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（４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ
ａｃｉｄ） ⁃ｗａｔｅｒ （ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ） ｆｌｏｗｉｎｇ ａｔ １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ｉｎ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｍａｎｎｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ａｔ ２７７， ３３０ ｎｍ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｅｉｇｈｔ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ
ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ｒａｎｇｅｓ （ ｒ≥０􀆰 ９９９ １）， ｗｈｏｓｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ９６􀆰 ９％ －１０３􀆰 ９％ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｏｆ ０􀆰 ７％ －
２􀆰 ５％ ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｔｕｉ⁃
ｃｈｉ Ｃａｐｓｕｌｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｔｕｉｃｈｉ Ｃａｐｓｕｌｅｓ； ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ； ＨＰＬＣ

　 　 退赤胶囊具有清热、 明目、 退翳之功效， 临床

上主要用于治疗目赤肿痛、 畏光、 流泪之结膜炎、
角膜炎、 角膜云翳等外障眼疾［１］， 为本课题组联

合芜湖市中医医院眼科专家根据多年临床经验总结

创制而成， 是由金银花、 菊花、 连翘、 黄芩、 桔

梗、 木贼、 密蒙花、 谷精草、 蒺藜、 车前子、 甘草

１１ 味药材经现代制药技术加工而成的纯中药制剂

（皖药制字 Ｚ２００５００１７）。 方中君药金银花、 菊花及

臣药连翘均具有清热解毒、 疏散风热的功效， 主治

风热上攻之目赤肿痛［２⁃３］； 臣药黄芩含有黄芩苷，
具有抗菌、 抗病毒的药理作用［４⁃５］。

退赤胶囊组方药味较多， 化学成分较复杂， 但

该制剂现行质量标准仅对连翘酯苷 Ａ 进行定量分

析， 无法全面反映其内在质量， 难以实现有效监

控。 因此， 本实验采用 ＨＰＬＣ 法同时测定退赤胶囊

中绿原酸［６⁃８］、 咖啡酸［６⁃７］、 阿魏酸［８］、 芦丁［６⁃８］、
连翘酯苷 Ａ［９］、 连翘苷［９］、 黄芩苷［４］、 甘草苷［１０］

的含有量， 以期保障该制剂质量的均一性和临床疗

效的稳定性。
１　 材料

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪， 配置二极管

阵列检测器 （ＰＤＡ） （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＸＰ⁃２０５
型电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＫＱ⁃
５００Ｂ 型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限

公司）。
退赤 胶 囊 （ 自 制， 批 号 １８１１０１、 １８１１０２、

１８１１０３、 １８１１０４、 １８１２０１、 １８１２０２）。 绿原酸 （批

号 １１０７５３⁃２０１３１４， 纯度 ９６􀆰 ６％ ）、 咖啡酸 （批号

１１０８８５⁃２００１０２， 纯度 １００％ ， 置于五氧化二磷减压

干燥器中干燥 １２ ｈ 后使用）、 阿魏酸 （ 批号

１１０７７３⁃２０１３１３， 纯度 ９９􀆰 ６％ ， 置于五氧化二磷减

压干燥器中干燥 １２ ｈ 后使用）、 甘草苷 （批号

１１１６１０⁃２０１１０６， 纯 度 ９３􀆰 ７％ ）、 芦 丁 （ 批 号

１０００８０⁃２０１４０９， 纯度 ９１􀆰 ９％ ）、 连翘酯苷 Ａ （批号

１１１８１０⁃２０１７０７， 纯 度 ９７􀆰 ２％ ）、 黄 芩 苷 （ 批 号

１１０７１５⁃２０１３１８， 纯 度 ９３􀆰 ３％ ）、 连 翘 苷 （ 批 号

１１０８２１⁃２０１１１２， 纯度 ９６􀆰 ８％ ） 对照品均购自中国

食品药品检定研究院。 甲醇、 乙腈、 磷酸为色谱

纯； 水为娃哈哈纯净水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （含 ０􀆰 １％
磷酸） （Ａ） ⁃水 （含 ０􀆰 １％ 磷酸） （Ｂ）， 梯度洗脱

（０～２２ ｍｉｎ， ９％ Ａ； ２２～２３ ｍｉｎ， ９％ ～ １４％ Ａ； ２３～
５５ ｍｉｎ， １４％ Ａ； ５５～ ８５ ｍｉｎ， １４％ ～ ２８％ Ａ）； 体积

流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２０ ℃； 检测波长 ２７７ ｎｍ
（甘草苷、 黄芩苷、 连翘苷）、 ３３０ ｎｍ （绿原酸、
咖啡酸、 阿魏酸、 芦丁、 连翘酯苷 Ａ）； 进样量

１０ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取咖啡酸、 甘草苷、
绿原酸、 连翘酯苷 Ａ、 阿魏酸、 芦丁、 黄芩苷、 连

翘苷对照品适量， 甲醇稀释， 摇匀， 滤过， 即得

（各成分质量浓度分别为 ７􀆰 ７１、 １８􀆰 ４５、 ３１􀆰 ０３、
１７􀆰 １９、 ５􀆰 ５０、 ８􀆰 １８、 ９３􀆰 ９４、 ９􀆰 ３８ μｇ ／ ｍＬ ）， 在

４ ℃下避光保存。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液 　 取胶囊内容物适量， 取约

２ ｇ， 精密称定， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入

５０ ｍＬ ７０％ 甲醇， 称定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 放

冷， 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 滤过， 即得， 在

４ ℃下避光保存。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方比例， 制备缺菊花、
金银 花、 甘 草、 连 翘、 黄 芩 的 阴 性 样 品， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３　 系统适应性考察与专属性试验　 精密吸取对

照品、 供试品、 阴性样品溶液适量， 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下各进样 １０ μＬ 测定， 结果见图 １。 由此

可知， 各成分色谱峰峰形良好， 阴性无干扰。
２􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液 １、 ３、
５、 １０、 １５、 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为

纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可知各成分
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注： ａ～ ｃ 分别为对照品、 供试品、 阴性样品。
１． 绿原酸　 ２． 咖啡酸　 ３． 阿魏酸　 ４． 甘草苷　 ５． 芦丁　 ６． 连

翘酯苷 Ａ　 ７． 黄芩苷　 ８． 连翘苷

１． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ　 ４． ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ　
５． ｒｕｔｉｎ　 ６． ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ Ａ　 ７． ｂａｉｃａｌｉｎ　 ８． ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

　

在各自范围内线性关系良好。
２􀆰 ５ 　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得各成分

峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ６　 稳定性试验 　 取同一份供试品溶液， 于 ０、
２、 ４、 ６、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 测得各成分峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明

溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７　 重复性试验 　 精密称取同一批胶囊 （批号

１８１１０１） ２ ｇ， 共 ６ 份， 按 “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， 测

得各成分含有量 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 表明该方法重

复性好。
２􀆰 ８　 加样回收率试验　 取各成分含有量已知的胶

囊 （批号 １８１１０１） 内容物约 １ ｇ， 共 ６ 份， 精密称

定， 置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加入对照品溶液适量，
再精密加入 ５０ ｍＬ ７０％ 甲醇， 按 “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， 绿原酸、 咖啡酸、 阿魏

酸、 甘草苷、 芦丁、 连翘酯苷 Ａ、 黄芩苷、 连翘苷

平 均 加 样 回 收 率 （ ＲＳＤ ） 分 别 为 １０１􀆰 ８％
（ ０􀆰 ７％ ）、 １０２􀆰 ６％ （ １􀆰 ８％ ）、 １０３􀆰 ９％ （ １􀆰 ５％ ）、
９６􀆰 ９％ （ ２􀆰 ２％ ）、 １０１􀆰 ８％ （ ０􀆰 ９％ ）、 ９９􀆰 ９％
（２􀆰 ４％ ）、 １０１􀆰 ３％ （２􀆰 ５％ ）、 １０２􀆰 ８％ （２􀆰 ２％ ）。

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）

绿原酸 Ｙ＝ ３４ ５２２Ｘ－８ ８９７􀆰 １ ０􀆰 ９９９ １ ３􀆰 １０３～６２􀆰 ０６
咖啡酸 Ｙ＝ ２３ ２７１Ｘ－１ ５２８􀆰 ７ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 ７７１～１５􀆰 ４２
阿魏酸 Ｙ＝ ４０ ７４６Ｘ－１ ７６３􀆰 ９ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 ５５～１１􀆰 ００
甘草苷 Ｙ＝ ３４ ３３５Ｘ－４ ９４２􀆰 ０ ０􀆰 ９９９ ２ １􀆰 ８４５～３６􀆰 ９０
芦丁 Ｙ＝ １１ ６８８Ｘ－２ ９８５􀆰 １ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ８１８～１６􀆰 ３６
连翘酯苷 Ａ Ｙ＝ １１ ９３３Ｘ－４ ３５５􀆰 ３ ０􀆰 ９９９ ６ １􀆰 ７１９～３４􀆰 ３８
黄芩苷 Ｙ＝ ２９ ９２２Ｘ－２ ９９６􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ １ ９􀆰 ３９４～１８７􀆰 ８８
连翘苷 Ｙ＝ ５ ２４２􀆰 ５Ｘ－５７０􀆰 １ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ９３８～１８􀆰 ７６

２􀆰 ９　 样品含有量测定 　 取 ６ 批胶囊， 按 “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， 外标法计算含有量， 结果见表 ２。

表 ２　 各成分含有量测定结果 （μｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （μｇ ／ ｇ）

批号 绿原酸 咖啡酸 阿魏酸 甘草苷 芦丁 连翘酯苷 Ａ 黄芩苷 连翘苷

１８１１０１ ３７４􀆰 ０９ １０４􀆰 ３５ ９１􀆰 ３６ ８９􀆰 ８５ １４８􀆰 ４５ １９１􀆰 ２４ １ ４１４􀆰 １ １２１􀆰 ６０
１８１１０２ ３７４􀆰 ０７ １０４􀆰 ５０ ９１􀆰 ８９ ８９􀆰 ７２ １４８􀆰 ８７ １９１􀆰 ２５ １ ４１７􀆰 １ １２１􀆰 ８５
１８１１０３ ３７４􀆰 ５８ １０４􀆰 ３２ ９１􀆰 ４４ ９０􀆰 ４７ １４８􀆰 ４５ １９０􀆰 ２８ １ ４２０􀆰 ０ １２１􀆰 ９７
１８１１０４ ３７５􀆰 ５１ １０４􀆰 ０３ ９１􀆰 ５１ ９０􀆰 ２１ １４８􀆰 ２２ １８９􀆰 ６９ １ ４１１􀆰 ６ １２０􀆰 １２
１８１２０１ ３７２􀆰 ４２ １０４􀆰 ４１ ９１􀆰 ５８ ９０􀆰 ４６ １４８􀆰 ４９ １９０􀆰 １０ １ ４１５􀆰 １ １２１􀆰 ４３
１８１２０２ ３７３􀆰 ２２ １０４􀆰 １５ ９１􀆰 ２２ ９０􀆰 １６ １４８􀆰 ４７ １８９􀆰 ００ １ ４０９􀆰 １ １２１􀆰 ３３
平均值 ３７３􀆰 ９８ １０４􀆰 ２９ ９１􀆰 ５０ ９０􀆰 １４ １４８􀆰 ４９ １９０􀆰 ２６ １ ４１４􀆰 ５ １２１􀆰 ３８
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３　 讨论

３􀆰 １　 检测波长筛选　 本实验采用 ＰＤＡ 检测器， 在

２１０～４００ ｎｍ 波长处进行扫描， 发现甘草苷、 黄芩

苷、 连翘苷在 ２７７ ｎｍ 处有较强吸收， 而绿原酸、 咖

啡酸、 阿魏酸、 芦丁、 连翘酯苷 Ａ 在 ３３０ ｎｍ 处有较

强吸收。 因此， 确定检测波长为 ２７７、 ３３０ ｎｍ。
３􀆰 ２　 流动相筛选 　 本实验考察了乙腈⁃磷酸［１１］、
甲醇⁃磷酸［１２⁃１３］、 甲醇⁃冰醋酸［１４］、 甲醇⁃甲酸［９］ 等

流动相， 发现以乙腈⁃水 （含 ０􀆰 １％ 磷酸） 洗脱时

各成分均实现良好分离， 与相邻峰无干扰。 另外，
在乙腈中加入 ０􀆰 １％ 磷酸后各成分色谱峰峰形更对

称， 系统稳定性更好， 可应用于分析时间较长的多

成分含有量测定［１５］。
３􀆰 ３　 供试品溶液制备方法筛选　 本实验比较了不

同提取溶剂 （ ７０％ 甲醇、 ９０％ 甲醇）、 提取方法

（超声、 加热回流）、 提取时间 （３０ ｍｉｎ、 １ ｈ） 的

效果， 发现 ２ 种提取方法下各成分含有量相差不

大， 从操作简便的角度考虑， 选择超声提取； ７０％
甲醇提取时， 各成分提取率最高； ２ 种超声时间对

提取影响不大。 最终确定， 供试品溶液制备方法为

７０％ 甲醇超声提取 ３０ ｍｉｎ。
４　 结论

本实验采用 ＨＰＬＣ 法同时测定退赤胶囊中绿原

酸、 咖啡酸、 阿魏酸、 甘草苷、 芦丁、 连翘酯苷

Ａ、 黄芩苷、 连翘苷的含有量， 该方法简便可靠，
重复性好， 可用于该制剂质量控制。
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