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ＲＰ－ＨＰＬＣ法测定乙肝宁颗粒中３种成分的含量
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摘要：目的　建立能同时测定乙肝宁颗粒中绿原酸、槲皮素和咖啡酸含量的ＲＰ－ＨＰＬＣ法。方法　乙肝宁样品经超声提取后，采
用Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　ＳｕｐｅｒＬｕ　Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）液相色谱柱；柱温：２５℃；检测波长：３４１ｎｍ；进样体积：２０μＬ。流动相：乙

腈（Ａ）－３ｍＬ·Ｌ－１磷酸（Ｂ），梯度洗脱：０～５ｍｉｎ，７％Ａ；５～２６ｍｉｎ，７％Ａ～６５％Ａ；２６～２８ｍｉｎ，６５％Ａ～７％Ａ；２８～３５ｍｉｎ，７％
Ａ。结果　３种待测成分质量浓度分别在３．８７２～３８７．２００、２．９９１～２９９．１００、０．３９９～３９．９２０μｇ·ｍＬ

－１范围内线性关系良好，ｒ２

均大于０．９９９　０；平均回收率分别为１００．７２％、１００．１５％、９９．７１％；重复性和精密度ＲＳＤ值（ｎ＝６）均小于５．０％。结论　该方法
操作简单、准确度高、重复性好，适用于乙肝宁颗粒中３种成分的含量测定。
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　　慢性乙型肝炎是我国常见的慢性传染病之一，严
重危害人民健康，中药制剂治疗慢性乙型肝炎在我国
应用广泛［１］。乙肝宁颗粒是由黄芪、金钱草、茵陈、蒲
公英、制何首乌、牡丹皮和川楝子等１３味药材经煎
煮、过滤、浓缩、制粒等工艺加工制成的中药颗粒剂，
具有补气健脾、活血化瘀、淸热解毒的功效，临床主治
慢性肝炎，属脾气虚弱、血瘀阻络、湿热毒蕴证，症见
胁痛、腹胀、乏力、尿黄，对急性肝炎属上述证候者有
一定疗效；方中茵陈有清利湿热、利胆退黄等功
效［２－５］，金钱草有利湿退黄、利尿通淋、解毒消肿等功
效［６－９］，蒲公英有清热解毒、消肿散结、利尿通淋等功
效［１０－１３］；由于我国慢性乙型肝炎患者众多，乙肝宁颗
粒临床应用极为广泛，因此加强对乙肝宁颗粒中药制
剂的质量控制，具有积极意义［１４－２１］；乙肝宁颗粒收载
于《中国药典》２０２０年版中，质量标准中采用蒸发光
散射检测器测定［２２］黄芪甲苷，含量测定项目单一，不
能更好地控制乙肝宁颗粒的产品质量；故本研究采用

ＲＰ－ＨＰＬＣ法测定乙肝宁颗粒中绿原酸、槲皮素和咖
啡酸的含量。

１　仪器与试药

１．１　仪器　１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ型高效液相色谱仪，包
括Ｇ１３２２Ａ型在线脱气机、Ｇ１３２９Ａ型自动进样器、

Ｇ１３１４Ｂ型 ＰＤＡ 检测器、ＯＰＥＮ－ＬＡＢ 色谱工作站
（美国安捷伦公司）；Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　ＳｕｐｅｒＬｕ　Ｃ１８液相色
谱柱（美国菲罗门公司）；ＦＡ２１０４型电子分析天平
（上海润昕公司）；ＫＱ－６００ＢＹ型超声波清洗机（济宁
科强超声检测仪器有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　Ａ１０型超纯水
处理器（美国密理博公司）。

１．２　试药　乙肝宁颗粒（规格：１７ｇ·袋－１，批号分
别为２０１８１１０６、２０１９０３０５、２０１９０４１５），九芝堂股份有
限公司。对照品：绿原酸（批号１１０７５３－２０１８１７，质量
分数为９６．８％），槲皮素（批号１０００８１－２０１６１０，质量
分数为９９．８％），咖啡酸（批号１１０８８５－２０１７０３，质量
分数为９９．７％），均购自中国食品药品检定研究院。
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甲醇、乙腈为色谱纯，购自美国 Ｍｅｒｃｋ公司；其他试
剂均为分析纯，国药集团化学试剂厂；实验用水为自
制超纯水。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　采用Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　ＳｕｐｅｒＬｕ　Ｃ１８色
谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。流动相：乙腈（Ａ）－３
ｍＬ·Ｌ－１磷酸（Ｂ），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，７％Ａ；５～２６
ｍｉｎ，７％Ａ～６５％Ａ；２６～２８ｍｉｎ，６５％Ａ～７％Ａ；２８
～３５ ｍｉｎ，７％Ａ）；检测波长：３４１ｎｍ；流速：１．０
ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：２５℃；进样量：２０μＬ。

２．２　溶液的制备

２．２．１　混合对照品储备液　取３种成分对照品，加
体积分数为７５％的甲醇制备成质量浓度分别为

３　８７２、２　９９１、３９９．２μｇ·ｍＬ
－１的单一对照品溶液，精

密移取３种单一对照品溶液各１．０ｍＬ，置于１０ｍＬ
量瓶中，加体积分数为７５％的甲醇稀释至刻度，摇
匀，即得。

２．２．２　混合对照品溶液　精密量取２．２．１项下制备
的混合对照品储备液１．０ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，
加体积分数为７５％的甲醇定容至刻度，摇匀，即得。

２．２．３　供试品溶液　取乙肝宁颗粒，研成细粉，混
匀，精密称取１．０ｇ，置于具塞锥形瓶中，精密加入体
积分数为７５％的甲醇２０ｍＬ，称定质量，超声处理２０
ｍｉｎ（超声功率２００Ｗ，频率６０Ｈｚ），放冷至室温，再
称定质量，用体积分数为７５％的甲醇补足减失的质
量，摇匀，０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

２．２．４　阴性对照溶液　根据乙肝宁颗粒制备方法和
药材配比比例，按照２．２．３项下方法制备缺茵陈、金
钱草和蒲公英的单一阳性对照溶液以及分别缺少３
种药材的阴性对照溶液。

２．２．５　空白溶液　按照２．２．３项下方法制备不含供
试品的空白溶液。

２．３　方法学考察

２．３．１　系统适用性实验　取２．２项下制备的混合对
照品溶液、供试品溶液，按照２．１项下色谱条件进样
测定，记录色谱图。理论塔板数按照绿原酸峰计算应
不低于２　０００，分离度均大于１．５，基线分离良好。见
图１。

２．３．２　专属性实验　分别取２．２项下制备的混合对
照品溶液、阴性对照溶液和供试品溶液，按照２．１项
下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果发现，阴性
对照溶液在与绿原酸、槲皮素和咖啡酸相同保留时间
处无干扰峰，表明该方法专属性良好。见图１。

２．３．３　线性关系考察　精密量取２．２．１项下制备的
混合对照品储备液，分别加体积分数为７５％的甲醇

定容至刻度，摇匀，制成系列混合对照品溶液；按照

２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图；以待测成
分峰面积为纵坐标（ｙ）、质量浓度为横坐标（ｘ）进行
线性回归，绘制标准曲线。结果见表１。

图１　ＨＰＬＣ图

Ａ．混合对照品溶液；Ｂ．阴性对照溶液；Ｃ．空白溶液；Ｄ．供试品

溶液；Ｅ．缺茵陈药材溶液；Ｆ．缺金钱草药材溶液；Ｇ．缺蒲公英

药材溶液；１．绿原酸；２．咖啡酸；３．槲皮素。
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１．ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ　ａｃｉｄ；２．ｃａｆｆｅｉｃ　ａｃｉｄ；３．ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
表１　３种成分线性方程、线性范围及相关系数

Ｔａｂ．１Ｌｉｎｅａｒ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉ－
ｃｉｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　３ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

待测成分 线性方程
线性范围
／μｇ·ｍＬ

－１ ｒ２

绿原酸 ｙ１＝３４２．８８３ｘ１＋２１５．２７９　３．８７２～３８７．２００　０．９９９　２
咖啡酸 ｙ２＝２２９．５０６ｘ２＋３０２．１４８　２．９９１～２９９．１００　０．９９９　１
槲皮素 ｙ３＝３１．６１７ｘ３＋２６３．７１４　 ０．３９９～３９．９２０　０．９９９　０

２．３．４　 回 收 率 实 验 　 取 乙 肝 宁 颗 粒 （批 号

２０１８１１０６），研成细粉，混匀，精密称取１．０ｇ，共６份，
置于具塞锥形瓶中；分别加入２．２．１项下制备的３种
单一对照品溶液，后续按照２．２．３项下方法进行前处
理，得加标供试品溶液６份，按照２．１项下色谱条件
进样测定，记录色谱图，根据峰面积计算３种成分的
平均回收率，结果见表２。

２．３．５　 稳 定 性 实 验 　 取 乙 肝 宁 颗 粒 （批 号

２０１８１１０６），按照２．２．３项下方法制备供试品溶液，室
温下放置０、２、４、６、１２、２４ｈ，按照２．１项下色谱条件
进样测定，记录色谱图，计算得３种成分峰面积ＲＳＤ
值分别为１．５％、１．２％、１．８％，表明供试品溶液在２４
ｈ内稳定性良好。
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表２　回收率实验结果 （ｎ＝６）

Ｔａｂ．２Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｔｅｓｔ（ｎ＝６）

成分
称样
量
／ｍｇ

原含
量
／ｍｇ

加入
量
／ｍｇ

检测
量
／ｍｇ

回收
率
／％

平均
回收率
／％

ＲＳＤ
／％

绿原酸 ０．９９７　５　０．５７３　４　０．４８２　０　１．０４１　１　９７．０３　１００．７２　２．６

１．１１４　３　０．４９２　２　０．４８２　０　０．９８６　４　１０２．５３

１．０３４　２　０．５２８　３　０．４８２　０　１．０１５　３　１０１．０４

０．９７８　１　０．５５３　５　０．４８２　０　１．０４４　３　１０１．８３

１．００６　８　０．５１９　８　０．４８２　０　０．９９２　２　９８．０１

１．０６３　１　０．５０７　６　０．４８２　０　１．００８　２　１０３．８６

咖啡酸 ０．９９７　５　２．１４７　４　１．９９６　０　４．１２４　２　９９．０４　１００．１５　０．８

１．１１４　３　２．０１６　８　１．９９６　０　４．０２１　１　１００．４２

１．０３４　２　１．９９３　１　１．９９６　０　３．９７７　７　９９．４３

０．９７８　１　１．８７５　７　１．９９６　０　３．８７４　６　１００．１５

１．００６　８　２．０７７　９　１．９９６　０　４．１０１　２　１０１．３７

１．０６３　１　１．９５１　３　１．９９６　０　３．９５６　８　１００．４８

槲皮素 ０．９９７　５　１．１０３　１　０．９９７　０　２．１２２　３　１０２．２３　 ９９．７１　１．７

１．１１４　３　１．１１８　２　０．９９７　０　２．１１５　７　１００．０５

１．０３４　２　１．０５７　４　０．９９７　０　２．０２８　４　９７．３９

０．９７８　１　１．１２０　３　０．９９７　０　２．１０６　１　９８．８８

１．００６　８　１．０８１　３　０．９９７　０　２．０８５　６　１００．７３

１．０６３　１　１．１０６　２　０．９９７　０　２．０９２　８　９８．９６

２．３．６　重复性实验　取同一批次乙肝宁颗粒（批号

２０１８１１０６），按照２．２．３项下方法制备供试品溶液，按
照２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图，计算３
种待测成分的含量，根据６次检测结果计算ＲＳＤ值。结
果３种成分含量的ＲＳＤ值分别为１．９％、１．６％、２．１％，

表明该方法重复性良好。

２．３．７　精密度实验　取２．２．２项下制备的混合对照
品溶液，按照２．１项下色谱条件进样测定，连续进样

６次，记录色谱图；根据６次峰面积测定值计算ＲＳＤ
值，结果３种成分峰面积 ＲＳＤ 值分别为１．７％、

１．３％、２．０％，表明仪器精密度良好。

２．４　样品含量检测　取乙肝宁颗粒，按照２．２．３项
下方法制备供试品溶液，按照２．１项下色谱条件进样
测定，记录色谱图，根据峰面积计算样品中３种成分
的含量，结果见表３。
表３　含量检测结果

Ｔａｂ．３Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

样品批号
含量／ｍｇ·ｇ－１

绿原酸 咖啡酸 槲皮素

２０１８１１０６　 ０．５２４　 ２．１１６　 １．２０１

２０１９０３０５　 ０．６１９　 ２．３２７　 １．０４８

２０１９０４１５　 ０．５９７　 ２．１９４　 １．１７５

３　讨论

３．１　检测波长的选择　分别取３种成分对照品，按
照２．２．１ 项下方法配制 成质量 浓度 均为 ５．０

μｇ·ｍＬ
－１的单一对照品溶液，在２００～４００ｎｍ波长

范围内进行全波长扫描，结果３种成分分别在３２８、

３２４、３５９ｎｍ波长处有最大吸收。分别取２．２项下制
备的混合对照品溶液、阴性对照溶液和供试品溶液，
按照２．１项下色谱条件，设定采集波长范围为３２０～
３６０ｎｍ，分别采集色谱图；实验证明，检测波长为３４１
ｎｍ时，３种待测成分响应良好，定量结果准确，阴性
对照无干扰。光谱图见图２。

图２　紫外光谱图

注：Ａ．绿原酸；Ｂ．咖啡酸；Ｃ．槲皮素。

Ｆｉｇ．２ＵＶ　ｓｐｅｃｔｒａ

Ｎｏｔｅｓ：Ａ．ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ　ａｃｉｄ；Ｂ．ｃａｆｆｅｉｃ　ａｃｉｄ；Ｃ．ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ．

３．２　流动相的选择　保持其他色谱条件不变，分别
选择甲醇－水、乙腈－水、甲醇－３ｍＬ·Ｌ－１磷酸和乙腈－
３ｍＬ·Ｌ－１磷酸作为流动相体系进行比较，结果采用
等度条件时，待测成分与未知杂质峰重叠，且分析时
间较 长，故 实验采用梯度洗 脱 法。选 择 乙 腈－３
ｍＬ·Ｌ－１磷酸作为流动相时，３种成分色谱峰峰形尖

锐，分离度均大于１．５，阴性对照溶液无干扰。因此
实验选择乙腈－３ｍＬ·Ｌ－１磷酸作为流动相。

３．３　提取方法的选择　实验分别选择甲醇以及体积
分数分别为９５％、７５％、５０％的甲醇作为提取溶剂，

超声１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ进行提取效果比较，结果
发现，采用体积分数为７５％的甲醇超声２０ｍｉｎ时，
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对乙肝宁颗粒中３种成分的提取效果最佳，提取率大
于９０％，且基质干扰较小，定量结果准确。

综上所述，本研究建立了能同时测定乙肝宁颗粒
中３种成分含量的ＲＰ－ＨＰＬＣ法，该方法操作简单、
检测结果准确、重复性好、稳定性高，可用于乙肝宁颗
粒的质量控制，为国家标准的完善提供参考。
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表１　《西北药学杂志》编辑部２０２０年度获奖情况

序号 期刊名称／编辑姓名 获奖名称 授奖单位

１ 西北药学杂志 中国高校优秀科技期刊 中国高校科技期刊研究会

２ 西北药学杂志 第六届陕西省科技期刊优秀期刊 陕西省科技期刊编辑学会

３ 西北药学杂志 陕西省高校优秀期刊 陕西省高等学校学报研究会

４ 西北药学杂志 高校期刊优秀编辑部 陕西省高等学校学报研究会

５ 屈清慧 第六届陕西省科技期刊优秀编辑 陕西省科技期刊编辑学会

６ 屈清慧 高校期刊优秀编辑 陕西省高等学校学报研究会

７ 屈清慧 优秀药师 西安药学会

８ 屈清慧 优秀论文二等奖 陕西省高等学校学报研究会

９ 屈清慧等 优秀论文二等奖 西安药学会
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