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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立了银翘散配方颗粒中连翘酯苷 A 的含量测定方法 。方法 　采用高效液相色谱法 ，色谱柱为 Welch
Ultimate XB唱C１８ （２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，以甲醇唱０ ．２％ 冰醋酸溶液为流动相进行梯度洗脱 ，流速为 １ ．０ ml／min ，检测波长
为 ３３０ nm ，柱温 ２０ ℃ 。结果 　连翘酯苷 A 进样量在 ０ ．０８０ ３ ～ ３ ．２１１ μg 范围内线性关系良好（ r ＝ １ ．０００） 。加样回收率为

１０３畅７８％ ，RSD为 ０ ．８２％ 。结论 　该方法简便 、准确 ，专一性和重复性较好 ，可用于银翘散配方颗粒的质量控制 。
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Content determination of Forsythoside A in Yinqiaosan granules by HPLC
WANG Chan１ ，WEI Ren２ ，HUANG Xiaoyu２ ，LIN Guang３ ，HUANG Zhiquan３ ，ZHOU Yongqiang３ （PuraPharm Corporation ，

Nanning ５３０００７ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a method for determination of the content of Forsythoside A in Yinqiaosan granules ．

Methods 　 HPLC method was adopted to carry on the determination ．Welch Ultimate XB唱C１８ column （２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm）
was used with the mobile phase of methanol唱０ ．２％ Glacial acetic acid solution by gradient elution ． The flow rate was
１ ．０ ml／min ，the detection wavelength was ３３０ nm ，and the column temperature was ２０ ℃ ．Results 　 Forsythoside A showed a
good linear relationship at the range from ０ ．０８０ ３ ～ ３ ．２１１ μg （ r ＝ １ ．０００） ．The average recovery rates were １０３ ．７８％ ，and
RSD ＝ ０ ．８２％ ．Conclusion 　 The method was convenient and accurate ．Meanwhile ，it also has good specificity and reproducibili唱
ty ．It can be used effectively for the quality control of Yinqiaosan granules ．

［Key words］ 　 HPLC ；Yinqiaosan granules ；Forsythoside A

　 　银翘散配方颗粒（Yinqiaosan granules ）由金银
花 、连翘 、荆芥 、桔梗等十味中药组成 ，具有疏散风

热 、清热解毒的功效 ，主治温病初起 ，邪在卫分 ，症见

发热无汗 ，或汗出不畅 ，微恶风寒 ，头痛口渴 ，咳嗽咽

痛 ，舌尖红 ，苔薄白或薄黄 ，脉浮数 。方中重用金银

花 、连翘为君 ，既有辛凉透表 、清热解毒的作用 ，又具

芳香辟秽的功效［１］
。有研究表明 ，连翘中发挥抗菌

作用的主要是连翘酯苷 ，其具有抗菌 、抗病毒 、抗氧

化 、抑制弹性蛋白酶活力以及松弛血管等药理作

用［２］
。连翘中连翘酯苷包括连翘酯苷 （Forsytho唱

side）A 、B 、C 、D 、E等 ，尤以连翘酯苷 A 含量最高［３］
。

枟中华人民共和国药典枠（２０１０ 版）新增了连翘酯苷

A作为连翘药材的质量控制指标 。本实验采用高效

液相色谱法对银翘散配方颗粒中连翘酯苷 A做含量

测定 。结果表明 ，本法操作简便 ，稳定性 、重现性好 ，

测定结果准确 ，可作为银翘散配方颗粒的质量控制 。

1 　仪器与试药

Agilent １２６０高效液相色谱仪（美国 Agilent 公
司） ，GR唱２０２分析天平 （日本） ，昆山 KQ唱５００DE 超
声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司） 。连翘酯苷

A 对照品（批号 ：１１１８１０唱２０１１０３ ，含量以 ９２ ．９％ 计 ，

中国食品药品检定研究院） ，银翘散配方颗粒［批号 ：

A１３０００１０ ，培力（南宁）药业有限公司］ ；甲醇（欧普

森）为色谱纯 ，水为超纯水 ，其他试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Welch Ultimate XB唱C１８

柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；以甲醇为流动相 A ，

０畅２％ 冰醋酸为流动相 B ，按表 １ 进行梯度洗脱 ；流

速 １ ．０ ml／min ；进样量 ：对照品溶液 １０ μl ，供试品溶
液 ２０ μl ；柱温 ２０ ℃ ；检测波长 ３３０ nm ，理论塔板数

按连翘酯苷 A 峰计算应不低于 ３ ０００ 。
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2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　对照品溶液 　 取连翘酯苷 A 对照品适量 ，

精密称定 ，加含 ０ ．５％ 冰醋酸的 ５０％ 甲醇溶液制成

８０ μg／ml的对照品溶液 ，即得 。

表 1 　梯度洗脱程序

时间（ t／min） 流动相 A（％ ） 流动相 B（％ ）

０ ～ １０ ~２５ → ３４ 晻７５ → ６６ 牋
１０ ～ １７ 拻３４ → ３５ 晻６６ → ６５ 牋
１７ ～ ３５ 拻３５ C６５ N
３５ ～ ４５ 拻３５ → ７５ 晻６５ → ２５ 牋
４５ ～ ５０ 拻７５ → ２５ 晻２５ → ７５ 牋

2 ．2 ．2 　 供试品溶液 　 取本品适量 ，研细 ，取约

１ ．０ g ，精密称定 ，置具塞锥形瓶中 ，加入 ５０％ 甲醇

５０ ml ，称重 ，超声处理（功率 ４００ W ，频率 ４０ kHz）

４５ min ，取出 ，放冷 ，称定重量 ，用 ５０％ 甲醇补足减

失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，即得 。

2 ．2 ．3 　阴性样品溶液 　 取缺连翘药材的银翘散配

方颗粒阴性样品 ，研细 ，取约 １ ．０ g ，精密称定 ，置具

塞锥形瓶中 ，精密加入 ５０％ 甲醇 ５０ ml ，称重 ，超声

处理（功率 ４００ W ，频率 ４０ kHz）４５ min ，取出 ，放

冷 ，称定重量 ，用 ５０％ 甲醇补足减失的重量 ，摇匀 ，

滤过 ，取续滤液 ，即得 。

2 ．3 　专一性考察 　 分别吸取对照品溶液 １０ μl 、供
试品溶液和阴性样品溶液各 ２０ μl进样 。在“２ ．１色

谱条件”下 ，供试品中连翘酯苷 A 色谱峰与对照品
色谱峰保留时间一致 ，并与其他共存成分最小分离

度为 １ ．８３ ，理论塔板数为 １７ ２０６ ，主峰与杂质峰达

到基线分离 ，且阴性样品在相应的位置没有色谱峰

干扰 ，说明本方法专一性良好（图 １） 。

图 1 　连翘酯苷 A高效液相色谱图
A ．对照品 ；B ．供试品 ；C ．阴性样品 ；１ ．连翘酯苷 A

2 ．4 　 线性关系考察 　 分别精密量取浓度为

０ ．３２１ １ mg／ml的对照品溶液 ０ ．２５ 、０ ．５０ 、１ ．０ 、２ ．０ 、

５ ．０ ml ，置 １０ ml量瓶中 ，加含 ０ ．５％ 冰醋酸的 ５０％

甲醇溶液稀释至刻度 ，摇匀 ，得线 １ 至线 ５ ，并取

０ ．３２１ １ mg／ml的对照品溶液作为线 ６ 。精密吸取

线 １至线 ６对照品溶液各 １０ μl ，进行测定 。以进样

量（μg）为横坐标 ，峰面积积分值为纵坐标 ，绘制标

准曲线 ，得回归方程为 Y ＝ １ ６６８ ．８０５ ５X － １２ ．４９６ ２

（r ＝ １畅０００） 。结果表明 ，连翘酯苷 A 在 ０ ．０８０ ３ ～

３ ．２１１ μg范围内线性关系良好 。

2 ．5 　精密度实验 　精密吸取连翘酯苷 A 对照品溶
液（浓度为 ３２ ．１１ μg／ml）１０ μl ，重复进样 ６次 ，测定

峰面积 。结果表明 ，连翘酯苷 A 峰面积的 RSD ＝

２畅４３％ ，说明仪器精密度良好 。

2 ．6 　稳定性实验 　取同一供试品溶液 ，分别于 ０ 、２ 、

４ 、６ 、８ 、１３ h进样 ，依法测定 ，结果连翘酯苷 A 峰面积
的 RSD ＝ ０ ．７５％ ，说明供试品溶液在 １３ h内稳定 。

2 ．7 　重复性实验 　取同一批样品 ，研细 ，取 ６份 ，每

份约 １ ．０ g ，精密称定 ，按“２ ．２ ．２”项下方法制得供试

品溶液 ，精密吸取供试品溶液各 ２０ μl进样 ，测峰面

积并计算连翘酯苷 A 的含量 。结果连翘酯苷 A 的
平均含量为 ０ ．９６５ mg ／g ，含量的 RSD为 ０ ．５６％ ，说

明本方法重复性较好 。

2 ．8 　 加样回收率实验 　 称取同一批已知含量为

０畅９６５ mg ／g的样品 ，研细 ，取 ６份 ，每份约 ０ ．５ g ，精
密称定 ，置具塞锥形瓶中 ，分别精密加入浓度为

０畅６０５ mg／ml的连翘酯苷 A 对照品溶液 ０ ．８ ml ，蒸
干 ，按“２ ．２ ．２”项下方法制得供试品溶液 ，进样测

定 ，计算回收率 ，分别为 １０３ ．２０％ 、１０３ ．１２％ 、

１０２畅７９％ 、１０４ ．３８％ 、１０４ ．８８％ 和 １０４ ．３４％ ，平均回

收率为 １０３ ．７８％ ，RSD 为 ０ ．８２％ ，说明本方法回收

率良好 。

2 ．9 　样品测定 　取本品 ６ 批 ，每批取 ２ 份 ，每份约

１ ．０ g ，精密称定 ，按“２ ．２ ．２ ”项下方法制得供试品

溶液 ，按“２ ．１色谱条件”进样测定 ，结果见表 ２ 。

表 2 　 6批银翘散配方颗粒含量测定结果（n＝ ６ ，mg ／g）
批 　 号 含 　 量 平均含量

A１０１５４７唱０１ }０ X．７５９ ０ 枛．７６３ ０ ǐ．７６１

A１１０３７１唱０１ }１ X．２５７ １ 枛．２６８ １ ǐ．２６３

A１１０１２３唱０１ }０ X．５６７ ０ 枛．５７３ ０ ǐ．５７０

A１２０１５１３ 9１ X．７７４ １ 枛．７５７ １ ǐ．７６６

A１３００００９ 9０ X．９０９ ０ 枛．９０５ ０ ǐ．９０７

A１３０００１０ 9０ X．９５１ ０ 枛．９７９ ０ ǐ．９６５
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3 　讨论

3 ．1 　流动相的选择 　本实验曾参考枟中华人民共和

国药典（一部）枠２０１０ 年版中［连翘］含量测定项 ，使

用乙腈唱０ ．４％ 冰醋酸 （１５ 砄 ８５ ）作为流动相进行测

定 ，结果连翘酯苷 A 峰与相邻杂质峰分离不佳 、峰

形差 ；亦曾考察不同的流动相系统 ：乙腈唱０ ．２％ 磷酸

水溶液梯度洗脱 、甲醇唱磷酸水溶液梯度洗脱［４ ，５］
、乙

腈唱０ ．４％ 冰醋酸水溶液等度及梯度洗脱［６ ，７］
、甲醇唱

０ ．２％ 冰醋酸梯度洗脱 ，结果以甲醇唱０ ．２％ 冰醋酸梯

度洗脱分离效果最好 ，峰形最佳 。

3 ．2 　供试品制备方法的考察 　 考察提取溶剂种类

时 ，对甲醇 、７０％ 甲醇 、５０％ 甲醇 、乙醇 、７０％ 乙醇 、

５０％ 乙醇等提取溶剂进行比较 ，发现使用 ５０％ 甲醇

作为提取溶剂时 ，测得含量较高且峰形最好 ，因此选

择 ５０％ 甲醇作为提取溶剂 。另对提取方式（加热回

流 、超声处理 、浸泡处理 ） ，提取时间 （３０ 、４５ 、

６０ min） ，提取溶剂用量 （２５ 、５０ 、１００ ml）进行了优
选 。优选方案为 ：加溶剂 ５０ ml ，超声处理 ４５ min 。
3 ．3 　对照品配制用溶剂的选择 　连翘酯苷 A 含酚
类结构 ，其结构较为复杂 ，在高湿 、强光下不稳定［３］

。

本研究发现 ，当使用含有水的甲醇溶液配制时 ，对照

品溶液放置几小时后就会分解（HPLC 测定可发现

在主峰前有明显的分解峰 ，且主峰的峰面积有明显

的下降） ；使用不含水的纯甲醇配制 ，对照品溶液放

置几天后峰面积亦会降低 。有研究报道称 ，酸性介
质或抗氧剂的加入有利于改善连翘酯苷 A 在水溶
液中的稳定性［３］

。因此 ，笔者尝试通过在 ５０％ 甲醇

中加入 ０ ．５％ 冰醋酸作为溶剂配制对照品溶液以提

高其稳定性 ，测定结果表明 ，此法效果显著 ，对照品

溶液放置 ２０ d后峰面积亦无明显变化 。
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浆样品中筛选出主要代谢物 ７唱OH MTX ，并获得液

质联用的相关特征信息 。经比较 ，色谱峰 １０ ．４ min
处的物质在液质联用中的色谱与质谱行为与筛选所

得 ７唱OH MTX均相符 ，故确证其为 MTX在人体内
的代谢物 ７唱OH MTX 。
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