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摘要 � 目的:建立清火栀麦片中栀子苷和穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯的 H PLC测定方法。方法:采用 CLC- ODS C18 ( 4�6 mm

� 150 mm, 5 �m )色谱柱;流动相为甲醇 -乙腈 -水, 梯度洗脱,流速 1�0 mL� m in- 1; 检测波长: 238 nm ( 0~ 10 m in, 栀子苷 ),

224 nm ( 10�1~ 25 m in, 穿心莲内酯 ), 250 nm ( 25� 1~ 30 m in, 脱水穿心莲内酯 )。结果: 栀子苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯

进样量分别在 0�20~ 1� 22 �g、0�06~ 0� 35 �g、0� 17~ 1�03�g范围内有良好的线性关系 ( r= 0� 9999)。平均回收率 ( n = 6)分

别为 98�2% , 97�8% , 97�9% ; RSD分别为 0� 74% , 1� 1% , 1�0%。结论:该方法简便、快捷、准确, 可用于该制剂的质量控制。
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HPLC determ ination of three effective components

in Q inghuo Zhimai tablets
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Abstract� Objec tive: To establish an HPLC me thod fo r the determ ination o f gen iposide, andrographo lide and de�
hydroandrographo lide in Q inghuo Zh ima i tablets.M ethods: CLC- ODS C18 ( 4�6mm � 150mm, 5 �m ) co lumnw as
adopted; The mob ile phase consisted ofmethano l- aceton itrile- w aterw ith grad ient e lut ion at the flow rate of 1�0
mL� m in

- 1
; The detection w ave length w as 238 nm ( 0- 10m in) for geniposide, 224 nm ( 10�1- 25 m in) for an�

drographolide, and 250 nm ( 25�1- 30m in) fo r dehydroandrographolide. Results: The linear ranges of gen iposide,

androg rapho lide and w as dehydroandrog rapho lide w ere 0�20- 1�22 �g, 0�06- 0�35 �g, and 0�17- 1�03 �g, re�
spective ly. The average recoveries( n = 6 ) o f geniposide, andrographolide and w as dehydroandrographolide w ere

98�2% ( RSD = 0�74% ), 97�8% ( RSD = 1�1% ), and 97�9% ( RSD = 1�0% ), respectively. Conclusion: The

method is simple, rapid, and can be used for the determ inat ion o f three effective components in Q inghuo Zh imai tab�
lets.
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� � 清火栀麦片收载于中国药典 2010年版一部,是

由穿心莲、栀子、麦冬 3味中药组成的成方制剂,具

有清热解毒、凉血消肿的功能。制剂中的主要活性

成分栀子苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯的含量测

定方法,已有文献报道
[ 1~ 4]

,用 HPLC法分别进行含

量测定,中国药典 2010年版亦采用 HPLC法进行分

别测定
[ 5]
,但对 3种活性成分进行同时测定尚无文

献报道。本文建立的 HPLC法, 采用流动相梯度洗

脱,各测定成分波长的转换按出峰时间顺序进行程

序设定,达到了同时测定 3种活性成分的目的。该

方法灵敏度高,专属性强, 操作简便, 重现性好,可为

修订该制剂质量标准提供参考。

1� 仪器与试药

岛津 LC2010A高效液相色谱仪,紫外可见波长

检测器, LCsolution色谱工作站; 岛津 UV - 2550紫

外可见分光光度计;梅特勒 XS205电子分析天平。

对照品栀子苷 (批号 110749- 200512)、穿心莲

内酯 (批号 0797 - 9803 )、脱水穿心莲内酯 (批号

0854- 9902)均购自中国药品生物制品检定所, 供含

量测定用;清火栀麦片 (广西日田药业有限责任公

司; 批号为 080703, 091009, 100110); 甲醇、乙腈均

为色谱纯,美国 F isher公司;超纯水。
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2� 色谱条件
色谱柱: CLC - ODS C18 ( 4�6 mm � 150 mm, 5

�m)色谱柱; 流动相: 甲醇 -乙腈 - 水, 梯度洗脱 [ 0

~ 6m in, 20�10�70; 6�01~ 30m in, 20�10�70� 60�20

�20] ,流速 1�0 mL� m in- 1
;检测波长: 238 nm ( 0~

10 m in,栀子苷 ), 224 nm ( 10�1 ~ 25 m in, 穿心莲内
酯 ) , 250 nm ( 25�1 ~ 30 m in, 脱水穿心莲内酯 ); 柱

温: 30 � ; 进样量: 20 �L。

3� 溶液的制备

3�1� 对照品储备液 � 精密称取栀子苷对照品
12�75mg于 25mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻

度,摇匀,即得栀子苷对照品储备液; 精密称取穿心

莲内酯对照品 14�50mg于 250mL量瓶中, 用甲醇

溶解并稀释至刻度,摇匀, 即得穿心莲内酯对照品储

备液;精密称取脱水穿心莲内酯对照品 10�72mg于
25 mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,即

得脱水穿心莲内酯对照品储备液。

3�2� 对照品混合溶液 � 分别精密量取栀子苷对照
品储备液 2mL、穿心莲内酯对照品储备液 5 mL、脱

水穿心莲内酯对照品储备液 2mL,置同一 25 mL量

瓶中, 加甲醇制成每 1 mL含栀子苷 40�8 �g、含穿
心莲内酯 11�6 �g、含脱水穿心莲内酯 34�3 �g的混
合溶液,即得。

3�3� 供试品溶液 � 取本品 20片,除去糖衣,研细,

精密称取约 0�3 g,置 50mL量瓶中, 加甲醇适量,超

声处理 (功率 250W, 频率 33 kH z) 30 m in,放冷,加

甲醇至刻度,摇匀,滤过,取续滤液,即得。

3�4� 阴性对照溶液 � 按清火栀麦片处方的比例,制
备不含栀子和穿心莲的阴性样品,研细, 称取适量,

按 � 3�3�项下方法操作,即得。
4� 方法学试验

4�1� 可行性试验 � 分别取对照品混合溶液、阴性对
照溶液、供试品溶液各 20 �L, 按上述色谱条件, 注

入液相色谱仪,记录色谱图,阴性样品色谱在与样品

中栀子苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯相应的保留

时间处无色谱峰出现,见图 1- A、B、C。

4�2� 线性试验 � 分别精密吸取对照品混合溶液
5�0, 10�0, 15�0, 20�0, 25�0, 30�0 �L, 按上述色谱条
件,注入高效液相色谱仪中, 测定其峰面积, 并以峰

面积 ( Y )对进样量 (X, �L)进行回归, 得栀子苷、穿

心莲内酯和脱水穿心莲内酯的回归方程分别为:

Y= 5�147 � 104X - 9�590 �103 � r= 0�9999
Y= 2�039 � 104X - 52�40� r= 0�9999
Y= 4�632 � 104X - 804�7� r= 0�9999

图 1� 对照品 ( A)、阴性样品 ( B )、样品 ( C )色谱图

F ig 1� HPLC ch rom atogram s of referen ce substan ces (A ) , negat ive sam�

p le w ithout Garden iae Fru ctus and And rograph isH erba( B) and samp le

( C)

1.栀子苷 ( gen iposide) � 2.穿心莲内酯 ( andrographolide) � 3.脱水穿

心莲内酯 ( dehydroandrographolide)

试验结果表明,栀子苷进样量在 0�20~ 1�22 �g、穿
心莲内酯进样量在 0�06~ 0�35 �g及脱水穿心莲内
酯进样量在 0�17~ 1�03 �g范围内匀有良好的线性
关系。

4�3� 精密度试验 � 精密吸取对照品混合溶液 20�0
�L,按上述色谱条件,连续进样 5次, 结果栀子苷峰

面积平均值为 1050787, RSD为 0�5% ;穿心莲内酯

峰面积平均值为 410824, RSD为 0�4% ;脱水穿心莲

内酯峰面积平均值为 933235, RSD为 0�7%。本试
验结果表明精密度良好。

4�4� 重复性试验 � 取批号为 100110的样品 5份,

按 � 3�3�项下的方法制备供试品溶液, 按上述色谱
条件进样测定, 结果栀子苷含量均值为 2�08 mg�
片

- 1
, RSD为 0�83%; 穿心莲内酯含量均值为 0�44

mg�片 - 1
, RSD为 1�3% ;脱水穿心莲内酯含量均值

为 1�81 mg�片 - 1
, RSD为 1�0%。

4�5� 稳定性试验 � 取上述同一供试品溶液 1份, 分

别于 0, 4, 8, 14, 24 h, 按上述色谱条件进样 1次, 结

果栀子苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯峰面积的

RSD分别为 0�6%, 0�9%, 0�7%, 表明供试品溶液
在 24 h内稳定。

4�6� 加样回收试验 � 取批号为 100110的样品粉末

约 0�15 g共 6份,分别加入栀子苷对照品储备液 2

mL、穿心莲内酯对照品储备液 3�5mL、脱水穿心莲
内酯对照品储备液 2 mL, 按 � 3�3�项下的方法制备
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供试液, 分别取样 20�0 �L注入色谱仪, 计算回收
率。结果平均回收率 ( n = 6 ) 分别为 98�2% ,

97�8%, 97�9%; RSD 分别 为 0�74%, 1�1% 及
1�0%。表明该方法回收率良好。
5� 样品含量测定

按 � 3�2�和 � 3�3�项下方法制得对照品混合溶
液和供试品溶液,按上述色谱条件进行测定,记录色

谱图, 用外标法以峰面积计算样品中各测定成分的

含量, 并与原标准方法
[ 5]
进行比较,结果见表 1。

表 1� 样品含量测定结果 (m g� 片 - 1, n = 3)

Tab 1� D eterm ina tion results of
sam p le s(mg per tab let, n= 3)

方法

( m ethod)

批号

( Lo t

N o. )

栀子苷

( genipo-

side)

穿心莲内酯

( androgra-

pholide)

脱水穿心莲内酯

( dehydroand-

rographo lide)

本法 ( the method) 080703 2�04 0�43 1�73

091009 2�03 0�32 0�94

100110 2�08 0�44 1�81

原法 ( na tional 080703 2�11 0�42 1�71

method) 091009 2�05 0�31 0�92

100110 2�07 0�43 1�82

6� 讨论
6�1� 供试品溶液的制备方法直接采用中国药典
2010年版中的制备方法

[ 5]
。曾试验以提取溶剂、提

取方法、提取时间三因素用正交法进行条件筛选,未

取得预期效果,有待进一步研究。

6�2� 在实验中对流动相的组成和比例进行了多种
比较, 采用甲醇 -水 ( 55�45)、乙腈 - 水 ( 10�90)作

为流动相时,测定成分峰与杂质峰分离效果不好,峰

拖尾严重;用甲醇 -乙腈 -水 [ 0~ 8m in, 20�10�70;

8�01~ 40m in, 20�20�60� 60�20�20]时, 在检测时
间内, 脱水穿心莲内酯未出峰; 用甲醇 - 乙腈 -水

[ 0~ 15 m in, 20�10�70; 15�01~ 40 m in, 20�10�70�

60�20�20]时, 样品中脱水穿心莲内酯峰与其相邻

的杂质峰分离效果不好;根据分离情况,本实验选择

了甲醇 -乙腈 -水 [ 0~ 6 m in, 20�10�70; 6�01 ~ 30
m in, 20�10�70� 60�20�20]作为流动相, 结果栀子

苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯 3种测定成分分离

效果良好,且其他峰对测定无干扰。

6�3� 分别取栀子苷对照品储备液、穿心莲内酯对照
品储备液和脱水穿心莲内酯对照品储备液在 200 ~

400 nm波长范围内扫描, 栀子苷在 238 nm、穿心莲

内酯在 224 nm和脱水穿心莲内酯在 250 nm的波长

处有最大吸收,根据样品中各成分出峰的时间将波

长转换设定为: 238 nm ( 0~ 10m in,栀子苷 ) , 224 nm

( 10�1 ~ 25 m in, 穿心莲内酯 ), 250 nm ( 25�1 ~ 30

m in, 脱水穿心莲内酯 ),达到同时测定的目的。

6�4� 本法和原法的测定结果经 t检验, 在统计学上

无显著性差异, 建立的方法能同时测定该制剂中 3

种活性成分, 方法简便、快捷, 节约时间,重现性好,

克服原法耗时的缺点,可为进一步修订该制剂质量

标准提供参考。
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