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高效液相色谱法测定四草克银凝胶中没食子酸的含量

杨连滟1，肖玮瑢1，文诗雨1，谢欣辛2，张红敏2，陈　斌1 （1. 上海市静安区食品药品检验所, 上海 200435；2. 上海市

皮肤病医院, 上海 200443）

［摘要］  目的　建立四草克银凝胶中没食子酸含量测定的液相色谱方法。方法　以没食子酸为对照品，采用高效液相

色谱法，色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18 柱（4.6 mm ×25 mm，5 μm），流动相为甲醇—0.05% 磷酸（5∶95），流速 1.0 ml/min，
紫外检测波长为 272 nm，柱温 30℃，进样体积 10 μl。结果　没食子酸在 1.004 ～ 50.18 μg/ml（r=0.999 9）浓度范围内呈良好

的线性关系，平均回收率为 102.9%（n=9）。结论　本方法操作简便，结果准确可靠，可用于四草克银凝胶中地榆的质量控制。

［关键词］　四草克银凝胶；地榆；没食子酸；含量测定；HPLC
［文章编号］　2097-2024（2026）00-0001-04　　　［DOI］　10.12206/j.issn.2097-2024.202508053

Determination of Gallic Acid in Sicaokeyin gel by HPLC
YANG LianYan1, XIAO WeiRong1, WEN ShiYu1, XIE XinXin2, ZHANG HongMin2, CHEN Bin1（1. Shanghai Jing’an Institute for
Food and Drug Control, Shanghai 200435, China; 2. Shanghai Skin Disease Hospital, Shanghai 200443, China）

［Abstract］  Objective　To establish a HPLC method for the determinant of gallic acid in Sicaokeyin gel. Methods　With
gallic acid as reference substance，HPLC analysis was performed on a Agilent Eclipse XDB-C18 column （4.6 mm ×25 mm，5 μm）

with methanol-0.05%phosphoric acid （5∶95） under isocratic elution. The flow rate was 1.0 ml/min and the detection wavelength
was  272  nm.  The  column  temperature  was  30℃,  the  injection  volume  was  10  ul. Results　 Gallic  acid  showed  good  linear
relationship in the range of 1.004 ～ 50.18 μg/ml （r=0.999 9）. The average recovery was 102.9% （n=9）. Conclusion　The method
was  easy  to  operate;  the  result  was  accurate  and  reliable,  which  be  used  for  the  quality  control  of  Sanguisorba  officinalis  in
Sicaokeyin gel.

［Key words］　Sicaokeyin Gel；Sanguisorba officinalis；gallic acid；content assay；HPLC

皮肤病学作为重点专科之一，其病种丰富、临

床科技成果转化需求迫切，在国内多个医疗机构中

获得了国家级和省级的重点支持。上海市皮肤病

医院在长期临床实践中总结并创新了不少“经方”，

其中“四草克银方”用于治疗银屑病效果良好[1]。其

方原本为中药药浴处方，能针对银屑病主要病因病

机，达到良好的治疗作用，因药浴治疗操作多有不

便，在其基础上，改进并开发了外用药膏制剂——
四草克银凝胶，并申请注册上海市医疗机构新制剂

品种。银屑病在中医范畴中称为“白疕”，主要病因

为气血失衡，血热内蕴，化燥生风，肌肤失养，而凝

胶剂具有渗透性强，低刺激性，释药性好，携带方便

等优势，治疗方式简便，效果更为直观。地榆为我

国传统要药[2]，是四草克银凝胶中的重要组成部分，

具有凉血止血、解毒敛疮、抗菌消炎等功效，常用

于改善皮肤感染、湿疹、出血等问题[3]。其含有的

鞣质、黄酮类成分可促进创面修复，减轻炎症反应，

同时具备一定抗氧化作用，适合外用于多种皮肤问

题[4-5]。因此，对于四草克银凝胶中的主药——地

榆，进行有效成分的质量控制显得尤为重要，对于

保证该制剂的稳定性和有效性有着重要意义。

本实验参考了不同制剂以及药材中地榆含量

测定的方法，以没食子酸为定量指标，对样品前处

理和色谱条件等进行了优化[6-10]，建立了四草克银

凝胶中没食子酸含量测定的液相方法，以进一步提

高四草克银凝胶质量控制水平，达到有效提升制剂

品质的目的，为保障临床疗效打好坚实基础。

 1    材料

 1.1    仪器

Agilent 1 260 Infinity 型高效液相色谱仪（安捷
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伦），KUDOS 超声波清洗机（上海科导超声仪器有

限公司），Sartorius CP124S 电子天平（赛多利斯、万

分之一 ），Sartorius  MCE125S-2CCN-U 电子天平

（赛多利斯、十万分之一），大容量高速台式冷冻离

心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）。

 1.2    试药和试剂

没食子酸对照品 （中检院 ，批号 ： 110831-
202408，含量：96.5%），供含量测定用。四草克银

凝胶 （皮肤病医院 ，批号 ： 24052701， 24060501，
24061801，规格：20g/支）。甲醇为色谱纯（Fisher
Scientific）、氯化钠（国药集团化学试剂有限公司），

其他试剂均为分析纯、水为纯化水。

 2    方法与结果

 2.1    色谱条件

Agilent  Eclipse  XDB-C18 柱 （4.6  mm  ×25  mm，

5  μm），流动相甲醇 -0.05% 磷酸 （5∶95），流速

1.0 ml/min，紫外检测波长为 272 nm，柱温 30℃，进

样体积 10 μl。
 2.2    溶液制备

 2.2.1    对照品溶液的制备

精密称取没食子酸对照品 10.40 mg 于 100 ml
量瓶中，用水溶解并定容至刻度，稀释制成每 1 ml
中含 100.4μg 没食子酸的对照品储备溶液。

 2.2.2    供试品溶液的制备

取四草克银凝胶约 1.0 g，精密称定，置 20 ml
量瓶中，加入 1 ml 饱和氯化钠溶液，涡旋 1 min，加
水适量，超声 20 min，用水稀释并定容至刻度，摇匀，

转移至 50 ml 的离心管中，转速为 9 000 rpm，4℃
条件下，高速离心 10 min，取上清液，用 0.45 μm 滤

膜过滤，取续滤液作为供试品溶液，进样。

 2.2.3    阴性对照溶液的制备

另取缺地榆阴性样品（批号 24112501），按照

“2.2.2”项下同法操作，制成缺地榆阴性对照溶液。

 2.3    方法学考察

 2.3.1    专属性考察

取对照品储备液 5 ml，用水稀释至 100 ml，作
为专属性考察对照品溶液。取对照品溶液、供试品

溶液和阴性对照溶液，注入液相色谱仪，记录峰面

积和保留时间。结果显示，供试品溶液色谱图中呈

现与对照品色谱图中没食子酸对照品保留时间相

同的色谱峰。对照品溶液中没食子酸的保留时间

为 6.156 min，供试品溶液中没食子酸的保留时间

为 6.162 min，理论板数大于 9 000，主峰与相邻杂

质峰分离度大于 2.0。阴性对照溶液色谱图中，在

与没食子酸相同保留时间处无干扰。表明该方法

专属性良好。液相色谱图详见图 1。
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图 1    四草克银凝胶液相色谱图

A. 溶剂；B. 对照品；C. 缺地榆阴性对照；D. 供试品
 

 2.3.2    线性关系的考察

精密吸取对照品储备液 1、5、5、5、5ml 分别

置 100、100、50、25、10 ml 量瓶中，加水稀释并定

容至刻度，分别制得浓度为 1.004、5.020、10.04、
20.08、50.20 μg/ml 没食子酸系列对照品溶液。精

密吸取对照品溶液各 10 μl 依次注入高效液相色谱

仪，测定峰面积，以对照品浓度（X）为横坐标，峰面

积（Y）为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程为 Y =
31.85 X + 2.408（r=0.999 9），结果表明，在上述色谱

条件下，没食子酸在 1.004 ～ 50.20μg/ml 浓度范围

内与峰面积线性关系良好。

 2.3.3    检出限与定量限

精密吸取对照品储备液 5 ml 于 50 ml 的量瓶

中，加水稀释至刻度，取上述溶液按照 S/N=3 和

S/N=10 时制备并测定检出限和定量限。测得检出

限浓度为 0.03 μg/ml，定量限浓度为 0.07 μg/ml。
 2.3.4    精密度

精密量取对照品溶液（浓度为 5.020 μg/ml），按
“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，测定并记录峰

面积，结果按峰面积计算，RSD 为 0.33%，结果表明

精密度良好。

 2.3.5    重复性

取同一供试品（批号 24 052 701）约 1.0 g，精密
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称定，按“2.2.2”项下方法，平行制备 6 份供试品溶

液，按 2.1 项下色谱条件，精密吸取 10 μl 进样，测

定并计算没食子酸的含量，结果为 73.86μg/g，RSD
为 0.70%。表明该方法重复性良好。

 2.3.6    稳定性实验

取供试品（批号 24 052 701）约 1.0 g，精密称定，

按“2.2.2”项下方法制备，按 2.1 项下方法测定，在

0～24h 内分别进样（0、2、4、8、12、16、24h），每次

10 μl，计算峰面积，考察其稳定性，测得 RSD=1.03%。

表明供试品溶液在 24h 内基本稳定。

 2.3.7    加样回收试验

精密称取已知没食子酸含量的同一批供试品

（批号  24 052 701），没食子酸含量为 74.04μg/g，取
供试品约 0.5 g，精密称定，共称取 9 份，置于 20 ml
量瓶中，分别精密加入对照品储备溶液 0.3、0.4 和

0.5ml，平行操作 3 份，加入 1 ml 饱和氯化钠溶液，

按 2.2.2 项下方法制备，按 2.1 项下方法测定，计算

没食子酸的回收率。结果见表 1。
 
 

表 1    加样回收实验 
称样量（g） 样品含量（μg） 加入量（μg） 测得量（μg） 回收率（%） 平均回收率（%） RSD（%）

没食子酸1 0.534 9 39.60 30.12 70.65 103.1 102.2 0.79
0.527 6 39.06 30.12 69.81 102.1
0.531 5 39.35 30.12 69.91 101.5

没食子酸2 0.534 4 39.57 40.16 80.83 102.7 102.4 0.68
0.519 8 38.49 40.16 79.81 102.9
0.526 5 38.98 40.16 79.79 101.6

没食子酸3 0.523 3 38.75 50.20 89.96 102.0 101.6 0.35
0.540 9 40.05 50.20 90.89 101.3
0.537 5 39.80 50.20 90.79 101.6

 

 2.4    样品中没食子酸的含量测定

取 3 批四草克银凝胶样品，各自操作 3 份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，测定，计算没食

子酸的含量，结果见表 2。
 
 

表 2    不同批次四草克银凝胶中没食子酸的含量 
批次 没食子酸（μg/g） 平均值（μg/g） RSD（%）

24 052 701 73.95 74.04 0.19
73.97
74.20

24 060 501 66.83 66.56 1.81
67.60
65.23

24 061 801 68.20 69.26 1.50
69.31
70.27

 

 3    分析与讨论

 3.1    检验方法及检测波长的确定

没食子酸的检测可以通过分光光度法、液相色

谱法 [11-14] 等实现。但是分光光度法需要通过辅助

显色等实现，如福林酚试剂、三氯化铁试液等，操作

复杂且专属性不佳。而液相色谱法作为最常用的

方法，适用于药品、化妆品、植物提取物等复杂样

品的分析，因此最终采用了液相色谱法。在选择波

长时考虑到没食子酸在 220 nm、272 nm 及 280 nm
等波长下均有较好吸收，最终参考《中国药典》

2020 年版一部中地榆的含量测定[15]，结合响应值

大小、阴性无干扰等条件，选择 272 nm 为最终检测

波长。四草克银凝胶配方中的紫草也为本制剂的

主药，但是其主要成分紫草素的含量测定面临多项

技术难点，主要源于其复杂的理化特性，且样品基

质对于提取有效成分具有干扰。紫草素对光、热敏

感，全程需避光操作，在提取和分析的过程中可能

降解造成测得含量不准确。而且样品中紫草素的

提取需经多步萃取纯化，如碱液提取、酸中和、有

机溶剂反复萃取、硅胶柱层析等预分离步骤，操作

繁琐且易引入误差[16-17]。综合考察四草克银凝胶

中几味药，地榆为本制剂的君药，其含有的大量鞣

质具有收敛作用，能迅速干燥创面、减少渗出、缓

解瘙痒。地榆中的特征成分没食子酸性质稳定，提

取过程方便，其测定结果能较好的反映样品中总酚

的含量，因此选择没食子酸作为四草克银凝胶的质

量控制指标。

 3.2    色谱条件的选择

根据考察的各种流动相组成例如乙腈-三乙

胺-磷酸水溶液[18]、甲醇-磷酸溶液[19]、乙腈-磷酸溶

液[20] 以及甲醇-冰醋酸水溶液[21] 等体系后，最终本

文采用甲醇-0.05% 磷酸（5∶95）为流动相，结果表

明本文采用的流动相峰形良好，洗脱效果佳，分离

度良好，基线平稳，分析时间适中。在柱温条件方

面，分别考察了 25℃、30℃ 和 35℃，结果表明当柱

温 25℃ 时，色谱峰易存在拖尾现象，而 35℃ 时，没

食子酸出峰过快，与杂质的分离度不如 30℃ 时，因

此选择柱温为 30℃。
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 3.3    提取条件的选择

针对本凝胶剂，先后采用甲醇直接提取[22]、加

稀盐酸溶液后提取 [23] 以及加氯化钠溶液后提取[24]

等方法。实验结果发现用溶剂直接提取的供试品

含量检测偏低，加稀盐酸或加饱和氯化钠溶液的供

试品含量结果相当，但是稀盐酸对液相色谱基线有

干扰、对于色谱柱的损耗较大。因此，选择了加饱

和氯化钠溶液涡旋混匀后用水溶解，作为供试品溶

液的预处理方法。在加饱和氯化钠溶液提取过程

中依次采用了超声处理、水浴回流、索氏提取等方

法，因产品中凝胶基质的关系，加热后提取溶液难

以过滤澄清且回流提取耗费时间较久；而超声提取

温度上升不明显，操作简便效率高。考察不同超声

提取时间，取供试品分别超声提取 5 分钟、10 分

钟、20 分钟、30 分钟，超声 5 分钟及 10 分钟时测

得没食子酸含量均低于超声 20 分钟时，而超声

30 分钟时测得的含量与超声 20 分钟时相当，表明

经过超声 20 分钟已基本能将没食子酸提取完全，

因此选择超声提取 20 分钟为最佳预处理时间。最

终确定本文供试品溶液的制备方法为加 1 ml 饱和

氯化钠溶液涡旋 1 min 混匀后，加水适量，超声提

取 20 min 后定容。

 4    结论

地榆作为传统中医药治疗皮肤病的要药，具有

解毒敛疮、凉血活血、抗炎抑菌的作用，常用于疮

痈肿毒、湿疹皮炎、水火烫伤等。其含有的没食子

酸、槲皮素、地榆皂苷等都对皮肤病的治疗起着重

要作用。四草克银凝胶作为上海市皮肤病医院的

新制剂品种，还未建立有效、可控的质量标准体

系。本文考察了采用高效液相色谱法测定四草克

银凝胶中没食子酸的含量，该方法专属性强，线性

良好，定量准确，操作简便。测得的三个批次样品

中，没食子酸含量稳定，批次之间差异不大，可为四

草克银凝胶的质量控制提供坚实可靠的参考依据，

更好的保障临床有效性。
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