
1. 816, 2. 036 ( n = 2)。

2. 9　重现性试验

取批号为 020311的供试品 6份 ,照 2. 8方法测定含量 ,

其平均含量为每粒含大黄素 2. 016mg, RSD为 1. 89%。

2. 10　加样回收率试验

取批号为 020311的供试品约 0. 175 g,精密称定 ,共称 6

份 ,确加入大黄素对照品溶液 (0. 21mL) 3. 0mL,照“2. 2”方法

测定其中大黄素含量。计算回收率结果见表 1。

表 1　回收率试验结果 ( n = 6)

Tab 1　The result of recovery test( n = 6)

吸收度

积分值

取样量

( g)

样品中大黄

素量 (mg)

加入对照

品量 (mg)

测得总量

(mg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

RSD

( % )

37791. 350 0. 1847 0. 6258 0. 63 1. 2426 97. 90

37530. 490 0. 1838 0. 6227 0. 63 1. 2310 96. 56

38501. 110 0. 1914 0. 6485 0. 63 1. 2738 99. 25 97. 36 1. 40

37523. 760 0. 1847 0. 6258 0. 63 1. 2308 96. 03

37831. 600 0. 1842 0. 6241 0. 63 1. 2442 98. 43

37058. 280 0. 1787 0. 6054 0. 63 1. 2102 96. 00

3　讨论

在本制剂中虎杖为君药 ,而大黄素是虎杖中的主要有效

成分 ,因而选择虎杖中大黄素作为该药的定量指标。虎杖的

TLC选择两次展开的方法 ,因一次展开后板面的溶剂效应较

强 ,大黄素斑点不齐且拉得较长 ,而两次展开后的分离效果

好 ,斑点圆整 ,易于扫描测定。
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摘要 :目的　建立高效液相色谱法测定银黄灌洗液中绿原酸的含量。方法　采用反相μBondpak C18色谱柱 ;流动相为甲醇 2
水 2冰醋酸 (18∶82∶1) ;测定波长为 327nm;外标法定量。结果　绿原酸在 0. 064～0. 320μg范围内线性关系良好 ( r = 0. 999 8) ,

平均回收率为 97. 98 % (RSD = 1. 25 % , n = 5)。结论　该方法简便、可靠、准确 ,可用于该制剂的质量控制。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To establish an HPLC method for determ ination of chlorogenic acid in Yinhuang lotions. M ETHOD S　

μBondapak C18 colum was used as the stationary phase and methanol2water2acetic acid (18∶82∶1) asmobile phase, the detective wave2
length was 327nm, the contents were calculated by external standard method. RESUL TS　The method p roved to be linear over the

range of 0. 064～0. 32μg( r = 0. 999 8). The average recovery of the assay was 97. 98% (RSD = 1. 25% , n = 5). CO NCL US IO N　

The method appeared to be simp le, reliable, accurate and can be used for quality control of the p reparation.
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　　银黄灌洗液是我院临床验方 ,由金银花、黄芪、白芷、川

芎、白术等 10味中药组成 ,具有清热解毒 ,益气生肌 ,消肿排

浓 ,活血止痛功效 ,临床用于化浓性骨关节感染等症。为了

制订制剂质量标准 ,参考有关文献 [ 123 ] ,采用反相 HPLC法 ,

对处方中君药金银花中绿原酸建立了含量测定方法。该方

法快速、简便、准确。

1　仪器与试药

美国 W aters HPLC系统 ,包括 510泵 , 486紫外检测器 ,
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U6K进样阀 ;千谱软件有限公司提供的 HW - 2000色谱工作

站。绿原酸对照品由中国药品生物制品检定所提供 (批号 :

1107532200212) ,甲醇为色谱纯 ,水为重蒸馏水 ,其余化学试

剂均为分析纯 ,银黄灌洗液为本院自制。

2　方法和结果

2. 1　色谱条件

色谱柱 :μBondapak C18 ( 3. 9mm ×300mm, 10μm ) ,流动

相 :甲醇 2水 2冰醋酸 ( 18∶82∶1) ;柱温 :室温 ;测定波长 : 327

nm;流速 0. 9 mL / m in;进样量 : 10μL。

2. 2　系统适用性试验

按上述色谱条件 ,绿原酸保留时间为 17. 63 m in,以绿原

酸峰计算色谱柱的理论塔板数大于 1 500,与相邻峰分离度

大于 1. 5。

2. 3　供试溶液的制备

对照品溶液的制备 :精密称取绿原酸对照品 6. 4 mg,置

100 mL棕色量瓶中 ,加 50 %的甲醇定容 ,摇匀 ,精密量取 5

mL,置 10 mL棕色量瓶中 ,加 50 %的甲醇定溶 ,摇匀 ,即得。

样品供试品溶液的制备 :精密量取样品液 1mL,置 100

mL棕色量瓶中 ,加 50 %的甲醇定溶 ,摇匀 ,静置 ,取上清液 ,

即得。

阴性对照溶液的制备 :取不含金银花的处方量药 ,同法

制备阴性对照溶液。

2. 4　线性关系考察

分别精密量取绿原酸对照品溶液 2, 4, 6, 8, 10μL,进样 ,

记录色谱图 ,以峰面积为纵坐标 ,绿原酸对照品的量为横坐

标 ,进行线性回归 ,得出回归方程为 : A = 2 885. 2C - 5 480. 4,

r = 0. 999 8,线性范围为 0. 064～0. 320μg。

2. 5　加样回收率试验

精密量取批号为 20040520 - 1的银黄灌洗液 0. 5 mL,共

6份 ,分别置 100 mL棕色溶量瓶中 ,再分别精密加入含量为

1. 05 mg/mL的对照品溶液 1 mL,用 50%甲醇溶液稀释至刻

度 ,按上述色谱条件 ,进样 10μL,记录色谱图 ,测得绿原酸的

量 ,计算回收率 ,结果绿原酸的平均加样回收率为 97. 32% ,

RSD = 1. 05%。

2. 6　精密度试验

取绿原酸对照品溶液 ,按上述色谱条件 ,重复进样 6次 ,

记录绿原酸峰面积 ,结果 RSD = 0. 58%。

2. 7　重现性试验

取同一批号样品 6份 ,分别按上述方法测定 ,结果绿原

酸的 RSD = 0. 93%。

2. 8　稳定性试验

取供试液 1份 ,放置 2, 8, 12, 16, 18, 24, 48 h后 ,按上述

方法分别测定 ,结果 RSD = 1. 05 % ,表明本试验方法 48h内

测定稳定。

2. 9　样品测定

取不同批号的样品 3份 ,按“样品供试品溶液的制备”项

下制备进样样品 ,按上述色谱条件测定 ,每样 5份 ,结果见

表 1。

表 1　银黄灌洗液中绿原酸含量测定结果 ( n = 5)

Tab 1　The contents chlorogenic acid in Yinhuang lotions ( n =

5)

样品批号 绿原酸含量 (mg/mL) RSD ( % )

20040520 - 1 2. 13 0. 85

20040520 - 2 3. 01 0. 73

20040520 - 3 2. 75 0. 90

3　讨论

3. 1　测得本品含量平均值为 2. 63 mg/mL,定含量下限为

85. 0% ,计算得 2. 235 mg/mL,故可暂定本品每 1 L含金银花

以绿原酸计 ,不得低于 2. 20 g。

3. 2　采用高效液相色谱法测定绿原酸 ,流动相有乙腈 2水 2冰
醋酸、甲醇 2水 2冰醋酸系统 ,因甲醇的毒性相对较小且价廉 ,

故选择后者。加入冰醋酸的目的是为了改善峰形。

3. 3　测定结果表明 ,本法回收率好 ,精密度、重现性高 ,样品

处理简便 ,分析快速的优点。
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