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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定小儿感冒颗粒中尿苷、 鸟苷、 腺苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、 木

犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 连翘苷的含量。 方法 　 分析采用 Ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８ 色谱柱

（４ ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０ ２％ 冰醋酸， 梯度洗脱； 体积流量 ０ ８、 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长

２３０、 ２５４、 ３２７ ｎｍ。 结果　 １０ 种成分在各自范围线性关系良好 （ ｒ≥０ ９９９ ０）， 平均加样回收率 ９３ ６８％ ～ ９８ ０８％ ，
ＲＳＤ ０ ９０％ ～１ ８６％ 。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于小儿感冒颗粒的质量控制。
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　 　 小儿感冒颗粒由广藿香、 菊花、 板蓝根、 连翘

等 １０ 味中药组成， 具有疏风解毒、 清热解毒功效，
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［１⁃５］， 方中连翘、 板蓝根清

热解毒， 菊花疏散风热， 为主要药味， 但在 ２０２０
年版 《中国药典》 一部中［６］该制剂无含量测定项，
无法有效控制其质量。 检索文献 ［７⁃１６］ 发现， 绿

原酸、 木犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 ４， ５⁃二
咖啡酰奎宁酸是菊花药效成分， 尿苷、 鸟苷、 腺

苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春是板蓝根抗病毒有效成分，
连翘苷、 连翘酯苷 Ａ 是连翘重要抗菌成分， 并且

任菲菲等［１７］同时测定绿原酸、 木犀草苷、 ３， ５⁃二
咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸含量， 陈宝

国等［１８］采用多波长法同时测定 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、
绿原酸、 木犀草苷、 异绿原酸 Ａ 含量， 杨薇等［１９］

采用多波长法同时测定连翘酯苷 Ａ、 连翘苷、 （Ｒ，
Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 异绿原酸 Ａ 含量， 但均未

涉及板蓝根中核苷类成分。 因此， 本实验建立

ＨＰＬＣ 法同时测定小儿感冒颗粒中尿苷、 鸟苷、 腺

苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 木犀草苷、 ３， ５⁃二
咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 连翘苷、 连

翘酯苷 Ａ 的含量， 以期为全面完善该制剂质量标准

提供依据， 也为儿童用药安全作出保障。
１　 材料

１ １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２９９６ 型高效液相色谱仪， 配置

ＰＤＡ 检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＢＰ２１１Ｄ 型电子

天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ 公司）； ＷＴ⁃１２００ 型超声波清

洗器 （济宁万通超声仪器设备厂）。
１ ２　 试剂与药物　 尿苷 （批号 １１０８８７⁃２０２１０４， 纯

度 ９９ ６％ ）、 鸟 苷 （ 批 号 １１１９７７⁃２０１５０１， 纯 度

９３ ６％ ）、 腺 苷 （ 批 号 １１０７３１⁃２０１１１６， 纯 度

９９ ７％ ）、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春 （批号 １１１７５３⁃２０１３０４，
纯度 ９９ ９％ ）、 绿原酸 （批号 １１０７５３⁃２０１８１７， 纯

度 ９６ ８％ ）、 连翘酯苷 Ａ （批号 １１１８１０⁃２０１７０７，
纯度 ９７ ２％ ）、 ３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰奎宁酸 （批号

１１１７８２⁃２０１８０７， 纯度 ９４ ３％ ）、 ４， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰

奎宁酸 （批号 １１１８９４⁃２０２１０４， 纯度 ９５ １％ ）、 木

犀草苷 （批号 １１１７２０⁃２０１４０８， 纯度 ９４ ９％ ）、 连

翘苷 （１１０８２１⁃２０１５１４， 纯度 ９３ ５％ ） 对照品均购

自中国食品药品检定研究院。 小儿感冒颗粒购自 ４
个厂家， 编号 Ｓ１ ～ Ｓ４， 方中药材均为市售， 经南

阳市产品质量检验检测中心专家鉴定为正品。 乙腈

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 　 Ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８ 色谱柱 （４ ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０ ２％ 冰醋酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ２０ ｍｉｎ， ２％ ～ ８％ Ａ； ２０ ～ ３５
ｍｉｎ， ８％ ～２０％ Ａ； ３５ ～ ４５ ｍｉｎ， ２０％ ～ ２５％ Ａ； ４５ ～
５５ ｍｉｎ， ２５％ ～ ４０％ Ａ； ５５ ～ ６０ ｍｉｎ， ４０％ ～ ７０％ Ａ；
６０～ ７０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ； ７０ ～ ７５ ｍｉｎ， ７０％ ～ ２％ Ａ）；
体积流量０ ～ ４５ ｍｉｎ ０ ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ４５ ～ ７５ ｍｉｎ １ ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ０ ～ ２５ ｍｉｎ ２５４ ｎｍ，
２５～ ５１ ｍｉｎ ３２７ ｎｍ， ５１ ～ ７５ ｍｉｎ ２３０ ｎｍ； 进样量

１０ μＬ。
２ ２　 溶液制备

２ ２ １　 对照品溶液　 精密称取各对照品适量， 甲

醇溶解制成贮备液， 精密量取适量， 甲醇稀释成每

１ ｍＬ 分别含尿苷 ３ ４９ μｇ ／ ｍＬ、 鸟苷 ３ ９０ μｇ ／ ｍＬ、
腺苷 ４ ２５ μｇ ／ ｍＬ、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春 １５ ５１ μｇ ／ ｍＬ、
绿原酸 ２８ １９ μｇ ／ ｍＬ、 连翘酯苷 Ａ ３１７ ８４ μｇ ／ ｍＬ、
木犀草苷 ３２ ５８ μｇ ／ ｍＬ、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸

１４ ２６ μｇ ／ ｍＬ、 ４， ５⁃二 咖 啡 酰 奎 宁 酸 １７ ８２
μｇ ／ ｍＬ、 连翘苷 ３７ ２０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２ ２ ２　 供试品溶液　 取本品适量， 研细， 精密称

取 ５ ｇ， 置于棕色具塞锥形瓶中， 精密加入甲醇 ５０
ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超声提取 ３０ ｍｉｎ， 放冷，
甲醇补足减失的质量， 摇匀， ０ ４５ μｍ 微孔滤膜过

滤， 取续滤液， 即得。
２ ２ ３　 阴性样品溶液　 按 ２０２０ 年版 《中国药典》
一部处方和工艺， 分别制成缺菊花、 缺连翘、 缺板

蓝根阴性样品， 按 “２ ２ ２” 项下方法制备， 即得。
２ ３　 系统适用性考察和专属性试验 　 取 “２ ２”
项下对照品、 供试品、 阴性样品溶液适量， 在

“２ １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。 由此

可知， 各成分理论塔板数均大于 ７ ０００， 分离度均

大于 １ ５， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。
２ ４　 线性关系考察　 分别精密吸取对照品溶液 ０ ５、
１ ０、 ４ ０、 １０ ０、 ２０ ０ ｍＬ， 置于 ２０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇

稀释至刻度， 制成系列质量浓度， 在 “２ １” 项色谱

条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表

１， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
７
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１． 尿苷　 ２． 鸟苷　 ３． 腺苷 ４． （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春　 ５． 绿原酸　
６． 连翘酯苷 Ａ　 ７． 木犀草苷　 ８． ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸　 ９． ４，
５⁃二咖啡酰奎宁酸　 １０． 连翘苷

１． ｕｒｉｄｉｎｅ　 ２． ｇｕａｎｏｓｉｎｅ　 ３． ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 ４． （Ｒ， Ｓ） ⁃ｈｙｓｔｅｒｏｎｅ
５． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ６． ｆｏｒｓｙｔｈｉａｎ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ Ａ　 ７． ｌｕｔｅｏｌｉｎ　 ８． ３，
５⁃ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌ ｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ 　 ９ ４， ５⁃ｄｉｃａｆｆｅｉｏｙｌ ｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ 　
１０． ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
尿苷 Ｙ＝ ２５ ２５１Ｘ－１３ ００７ ０ ９９９ ９ １ ７４～１７ ４５
鸟苷 Ｙ＝ ３３ ５６１Ｘ－１９ ３９３ ０ ９９９ ９ １ ９５～１９ ８２
腺苷 Ｙ＝ ３４ ８９５Ｘ－２５ １４１ ０ ９９９ ９ ２ １２～２１ ２３

（Ｒ，Ｓ）⁃告依春 Ｙ＝ ４３ ５０５Ｘ－５０ ２６１ ０ ９９９ ６ １ ５５～６２ ０４
绿原酸 Ｙ＝ ４１ ２７０Ｘ－４２ ６５８ ０ ９９９ ９ ２ ８２～１１２ ７６

连翘酯苷 Ａ Ｙ＝ ２３ ３８７Ｘ－４３４ ８３７ ０ ９９９ ９ １９ ８６～７９４ ６
木犀草苷 Ｙ＝ ２２ ２９８Ｘ－１４ ０９６ ０ ９９９ ９ ３ ２６～３０ ３２

３，５⁃二咖啡酰奎宁酸 Ｙ＝ ２９ ０９６Ｘ－１８ ８３６ ０ ９９９ ９ １ ４３～５７ ０４
４，５⁃二咖啡酰奎宁酸 Ｙ＝ ３３ ０１２Ｘ－６６ ２０４ ０ ９９９ ６ １ ７８～７１ ２８

连翘苷 Ｙ＝ ２０ ９４５Ｘ－２４ ９２２ ０ ９９９ ９ ３ ７２～１４７ ８０

２ ５　 精密度试验 　 取 “２ ２ １” 项下对照品溶液

适量， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测

得尿苷、 鸟苷、 腺苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、
连翘酯苷 Ａ、 木犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸，
４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 连翘苷峰面积 ＲＳＤ 分别为

１ ５６％ 、 １ ６２％ 、 １ ４０％ 、 １ ０６％ 、 １ ５８％ 、 １ ９６％ 、
１ １４％ 、 １ ２２％ 、 １ ４９％ 、 １ ０１％ ， 表明仪器精密度

良好。
２ ６　 稳定性试验　 取供试品溶液 （Ｓ１） 适量， 室

温下于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２ １” 项色谱条

件下进样测定， 测得尿苷、 鸟苷、 腺苷、 （ Ｒ，
Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、 木犀草苷、 ３，
５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 连翘

苷峰面积 ＲＳＤ 分 别 为 １ ０６％ 、 １ ５２％ 、 １ ４３％ 、
１ ３６％ 、 １ ６８％ 、 １ ８６％ 、 １ ６４％ 、 １ ７２％ 、 １ ６９％ 、
１ ３１％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２ ７ 　 重 复 性 试 验 　 取 本 品 （ Ｓ１ ） 适 量， 按

“２ ２ ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２ １” 项色谱条件下进样测定， 测得尿苷、 鸟苷、
腺苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、
木犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰

奎宁酸、 连翘苷含量 ＲＳＤ 分别为 １ ２６％ 、 １ ４２％ 、
１ ０３％ 、 １ ５６％ 、 １ ７８％ 、 １ ９９％ 、 １ ３４％ 、 １ ７９％ 、
１ ６３％ 、 １ ６６％ ， 表明该方法重复性良好。
２ ８　 加样回收率试验　 取本品 （Ｓ１） ６ 份， 每份

约 ２ ５ ｇ， 精密称定， 置于棕色具塞锥形瓶中， 精

密加入对照品溶液适量， 按 “２ ２ ２” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２ １” 项色谱条件下进样测

定， 计算回收率。 结果， 尿苷、 鸟苷、 腺苷、 （Ｒ，
Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、 木犀草苷、 ３，
５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 连翘

苷平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 ９６ ５３％ 、 ９７ ７０％ 、
９８ ０５％ 、 ９６ ０９％ 、 ９６ ９０％ 、 ９６ ８１％ 、 ９３ ６８％ 、
９７ ９７％ 、 ９７ ５５％ 、 ９８ ０８％ ， ＲＳＤ 分 别 为 １ １３％、
１ ８６％、 １ ３２％、 １ １４％、 １ ３４％、 １ ４０％、 １ ６２％、
１ ３２％、 ０ ９０％、 １ ２９％。
２ ９　 样品含量测定 　 取 ４ 批样品， 按 “２ ２ ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２ １” 项色谱条件

下进样测定， 计算含量， 结果见表 ２。
３　 讨论

３ １　 检测波长选择　 本实验通过紫外扫描吸收光

谱发现， 尿苷、 鸟苷、 腺苷在 ２５４ ｎｍ 处吸收最大；
（Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 连翘苷在 ２３０ ｎｍ 处吸收最大，
但前者在 ２５４ ｎｍ 处吸收也很强； 绿原酸、 连翘

８
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　 　 　 　 　 表 ２　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

编号 尿苷 鸟苷 腺苷 （Ｒ，Ｓ）⁃告依春 绿原酸 连翘酯苷 Ａ 木犀草苷 ３，５⁃二咖啡酰奎宁酸 ４，５⁃二咖啡酰奎宁酸 连翘苷

Ｓ１ ０ ０５４ ０ ０４１ ０ ０７５ ０ ０９１ ０ ０８４ １ ７９３ ０ ０３４ ０ １３４ ０ １１１ ０ ２３３
Ｓ２ ０ １４２ ０ ０７６ ０ １１５ ０ １２３ ０ １９９ ２ ９２５ ０ ０５１ ０ ０５１ ０ ０４６ ０ ４０６
Ｓ３ ０ ２４６ ０ ０９８ ０ ２１７ ０ １５５ ０ １３９ １ ３４９ ０ ３３１ ０ ０６８ ０ ０５５ ０ ３２７
Ｓ４ ０ ０８８ ０ ０７６ ０ １３２ ０ ０６９ ０ １４２ １ ４８５ ０ ３１１ ０ ０７９ ０ ０４９ ０ ３５５

酯苷 Ａ、 木犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃
二咖啡酰奎宁酸在 ３２７ ｎｍ 处吸收强， 杂质干扰小，
基线稳定。 参考文献 ［１７⁃２３］ 报道结合目标峰响

应强、 分离度好， 杂质峰干扰和基线噪音小等因

素， 最终确定 ０ ～ ２５ ｍｉｎ 在 ２５４ ｎｍ 波长处测定尿

苷、 鸟苷、 腺苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春， ２５ ～ ５１ ｍｉｎ
在 ３２７ ｎｍ 波长处测定绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、 木

犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸、 ４， ５⁃二咖啡酰

奎宁酸， ５１ ～ ７５ ｍｉｎ 在 ２３０ ｎｍ 波长处测定连

翘苷。
３ ２　 流动相选择 　 本实验考察了甲醇⁃水、 乙腈⁃
水、 甲 醇⁃０ ３％ 磷 酸、 乙 腈⁃０ ２％ 磷 酸、 乙 腈⁃
０ ２％ 冰醋酸， 发现乙腈⁃０ ２％ 冰醋酸梯度洗脱时

分离效果良好， 保留时间适宜， 色谱峰峰形理想。
另外， 由于小儿感冒颗粒成分复杂， 故经反复考察

最终确定体积流量、 洗脱比例， 此时各成分色谱峰

均能得到很好的分离。
３ ３　 提取方法选择　 本实验考察了不同体积分数

甲醇或乙醇， 发现在甲醇中各成分提取充分。 再分

别考察了加热回流提取、 超声提取 ３０、 ６０、 ９０
ｍｉｎ， 发现超声提取 ３０ ｍｉｎ 时各成分有效溶出， 并

且绿原酸损失、 杂质成分也较少。 最终确定， 提取

方法为甲醇超声提取 ３０ ｍｉｎ。
４　 结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定小儿感冒颗粒中

尿苷、 鸟苷、 腺苷、 （Ｒ， Ｓ） ⁃告依春、 绿原酸、
木犀草苷、 ３， ５⁃二咖啡酰奎宁酸， ４， ５⁃二咖啡酰

奎宁酸、 连翘苷、 连翘酯苷 Ａ 的含量， 可为该制

剂质量标准修订和提升提供参考， 也能为其临床药

理研究提供基础。
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