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HPLC法监测金英黄归汤制备过程中绿原酸和连翘酯苷 A含量
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摘要：目的 采用高效液相色谱（HPLC）法建立绿原酸和连翘酯苷 A的含量测定方法，并对制备过程中绿原酸
和连翘酯苷 A含量进行监测，为金英黄归汤制备工艺改进提供质控标准。方法 采用 Hypersil C18色谱柱（150
mm 伊 4.6 mm，5 滋m）；绿原酸和连翘酯苷 A的流动相分别为乙腈-0.2 %磷酸（11 颐 89）与乙腈-0.4 %冰醋酸（17
颐83）；检测波长分别为 327 nm和 330 nm；柱温分别为 35 益和 30 益；流速分别为 0.8 m·min-1和 1.0 mL·min-1。
结果 绿原酸和连翘酯苷 A的线性范围分别为：13.56耀217.00 滋g·mL-1（r2=0.9997），0.0536耀0.2680 mg·mL-1

（r2=0.9996）；稳定性试验 RSD分别为 0.14 %和 0.47 %；中间精密度试验 RSD分别为 0.63 %和 0.56 %；重复
性试验 RSD分别为 0.68 %和 1.00 %；平均回收率分别为绿原酸 99.23 %，RSD 为 0.61 %；连翘酯苷 A100.24 %，
RSD为 1.15 %。结论 建立的绿原酸和连翘酯苷 A含量检测方法，可为金英黄归汤制备过程提供质控数据。
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Abstract： Objective To establish the determination method for chlorogenic acid and forsythoside A in Jinying
Huanggui decoction by HPLC， thus to provide the quality control standard for the improved product technology of

Jinying Huanggui decoction. Methods Hypersil C18 column（150 mm× 4.6 mm，5 滋m）was used. The mobile phase

of chlorogenic acid was acetonitrile-0.2% phosphonic acid solution（11∶89）and that of forsythoside A was acetonitrile

-0.4 % glacial acetic acid（17∶83）. The detection wavelength for chlorogenic acid and forsythoside A was set at 327

nm and 330 nm，the column temperature was 35 ℃ and 30 ℃，and the flow rate was 0.8 mL·min-1 and 1.0 mL·min-1，

respectively. Results The linear range of chlorogenic acid and forsythoside A in the established method was 13.56～

217.00 滋g·mL-1（r2=0.9997）and 0.0536～0.2680 mg·mL-1（r2=0.9996）， RSD of stability test was 0.14% and 0.47%，

RSD of intermedial precision test was 0.63% and 0.56%，and RSD of the repeatability test was 0.68% and 1.00%，

respectively. The average recovery of chlorogenic acid was 99.23%，RSD being 0.61%，and that of forsythoside A was

100.24%，RSD being 1.15%. Conclusion The determination method for chlorogenic acid and forsythoside A has been

established，and the method will provide evidence for the quality control of Jinying Huanggui decoction preparation

process.

Keywords：Jinying Huanggui decoction；Chlorogenic acid；Forsythoside A；High performance liquid chromatography

（HPLC）；Content determination
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金英黄归汤是我们在前期研究中筛选获得具有良

好抗炎和免疫增强作用的组方[1]，由金银花、蒲公英、

大黄、当归等 8味中药按一定比列组成。在该配方中

金银花、蒲公英、瓜蒌为主药，金银花主要有效成分

绿原酸是一种重要的生理活性物质，具有抗菌、抗病

毒、升高白细胞、保肝利胆、抗肿瘤、降血压、降血

脂、清除自由基等作用[2]。绿原酸也能减弱系统性高

迁移族蛋白 B1（HMGB1）在体内的积累，预防由内毒

素血症和多种微生物的脓毒症引起的死亡率[3]。此外，

连翘酯苷 A作为一种酚性成分，一直以来都被视为

连翘的主要有效成分，但其结构较为复杂，遇酸、碱

或高温等不稳定，易引起分解，所以对其含量进行检

测，更加显得重要 [4]。本实验采用高效液相色谱

（HPLC）法对金英黄归汤中绿原酸和连翘酯苷 A含量

进行测定，建立了金英黄归汤中绿原酸和连翘酯苷 A

的含量测定方法；并对金英黄归汤的制备过程中绿原

酸和连翘酯苷 A的含量进行监测，以期为该制剂的

质量控制提供一定的参考依据，也为后期对金英黄归

汤的制备工艺的优化奠定基础。

1 材料
1.1 药物及试剂 金银花、蒲公英、当归、大黄等 8

味中药，2013 年购于贵阳市同济堂药店；芙蓉花，

2013 年 10 月采自贵阳花溪湿地公园；绿原酸对照

品，中国食品药品检定研究院，批号： 119753-

201314，纯度 > 96.65；甲醇，为色谱纯，天津市科

密化学试剂有限公司；乙腈、磷酸等有机化学试剂，

均为国产分析纯试剂。

1.2 仪器 Agilent Technologies 1260 Infinity 液相色谱

仪，美国安捷伦科技有限公司；旋转蒸发器（RE-

5298），上海亚荣生化仪器厂；超声波清洗机，上海

冠特超声仪有限公司。

2 方法与结果
2.1 金英黄归汤制备[5] 将 8味中药按比例混合，称

取 150 g，加入 50 %乙醇 1500 mL 浸泡 30 min，回

流提取 2 h，多层纱布过滤。药渣再加 1200mL 的

50%乙醇，回流提取 1.5 h，多层纱布过滤，合并滤

液，旋转蒸发至无醇味后定容至 1.0 g·mL-1（为供试

品溶液 1）。加入石油醚萃取，水相浓缩至 1.0 g·mL-1

（为供试品溶液 2）。加乙醇于溶液中连续进行 3次醇

沉，溶液中乙醇的浓度依次为 70 %、75 %及 80 %，

于 4 ℃进行醇沉 24 h，取 80 %乙醇醇沉后的上清进

行 52 ℃旋转蒸发，回收乙醇，将无醇的浓缩液加入

注射用水，制备成 1.0 g·mL-1的溶液，为澄明透亮的

淡黄色液体状（为供试品溶液 3）。加 0.5 %活性炭，

煮沸，搅拌 15 min，过滤到热源处理后的量筒中，

制备成 1 g·mL-1的注射成品，调 pH值为 7.2，然后

过 0.22 滋m滤膜除菌，即得金英黄归汤注射剂（为供

试品溶液 4）。

2.2 HPLC建立绿原酸和连翘酯苷 A 的含量测定方
法[6-11]

2.2.1 标准品溶液制备 分别精密称定 2.17 mg绿原

酸对照品和 2.68 mg的连翘酯苷 A对照品，置 10 mL

的具塞棕色量瓶中，分别加甲醇定容至刻度，即得到

浓度分别为 0.217 mg·mL-1 和 0.268 mg·mL-1 的绿原

酸对照品溶液和连翘酯苷 A 对照品溶液（10 ℃以下

保存）。

2.2.2 供试品溶液制备 分别精密量取金英黄归汤

0.05 mL，置于 25 mL的具塞锥形瓶中，分别精密加

入绿原酸流动相和连翘酯苷 A流动相各 4.95 mL，称

定质量，超声处理（功率 100 W，频率 59 kHz）至完全

溶解，放冷，再称定质量，分别用绿原酸流动相和连

翘酯苷 A流动相补足减失的质量，摇匀，0.45 滋m微

孔滤膜滤过，摇匀，即得浓度均为 10 mg·mL-1的绿

原酸供试品溶液和连翘酯苷 A供试品溶液。

2.2.3 色谱条件及系统适应性试验 色谱柱均为

Hypersil C18（150 mm×4.6 mm，5 滋m），绿原酸以乙

腈 - 0.2 %磷酸（11∶89）为流动相，检测波长：

327 nm，柱温：35 ℃，流速：0.8 mL·min-1，进样

量：20 滋L；连翘酯苷 A以乙腈 - 0.4 %冰醋酸（17∶

83）为流动相，检测波长：330 nm，柱温：30 ℃，流

速：1.0 mL·min-1 ，进样量：20 滋L。依上述色谱条

件，分别精密吸取绿原酸对照品溶液及供试品溶液、

连翘酯苷 A对照品溶液及供试品溶液各 20 滋L，分别

进样。结果见图 1。

2.2.4 线性关系考察 用上述配置的绿原酸对照品采

用二倍稀释法配制成为 5个梯度的对照品，即浓度依次

为 217.00， 108.50， 54.25， 27.13， 13.56 滋g·mL-1。

用上述配置的连翘酯苷 A对照品配制成为 5 个梯度

的 对 照 品 ， 即 浓 度 依 次 为 0.2680， 0.1340，

0.0893，0.0670，0.0536 mL·min-1。依次分别精密量

取各 20 滋L，按上述各自的色谱条件依次测定，记录

峰面积，分别以绿原酸对照品浓度、连翘酯苷 A 对

照品浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制
标准曲线。得到绿原酸回归方程为：Y=61663X+

237.61， r2=0.9997， 连 翘 酯 苷 A 回 归 方 程 为 ：

Y=24742X+126.18，r2=0.9996，表明绿原酸、连翘酯
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苷 A 分别在 13.56～217.00 滋g·mL-1 浓度范围内及

0.0536～0.2680·mL-1浓度范围内线性关系良好。

2.2.5 稳定性试验 取上述制备的绿原酸供试品溶液

及连翘酯苷 A供试品溶液，分别在 0，2，4，6，10 h

进样 20 滋L，记录峰面积，计算绿原酸供试品溶液及

连翘酯苷 A 供试品溶液的 RSD 值分别为 0.14 %与

0.47 %，说明 10 h 内仪器稳定性好。

2.2.6 中间精密度试验 分别取上述制备的绿原酸供

试品溶液及连翘酯苷 A 供试品溶液，进样 20μL，

连续进样 5 次，记录峰面积积分值，计算绿原酸供

试品溶液及连翘酯苷 A供试品溶液的 RSD值分别为

0.63 %和 0.56 %，说明仪器精密度较好。

2.2.7 重复性试验 量取金英黄归汤 5 份，按照按

2.2.2 项下的方法制备供试品溶液。分别进样 20 滋L

测定，记录峰面积积分值，计算绿原酸供试品溶液的

RSD值为 0.68 %，连翘苷 A供试品溶液的 RSD值为

1.00 %，表明本方法重复性较好。

2.2.8 加样回收率试验 精密称取 2.2.2项配置的绿原

酸供试品溶液及连翘酯苷 A供试品溶液各 6 份，每

份为 1 mL，每两份分别精密加入含量为 1 mL的供试

品中绿原酸及连翘酯苷 A含量的 80 %、100 %、120 %

的上述配置的绿原酸对照品与连翘酯苷 A 对照品。

分别进样 20 滋L测定，计算得绿原酸的平均回收率为

99.23 %，RSD为 0.61 %；连翘酯苷 A的平均回收率

为 100.24 %，RSD为 1.15 %。见表 1及表 2。

表 1 绿原酸加样回收率实验结果

Table 1 Results of recovery test of chlorogenic acid

表 2 连翘酯苷 A加样回收率实验结果
Table 2 Results of recovery test of forsythoside A

2.3 金英黄归汤制备过程中绿原酸、连翘酯苷 A的
含量测定 对于金英黄归汤的整个制备流程（见 2.1

项）中各阶段所得的的供试品溶液，分别按 2.2.2下的

方法制备成供试品溶液 1，2，3，4。分别按上述绿

编号
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图 1 金英黄归汤各成分 HPLC色谱图
Figure 1 The HPLC chromatogram of Jinying Huanggui decoction
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原酸和连翘酯苷 A 的色谱条件进行 HPLC 分析，每

种供试品溶液分别连续进样 5次，测定各指标成分的

峰面积并计算含量。见表 3及表 4。

表 3 金英黄归汤制备过程中绿原酸含量测定结果（x依 s）
Table 3 The assay results of chlorogenic acid content in the product

process of Jinying Huanggui decoction

表 4 金英黄归汤制备过程中连翘酯苷 A含量测定结果（x依 s）
Table 4 The assay results of forsythoside A content in the product

process of Jinying Huanggui decoction

2.4 金英黄归汤中绿原酸、连翘酯苷 A的含量测定
取本品 3批，每批进样 5次，分别按 2.2.2项下的方

法制备绿原酸供试品溶液与连翘酯苷 A供试品溶液，

分别按上述各自的色谱条件下进行 HPLC分析，测定

各指标成分的峰面积并计算含量。见表 5及表 6。

表 5 金英黄归汤中绿原酸含量测定结果（x依 s）
Table 5 The assay results of chlorogenic acid content of Jinying
Huanggui decoction

表 6 金英黄归汤中连翘酯苷 A含量测定结果（x依 s）
Table 6 The assay results of forsythoside A content on Jinying
Huanggui decoction

3 讨论
在金英黄归汤制剂的制备过程中，醇沉的主要目

的是除去制剂中的蛋白质、糊化淀粉、黏液质等，以

提高制剂的澄清度和制剂的稳定性。制备过程中各步

骤的绿原酸和连翘酯苷 A的含量测定表明，在用石

油醚萃取之后，绿原酸和连翘酯苷 A 的含量变化不

大。而经过醇沉后，虽然除去了大量的杂质，但有效

成分绿原酸和连翘酯苷 A的含量也明显减少，仅接

近为粗提取物的一半。因此，金英黄归汤的制备工艺

还有待进一步优化。

本实验采用 HPLC法建立金英黄归汤中绿原酸和

连翘酯苷 A的含量测定方法，并对金英黄归汤制备

过程中绿原酸和连翘酯苷 A的含量进行测定。由于

绿原酸极不稳定，易受温度、光照的影响，故绿原酸

的供试液应放置于棕色瓶、冰箱（4 ℃）保存。研究结

果表明，本法样品处理方便、测定方法简单，测定结

果准确可靠，可用于金英黄归汤制剂制备过程中的质

量控制。
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样品

供试品溶液 1

供试品溶液 2

供试品溶液 3

供试品溶液 4

n
5

5

5

5

绿原酸含量 /滋g·mL-1

63.12±0.60

57.95±0.51

37.55±0.07

32.45±0.20

RSD/%

0.94

0.87

0.18

0.62

样品

供试品溶液 1

供试品溶液 2

供试品溶液 3

供试品溶液 4

n
5

5

5

5

连翘酯苷 A/滋g·mL-1

61.14±0.27

66.88±0.42

41.72±0.17

37.50±0.39

RSD/%

0.81

1.12

0.63

1.04

批号

20110830

20140428

20140519

n
5

5

5

绿原酸 /滋g·mL-1

38.44±0.54

31.64±0.40

32.45±0.20

RSD/%

1.41

1.25

0.62

批号

20110830

20140428

20140606

n
5

5

5

连翘酯苷 A/滋g·mL-1

36.03±0.31

36.83±0.17

37.50±0.39

RSD/%

0.86

0.45

1.04
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