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摘要： 目的　 提升金芪清疏颗粒质量标准。 方法　 ＴＬＣ 法定性鉴别金银花、 黄芩、 柴胡、 太子参、 甘草。 以甘草苷为

内标， 一测多评法测定绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵的含量。 结果　 ＴＬＣ 斑点清晰， 分离度良好。 ４ 种成分在各自范围

内线性关系良好 （ ｒ≥０􀆰 ９９９ ８）， 平均加样回收率 ９７􀆰 ３８％ ～ １００􀆰 ２３％ ， ＲＳＤ ０􀆰 ２１％ ～ ０􀆰 ８３％ ， 一测多评法与外标法接

近。 结论　 该方法专属性强， 重复性好， 可全面评价金芪清疏颗粒质量。
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　 　 金芪清疏颗粒是上海中医药大学附属岳阳中西医结合

医院呼吸内科专家在临床治疗肺脾气虚证呼吸系统疾病的

基础上， 针对病毒性肺炎证候， 将玉屏风散和四君子汤加减

化裁而成的医院制剂 （备案号沪药制备字 Ｚ２０２０００１１０００），
由黄芪、 金银花、 黄芩、 柴胡、 太子参、 茯苓、 蜜麸炒白

术、 佩兰、 防风、 蜜炙甘草 １０ 味中药组成， 具有益气清

疏、 健脾固表补肺之功， 临床用于肺系疾病如感冒、 病毒

性肺炎 （肺脾气虚型） 等疾病的预防及恢复期的调治［１］ ，
具有增强机体免疫功能、 调整胃肠功能、 促进骨骼造血功

能， 加速红细胞产生等作用［２］ ， 但该制剂原有质量标准仅

包括黄芪、 金银花、 蜜麸炒白术的 ＴＬＣ 定性鉴别， 无含量

测定项。 为了完善金芪清疏颗粒质量控制标准， 本实验建

立金银花、 黄芩、 柴胡、 太子参、 甘草的 ＴＬＣ 定性鉴别，
并以甘草苷为内标， 一测多评法测定绿原酸、 黄芩苷、 甘

草酸铵的含量， 以期为该制剂后续成果转化奠定基础， 也

为其他中药制剂质量标准提升提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 高效液相色谱仪 （型号 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ
Ⅱ， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司； 型号 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； 电子分析天平 （型号 ＢＳＡ１２４Ｓ、 ＳＱＰ）、 水分测定仪

（型号 ＭＡ３７⁃１ＣＮ） （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； 微量天平 （型号

ＸＰＲ３ＤＵＥ， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； 低速离心机 （型号

ＴＤＬ⁃４０Ｂ， 上海安亭科学仪器厂）； 数控超声清洗设备 （型
号 ＫＱ⁃５００ＤＥ， 昆山市超声仪器有限公司）； 恒温水浴锅

（型号 ＨＷＳ⁃２６， 宁国沙鹰科学仪器有限公司）； 电热鼓风

干燥箱 （型号 ＤＨＧ⁃９０７０Ａ）、 回旋振荡器 （型号 ＷＳＺ⁃
２００Ａ） （上海一恒科学仪器有限公司）； 超纯水器 （型号

ＧＷＡ⁃ＵＰ１⁃Ｆ， 北京普析通用仪器有限责任公司）； 薄层成

像系统 （型号 ＧＯＯＤＳＥＥ⁃２０Ｅ， 上海科哲生化科技有限

公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 金芪清疏颗粒 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３， 上海万仕 诚 药 业 有 限 公

司）。 金银花 （批号 １２１０６０⁃２０２４０８）、 黄芩 （批号 １２０９５５⁃
２０２４１１）、 北柴胡 （批号 １２０９９２⁃２０２４０９）、 太子参 （批号

１２１００４⁃２０２３０９）、 甘草 （批号 １２０９０４⁃２０２４２１） 对照药材及

绿原酸 （纯度 ９６􀆰 ３％ ， 批号 １１０７５３⁃２０２３１９）、 黄芩苷 （纯
度 ９７􀆰 ２％ ， 批号 １１０７１５⁃２０２３２３）、 甘草苷 （纯度 ９５􀆰 ２％ ，
批号 １１１６１０⁃２０２４０９）、 甘 草 酸 铵 （ 纯 度 ９３􀆰 ２％ ， 批 号

１１０７３１⁃２０２３２２） 对照品 （中国食品药品检定研究院）。 大

孔吸附树脂 Ｄ１０１ （批号 ＪＳ２４３３２４， 上海源叶生物科技有限

公司）。 磷酸为色谱纯 （８５％ ～９０％ ， 批号 Ｄ２３２０９４１， 上海

阿拉丁生化科技股份有限公司）； 甲醇 （批号 ６５０８ＥＷ１７）、
乙腈 （批号 ６３０８ＥＵ０１） 均为分析纯 （安徽时联特种溶剂

股份有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＴＬＣ 定性鉴别

２􀆰 １􀆰 １　 金银花　 参照文献 ［３］ 报道， 取本品 ３ 批， 每批

３ ｇ， 研细， 粉末置于具塞磨口锥形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 甲
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醇， 分别以 ２５０ Ｗ、 ３５ ｋＨｚ 的功率、 频率超声处理 ２０ ｍｉｎ，
放冷至室温， 定性滤纸过滤， 滤液即为供试品溶液； 准确

称取金银花对照药材 ２ ｇ， 加入 ５０ ｍＬ 纯水， 煎煮 ３０ ｍｉｎ，
定性滤纸过滤， 滤液蒸干， 按供试品溶液制备方法将残渣

制成对照药材溶液； 取绿原酸对照品 １ ｍｇ， 置于 １ ｍＬ 量瓶

中， 甲醇定容至刻度， 制成对照品溶液； 按处方及工艺制

备缺金银花的阴性样品， 按供试品溶液制备方法制成阴性

样品溶液。 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２，
取上述溶液各 １ μＬ， 点样于同一硅胶 Ｇ 薄层板 （２０ ｃｍ×２０
ｃｍ）， 以乙酸丁酯⁃甲酸⁃水混合溶剂 （７ ∶ ２􀆰 ５ ∶ ２􀆰 ５） 静置

分层后的上层有机相为展开剂， 点样后将薄层板置于预先

饱和的展开缸中， 待展开前沿到达预定位置后立即取出，
室温自然干燥， 在紫外分析仪中 ３６５ ｎｍ 激发波长下观察，
结果见图 １。 由此可知， 供试品在对照药材、 对照品相同

位置处呈现蓝色荧光斑点。

注： １ 为缺金银花阴性样品， ２ ～ ４ 为供试品 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３）， ５ 为金银花对照药材， ６ 为绿原酸

对照品。

图 １　 金银花 ＴＬＣ 色谱图

２􀆰 １􀆰 ２　 黄芩　 参照文献 ［４］ 报道， 取本品 ３ 批， 每批 ６
ｇ， 研细， 粉末置于具塞磨口锥形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 乙醇，
分别以 ２５０ Ｗ、 ３５ ｋＨｚ 的功率、 频率超声处理 ２０ ｍｉｎ， 定

性滤纸过滤， 滤液蒸干， 残渣用 ２０ ｍＬ 纯水溶解， 盐酸调

节 ｐＨ 至 ２～３， 乙酸乙酯振摇提取 ２ 次， 每次 ２０ ｍＬ， 合并

乙酸乙酯提取液， 蒸干， 残渣加 １ ｍＬ 甲醇溶解， 制成供试

品溶液； 准确称取黄芩对照药材 ０􀆰 ５ ｇ， 转移至具塞磨口锥

形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 乙醇， 按供试品溶液制备方法制成对

照药材溶液； 取黄芩苷对照品 １ ｍｇ， 置于 １ ｍＬ 量瓶中， 甲

醇定容至刻度， 制成对照品溶液； 按处方及工艺制备缺黄

芩的阴性样品， 按供试品溶液制备方法制成阴性样品溶液。
参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２， 取上述溶液

各 １０ μＬ， 点样于同一硅胶 Ｇ 薄层板， 以乙酸乙酯⁃丁酮⁃甲
酸⁃水混合溶剂 （５ ∶ ３ ∶ ３ ∶ １） 为展开剂， 点样后将薄层板

从展开缸中取出， 在 ２５ ℃下自然晾干， 喷雾器均匀施加

１％ 三氯化铁乙醇溶液作为显色剂， 结果见图 ２。 由此可知，
供试品在对照药材、 对照品相同位置处呈现墨绿色斑点。
２􀆰 １􀆰 ３　 柴胡 　 参照文献 ［４］ 报道， 取本品 ３ 批， 每批

５ ｇ， 研细， 粉末置于具塞磨口锥形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 纯水

注： １ 为缺黄芩阴性样品， ２ ～ ４ 为供试品 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３）， ５ 为黄芩对照药材， ６ 为黄芩苷对

照品。

图 ２　 黄芩 ＴＬＣ 色谱图

溶解， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液， 湿法加载至聚酰

胺柱 （１００～２００ 目， 填料量 ８ ｇ， 内径 ２􀆰 ５ ～ ３ ｃｍ） 上， 用

纯水、 ２０％ 乙醇、 ５０％ 乙醇各 １００ ｍＬ 洗脱， 收集 ５０％ 乙醇

洗脱液， 蒸干， 残渣中加入 １ ｍＬ 甲醇溶解， 制成供试品溶

液； 准确称取柴胡对照药材 １ ｇ， 加入适量纯化水后置于水

浴锅中回流提取 １􀆰 ５ ｈ， 提取液经定性滤纸过滤， 转移至蒸

发皿中， 加热浓缩至 １０ ｍＬ， 湿法上样技术将浓缩液加载

至聚酰胺层析柱 （１００ ～ ２００ 目， 填料量 ４ ｇ， 内径 ２ ｃｍ）
上， 依次用 １００ ｍＬ 纯水、 １５０ ｍＬ ５０％ 乙醇梯度洗脱， 收集

５０％ 乙醇洗脱组分， 水浴蒸发浓缩至干， 所得残留物用

１ ｍＬ甲醇充分溶解， 制成对照药材溶液； 按照标准制备工

艺制备缺柴胡的阴性样品， 按供试品溶液制备方法制成阴

性样品溶液。 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２，
取上述溶液各 ５ μＬ， 点样于同一硅胶 Ｇ 薄层板， 以乙酸乙

酯⁃乙醇⁃水 （１２ ∶ ２ ∶ １） 混合溶剂为展开剂， 点样后取出

薄层板， 室温干燥， 以含 ５％ 对二甲氨基苯甲醛的 １０％ 硫

酸乙醇为显色剂， 适当加热后斑点显色清晰， 然后在紫外

分析仪中 ３６５ ｎｍ 激发波长下观察， 结果见图 ３。 由此可知，
供试品在对照药材相同位置处呈现亮黄色斑点。

注： １ 为缺柴胡阴性样品， ２ ～ ４ 为供试品 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３）， ５ 为柴胡对照药材。

图 ３　 柴胡 ＴＬＣ 色谱图

２􀆰 １􀆰 ４　 太子参　 参照文献 ［５］ 报道， 取本品 ３ 批， 每批
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５ ｇ， 研细， 粉末置于具塞磨口锥形瓶中， 加入 ４０ ｍＬ 纯化

水， 在 １００ ℃水浴锅上加热回流 ６０ ｍｉｎ， 放冷至室温， 定

性滤纸过滤， 滤液经 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂柱 （内径 １􀆰 ５ ｃｍ，
柱高 １０ ｃｍ）， 以 ２００ ｍＬ 纯化水洗脱， 弃去洗脱液， 用 １００
ｍＬ 乙醇继续洗脱， 收集洗脱液， 蒸干， 残渣加 １ ｍＬ 甲醇

完全溶解， 作为供试品溶液； 准确称取太子参对照药材

２􀆰 ０ ｇ， 转移至具塞磨口锥形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 超纯水， 按

供试品溶液制备方法制成对照药材溶液； 按处方及工艺制

备缺太子参的阴性样品， 按供试品溶液制备方法制成阴性

样品溶液。 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２，
取上述溶液各 １０ μＬ， 点样于同一硅胶 Ｇ 薄层板上， 以甲

苯⁃乙酸乙酯 （１ ∶ １） 混合溶剂为展开剂， 点样后取出薄层

板， 室温静置干燥， 以香草醛⁃硫酸溶液为显色剂， 置于

１０５ ℃恒温烘箱中加热至斑点显色清晰， 结果见图 ４。 由此

可知， 供试品与对照药材相同位置处呈现棕色斑点。

注： １ 为缺太子参阴性样品， ２ ～ ４ 为供试品 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３）， ５ 为太子参对照药材。

图 ４　 太子参 ＴＬＣ 色谱图

２􀆰 １􀆰 ５　 甘草 　 参照文献 ［６］ 报道， 取本品 ３ 批， 每批

２ ｇ， 研细， 粉末置于具塞磨口锥形瓶中， 加入 ２０ ｍＬ 纯化

水溶解， 水饱和正丁醇振摇提取 ２ 次， 每次 ２０ ｍＬ， 合并

正丁醇液， 蒸干， 残渣加 ５ ｍＬ 甲醇溶解， 制成供试品溶

液； 取甘草对照药材 ０􀆰 ５ ｇ， 置于具塞磨口锥形瓶中， 加入

５０ ｍＬ 纯化水， 在 １００ ℃水浴锅上加热煮沸 ３０ ｍｉｎ， 定性

滤纸过滤， 蒸发皿收集滤液， 在 １００ ℃水浴锅上加热浓缩

至约 ２０ ｍＬ， 按供试品溶液制备方法制成对照药材溶液；
精密称取甘草苷对照品 ２ ｍｇ， 置于 １ ｍＬ 量瓶中， 乙醇制成

２ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液； 按处方及工艺制备缺甘草的阴性样

品， 按供试品溶液制备方法制成阴性样品溶液。 参照 ２０２０
年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２， 吸取上述溶液各 ２ μＬ，
点样于同一硅胶 Ｇ 薄层板上， 以乙酸乙酯⁃甲酸⁃冰醋酸⁃水
（１５ ∶ １ ∶ １ ∶ ２） 混合溶剂为展开剂， 点样后取出薄层板，
室温干燥后均匀喷洒香草醛硫酸显色剂， 置于 １０５ ℃恒温

干燥箱中加热至斑点充分显色， 结果见图 ５。 由此可知，
供试品在对照品、 对照药材相同位置处呈现黄色斑点。
２􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 含量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗

注： １ 为缺甘草阴性样品， ２ ～ ４ 为供试品 （批号 ２０２２１２０３１２０３、
２０２２１２０８１２０３、 ２０２３０１０１１２０３）， ５为甘草对照药材， ６为甘草苷对照品。

图 ５　 甘草 ＴＬＣ 色谱图

脱 （０～ １２ ｍｉｎ， ８％ ～ １２％ Ａ； １２ ～ ３０ ｍｉｎ， １２％ ～ ３０％ Ａ；
３０～４５ ｍｉｎ， ３０％ ～３３％ Ａ； ４５～５５ ｍｉｎ， ３３％ ～ ６５％ Ａ； ５５～
６０ ｍｉｎ， ６５％ ～ ７０％ Ａ； ６０ ～ ６５ ｍｉｎ， ７０％ ～ ８０％ Ａ； ６５ ～ ６６
ｍｉｎ， ８０％ ～ ８％ Ａ； ６６ ～ ７１ ｍｉｎ， ８％ Ａ）； 体 积 流 量 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３７ ｎｍ； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取绿原酸、 黄芩苷、 甘草

苷、 甘草酸铵对照品适量， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容

至刻度， 摇匀， 即得 （各成分质量浓度分别为 ０􀆰 ９４７ ４、
１􀆰 ９００ ２、 ０􀆰 ４７５ ９、 ０􀆰 ７０５ ４ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 精密称取本品 （批号 ２０２２１２０８１２０３）
２ ｇ， 研钵研成细粉， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ２５ ｍＬ
３０％ 甲醇， 密塞， 称定质量， ４８０ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ 超声处理 ３０
ｍｉｎ， 冷却至室温， ３０％ 甲醇补足减失的质量， 充分混匀，
定量滤纸过滤， 收集续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方比例和制备工艺， 分别制

成缺金银花、 缺黄芩、 缺甘草的阴性样品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 专属性试验　 精密移取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照品、 供

试品、 阴性样品溶液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 结果见图 ６。 由此可知， 各成分色谱峰分离效果

理想， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照

品溶液 １ ｍＬ， 置于 ２ ｍＬ 量瓶中， ３０％ 甲醇稀释并定容， 等

比例稀释 ５ 次， 得到系列质量浓度溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定。 以对照品峰面积 （ Ｙ） 对其进样量

（Ｘ） 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。
表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
绿原酸 Ｙ＝ １ ２７５􀆰 ０Ｘ＋４９􀆰 ７１３ ０􀆰 ９９９ ９ ２９􀆰 ６１～９４７􀆰 ４０
黄芩苷 Ｙ＝ １ ３３３􀆰 ３Ｘ＋９２􀆰 ２０４ ０􀆰 ９９９ ８ ５９􀆰 ３８～１ ９００􀆰 １６
甘草苷 Ｙ＝ ２ ０２２􀆰 ５Ｘ＋９２􀆰 ２０４ ０􀆰 ９９９ ８ １４􀆰 ８７～４７５􀆰 ９０

甘草酸铵 Ｙ＝ ６０８􀆰 ５Ｘ＋１６􀆰 ４８６ ０􀆰 ９９９ ８ ２２􀆰 ０４～７０５􀆰 ４３
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１． 绿原酸　 ２． 甘草苷　 ３． 黄芩苷　 ４． 甘草酸铵

图 ６　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备对照

品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得绿

原酸、 黄芩苷、 甘草苷、 甘草酸铵峰面积 ＲＳＤ 分 别 为

０􀆰 １７％ 、 ０􀆰 ６２％ 、 ０􀆰 ２０％ 、 ０􀆰 １７％ ， 表 明 仪 器 精 密 度

良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 取本品 （批号 ２０２２１２０８１２０３） 适

量， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得绿原酸、 黄芩苷、
甘草 苷、 甘 草 酸 铵 含 量 ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 １６％ 、 ０􀆰 １１％ 、
０􀆰 ８５％ 、 ０􀆰 １０％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３” 项下供试品溶液适

量， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 １８、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 测得绿原酸、 黄芩苷、 甘草苷、 甘草酸铵

峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５７％ 、 ０􀆰 ４７％ 、 ０􀆰 ２８％ 、 ０􀆰 ２０％ ， 表

明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 取各成分含量已知的本品 （批
号 ２０２２１２０８１２０３） ９ 份， 研细， 每份精密称取 １ ｇ， 置于

２５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 分别按 ５０％ 、 １００％ 、 １５０％ 水平加

入对照品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 绿

原酸、 黄芩苷、 甘草苷、 甘草酸铵平均加样回收率分别为

９７􀆰 ８９％ 、 ９９􀆰 ３９％ 、 ９７􀆰 ９８％ 、 ９７􀆰 ９３％ ， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５６％ 、
０􀆰 ７５％ 、 ０􀆰 ７４％ 、 ０􀆰 ５４％ 。
２􀆰 ２􀆰 ５　 相对校正因子计算 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以甘草

苷为内标， 计算相对校正因子 ｆｋ ／ ｓ， 公式［７］ 为 ｆｋ ／ ｓ ＝ ｆｋ ／ ｆｓ ＝
（ＣｋＡｓ） ／ （ＣｓＡｋ）， 其中 Ｃｋ 为其他成分含量， Ａｋ 为其他成

分峰面积， Ｃｓ 为内标含量， Ａｓ 为内标峰面积， 结果见表 ２。
２􀆰 ２􀆰 ６　 耐用性试验

２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １　 仪器、 色谱柱 　 分别计算 Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００⁃５⁃Ｃ１８、
ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８、 Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ） 在 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ、 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 色谱仪上的

相对校正因子， 结果见表 ３， 可知均无明显差异 （ ＲＳＤ＜
５％ ）。
２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ２　 柱温　 分别考察 ３０、 ３５、 ４０ ℃对相对校正因子

的影响， 结果见表 ４， 可知均无明显差异 （ＲＳＤ＜２％ ）。

表 ２　 各成分相对校正因子

编号 ｆＬ ／ Ｇ ｆＨ／ Ｇ ｆＳ ／ Ｇ
１ １􀆰 ２０６ １􀆰 ５３０ ３􀆰 ３４２
２ １􀆰 １９６ １􀆰 ５２６ ３􀆰 ３２５
３ １􀆰 １９４ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２６
４ １􀆰 １８４ １􀆰 ５２２ ３􀆰 ３２７
５ １􀆰 １７７ １􀆰 ５２１ ３􀆰 ３２７
６ １􀆰 １７４ １􀆰 ５１７ ３􀆰 ３２４

平均值 １􀆰 １８９ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２８
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ０３ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２０

　 　 注： Ｌ、 Ｈ、 Ｓ、 Ｇ 分别为绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵、 甘

草苷。

表 ３　 不同仪器、 色谱柱对相对校正因子的影响

仪器 色谱柱 ｆＬ ／ Ｇ ｆＨ／ Ｇ ｆＳ ／ Ｇ
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００⁃５⁃Ｃ１８ １􀆰 １８６ １􀆰 ５２４ ３􀆰 ３４２

ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ １􀆰 １８２ １􀆰 ５２１ ３􀆰 ３３８
Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ １􀆰 １８９ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２８

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００⁃５⁃Ｃ１８ １􀆰 ２３５ １􀆰 ５８０ ３􀆰 ５７４
ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ １􀆰 ２３５ １􀆰 ５７７ ３􀆰 ５６４
Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ １􀆰 ２３７ １􀆰 ５７９ ３􀆰 ５４８

平均值 １􀆰 ２１１ １􀆰 ５５１ ３􀆰 ４４９
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 ２７ １􀆰 ９８ ３􀆰 ６０

　 　 注： Ｌ、 Ｈ、 Ｓ、 Ｇ 分别为绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵、 甘

草苷。

表 ４　 不同柱温对相对校正因子的影响

柱温 ／ ℃ ｆＬ ／ Ｇ ｆＨ／ Ｇ ｆＳ ／ Ｇ
３０ １􀆰 １９６ １􀆰 ５２６ ３􀆰 ３３９
３５ １􀆰 １８９ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２８
４０ １􀆰 １９３ １􀆰 ５２８ ３􀆰 ３２７

平均值 １􀆰 １９３ １􀆰 ５２６ ３􀆰 ３３１
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ２９ ０􀆰 １６ ０􀆰 ２０

　 　 注： Ｌ、 Ｈ、 Ｓ、 Ｇ 分别为绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵、 甘

草苷。

２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ３　 体积流量 　 分别考察 ０􀆰 ９、 １􀆰 ０、 １􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 对

相对校正因子的影响， 结果见表 ５， 可知均无明显差异

（ＲＳＤ＜２％ ）。
２􀆰 ２􀆰 ７ 　 色 谱 峰 定 位 　 以 甘 草 苷 为 内 标， 精 密 吸 取

“２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １” 项仪器、
色谱柱下测定相对保留时间， 公式为相对保留时间 ＝ ＲＴＺ ／
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ＲＴＥ， 其中 ＲＴＺ 为各成分保留时间， ＲＴＥ 为内标保留时间，
结果见表 ６， 可知均无明显差异 （ＲＳＤ＜５％ ）。

表 ５　 体积流量对相对校正因子的影响

体积流量 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１） ｆＬ ／ Ｇ ｆＨ／ Ｇ ｆＳ ／ Ｇ
０􀆰 ９ １􀆰 １９４ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２７
１􀆰 ０ １􀆰 １８９ １􀆰 ５２３ ３􀆰 ３２８
１􀆰 １ １􀆰 １８９ １􀆰 ５２５ ３􀆰 ３３２

平均值 １􀆰 １９１ １􀆰 ５２４ ３􀆰 ３２９
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８

　 　 注： Ｌ、 Ｈ、 Ｓ、 Ｇ 分别为绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵、 甘草苷。

２􀆰 ２􀆰 ８　 样品含量测定 　 取 ３ 批样品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下

方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 分别采用外标法、 一测多评法计算含量， 结果见表 ７，

可知 ２ 种方法所得结果接近 ［相对误差 （ ＲＥ） 均小于

２％ ］， 表明一测多评法可用于含量测定。
表 ６　 不同仪器、 色谱柱对相对保留时间的影响

仪器 色谱柱 ｆＬ ／ Ｇ ｆＨ／ Ｇ ｆＳ ／ Ｇ
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００⁃５⁃Ｃ１８ ０􀆰 ６１５ １􀆰 ２９７ ２􀆰 ０７２

ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ ０􀆰 ６０２ １􀆰 ２７２ ２􀆰 ０２２
Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ ０􀆰 ６６４ １􀆰 ２４８ １􀆰 ９４１

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００⁃５⁃Ｃ１８ ０􀆰 ６２５ １􀆰 ２７８ ２􀆰 ０２８
ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ ０􀆰 ６１６ １􀆰 ２５６ １􀆰 ９７５
Ａｔｈｅｎａ Ｃ１８ ⁃ＷＰ ０􀆰 ６７６ １􀆰 ２３１ １􀆰 ９０１

平均值 ０􀆰 ６６３ １􀆰 ２６４ １􀆰 ９９０
ＲＳＤ ／ ％ ４􀆰 ７１ １􀆰 ８６ ３􀆰 １６

　 　 注： Ｌ、Ｈ、Ｓ、Ｇ 分别为绿原酸、黄芩苷、甘草酸铵、甘草苷。

表 ７　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）

成分
２０２２１２０３１２０３ ２０２２１２０８１２０３ ２０２３０１０１１２０３

外标法 一测多评法 ＲＥ ／ ％ 外标法 一测多评法 ＲＥ ／ ％ 外标法 一测多评法 ＲＥ ／ ％
绿原酸 ２􀆰 ４７０ ４ ２􀆰 ４９０ ６ ０􀆰 ８２ ２􀆰 １８５ ３ ２􀆰 １９８ ２ ０􀆰 ５９ １􀆰 ８７２ ４ １􀆰 ８８５ ６ ０􀆰 ７０
黄芩苷 １７􀆰 ７０４ ２ １７􀆰 ７２７ ８ ０􀆰 １３ １９􀆰 ３８４ ６ １９􀆰 ４０２ ６ ０􀆰 ０９ １９􀆰 ６５２ ６ １９􀆰 ６８７ ８ ０􀆰 １８
甘草苷 ０􀆰 ５９２ ８ — — ０􀆰 ６８９ ２ — — ０􀆰 ５４０ ６ — —

甘草酸铵 １􀆰 ３３０ ６ １􀆰 ３３９ ２ ０􀆰 ６５ １􀆰 ３２５ ９ １􀆰 ３３６ ２ ０􀆰 ７８ １􀆰 ２６０ ２ １􀆰 ２６６ ４ ０􀆰 ４９

３　 讨论

３􀆰 １　 指标成分、 内标选择　 金芪清疏颗粒中， 黄芪益气固

表， 金银花清热解毒［８］ ， 共为君药； 黄芩清热解毒［９］ ， 柴

胡疏肝解郁［１０］ ， 共为臣药； 太子参［１１］ 、 白茯苓［１２］ 、 蜜麸

炒白术［１３］补气健脾， 增强补中益气之功的同时又能养阴，
而佩兰健脾祛湿， 引邪外出， 防风散风御邪， 共为佐药；
炙甘草调和诸药， 为使药［１４］ ， 本实验选择绿原酸［１５］ 、 黄芩

苷［１６］ 、 甘草苷［１７］ 、 甘草酸铵作为含量测定指标， 可为全面

控制该制剂质量提供关键依据。 另外， 甘草苷性质稳定，
对照品价廉易得， 并且其色谱峰峰形良好， 出峰稳定， 保

留时间居中， 能较好地校正图谱， 符合相关要求［１８⁃２０］ ， 故

选择其作为内标。
３􀆰 ２　 色谱条件优化 　 本实验发现， 以乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸为流

动相梯度洗脱时， 各成分色谱峰分离效果良好； 在 ２３７ ｎｍ
波长下分析时， 能全面涵盖各成分检测波长。 再分别考察

不同体积分数 （１００％ 、 ７０％ 、 ５０％ 、 ３０％ ） 甲醇、 超声提

取时间 （１５、 ３０、 ４５ ｍｉｎ）， 发现 ３０％ 甲醇超声提取 ３０ ｍｉｎ
为最优方案。
３􀆰 ３　 含量测定方法选择　 与外标法比较， 一测多评法在降

低对照品的成本及缩短实验操作的时间上均体现较大优势，
适用于成分复杂的中药制剂。 因此， 本实验采用该方法测

定甘草苷、 绿原酸、 黄芩苷、 甘草酸铵的含量。
４　 结论

本实验通过 ＴＬＣ 法定性鉴别和一测多评法含量测定提

升金芪清疏颗粒质量标准， 能同时兼顾方中君、 臣、 佐、
使各药味， 为全面评价该制剂质量提供了科学依据， 也为

其后续成果转化及上市后多中心临床再评价提供了技术

支撑。
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摘要： 目的　 评价白花泡桐叶质量。 方法 　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 测定毛蕊花糖苷含量， 进行聚类分析、 主成分分

析、 正交偏最小二乘法⁃判别分析。 结果 　 １９ 批药材指纹图谱中有 ２３ 个共有峰， 指认了其中 １ 个， 相似度均大于

０􀆰 ９２４。 毛蕊花糖苷在 ３７５ ～ ６ ０００ ｎｇ 范围内线性关系良好 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， 平均加样回收率为 ９９􀆰 ５４％ ， ＲＳＤ 为

１􀆰 ３９％ 。 各批药材聚为 ３ 类， ３ 个主成分累积方差贡献率为 ８６􀆰 ０６７％ ， 差异标志物有 ５ 个。 结论 　 该方法适用性强，
重复性、 稳定性良好， 可用于白花泡桐叶的质量控制。
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　 　 白花泡桐叶为玄参科泡桐属植物白花泡桐 Ｐａｕｌｏｗｎｉａ
ｆｏｒｔｕｎｅｉ （Ｓｅｅｍ．） Ｈｅｍｓｌ． 的干燥叶片［１］ ， 其根能祛风止痛，
主治风湿热痹、 筋骨疼痛、 扭伤； 果可化痰止咳， 主治慢

性支气管炎、 咳嗽； 叶、 花能消肿解毒， 主治疔肿疮毒、
痈疽［２］ 。 现代药理研究表明， 白花泡桐主要具有抗菌［３］ 、
抗炎［４］ 、 抗肿瘤［５⁃６］ 、 抗氧化［７］ 、 降压［８］ 、 抗皮肤老化［９］ 、
抗寄生虫［１０］等作用。

白花泡桐叶作为土家族常用的治疗烧烫伤药物［１１］ ， 其

临床疗效显著， 被收入 《湖南省中药材标准》 （２００９ 版），
虽有以熊果酸为指标的 ＴＬＣ 定性鉴别、 含量测定方法， 但

该成分作为广谱性三萜类化合物， 广泛存在于多种药用植

物中， 缺乏物种特异性， 而且中药具有协同作用的特征，
单一成分难以全面反映其整体质量。 指纹图谱是一种基于

整体化学成分的系统表征方法， 可实现对中药物质基础的

专属性、 整体性评价［１２］ 。 因此， 本实验建立白花泡桐叶

ＨＰＬＣ 指纹图谱， 测定毛蕊花糖苷含量， 并进行聚类分析、
主成分分析、 正交偏最小二乘法⁃判别分析， 以期为该药材

质量标准提升提供科学依据和技术支持。
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