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摘要 目的:建立同时测定通塞脉微丸中绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸 4 种成分的超高效液相色谱( UPLC) 分析方法。方
法:采用 Waters AcquityUPLC系统，AcquityUPLC BEH C18 ( 50 mm ×2. 1 mm，1. 7 μm) 色谱柱，以乙腈 － 0. 1%甲酸水为流动相，
梯度洗脱，双波长检测( λ1 = 276 nm、λ2 = 327 nm) ，柱温 35 ℃。结果:绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸在 16 min内即达到基线
分离，在测定的浓度范围内线性关系良好( r≥0. 9997) ，各成分的平均回收率在 95. 1% ～ 98. 2%，RSD ＜ 4. 0%。结论: UPLC分
离效果及重复性好，且快速、简便，可作为通塞脉微丸的质量控制方法。
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Abstract Objective: To establish a ultra performance liquid chromatography( UPLC) method for simultaneous de-
termination of 4 components—chlorogenic acid，ferulic acid，liquiritin and cinnamic acid in Tongsaimai pellets．
Methods: The analyses were performed on a Waters AcquityUPLC system equipped with a binary solventmanager，a
samplermanager，a column compartment and a PDA detector，connected to Waters Empower 2 software． An Acqu-
ityUPLC BEH C18 column ( 50 mm ×2. 1 mm，1. 7 μm) was used for all analyses． The investigated compounds were
separated with gradient mobile phase consisting of acetomitrile － 0. 1% formic acid． Chlorogenic acid，ferulic acid，
liquiritin and cinnamic acid were determined by dual wavelength of 276 nm ( λ1 ) and 327 nm ( λ2 ) ，and column
temperature 35 ℃ ． Results: Four components could be well separated at the baseline in 16 min． The average recov-
ery was 95. 1% to 98. 2% with RSD ＜4. 0% ． Conclusion: The developed UPLC method is simple，sensitive and ac-
curate with good repeatability，which is available for quality control of Tongsaimai pellets．
Key words: Tongsaimai pellets; chlorogenic acid; ferulic acid; liquiritin; cinnamic acid; ultra performance liquid
chromatography( UPLC)

通塞脉微丸是在国家中药保护品种《通塞脉
片》的基础上二次开发而成的治疗以缺血性脑中风
的新型中药制剂［1，2］。该药由金银花、当归、黄芪、
玄参、甘草 6 味药组成，含有挥发油、黄酮、皂苷、酚
酸四大类化学成分，其中绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉
桂酸是通塞脉微丸中主要活性成分［3］，也是国家药

品标准中各药材的主要质控指标。由于制剂中成分

复杂，应用 HPLC 分析通常难以获得良好的基线分
离，尤其阿魏酸与甘草苷由于结构近似，以往的测定

方法中阿魏酸往往与甘草苷重合，或者需要更长的

分析时间以实现两者分离［4，5］。本研究采用了 1. 7
μm小粒径色谱柱填料的超高效液相色谱则提供了
高流速下的较高的分析效率［6］，所测定的 4 种成分
绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸仅在 16 min 内即达
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到了良好分离，保证了快速分析及准确可靠的结果。
1 仪器与试药

Acquity TM 超高效液相色谱系统( 美国 Waters
公司) ，包括在线真空脱气机、高压二元梯度泵、控
温自动进样器、柱温箱、光敏二极管阵列检测器
( PDA) 和 Empower 2 工作站软件; BP211D型电子分
析天平( 德国 Satrorius公司) ; TGL － 18C － C 型高速
台式离心机( 上海安亭科学仪器厂) ; KQ － 250 型超
声波清洗器( 昆山超声仪器有限公司) 。
乙腈( 美国 Tedia公司，色谱纯) ; 重蒸去离子水

( 实验室制备) ; 甲酸( 上海化学试剂有限公司，分析

纯) ; 甲醇( 上海化学试剂有限公司，分析纯) 。
对照品绿原酸( 批号 110753 － 200413) 、阿魏酸

( 批号 110773 － 200611 ) 、甘草苷( 批号 111610 －
200604) 、肉桂酸( 批号 110786 － 200503 ) 均由中国
药品生物制品检定所提供，均为供含量测定用规格。
通塞脉微丸剂由本院自制，批号分别为 20100124，
20100226，20100302。
2 方法与结果
2. 1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱: Acqu-
ityUPLC BEH C18柱( 50 mm × 2. 1 mm，1. 7 μm) ; 流
动相: A( 乙腈) － B ( 0. 1%甲酸水溶液) ; 梯度洗脱
见表 1; 双波长检测: λ1 = 276 nm( 检测甘草苷、肉桂
酸) ，λ2 = 327 nm ( 检测绿原酸、阿魏酸) ; 柱温: 35
℃ ; 进样量: 1 μL。此色谱条件下，4 个成分分离良
好，见图 1、图 2。

表 1 梯度洗脱程序
Tab 1 Gradient elution procedures

时间

( time)

/min

流动相 A

( mobile phase A)

/%

流动相 B

( mobile phase B)

/%

流速

( flow rate )

/mL·min － 1

0. 00 10. 0 90. 0 0. 4

2. 00 14. 0 86. 0 0. 4

3. 60 14. 0 86. 0 0. 4

3. 80 10. 0 90. 0 0. 4

5. 20 10. 0 90. 0 0. 4

5. 40 19. 0 81. 0 0. 4

7. 50 19. 0 81. 0 0. 4

7. 70 20. 0 80. 0 0. 4

12. 00 20. 0 80. 0 0. 4

12. 20 60. 0 40. 0 0. 4

14. 50 60. 0 40. 0 0. 4

14. 70 10. 0 90. 0 0. 4

16. 00 10. 0 90. 0 0. 4

图 1 276 nm处超高效液相色谱图
Fig 1 UPLC chromatograms at 276 nm

A．对照品( reference substance) B．样品( sample)

1．绿原酸( chlorogenic acid ) 2． 阿魏酸( ferulic acid ) 3． 甘草苷
( liquiritin) 4．肉桂酸( cinnamic acid)

图 2 327 nm处超高效液相色谱图
Fig 2 UPLC chromatograms at 327 nm

A 对照品( reference substance) B．样品( sample)

1．绿原酸( chlorogenic acid) 2．阿魏酸( ferulic acid)

2. 2 溶液的制备
2. 2. 1 供试品溶液 取通塞脉微丸，混匀，研细，取
0. 8 g，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加入 50%甲醇
40 mL，超声( 40 kHz，500 W) 25 min，然后冷却至室
温，摇匀并定容至 50 mL，0. 22 μm 微孔滤膜过滤，
取续滤液备用。
2. 2. 2 对照品混合储备液 精密称取对照品绿原
酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸各适量，以 50%甲醇溶
解，摇匀并定容，制成含绿原酸 574. 00 μg·mL －1、
阿魏酸 155. 00 μg·mL －1、甘草苷 532. 00 μg·
mL －1、肉桂酸 86. 00 μg·mL －1的混合对照品溶液，

经 0. 22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液备用。
2. 2. 3 阴性供试品溶液 绿原酸来源于金银花，阿
魏酸来源于金银花、当归，甘草苷来源于甘草，肉桂
酸来源于玄参，按通塞脉微丸的生产工艺制备缺金

银花，当归、甘草、玄参的阴性制剂，并按照供试品溶
液的制备方法制备阴性供试品溶液。
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2. 3 方法学考察
2. 3. 1 空白干扰试验 取阴性供试品溶液进样 1
μL，测定，得 UPLC图谱，结果表明阴性制剂对所测
组分无干扰。
2. 3. 2 线性关系、检测限( LOD) 及定量限( LOQ)
精密吸取按“2. 2. 2”项下方法制成的绿原酸、阿
魏酸、甘草苷、肉桂酸 4 个成分的对照品混合储备
液，用倍比稀释的方法以 50%甲醇制成 5 个浓度点

的系列对照品混合溶液，在上述色谱条件下，分别进

样 1 μL，每个浓度平行进样 2 针，测量峰面积值。
以对照品峰面积平均值 Y 与对照品浓度 X ( μg·
mL －1 ) 进行线性回归，结果见表 2。将混合对照品溶
液用 50%甲醇不断进行稀释后作 UPLC 分析，得到
5 个成分的 LOD 值( S /N = 3 ) 和 LOQ 值( S /N =
10) ，结果见表 2。

表 2 各成分的线性回归方程及 LOD、LOQ测定结果
Tab 2 Linear regression equation，LOD and LOQ data for 4 compounds

成分

( compound)

回归方程

( regression equation)
r

线性范围

( linear range) /μg·mL －1

LOD

/ng

LOQ

/ng

绿原酸( chlorogenic acid) Y =7. 411 × 103X －6. 043 × 104 0. 9997 35. 88 ～ 574. 00 0. 13 0. 31

阿魏酸( ferulic acid) Y =1. 313 × 103X －2. 001 × 104 0. 9997 9. 69 ～ 155. 00 0. 10 0. 32

甘草苷( liquiritin) Y =4. 368 × 103X －2. 975 × 104 0. 9998 33. 25 ～ 532. 00 1. 11 3. 69

肉桂酸( cinnamic acid) Y =1. 636 × 104X －1. 381 0. 9998 5. 38 ～ 86. 00 0. 17 0. 57

2. 3. 3 精密度考察 取“2. 3. 2”项下各对照品线
性范围中间浓度点的对照品混合溶液，，连续进样 6
次，每次 1 μL，测定各成分的峰面积，分别计算其
RSD。结果绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸的 RSD
分别为 1. 1%，0. 13%，0. 35%，0. 51%，表明精密度
良好。
2. 3. 4 重复性考察 取通塞脉微丸 ( 批号
20100124) ，按“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液，
平行试验 6 份。分别取上述供试品溶液 1 μL，进
样，测定峰面积，计算各成分的含量和 RSD。结果
绿原酸，11. 99 mg·g －1、0. 75% ; 阿魏酸，1. 90 mg·
g －1、1. 40% ; 甘草苷，13. 42 mg·g －1、2. 69% ; 肉桂
酸，1. 27 mg·g －1、0. 90%，结果表明方法具有良好
的重复性。
2. 3. 5 稳定性试验 取通塞脉微丸 ( 批号
20100124) ，按“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液，
分别于 0，1，2，4，8，12 h各取 1 μL 进样测定各成分
的峰面积，计算 RSD。结果绿原酸 0. 48%、阿魏酸
0. 51%、甘草苷 0. 32%、肉桂酸 1. 5%。表明，供试
品溶液在室温条件下 12 h内测定结果稳定。

2. 3. 6 加样回收率考察 精密称取已测知含量的
通塞脉微丸样品 0. 4 g共 6 份，分别加入一定量的 4
个化合物的对照品，按照“2. 2. 1”项下方法制备供
试溶液，进样 1 μL，按上述色谱条件测定，分别计算
回收率。其平均回收率及 RSD值见表 3。

表 3 4 种成分的加样回收率结果( n =6)
Tab 3 Recovery of 4 investigated compounds

成分

( compound)

加入量

( added)

/μg

检出量

( found)

/μg

回收率

( recovery)

/%

RSD

/%

绿原酸( chlorogenic acid) 143. 50 140. 78 98. 1 0. 95

阿魏酸( ferulic acid) 38. 75 38. 06 98. 2 2. 5

甘草苷( liquiritin) 133. 00 126. 53 95. 1 1. 8

肉桂酸( cinnamic acid) 21. 50 20. 78 96. 6 3. 6

2. 4 样品测定 分别取 3 批通塞脉微丸，按照
“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液，每批平行 2 份，
每份进样 2 次，进样 1 μL，按本文所述的色谱条件
对绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸进行含量测定，结
果见表 4。

表 4 样品中 4 种成分含量测定
Tab 4 Contents of 4 compounds in samples

批号

( Lot No． )

绿原酸( chlorogenic acid) 阿魏酸( ferulic acid) 甘草苷( liquiritin) 肉桂酸( cinnamic acid)

C /mg · g － 1 RSD /% C /mg · g － 1 RSD /% C /mg · g － 1 RSD /% C /mg · g － 1 RSD /%

20100124 11. 97 0. 65 1. 90 0. 84 13. 86 0. 05 1. 27 0. 40

20100226 11. 66 0. 07 1. 87 0. 07 13. 33 0. 29 1. 25 0. 16

20100302 11. 76 0. 28 1. 87 0. 33 13. 37 0. 58 1. 28 0. 86
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3 结果与讨论
3. 1 本研究建立了 UPLC 双波长法同时测定通塞
脉微丸中绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸 4 个成分
含量，所测 4 个成分分别归属金银花、当归、甘草、玄
参 4 味药材，且 UPLC法与 HPLC 法相比，分析时间
短，分离效率高，重复性好，准确简便，因此此法可以

更加全面、快速、有效地控制本产品质量。
3. 2 本研究曾选用不同溶剂系统作为流动相进行
试验，如乙腈 －水、甲醇 －水、乙腈 － 0. 1%磷酸水、
乙腈 － 0. 5%甲酸水、乙腈 － 1. 0%甲酸水等溶剂系
统。结果表明，乙腈 － 1. 0%甲酸水梯度洗脱对通塞
脉微丸的分离效果最好。
3. 3 本研究分别对 4 个对照品溶液的紫外扫描图
谱分析，得知绿原酸、阿魏酸、甘草苷、肉桂酸的最大
吸收波长分别为 327 nm，320 nm，276 nm，278 nm。
因此本研究选用双波长检测，于 276 nm波长处检测
甘草苷，肉桂酸; 于 327 nm 波长处检测绿原酸和阿
魏酸。在此条件下，所需检测的各峰分离度及峰形
均较佳，灵敏度也较高。
3. 4 为了尽可能全面反映药材的化学信息，本研究
对供试品溶液制备方法进行考察。选择甲醇、75%
甲醇、50%甲醇、25%甲醇、水 5 个溶剂进行提取，结
果 50%甲醇提取的样品信息量较多，峰面积较大;
对回流、超声提取方法进行了比较，结果超声法所得
峰面积为回流法的 95%以上，考虑到操作的方便
性，确定选择超声法; 选择不同超声提取次数，结果

1 次超声 25 min即能提取完全。
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