６ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００

对照指纹图谱 １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００ １． ０００

表 ７　 样品特征图谱与对照图谱相似度匹配结果

Ｔａｂ ７　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

编号 保留时间 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ 对照指纹
图谱

保留时间
ＲＳＤ（％ ）

峰面积
ＲＳＤ（％ ） 匹配数目

１ ７． ８４３ ９１０． ３８２ ９０６． ３７３ ９１０． ０６ ９１４． ４７２ ９０５． ５４８ ９０８． ７９２ ９０９． ２７１ ０． １ ０． ３５ ６

２ ８． ６３１ ９６． ４６３ ９８． ２２４ １０１． ５０１ １０１． ９７６ １０２． ７３１ １０１． ５９３ １００． ４１５ ０． ０５ ２． ４７ ６

３ １１． ９３ ２２３． ２８５ ２２１． ３８３ ２２４． ０９８ ２２７． ４０８ ２２５． ６０１ ２２８． ５７５ ２２５． ０５８ ０． １４ １． １９ ６

４ １５． ３８ １３２８． ０８８ １３２３． ３１６ １３２８． １７１ １３３４． ８３２ １３２２． ６９２ １３２４． ７８４ １３２６． ９８ ０． １７ ０． ３４ ６

５ １７． ４９８ ２９３． ００８ ２８３． １４ ２８０． ３５１ ２９４． １２３ ２８１． ４８３ ２９１． ８４１ ２８７． ３２４ ０． １２ ２． ２ ６

６ ２０． １０１ ９０６． ３３１ ８９６． １２９ ８９７． ５１１ ９０６． ２０５ ８９５． ７０１ ９０３． ６３２ ９００． ９１８ ０． １８ ０． ５６ ６

７ ３５． ３５４ １０９． ８２５ １０９． １２２ １１２． １９９ １０９． ４０２ １１２． １４２ １０９． ６５３ １１０． ３９ ０． ０６ １． ２７ ６

８ ４８． ８４９ ３３０． ０９５ ３２６． ８５６ ３２７． ５３５ ３３０． ５８３ ３２６． ５５４ ３２８． ８２３ ３２８． ４０７ ０． ０３ ０． ５２ ６

３　 讨论与结论

３． １　 检测成份的确定　 板青败毒口服液处方包含

金银花、大青叶、板蓝根、蒲公英、白英、连翘、甘草、

天花粉、白芷、防风、赤芍、浙贝母 １２ 味中药，我们

对单味药材进行处理，分析检测，结合相关文献选

择各种药材合适的质控指标组分。 白英（Ｓｏｌａｎｕｍ
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ｌｙｒａｔｕｍ Ｔｈｕｎｂ）为茄科植物白英的全草，主要含皂

苷类、甾体类化合物、有机酸、黄酮类等组分，其中

绿原酸含量较高，也含有少量的咖啡酸［４ － ６］，这两

种组分都是《中国兽药典》常采纳的质控指标组分；
金银花是大宗常用药材，随着现代药理研究的深

入，金银花的质控指标性成分已达 １５ 种之多，分别

是有机酸酸类（绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、咖啡

酸、 异 绿 原 酸 Ａ、 异 绿 原 酸 Ｂ、 菊 苣 酸、 ３，
５ －二 － Ｏ －咖啡酰奎宁酸、４，５ － 二 － Ｏ － 咖啡酰

奎宁酸等）、黄酮类（金丝桃苷、芦丁、木犀草苷、槲
皮素等）、环烯醚萜类（马钱苷酸、马钱苷、７ － 表 －
马钱苷、獐芽菜苷、断氧化马钱苷等） ［７ － ９］，其中新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸是金银花含量较高的酚

酸类组分，也是《中国药典》采纳的主要质控指标组

分［１０］；蒲公英为菊科多年生草本植物，具有清热解

毒、消肿散结、利尿通淋的功效［１１］，现代药理研究

表明，蒲公英主要含多酚酸类、萜类、植物甾醇类、
倍半萜内酯类和香豆素类等多种化学成分［１２］，其
中酚酸类化合物是蒲公英发挥药效的重要物质基

础，目前从蒲公英中分离得到的酚酸类化合物有 ３２
种，其中单咖啡酰酒石酸、绿原酸、咖啡酸、阿魏酸

和菊苣酸是含量较高的 ５ 个主要有效成分［１３］。
《中国药典》２０２０ 年版以菊苣酸的含量作为蒲公英

质量评价指标［１０］，《中国兽药典》２０２０ 年版以咖啡

酸的含量作为蒲公英质量评价指标［１４］；板蓝根、大
青叶所含有的氨基酸类、核苷类、黄酮类、嘌呤、靛
蓝、靛玉红等成份是近年来质量控制的常用指标成

份［１５ － １８］，其中（Ｒ，Ｓ） － 告依春、尿苷、鸟苷、腺苷

是板蓝根特征图谱研究优选组分［１４，１９ － ２０］。 综上所

述，本文前期摸索中，拟实现检测目标：其中板蓝

根、大青叶：（Ｒ，Ｓ） － 告依春、腺苷；金银花、蒲公英

和白英：新绿原酸、单咖啡酰酒石酸、隐绿原酸、绿
原酸、咖啡酸、异绿原酸 Ｂ、菊苣酸、３，５ － 二 － Ｏ －
咖啡酰奎宁酸和 ４，５ － 二 － Ｏ － 咖啡酰奎宁酸，其
中单咖啡酰酒石酸是本方中蒲公英特有的组分；甘
草：甘草酸和甘草苷；连翘：连翘苷、连翘酯苷 Ａ；赤
芍：芍药苷［１４］。 后期根据实际样品检测情况，基质

背景干扰、分离度和各组分含量高低，删掉了部分

目标化合物，成功建立了板青败毒口服液中 ８ 种有

效成分（新绿原酸、（Ｒ，Ｓ）告依春、单咖啡酰酒石

酸、绿原酸、咖啡酸、隐绿原酸、连翘苷、甘草酸铵）
的特征图谱。
３． ２　 检测波长的选择 　 本文采用梯度洗脱的方

式，ＰＤＡ 检测器，３Ｄ 扫描范围 １９０ ～ ４５０ ｎｍ，２Ｄ 检

测波长，选择 ２５０ ｎｍ（芍药苷最大吸收波长），２４０
ｎｍ（Ｒ，Ｓ）―告依春最大吸收波长），２７７ ｎｍ（连翘

苷最大吸收波长），３２２ ｎｍ （咖啡酸最大吸收波

长），３２７ ｎｍ （绿原酸等系列化合物最大吸收波

长），２５１ ｎｍ（甘草酸最大吸收波长），３２９ ｎｍ（单咖

啡酰酒石酸、菊苣酸最大吸收波长）３２８ ｎｍ（连翘酯

苷 Ａ、最大吸收波长）等。 由于（Ｒ，Ｓ） － 告依春最

大吸收波长 ２４０ ｎｍ，而在 ２５１ ｎｍ、３２４ ｎｍ、３２７ ｎｍ、
３３０ ｎｍ 等处吸收太小，因（Ｒ，Ｓ） －告依春在方中含

量较低，所在优选它的最大吸收波长处，同时我们

发现在 ２４０ ｎｍ 处各种化合物均有良好的响应值，
且各峰分离良好，最终选择 ２４０ ｎｍ 作为检测波长。
３． ３　 色谱柱的选择　 本文先后测试 ６ 根色谱柱，
分别为英国 ＡＣＥ ＥＸＣＥＬ３ Ｃ１８ － ＡＭＩＤＥ（３． ０ μｍ，
４． ６ × １５０ ｍｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ （５ μｍ，
４． ６ × ２５０ ｍｍ）、Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８（５ μｍ，
４． ６ × ２５０ ｍｍ）、ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（３． ５ μｍ，４． ６ ×
２５０ ｍｍ）、ｗａｔｅｒｓ ＡｔｌａｎｔｉｓＴ３（５ μｍ，４． ６ × ２５０ ｍｍ）、
赛默飞世尔科技（中国）Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８（５ μｍ，４． ６ ×
２５０ ｍｍ），结果只有 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８、Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 两

种色谱柱分离度符合要求，进一步进行耐用性实

验，对 ６ 批供试品进行测定，结果相似度均大于

０􀆰 ９９５；而其余色谱柱未达到基线分离，分离度不符

合要求。 因此本实验需要指定色谱柱型号，分别为

Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８（５ μｍ，４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）、ＸＢｒｉｄｇｅ
Ｃ１８（３． ５ μｍ，４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ）两种色谱柱。

板青败毒口服液由金银花、大青叶、板蓝根、蒲
公英、白英、连翘、甘草、天花粉、白芷、防风、赤芍、
浙贝母共 １２ 味药组成，经提取精制而成的口服溶

液剂。 本实验首次采用 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法，选取方中

金银花、蒲公英、白英、甘草、连翘这些药材比较重

要的 ８ 个特征指标成分，建立板青败毒口服液

·２５·
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ＨＰＬＣ 特征图谱，作为控制板青败毒口服液质量的

鉴别手段，灵敏度高，重复性好，确保其内在质量的

均一、稳定。 综上所述，采用指纹图谱、特征图谱能

够反映中药多成分特点，在中药质量控制中具有优

势，也是世卫组织认同的中药质量评价方法，是中

兽药标准提升的有效手段。 本方法供试品前处理

及流动相仅用到甲醇、乙腈两种有机溶媒，对环境

友好，且前处理简单，大大缩短检测时间，提高了工

作效率。 可作为板青败毒口服液有效的鉴别和质

量评价方法。
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５３（２４）：７８８７ － ７８９６．

Ｍｅｎｇ Ｒ， ＷＵ Ｚ， Ｆｅｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｂｙ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｔｔｅｒｎ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２， ５３ （ ２４ ）：

７８８７ － ７８９６．

［１４］ 中国兽药典委员会． 《中华人民共和国兽药典（二部）》２０２０

年版［Ｍ］． 北京： 中国农业出版社，２０２０：２３４，５３０ － ５３１，

５９４，５９７．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｐａｒｔ ＩＩ）， ２０２０

ｅｄｉｔｉｏｎ ［ Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｐｒｅｓｓ， ２０２０： ２３４，

５３０ － ５３１，５９４，５９７．

［１５］ 王亚芳，段文龙，周艳飞，等． 板蓝根注射液的 ＨＰＬＣ 特征图

谱研究［Ｊ］ ． 中国兽药杂志，２０１９，５３（１２）：１２ － １６．

Ｗａｎｇ Ｙ Ｆ， Ｄｕａｎ Ｗ Ｌ， Ｚｈｏｕ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ＨＰＬＣ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９，５３ （１２）： １２ － １６．

［１６］ 孟 岩，范丽芳，张兰桐，等． 河北道地药材板蓝根 ＨＰＬＣ 指纹

图谱研究［Ｊ］ ． 河北医药，２０１２，３４（１１）：１７２０ － １７２３．

Ｍｅｎｇ Ｙ， Ｆａｎ Ｌ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｉｓａｔｉｄｉｓ ｆｒｏｍ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１２，３４ （１１）： １７２０ － １７２３．

［１７］ 董敬翠． 板蓝根颗粒的指纹图谱质量控制研究［ Ｊ］ ． 中国新

技术新产品，２０１８，（１５）：３ － ４．

Ｄｏｎｇ Ｊ Ｃ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｉｓａｔｉｄｉｓ

［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｎｅｗ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｎｅｗ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ２０１８， （１５）：

３ － ４．

［１８］ 张剑光，陈 明，何 敏，等． 板根 ＨＰＬＣ 指纹图谱及化学模式识

别研究［Ｊ］ ． 中药材，２０１９，４２（２）：３６１ － ３６４．

Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｇ， Ｃｈｅｎ Ｍ， Ｈｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐａｔｔｅｒｎ Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｖｕｌｇａｒｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， ４２ （２）： ３６１ － ３６４．

［１９］ 康 建，阚全程，张晓坚，等． 板蓝根药材中水溶性成分高效液

相特征图谱 ［ Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２０１３， ３３ （ １４ ）：

１１５３ － １１５５．

Ｋａｎｇ Ｊ， Ｋａｎ Ｑ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ

ｗａｔｅｒ ｓｏｌｕｂｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｒａｄｉｘ ｉｓａｔｉｄｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ｐｈａｒｍａｃｙ， ２０１３，３３ （１４）： １１５３ － １１５５．

［２０］ 殷世宁，张春辉，王海英． 板蓝根特征图谱及 ３ 种成分含量测

定研究［Ｊ］ ． 中国药业，２０１８，２７（２４）：１５ － １８．

Ｙｉｎ Ｓ Ｎ， Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｈ Ｙ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ａｔｌａｓ

ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｉｓａｔｉｄｉｓ

［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２０１８，２７ （２４）： １５ － １８．
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