
RP- HPLC法测定咽炎片中哈巴俄苷、肉桂酸、

丹皮酚、芸香苷、黄芩苷的含量

付永慧,彭绪玲,熊志立
*
,李发美

(沈阳药科大学药学院, 沈阳 110016)

摘要  目的: 建立高效液相色谱法同时测定咽炎片中哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷和黄芩苷 5种有效成分的含量。方法:

采用 K rom acil C18柱 ( 41 6 mm @ 200 mm, 5 Lm ) ,以甲醇 - 01 05%磷酸水溶液为流动相梯度洗脱, 流速 1 mL# m in- 1, 于 278 nm

波长下检测, 柱温为 35 e 。结果: 哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷和黄芩苷进样浓度分别在 01 200 ~ 41 00, 01 208~ 41 16,

01 610~ 121 2, 01 960~ 191 2, 11 00 ~ 201 0 Lg# mL- 1范围内线性关系良好; 平均回收率 ( n = 6 )分别为 100% , 102% , 101% ,

9813% , 101%。结论: 本方法简便,准确可靠 ,重现性好, 能有效测定该药品主要成分的含量,具有较强的实用价值。
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RP- HPLC determ ination of harpagoside, cinnam ic acid,
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Abstract Objective: To develop anHPLC me thod for determ ining the content of harpagoside, cinnam ic acid, pae-

ono ,l ru toside and ba ica lin in Yanyan tablets. M ethods: A K romacilC18 co lumn( 416 mm @ 200mm, 5 Lm) w as a-

dopted, themobile phase w as methano l- w ater( contained 0105% phosphoric ac id) for gradient elution w ith flow

rate of 110mL# m in
- 1
. The detection w as set at 278 nm, and the co lumn temperature w asm aintained a t35 e . Re-

sults: Good linearit ies w ere obta ined from 01200 to 4100, 01208 to 4116, 01610 to 1212, 01960 to 1912, 1100 to

2010 Lg# mL
- 1

for harpagoside, cinnam ic acid, paeono,l ru toside, and ba ica lin, respect ively; The mean recover ies

( n = 6) of 5 components w ere 100%, 102%, 101%, 9813% , 101%, respective ly. Conc lusion: The method is sim-

ple and accurate w ith good reproducib ility. It has been successfully app lied to the quant itave determ inat ion o f the

ma in components of Yanyan tablets.

K ey words: RP- HPLC; harpagoside; c innam ic acid; paeono;l rutoside; ba ica lin; Y anyan tablets

  咽炎片由玄参、牡丹皮、地黄、木蝴蝶、板蓝根、
(制 )款冬花等 12味中药组方, 收载于卫生部药品

标准#中药成方制剂 (第 2册 ) , 具有养阴润肺、清

热解毒、清利咽喉、镇咳止痒之功效
[ 1]
。组方药材

的主要有效成分为萜类和黄酮类化合物
[ 2 ~ 4 ]

,目前

咽炎片部颁标准中仅有萜类的理化鉴别与 (制 )款

冬花花粉粒的显微鉴别, 无有效成分含量测定。有

文献报道测定咽炎片中哈巴俄苷
[ 5]
、丹皮酚

[ 6]
和黄

芩苷
[ 7]
含量的 HPLC方法, 尚未见多成分同时测定

的报道。为了进一步完善咽炎片的质量控制方法,

本文建立了 RP - HPLC法同时测定咽炎片中哈巴

俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷和黄芩苷的含量,用于

监测制剂中有效成分含量变化情况, 以全面控制制

剂质量。

1 仪器与试药
JASCO高效液相色谱仪, UV - 975紫外检测

器, ANASTAR色谱工作站。

对照品哈巴俄苷 (批号 111730- 200603)、肉桂

酸 (批号 110786 - 200503 )、丹皮酚 (批号 708 -

9003)、芸香苷 (批号 080 - 9303 )和黄芩苷 (批号
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110715- 200514)均购自中国药品生物制品检定所,

供含量测定用。咽炎片由各厂家提供。甲醇 (江苏

汉邦科技有限公司 )为色谱纯,磷酸 (沈阳经济技术

开发区试剂厂 )、醋酸 (天津市百世化工有限公司 )、

甲酸 (天津市博迪化工有限公司 )为分析纯, 水为双

蒸水。

2 方法与结果

211 溶液的制备
21111 混合对照品储备液  精密称取对照品哈巴

俄苷 1010mg、肉桂酸 1014mg、丹皮酚 1212mg、芸香

苷 916mg、黄芩苷 1010mg,分别置 50mL量瓶中, 加

甲醇适量溶解并定容,制得各对照品储备液。依次精

密吸取上述 5个储备液 110, 110, 215, 510, 510 mL于
同一 25mL量瓶中,以 30%甲醇定容,即得。

21112 供试品溶液  取咽炎片适量,除去包衣,研

细,取 016 g,精密称定, 置于 25mL量瓶中, 加 30%

甲醇 20 mL, 超声提取 ( 180 W, 35 ? 5% kH z) 30

m in,冷却后以 30%甲醇定容, 滤过, 取续滤液, 即

得。

21113 阴性样品溶液  按照咽炎片制备工艺和

/ 211120项下方法操作, 分别制备玄参、牡丹皮、

(制 )款冬花和木蝴蝶的阴性样品溶液。

212 色谱条件与系统适用性试验

21211 色谱条件  采用 K romasil C18分析柱 ( 416
mm @ 200 mm, 5 Lm ); 以甲醇 ( A ) - 0105%磷酸水
溶液 ( B )为流动相,线性梯度洗脱 [ 0~ 10 m in, 20%

y 35% A; 10~ 15 m in, 35% y 40% A; 15~ 35 m in,

40% y 44% A; 35~ 40 m in, 44% y 55% A; 40 ~ 45

m in, 55% y 75% A ], 流速 110 mL# m in
- 1
; 检测波

长 278 nm,柱温 35 e ,进样量 20 LL。

21212 系统适用性试验  按 / 212110项下的色谱

条件, 取供试品溶液进样分析, 理论塔板数以芸香苷

计不低于 10000,此 5种成分的色谱峰对称因子在

0198~ 1108之间, 且与相邻色谱峰的分离度均大于

115。混合对照品溶液进样分析, 峰面积的 RSD ( n

= 5)分别为 0150% , 115%, 117%, 113% , 119%。
混合对照品、样品、阴性样品色谱图见图 1。

213 线性关系考察  精密吸取 / 211110项下的混

合对照品储备液 0125, 110, 210, 310, 410, 510 mL,
分别置于 10 mL量瓶中, 以 30%甲醇定容,制成系

列对照品溶液。按 / 212110项下的色谱条件测定峰

面积, 以溶液浓度 X ( Lg# mL
- 1
)为横坐标,峰面积

Y为纵坐标,进行线性回归, 绘制标准曲线,得到哈

巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷和黄芩苷的线性回

归方程分别为:

Y= 3135 @ 10
4
X - 2197 @ 10

2  r= 019999
Y= 8132 @ 10

4
X - 2100 @ 10

3  r= 019999
Y= 4174 @ 10

4
X - 3111 @ 10

3  r= 019999
Y= 7129 @ 10

3
X - 3128 @ 10

2  r= 019999
Y= 1187 @ 10

4
X - 1198 @ 10

3  r= 019998
线性范围分别为 01200~ 4100, 01208~ 4116, 01610
~ 1212, 01960~ 1912, 1100~ 2010 Lg# mL

- 1
。

214 稳定性试验  按照 / 211120项下方法制备供

试品溶液,按 / 212110项下色谱条件分别于 0, 2, 4,

8, 12, 24 h测定峰面积。结果表明, 供试品溶液在

24 h内色谱峰面积无显著性变化, 哈巴俄苷、肉桂

酸、丹皮酚、芸香苷、黄芩苷的 RSD分别为 210%,

214% , 215% , 218%, 110%。
215 重复性试验  精密称取同一批号咽炎片 (批

号 20080516) 6份,按 / 211120项下方法制备供试品

溶液,按 / 212110项下色谱条件进行分析,测定峰面

积, 计算哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷、黄芩苷

的含量平均值 ( n = 6)分别为 9311, 7910, 252, 629,
626 Lg # g

- 1
; RSD 分别为 114%, 113% , 119%,

219% , 117%。结果表明方法的重复性良好。
216 日间精密度  精密称取同一批号咽炎片 (批

号 20080516) 6份,按 / 2150项下方法连续测定 3 d,

计算各成分的含量, 其 RSD( n = 3)分别为 0170%,

217% , 218% , 112%, 218%。
217 加样回收率试验  精密称取已知含量的咽炎
片 (批号 20080516) 6份, 分别加入各对照品溶液适

量, 按照 / 211120项下方法制备溶液后, 按 / 212110

项下色谱条件进行分析,计算哈巴俄苷、肉桂酸、丹

皮酚、芸香苷、黄芩苷的平均回收率,结果见表 1。

表 1 哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷、
黄芩苷回收率试验结果 (n= 6)

Tab 1 The recovery re su lts of harpagoside, c innam ic

ac id, paeono,l rutoside and baica lin

成分

( component)

样品含量

( content)

/Lg

加入量

( added)

/Lg

测得量

( detected)

/Lg

平均回收率

( average

recovery) /%

RSD

/%

哈巴俄苷 ( harpagoside) 2719 3010 5719 100 212

肉桂酸 ( cinnam ic acid) 2318 2219 4711 102 214

丹皮酚 ( paeono l) 7618 7516 154 101 219

芸香苷 ( rutoside) 187 182 366 9813 0130

黄芩苷 ( ba icalin) 191 200 392 101 116

218 样品测定  取不同厂家咽炎片, 按 / 211120项

下方法制备供试品溶液,按 / 212110项下色谱条件
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图 1 混合对照品 ( A)、样品 ( B)、玄参阴性样品 ( C )、牡丹皮阴性样品 ( D)、木蝴蝶阴性 ( E )及 (制 )款冬花阴性 ( F)色谱图

Fig 1 HPLC chrom atogram s ofm ixed referen ce sub stances( A ) , samp le( B ) , n egat ive sam p le w ithou t Rad ix Scrophu lariae( C ), negat ive samp le

w ithou t Cortex M ou tan ( D) , n egat ive samp le w ithout S em en Oroxyli( E ) and negative sam ple w ithou t Flos Farfarae( F)

11芸香苷 ( ru toside)  21黄芩苷 ( baicalin )  31肉桂酸 ( cinnam ic acid)  41丹皮酚 ( paeonol)  51哈巴俄苷 ( harpagos ide)

进行分析,记录色谱图。采用外标法分别计算哈巴

俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷和黄芩苷的含量,测定

结果见表 2。

3 讨论
311 提取条件的选择  分别考察了水及 30% ,

50%, 75% , 100% 甲醇超声提取。结果表明水与

100%甲醇对黄芩苷与芸香苷的提取效率较低, 75%

甲醇相对略低, 30%甲醇与 50%甲醇提取 5种成分

效率均较好,参考相关文献
[ 8]
, 最终采用 30%甲醇

作为提取溶剂。考察了超声与回流提取, 结果二者

无显著性差异,试验采用了操作较简便的超声提取;

又考察了不同提取时间的影响, 结果表明, 超声 30

m in、60 m in、90m in的提取效率相近, 所以本试验选

择提取时间为 30m in。

表 2 咽炎片中哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷、
黄芩苷的含量 ( Lg# g- 1, n = 3)

Tab 2 The conten t of harpagoside, c innam ic acid,

paeono,l ru toside, and baicalin in Y anyan tab le ts

批号

( Lo t

N o. )

哈巴俄苷

( harpagos ide)

肉桂酸

( cinnam ic

ac id)

丹皮酚

( paeono l)

芸香苷

( rutos ide)

黄芩苷

( ba ica lin)

20080516 9410 7811 258 624 631

20080301 1116 108 2719 ― 731 5

20070501 ― 1913 2717 4212 535

20070319 9137 4719 3010 125 259

20071029 2310 6014 2818 106 249

20070902 ― 7510 3010 ― 451

20080524 ― 5815 4019 ― 351

20080503 ― 6814 4415 ― 145

20080202 1217 4010 2815 5110 571 0

20070501 ― 1011 ― 4718 395

注 ( note): 每一批号代表 1个厂家 ( each lo t number represents am anufac turer) ;

/ - 0未检测到 ( no t detected)
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312 流动相的选择  由于待测组分结构中均含有
羟基或羧基等基团,为了改善峰形与分离度,考察了

在流动相的水相中加入一定比例的醋酸, 或甲酸、磷

酸,结果显示,加入磷酸效果最佳; 又考察了不同的

磷酸浓度 ( 0101% , 0102% , 0105% ), 结果表明: 增

加磷酸浓度,分离效果随之改善, 因此, 本试验采用

0105%磷酸水溶液作为流动相的水相。咽炎片所含
成分复杂,采用等度洗脱保留时间较长且分离度较

差,梯度洗脱能将 5个成分有效分离。

313 检测波长的选择  由于待测成分结构上的差

异,决定了其最大吸收波长不等。本试验采用 DAD

检测器进行波长扫描, 结果显示,芸香苷在 365 nm

处有最大吸收,丹皮酚的最大吸收波长为 273 nm,

哈巴俄苷和肉桂酸的最大吸收波长为 278 nm, 黄芩

苷在 280 nm处有最大吸收,由于哈巴俄苷与肉桂酸

的含量较低,为了进行同时测定且保证检测灵敏度,

最终确定 278 nm为测定的最佳波长。

314 柱温的选择  考察了柱温 25, 30, 35, 40, 45 e

对色谱分离的影响, 结果显示,柱温为 35 e 时出峰
时间适中, 各待测成分色谱峰分离较好, 且峰形良

好,所以选择 35 e 为本试验的柱温。

4 结论
本试验采用 RP - HPLC法同时测定咽炎片中

哈巴俄苷、肉桂酸、丹皮酚、芸香苷、黄芩苷的含量,

用以表征全方制剂的质量。由实验结果表明, 各厂

家咽炎片中有效成分的含量相差较大, 可能是由于

制剂工艺与药材来源不统一造成的。因此, 提高中

药制剂的质量就有必要统一中药材的来源和规范制

剂工艺。
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