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摘要:本文建立同时测定外感风痧颗粒中原儿茶酸、原儿茶醛、绿原酸、咖啡酸4种成分的 HPLC方法。色谱

柱为依利特Hypersil
 

C18柱(250
 

mm×4.6
 

mm,5
 

μm
 

);流动相为乙腈0.2%磷酸,梯度洗脱,流速1.0
 

mL·min-1;柱温25℃。结果显示:4种指标成分分离效果良好,原儿茶酸在3.672~33.048
 

μg·mL
-1、原儿

茶醛在1.236~11.124
 

μg·mL
-1、绿原酸在9.2~82.8

 

μg·mL
-1、咖啡酸在1.488~13.392

 

μg·mL
-1 线性

关系良好;平均加样回收率均为97.6%~103.3%。本方法准确、灵敏、可靠,重现性较好,可用于外感风痧颗

粒的质量控制。
关键词:外感风痧颗粒 HPLC 原儿茶酸 原儿茶醛 绿原酸 咖啡酸
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0 引言

  外感风痧颗粒由广西中医药大学百年乐制药厂

生产。该方源自壮族民间验方,由苍耳草、狗仔花、山
芝麻、藤苦参、岗梅、两面针等6味药制成,具有祛风

清热的功效,临床用于风热感冒、咽喉肿痛。现代药

理研究表明,外感风痧颗粒(片)剂对致热大鼠有解

热、镇痛、消炎、抑菌、增强免疫功能的作用[1]。外感

风痧颗粒的现行质量标准执行卫生部标准 WS3B
211996,其中只有性状项、颗粒剂检查项和生物碱、
黄酮类成分的理化鉴别项,无法有效控制外感风痧颗

粒的质量。外感风痧颗粒(片)是广西中医药大学百

年乐制药厂的特色品种。为保障人民群众用药的安

全有效性,并推广外感风痧颗粒的应用,外感风痧颗

粒标准的完善势在必行,有必要增加含量测定项对其

中的指标性成分进行测定。关于外感风痧颗粒的质

量控制研究报道较少,罗宇东等[2]对无糖型外感风痧

颗粒质量标准进行研究,使用薄层色谱法定性鉴别了

藤苦参和岗梅,并采用高效液相色谱法对产品中的绿

原酸进行了含量测定。中药及中药复方中所含组分

较多,其功效的产生是多组分协同作用的结果,因此

单一组分的质量控制已不能满足需要,近年来多数学

者均选择采用多指标控制的方法[35]。为了更全面、
客观地评价外感风痧颗粒的质量,本文拟采用多指标
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控制法对其进行质量控制。通过查阅相关文献[610],
本文拟选择外感风痧颗粒中原儿茶酸、原儿茶醛、绿
原酸、咖啡酸4种成分为主要监测指标并进行波长转

换的HPLC法,以期为外感风痧颗粒的质量控制提

供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  美国 Waters
 

e2695型高效液相色谱仪,四元泵,
柱温箱,可变波长检测器;

 

SQP电子分析天平(百万

分之 一),赛 多 利 斯 科 学 仪 器 北 京 有 限 公 司;

KQ5200B型超声波清洗器,昆山市超声仪器有限

公司。

  水为纯净水,甲醇为分析纯,乙腈为色谱纯。实

验用对照品原儿茶酸(批号:110809-201205,含量:

99.9%),原儿茶醛(批号:110810-201608,含量:

99.3%),绿 原 酸 (批 号:110753-201817,含 量:

96.8%),咖 啡 酸 (批 号:110885-201703,含 量:

99.7%),均购自中国食品药品检定研究院。外感风

痧颗粒(批号:20180304,20180401,20180402)由广西

中医药大学百年乐制药厂提供。

1.2 方法

1.2.1 HPLC法

  色谱条件:色谱柱为依利特 Hypersil
 

C18柱

(250
 

mm×4.6
 

mm,5
 

μm);流动相为乙腈0.2%磷

酸,梯度洗脱:0~5
 

min,8%乙腈;5~11
 

min,8%~
12%乙腈;11~25

 

min,12%~21%乙腈;25~30
 

min,21%~25%乙腈;30~35
 

min,25%~100%乙

腈;35~40
 

min,100%乙腈;进样量10
 

μL。柱温:

25℃。流速:1.0
 

mL·min1。转换波长条件:0~16
 

min,273
 

nm;16~41
 

min,327
 

nm。

  本法进行系统的适用性及专属性试验,要求理论

塔板数以绿原酸计应不少于3
 

000。

1.2.2 混合对照品溶液的制备

  精密称取原儿茶酸9.18
 

mg,置5
 

mL量瓶中,
加甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,即得对照品储备溶

液1;精密称取原儿茶醛6.18
 

mg,咖啡酸7.44
 

mg,
置10

 

mL量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,
即得对照品储备溶液2;精密称取绿原酸4.6

 

mg,置

10
 

mL棕色量瓶中,精密吸取对照品储备液1和储备

液2各1
 

mL并入同一量瓶中,再加适量甲醇超声使

绿原酸溶解并加甲醇稀释至刻度,摇匀,即得混合对

照品储备溶液。分别精密量取0.20
 

mL、
 

0.60
 

mL、

1.00
 

mL、1.40
 

mL、1.80
 

mL混合对照品储备溶液,
置10

 

mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度,摇匀,即得5
种不同浓度的混合对照品溶液。

1.2.3 供试品溶液的制备

  取外感风痧颗粒样品10袋,除去包装,精密称

定,求得平均装量,然后取样品适量,研细,取约10.0
 

g,精密称定,置锥形瓶中,精密加入甲醇25
 

mL,密
塞,称定质量后,超声40

 

min,放冷,再称定质量,并
用甲醇补足减失的质量,摇匀,静置,将上清液滤过,
取续滤液,即得供试品溶液。

2 结果与分析

2.1 样品测定

  取3批外感风痧颗粒样品,分别按1.2.3节方法

制备供试品溶液,在1.2.1节色谱条件下记录色谱图

并用标准曲线法计算原儿茶酸、原儿茶醛、绿原酸、咖
啡酸的含量,结合平均装量计算每袋(标示装量15

 

g)
中所含指标成分的质量(mg),结果见表1。
表1 外感风痧颗粒中4种指标性成分的含量

Table
 

1 Content
 

of
 

4
 

index
 

compounds
 

in
 

Waiganfengsha
 

Granule

批号
Lot

 

number

含量Content(mg·袋-1)

原儿茶酸
Protocate-
chuic

 

acid

原儿茶醛
Protocate-
chuic

 

alde-
hyde

绿原酸
Chlorogen-
ic

 

acid

咖啡酸
Caffeic

 

acid

20180304 0.69 0.30 1.6 0.20

20180401 0.62 0.30 1.5 0.22

20180402 0.60 0.26 1.4 0.21

2.2 系统适用性、专属性试验结果

  精密吸取1.2.2节和1.2.3节的混合对照品溶

液、外感风痧颗粒供试品溶液,按1.2.1节色谱条件

进样测定分析,考察系统适用性。结果显示,对照品

色谱图和供试品色谱图的相应位置具有相同保留时

间的色谱峰,经DAD检测器检测其 UV光谱一致,
各组分色谱峰分离度均达到1.5以上,符合含量测定

的要求。典型色谱图见图1。

2.3 线性关系考察

  将1.2.2节5个不同浓度的混合对照品溶液注

入高效液相色谱仪,进样量10
 

μL,测定峰面积,并以

峰面积值(Y)对含量(X)(μg/mL)进行回归,分别计

算4种指标的线性关系标准曲线方程,计算结果

见表2。
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  1:原儿茶酸Protocatechuic
 

acid,2:原儿茶醛Protocate-
chuic

 

aldehyde,3:绿原酸Chlorogenic
 

acid,4:咖啡酸Caffeic
 

acid
图1 外感风痧颗粒 HPLC色谱图

Fig.1 HPLC
 

chromatograms
 

of
 

Waiganfengsha
 

Granule

2.4 精密度实验

  精密吸取第3个浓度的混合对照品溶液10
 

μL,

重复进样6次,记录色谱图,测得原儿茶酸、原儿茶

醛、绿原酸、咖啡酸峰面积值,并计算峰面积的RSD
值,分别为1.1%、1.0%、1.1%、1.1%,表明仪器精

密度良好。

2.5 重复性实验

  取6份批号为20180402的样品,分别按1.2.3
节方法制备供试品溶液,精密吸取10

 

μL,依法测定

并记录色谱图,计算得原儿茶酸、原儿茶醛、绿原酸、
咖啡酸平均含量分别为0.04

 

mg/g、0.017
 

mg/g、

0.090
 

mg/g、0.014
 

mg/g,RSD 值分别为1.4%、

1.2%、0.89%、1.6%,与2.4节的精密度实验结果基

本一致,表明 HPLC法及设定的色谱条件参数重复

性良好。

2.6 稳定性实验

  取2.5节第一份供试品溶液,在0
 

h、2
 

h、4
 

h、8
 

h、12
 

h、24
 

h不同时间间隔点精密吸取10
 

μL进行分

析,计算得原儿茶酸、原儿茶醛、绿原酸、咖啡酸峰面

积的RSD值分别为1.2%、1.4%、1.7%、1.9%,表
明样品在24

 

h内稳定。
表2 4种指标成分的线性关系

Table
 

2 Linear
 

relationship
 

of
 

4
 

index
 

compounds

成分
Ingredient

回归方程
Regression

 

equation
r值
r

 

value
线性范围

Linear
 

range
 

(μg·mL
-1)

原儿茶酸
Protocatechuic

 

acid Y=19156X+1665.5 0.999
 

9 3.672~33.048

原儿茶醛
Protocatechuic

 

aldehyde Y=36902X-337.75 0.999
 

9 1.236~11.124

绿原酸
Chlorogenic

 

acid Y=25771X+18700 0.999
 

9 9.200~82.800

咖啡酸
Caffeic

 

acid Y=49419X+2206.9 0.999
 

9 1.488~13.392

2.7 加样回收率实验

  取批号为20180402的样品,研细,取约5.0
 

g,精
密称定,平行称取6份,按照样品已知含量100%的

水平加入混合对照品溶液,按1.2.3节方法制备供试

品溶液,精密吸取10
 

μL,依法进样,计算回收率。结

果:原儿茶酸、原儿茶醛、绿原酸、咖啡酸的平均回收

率分别为97.6%、100.9%、100.5%、103.3%,RSD
值分别为2.1%、2.8%、1.9%、2.6%,表明本文设定

的HPLC方法准确度良好。具体结果见表3。

2.8 处方中个味药材的检测

  分别取苍耳草、狗仔花、山芝麻、藤苦参、岗梅、两
面针药材粗粉约10

 

g,精密称定,分别按1.2.3节方

法制备供试品溶液,并采用1.2.1节色谱条件记录色

谱图。通过色谱峰检识发现,除岗梅外其他各味药都

表3 4种成分的加样回收率试验(n=6)

Table
 

3 Results
 

of
 

recovery
 

rate
 

tests
 

of
 

4
 

compounds
 

(n=6)

成分
Ingredient

样 品 中
含量
Sample

 

content
(m/mg)

加入量
Added

 

amount
(m/mg)

测得量
Meas-
ured

 

amount
(m/mg)

平均回
收率
Average

 

recovery
 

rate(%)

RSD
(%)

原儿茶酸
Protocate-
chuic

 

acid
0.200 0.180 0.370 97.6 2.1

原儿茶醛
Protocate-
chuic

 

aldehyde
0.085 0.093 1.175 100.9 2.8

绿原酸
Chlorogenic

 

acid
0.450 0.480 0.960 100.5 1.9

咖啡酸
Caffeic

 

acid 0.071 0.061 0.134 103.3 2.6
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含有原儿茶酸;除山芝麻外,其他各味药都含有绿原

酸;狗仔花、藤苦参和山芝麻中含有原儿茶醛;狗仔

花、藤苦参、山芝麻和苍耳草中均含有咖啡酸。

3 结论

  通过对处方中各味药材的检测可以得知,原儿茶

酸、原儿茶醛、绿原酸、咖啡酸这4种组分广泛分布于

苍耳草、狗仔花、山芝麻、藤苦参、岗梅、两面针这6味

药材中,本文选择此4种组分作为检测指标,能够较

为全面地体现投料药材的质量,有效地监控制剂的

质量。

  本研究通过对原药材的分析以及对提取条件、提
取时间、液相条件等条件的优化,最终建立了 HPLC
测定外感风痧颗粒中4种指标性成分的方法,该方法

简便易操作,结果准确可靠,可用于外感风痧颗粒的

质量控制。
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Abstract:
 

In
 

this
 

paper,an
 

HPLC
 

method
 

was
 

established
 

for
 

the
 

simultaneous
 

determination
 

of
 

four
 

compo-
nents

 

of
 

protocatechuic
 

acid,protocatechuic
 

aldehyde,chlorogenic
 

acid
 

and
 

caffeic
 

acid
 

in
 

Waiganfengsha
 

gran-
ule.The

 

chromatographic
 

separation
 

was
 

achieved
 

on
 

a
 

Hypersil
 

C18
 

(250
 

mm×4.6
 

mm,5
 

μm)
 

column
 

with
 

acetonitrile
 

0.2%
 

phosphoric
 

acid
 

as
 

mobile
 

phases
 

for
 

gradient
 

elution,at
 

the
 

flow
 

rate
 

of
 

1.0
 

mL·min-1.
The

 

column
 

temperature
 

was
 

25℃.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

four
 

active
 

components
 

were
 

well
 

separated
 

and
 

showed
 

good
 

linear
 

relationship
 

when
  

protocatechuic
 

acid
 

was
 

3.672-33.048
 

μg·mL
-1,protocatechuic

 

aldehyde
 

was
 

1.236-11.124
 

μg·mL
-1,chlorogenic

 

acid
 

was
 

9.2-82.8
 

μg·mL
-1,and

 

caffeic
 

acid
 

was
 

1.488-13.392
 

μg·mL
-1.The

 

average
 

recovery
 

rates
 

were
 

all
 

between
 

97.6%
 

and
 

103.3%.The
 

method
 

is
 

accurate,sensitive,credible
 

and
 

repeatable
 

and
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

quality
 

control
 

of
 

Waiganfengsha
 

gran-
ule.
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