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HPLC法测定金板青颗粒中绿原酸的含量

钟英杰 ,徐福亮

(青岛康地恩药业有限公司 ,山东青岛　266111)
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　　金板青颗粒是青岛地恩药业有限公司研发的新兽药 ,以

金银花、连翘、大青叶、黄芩、桔梗、甘草等中药材为原料制备。

经临床初步验证本方对非免疫鸡人工感染传染性支气管炎病

毒和法氏囊病毒均有良好的预防和治疗作用 ,可提高雏鸡的

免疫力 ,提高抗病能力。方中金银花为君药 ,绿原酸是其有效

成分 ,其含量测定方法在其他中药制剂质量控制分析已有一

些报道 [1, 2 ]。为确保临床疗效 ,控制产品质量 ,笔者等在研制

金板青颗粒剂时建立了高效液相色谱法测定颗粒剂中绿原酸

的含量方法。

1　仪器与试剂

美国 Agilent1100高效液相色谱仪 ; G1313A自动进样器 ;

G1315B DAD二极管阵列检测器 ; Agilent色谱工作站。绿原

酸对照品购自中国药品生物制品检定所 (批号 110753 -

200413) ;乙腈、甲醇为色谱纯 ;其他试剂均为分析纯 ;金板青

颗粒为自制。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件

色谱柱 : Zorbax SB C18 (4. 6×150 mm, 5μm) ;流动相 :乙

腈 - 0. 4%磷酸溶液 ( 8∶92) ;流速 : 1. 0 mL /m in;柱温 : 35℃;

检测波长 : 328 nm。在此条件下 ,绿原酸与复方中其他成分

得到很好的分离 ,空白溶液无干扰。见图 1。

图 1　绿原酸与金板青颗粒 HPLC图谱

　　注 :A为绿原酸对照品 ;B为金板青颗粒 ; C为阴性对照 ; 1为绿原酸。
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2. 2　对照品溶液的制备

精密称取低温真空干燥至恒重的绿原酸对照品适量 ,用

50%甲醇溶液溶解并定容于 10 mL的棕色容量瓶中 ,摇匀 ,配

成 0. 500 mg/mL的贮备液。精密吸取贮备液 1 mL,用 50%

甲醇溶液定容于 10 mL棕色容量瓶 ,配成 0. 050 0 mg/mL的

对照品溶液 [ 3 ]。

2. 3　供试品溶液的制备

取本品 0. 5 g,精密称定 ,置具塞锥形瓶中 ,精密加

50 %甲醇 25 mL,称定重量 ,超声波处理 (功率 250 W ,频率

35 kHz) 10 m in,冷却 ,再称定重量 ,用 50%甲醇补足减失的

重量 ,滤过 ,即得。

2. 4　阴性对照品的制备

按金板青颗粒制备工艺制备不含金银花药材的阴性对

照品。称取该颗粒 0. 5 g,同 2. 3项下方法制备阴性对照品

溶液 ,备用。

2. 5　线性关系考察

精密称取绿原酸对照品 5. 00 m g,置于 50 mL量瓶

中 ,加 50%甲醇至刻度 ,摇匀。分别吸取上述溶液 1、2、3、5、

7、10 mL置于 10 mL量瓶中 ,加 50%甲醇至刻度 ,摇匀。按

2. 1项下色谱条件 ,各样品分别进样 20μL,测定峰面积 ,以

峰面积积分值为纵坐标 ,对照品浓度为横坐标 ,进行线性回

归 ,回归方程 : y = 1 318. 3x - 1. 306 4, r = 0. 999 9 ( n = 6)。

绿原酸在 10. 0 - 100μg/mL呈良好的线性关系。

2. 6　阴性对照试验

阴性对照品溶液 ,按 2. 1项下色谱条件测定 ,阴性对照

液中无绿原酸峰出现 ,故认为该处方中各药成分对测定绿原

酸无干扰。

2. 7　稳定性试验

取同一批 (批号 20060601 )供试品溶液 ,每隔 2 h进

样 20μL ,按 2. 1项下色谱条件分别测定峰面积 ,结果平均峰

面积为 1 234. 781, RSD为 0. 815% ( n = 5) ,表明在 10 h内 , 绿

原酸含量基本稳定。

2. 8　精密度试验

取 2. 2项下绿原酸对照品溶液 (每 1 mL含绿原酸

0105 m g) ,分次进样 (进样量均为 20μL )各 6次 ,记录峰面

积。计算结果平均峰面积为 1 630. 888, RSD为 0. 048% (n =6)。

2. 9　重复性试验

取本品 (批号 20060601) ,精密称取 6份 ,按 2. 1项下色

谱条件独立测定 6次 ,测得绿原酸含量分别为 1. 762、1. 736、

1. 780、1. 745、1. 744、1. 753 mg/g, RSD为 0. 890% ( n = 6)。
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2. 10　回收率试验

分别精密称取已知含量的样品 0. 5 g(批号 20060601)各

6份 (绿原酸含量为 1. 753 mg/g)。精密加入绿原酸对照品

溶液 1 mg,依 2. 3项下方法操作制备供试品 ,取 20μL测定 ,

计算加样回收率 ,结果平均回收率为 103. 983% , RSD为

11714%。结果见表 1。

表 1　回收率试验结果

试验号
样品取

样量 / g

样品已知

含量 /mg

加入对照

品量 /mg

绿原酸测

得量 /mg

回收率

/%

1 0. 501 1 0. 905 4 1 1. 939 3 103. 39

2 0. 502 3 0. 901 2 1 1. 900 5 99. 93

3 0. 501 2 0. 902 1 1 1. 903 6 100. 15

4 0. 500 2 0. 911 9 1 1. 900 7 98. 88

5 0. 501 7 0. 899 3 1 1. 901 3 100. 20

6 0. 502 1 0. 894 9 1 1. 914 4 101. 95

2. 11　样品的含量测定

取 3个批次的金板青颗粒 ,按供试品溶液的制备项下制

备 ,采用上述色谱条件测定绿原酸的含量 ,分别为 1. 7、1. 8、

1. 7 mg/g。

3　讨论

3. 1　取绿原酸对照品适量 ,在 200 - 600 nm波长进行紫外

扫描 ,结果在 328nm波长有特征吸收 ,故选择 328 nm作为检

测波长。

3. 2　在对供试品溶液的制备方法 [ 5 ]的考察中 ,选择了乙醇

和甲醇超声提取 ,经测定表明 ,甲醇较乙醇提取含量高 ,所以

提取溶剂选择甲醇。还比较了用 50%甲醇超声提取 5、10、

20 m in所得含量的差异。提取 10 m in后 ,绿原酸的含量将不

再增加。故以甲醇超声 10 m in作为提取方法。

3. 3　该实验比较了流动相乙腈 - 0. 4%磷酸溶液的比例分别

为 (13∶87) [6 ]和 (8∶92)的分离情况 ,最终选择乙腈 - 0. 4%磷

酸溶液 (8∶92)为流动相 ,待测物与杂质完全分离 ,并可取得

较好的峰形和较高的分离度 ,结果满意。

3. 4　方法学研究表明 ,该测定方法操作简单 ,结果准确 ,重

复性好 ,空白无干扰 ,可作为金板青颗粒中质量标准含量测

定方法。
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　　丹参具有活血调经 ,祛瘀止痛 ,凉血消痈 ,清心除烦的功

效。其药材及制剂的丹参酮 ⅡA含量测定方法国内报道很

多 ,但对丹参提取物的含量测定鲜有报道。笔者等以 2005

年版《中国药典》[ 1 ]和唐丽萍的测定方法为参考 ,应用高效

液相色谱 (HPLC)法滇丹参对 SFE - CO2提取物和常规提取

物中丹参酮ⅡA含量进行测定 ,以期为制定丹参提取物的质

量控制方法提供依据。
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1　材料与仪器

1. 1　仪器

HA221 - 50 - 06型超临界萃取装置 (南通华安超临界萃

取有限公司 ) ,高效液相色谱仪 (W aters A lliance 2690,美

国 ) ,紫外检测器 (W aters PAD996) , AEG - 120型电子天平

(日本岛津 )。

1. 2　样品

药材为滇丹参 ,购自亳州药材市场 ,经安徽新华学院药

用植物教研室鉴定为唇形科滇丹参 Sa lvia yunnanensis C. H.

W right的根。对照品丹参酮 ⅡA (批号 110766 - 200314) ,由


