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小儿豉翘清热颗粒HPLC-PAD指纹图谱的建立
及有效成分含量测定

许文清1a,魏学涛1a,马青青2,崔向前1a,李伟1b

(1.铁道警察学院a.治安学系;b.刑事科学技术系,郑州450053;2.河南省疾病预防控制中心,郑州450000)

摘 要:利用高效液相色谱-二极管阵列检测器(HPLC-PAD)分析检测技术,研究了提取条件(提取溶剂、提取

时间)和色谱条件(洗脱溶剂、色谱柱、检测波长)的影响,最终建立了小儿豉翘清热颗粒的指纹图谱和有效成分栀子

苷、连翘苷含量测定的方法.在 WatersSymmtery-C18色谱柱温30℃、检测波长225nm处,以甲醇和0.1%(体积分

数)的磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱建立的小儿豉翘清热颗粒 HPLC-PAD的指纹图谱,30个色谱峰分离度良

好,10批样品相似度较高(>0.98);栀子苷、连翘苷线性范围良好,相关系数(r)均大于0.9999,相对标准偏差(Rela-

tiveStandardDeviation,RSD)均小于3%,加样回收率均大于97%,RSD<3% (n=6).此方法特征性和专属性强,灵

敏、准确,可作为小儿豉翘清热颗粒质量评价的方法.
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小儿豉翘清热颗粒是常用处方药,由连翘、栀子、淡豆豉、赤芍、黄芩等十几味药材加工而成.具有疏风解

表,清热导滞之功效[1].现代医学证明,小儿豉翘清热颗粒在治疗上呼吸道感染发热、肺脾湿热证普通型手口

足病等疾病中均有良好的疗效[2-6].2015版《中国药典(一部)》[7]中,其功效成分为栀子苷和连翘苷,但是测

定色谱条件不同,不能同时测定.据现有研究小儿豉翘清热颗粒质量控制的文献来看,多是以一个或几个有

效成分的含量为指标来评价,不能全面体现中药多成分的特点[8-11].
中成药成分复杂,是以整体为活性体系,单靠测定某几种有效成分考查质量的稳定性或者评价其质量优

劣是不全面的.指纹图谱是从化学成分的数量、种类及含量上来全面体现中药的特点,具有特征性、全面性、
完整性.运用指纹图谱技术,已成为天然药物质量控制的常用有效手段[12-23].本文采用 HPLC-PAD法建立

了小儿豉翘清热颗粒的指纹图谱,并建立了栀子苷、连翘苷含量同时测定的方法,此种方法的建立,能够对小

儿豉翘清热颗粒中含有的化学成分的数量和种类进行全面反映,进而可以全面的评价其质量.对其质量控制

研究具有重要意义.

1 仪器与材料

1.1 仪 器

美国沃特世公司2695高效液相色谱仪(自动进样装置,二极管阵列检测器 Waters2996,二元高压梯

度);CX-250型超声波清洗器(中国北京设备二厂);ThermoFisherLynx6000型离心机(美国赛默飞公司);

BP211D型电子天平(德国Sartorious公司);WatersSymmtery-C18色谱柱(250mm×4.6mm,5μm),填料:
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十八烷基硅烷键合硅胶(美国沃特世公司).
1.2 试 药

10批小儿豉翘清热颗粒的批号分别为1507142、1510142、1409012、1408042、1407182、140516、140550、

140209、130854、1603182,相应分别简化为S1、S2、S3、S4、S5、S6、S7、S8、S9、S10,栀子苷对照品(中国食品药

品检定研究院110749-201115),连翘苷对照品(中国药品生物制品检定所110821-200111);磷酸(优级纯,北
京化学试剂厂),甲醇(色谱纯,Fisher);超纯水(18.2MΩ·cm,Millpore公司)

2 方法与结果

2.1 指纹图谱方法与结果

2.1.1 色谱条件

WatersSymmtery-C18色谱柱(250mm×4.6mm,5μm);进样量:10μL;流速:1.0mL· min-1;流动

相甲醇(A)-0.1%磷酸(B);梯度洗脱程序见表1.
表1 梯度洗脱程序

t/min A的体积分数/% B的体积分数/%

0 6 94

14 12 88

18 20 80

34 34 66

60 53 47

75 68 32

2.1.2 对照品溶液的制备

精密称取栀子苷和连翘苷对照品2.00、10.00mg,分
别置于棕色容量瓶(10.0mL)中,用甲醇溶解、稀释、定
容至刻度,摇匀,分别得到质量浓度为200μg·mL-1栀
子苷和1000μg·mL-1连翘苷的对照品储备液.精密吸

取上述2种对照品的储备液依次为1.00、2.00、3.00、

4.00、5.00mL于50.0mL容量瓶中,甲醇定容至刻度,
摇匀,制得混合对照品溶液,其中栀子苷质量浓度分别为

4、8、12、16、20μg·mL-1,连翘苷质量浓度为20、40、60、

80、100μg·mL-1.
2.1.3 供试品溶液的制备

分别精密称取10批小儿豉翘清热颗粒0.5g,置于锥形瓶中,准确加入甲醇-水(体积比为1∶1)溶液

50mL,超声(功率500W)提取20min,放冷后再称量,甲醇-水(1∶1)溶液补充后摇匀.转移至离心管,置离

心机,以5000r·min-1转速离心10min,上清液过0.45μm滤膜,取续滤液作为供试品溶液.
2.1.4 方法学考察

2.1.4.1 精密度试验

取供试品溶液,混合对照品溶液精密吸取10μL,连续进样6次,分别记录30个共有峰相对保留时间与

相对峰面积,参照色谱峰为连翘苷色谱峰,计算30个共有峰相对保留时间与相对峰面积,其中30个共有峰

相对保留时间的RSD(n=6)结果均在0.21%~0.83%范围之内,30个共有峰相对峰面积的RSD(n=6)具
体结果见表2,均<3%.表明仪器的精密度良好.

表2 30个共有峰相对峰面积的RSD值

峰号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

RSD/% 1.52 0.98 0.65 1.42 0.61 0.79 1.26 1.43 0.75 1.14 1.06 1.16 1.63 1.52 1.25

峰号 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

RSD/% 2.05 1.46 1.52 1.07 0.84 0.75 0.96 1.34 1.28 1.14 1.07 0.78 1.04 0.62 0.52

2.1.4.2 考察稳定性

取供试品溶液,分别于0,2,4,8,12,16,24h进行进样,参照色谱峰为翘苷色谱峰,计算30个共有峰相

对保留时间与相对峰面积,其中30个共有峰相对保留时间的RSD(n=6)结果均在0.56%~1.97%范围之

内,30个共有峰相对峰面积的RSD(n=6)具体结果见表3,均<3%.表明仪器的稳定性良好.
2.1.4.3 重复性试验

精密称定6份小儿豉翘清热颗粒0.5g,分别制备6份供试品溶液,以连翘苷色谱峰为参照,供试品溶液
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分别进样10μL进行测定,对30个共有峰相对保留时间和相对峰面积进行计算,结果表明:30个共有峰相

对保留时间RSD(n=6)结果在0.94%~2.31%范围内,30个共有峰相对峰面积的RSD(n=6)结果均<3%.
表明本方法重复性良好.

表3 30个共有峰相对峰面积的RSD值

峰号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

RSD/% 1.34 1.64 1.47 0.96 1.11 1.57 1.63 2.02 1.41 1.07 0.94 1.25 1.04 0.76 1.16

峰号 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

RSD/% 1.37 1.01 0.86 0.72 0.63 0.93 0.41 0.76 1.24 1.49 1.36 1.07 0.75 0.96 1.31

2.1.5 建立与分析指纹图谱

2.1.5.1 建立指纹图谱 以上述色谱条件为标准进行测定,得到10批供试品S1~S10的 HPLC指纹图谱,
共有峰是根据图谱中各色谱峰的相对保留时间而确定,根据分离度和峰面积选取了30个共有峰为特征指纹

峰,并确认了8号峰为栀子苷,21号峰为连翘苷.以分离度好,峰面积较大且稳定的连翘苷峰作为参照峰.见
图1.

2.1.5.2 标定共有峰 参照色谱峰选取21号连翘苷的色谱峰,对各共有峰的相对保留时间、相对峰面积值

进行计算,共有指纹峰特征参数见表4、表5.
表4 小儿豉翘清热颗粒(10批)供试品共有峰相对保留时间

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

1 0.0681 0.0684 0.0683 0.0685 0.0686 0.0682 0.0681 0.0682 0.0684 0.0680

2 0.1410 0.1409 0.1408 0.1411 0.1410 0.1408 0.1413 0.1405 0.1409 0.1407

3 0.3818 0.3821 0.3819 0.3820 0.3822 0.3821 0.3822 0.3823 0.3820 0.3819

4 0.4417 0.4411 0.4412 0.4422 0.4416 0.4411 0.4443 0.4412 0.4413 0.4424

5 0.4547 0.4551 0.4549 0.4553 0.4555 0.4556 0.4556 0.4555 0.4553 0.4544
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续表

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

6 0.4714 0.4717 0.4708 0.4709 0.4712 0.4709 0.4720 0.4711 0.4718 0.4715

7 0.4976 0.4973 0.4967 0.4972 0.4976 0.4975 0.4980 0.4975 0.4979 0.4973

8 0.5327 0.5323 0.5314 0.5315 0.5319 0.5312 0.5326 0.5318 0.5319 0.5307

9 0.5414 0.5412 0.5405 0.5410 0.5415 0.5414 0.5418 0.5414 0.5418 0.5410

10 0.5771 0.5769 0.5762 0.5765 0.5769 0.5770 0.5776 0.5770 0.5775 0.5765

11 0.5894 0.5892 0.5889 0.5892 0.5888 0.5889 0.5898 0.5902 0.5898 0.5886

12 0.6014 0.6016 0.6012 0.6013 0.6017 0.6019 0.6019 0.6017 0.6018 0.6011

13 0.6183 0.6183 0.6179 0.6179 0.6179 0.6189 0.6182 0.6181 0.6182 0.6173

14 0.7298 0.7298 0.7292 0.7298 0.7292 0.7291 0.7306 0.7305 0.7306 0.7292

15 0.7601 0.7606 0.7601 0.7598 0.7606 0.7608 0.7605 0.7605 0.7605 0.7596

16 0.7932 0.7935 0.7928 0.7931 0.7941 0.7942 0.7938 0.7940 0.7937 0.7922

17 0.8307 0.8309 0.8307 0.8307 0.8308 0.8302 0.8315 0.8311 0.8314 0.8301

18 0.8792 0.8794 0.8794 0.8791 0.8793 0.8791 0.8799 0.8797 0.8798 0.8780

19 0.8973 0.8978 0.8974 0.8972 0.8980 0.8972 0.8978 0.8980 0.8983 0.8959

20 0.9735 0.9737 0.9734 0.9741 0.9748 0.9747 0.9748 0.9749 0.9747 0.9726

21 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

22 1.0113 1.0113 1.0110 1.0109 1.0109 1.0124 1.0126 1.0127 1.0125 1.0106

23 1.0843 1.0844 1.0836 1.0847 1.0838 0.3637 1.0853 1.0845 1.0852 1.0832

24 1.1008 1.1008 1.1005 1.1016 1.1023 1.1022 1.1022 1.1025 1.1022 1.1002

25 1.1257 1.1258 1.1254 1.1264 1.1272 1.1272 1.1271 1.1273 1.1274 1.1243

26 1.1372 1.1383 1.1377 1.1373 1.1384 1.1383 1.1384 1.1385 1.1381 1.1363

27 1.1932 1.1925 1.1921 1.1925 1.1933 1.1931 1.1934 1.1933 1.1933 1.1907

28 1.2115 1.2118 1.2115 1.2126 1.2136 1.2131 1.2132 1.2134 1.2132 1.2105

29 1.2282 1.2281 1.2274 1.2282 1.2287 1.2283 1.2290 1.2290 1.2289 1.2266

30 1.2844 1.2845 1.2837 1.2843 1.2848 1.2844 1.2856 1.2851 1.2855 1.2829

表5 小儿豉翘清热颗粒(10批)供试品共有峰相对峰面积

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

1 0.3229 0.3235 0.3236 0.3245 0.3237 0.3228 0.3215 0.3320 0.3246 0.3223

2 0.2277 0.2111 0.2210 0.2125 0.2177 0.2139 0.2101 0.2102 0.2148 0.2136

3 0.0371 0.0233 0.0304 0.0345 0.0334 0.0344 0.0320 0.0324 0.0321 0.0331

4 0.0347 0.0356 0.0322 0.0311 0.0339 0.0334 0.0293 0.0279 0.0294 0.0305

5 0.0620 0.0643 0.0608 0.0607 0.0610 0.0609 0.0615 0.0613 0.0601 0.0614

6 0.0331 0.0333 0.0340 0.0340 0.0332 0.0323 0.0332 0.0327 0.0325 0.0333

7 0.0291 0.0305 0.0312 0.0304 0.0313 0.0316 0.0305 0.0309 0.0315 0.0310

8 0.2460 0.2500 0.2554 0.2505 0.2531 0.2544 0.2500 0.2488 0.2526 0.2508

9 0.0337 0.0359 0.0415 0.0383 0.0405 0.0417 0.0384 0.0383 0.0415 0.0391

10 0.0460 0.0489 0.0468 0.0472 0.0482 0.0486 0.0478 0.0511 0.0480 0.0472

11 0.0262 0.0273 0.0248 0.0253 0.0245 0.0241 0.0237 0.0271 0.0246 0.0257

12 0.0459 0.0456 0.0449 0.0468 0.0459 0.0454 0.0449 0.0481 0.0474 0.0463
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续表

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

13 0.0412 0.0426 0.0425 0.0451 0.0429 0.0456 0.0449 0.0495 0.0461 0.0476

14 0.0721 0.0730 0.0727 0.0736 0.0738 0.0744 0.0758 0.0768 0.0743 0.0769

15 0.0505 0.0651 0.0653 0.0680 0.0670 0.0686 0.0685 0.0674 0.0651 0.0674

16 0.0611 0.0574 0.0571 0.0594 0.0593 0.0620 0.0612 0.0609 0.0601 0.0608

17 0.0436 0.0471 0.0449 0.0484 0.0455 0.0501 0.0298 0.0420 0.0438 0.0431

18 0.0464 0.0451 0.0433 0.0435 0.0434 0.0430 0.0424 0.0424 0.0415 0.0421

19 0.0337 0.0341 0.0331 0.0342 0.0331 0.0334 0.0339 0.0331 0.0338 0.0347

20 0.0282 0.0286 0.0283 0.0299 0.0310 0.0291 0.0307 0.0286 0.0294 0.0293

21 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

22 0.0333 0.0329 0.0335 0.0325 0.0349 0.0352 0.0352 0.0342 0.0357 0.0349

23 0.0765 0.0665 0.0790 0.0667 0.0732 0.0664 0.0740 0.0681 0.0695 0.0683

24 0.0214 0.0213 0.0230 0.0206 0.0204 0.0206 0.0223 0.0222 0.0217 0.0211

25 0.0843 0.0853 0.0873 0.0859 0.0834 0.0846 0.0833 0.0848 0.0838 0.0812

26 0.2229 0.2256 0.2245 0.2250 0.2203 0.2221 0.2210 0.2238 0.2229 0.2208

27 0.0146 0.0164 0.0164 0.0169 0.0182 0.0157 0.0176 0.0173 0.0176 0.0166

28 0.0168 0.0165 0.0169 0.0170 0.0171 0.0159 0.0167 0.0174 0.0175 0.0164

29 0.0222 0.0235 0.0250 0.0256 0.0240 0.0249 0.0251 0.0252 0.0254 0.0243

30 0.0222 0.0217 0.0218 0.0207 0.0219 0.0197 0.0196 0.0198 0.0194 0.2020

2.1.5.3 指纹图谱的相似度评价

采用国家药典委员会2004A版的“中药色谱指纹图谱相似度评价软件”对小儿豉翘清热颗粒(S1~
S10)的指纹图谱进行叠加[24],如图2.计算S1~S10相似度,结果见表6.

表6 10批小儿豉翘清热颗粒相似度

样品 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

相似度 0.991 0.996 0.992 0.989 0.991 0.993 0.995 0.994 0.989 0.992

2.2 含量测定方法与结果

2.2.1 考察线性关系

依次精密吸取10μL“2.1.2”项下不同质量浓度的混合对照品溶液,按照“2.1.1”项下的色谱条件注入液
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相色谱仪,对峰面积依次测定,横坐标选取为单个对照品浓度、纵坐标选取为峰面积积分值,进行线性回归.
各被测成分回归方程和线性范围见表7.

表7 两种成分的回归方程、相关系数(r)和线性范围

成分 回归方程 r 线性范围

栀子苷 Y=1404.93X-1063.25 0.99997 19.50~1452.00ng

连翘苷 Y=5394.32X-2163.18 0.99996 3.90~218.00ng

2.2.2 加样回收试验

同批样品取9份,以3份为一组,分为3组,将连翘苷对照品溶液和栀子苷对照品溶液以高、中、低3种

质量浓度分别加入各组,每个质量浓度分别制备3份回收率供试品溶液,测定连翘苷和栀子苷的含量,计算

连翘苷和栀子苷的加样回收率分别为97.27%和98.61%,RSD分别为2.63%和1.78%.
2.2.3 检出限与定量限测定

取一定量混合对照品溶液,用甲醇逐级稀释,色谱条件参照“2.1.1”项,进样量为10uL,进行测定.当信

噪比为3时,测得栀子苷和连翘苷的检出限分别为1.6和1.3ng;当信噪比为10时,测得上述栀子苷和连翘

苷的定量限分别为5.4和4.9ng.

3 讨 论

在试验过程中,首先对蒸馏水、20%甲醇(体积分数,下同)、50%甲醇、75%甲醇、100%甲醇进行了优化,
从峰的数目和峰面积来看,50%甲醇提取效果相对较好.超声提取时间分别定为10、20、30、40min,通过对比

研究发现:超声时间大于20min时,提取效果没有明显差别.溶剂用量分别选取25、50、100、200mL,通过对

比研究发现:溶剂用量大于50mL时,提取效果没有明显差别,所以溶剂用量选定为50mL.
本实验中,对不同梯度洗脱进行了研究(乙腈-水、甲醇-水、甲醇-0.1%醋酸、甲醇-0.2%磷酸、甲醇-0.1%

磷酸、乙腈-0.1%磷酸等),最终发现甲醇-0.1%磷酸为流动相时,指纹图谱显示的峰数目较全面,基线比较平

缓,对称性和分离度均较好,确定了甲醇-0.1%磷酸为流动相进行梯度洗脱.考察了 WatersXbridge-C18、

AgilentZORBAXSB-C18和 WatersSymmtery-C18等色谱柱,发现分离度和峰型比较好的是 WatersSym-
mtery-C18柱.同时,采用二极管阵列检测器3D图谱对检测波长进行了筛选,既能体现指纹图谱的全面性,
又能保证连翘苷和栀子苷有较大吸收,故选择225nm作为检测波长.

4 结 论

通过相似度评价软件得到小儿豉翘清热颗粒 HPLC-PAD的指纹图谱,并建立了栀子苷和连翘苷含量

的同时测定方法.在指纹图谱上确认了30个共有特征峰并指认了8号峰和21号峰分别为栀子苷和连翘苷.
10批小儿豉翘清热颗粒指纹图谱研究发现,各供试品的指纹图谱主要峰整体一致,相似度较高.为小儿豉翘

清热颗粒的质量控制提供了方便可行的实践基础.
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HPLC-PADfingerprintofXiaoerChiqiaoQingreGranules
anddeterminationoffunctionalcomponents

XuWenqing1a,WeiXuetao1a,MaQingqing2,CuiXiangqian1a,LiWei1b

(1.a.Departmentofpublicsecurity;b.Departmentofcriminalscienceandtechnology,RailwayPoliceCollege,

Zhengzhou450053,China;2.HenanCenterForDiseaseControlandPrevention,Zhengzhou450000,China)

  Abstract:Theextractionconditions(extractionsolvent,extractiontime)andchromatographicconditions(elutionsol-
vent,chromatographiccolumn,detectionwavelength)wereinvestigatedbyhighperformanceliquidchromatography-photodi-
odearraydetector(HPLC-PAD),itestablishedanHPLC-PADmethodforfingerprintanalysisofXiaoerChiqiaoQingreGran-
ulestodeterminethecontentsofgeniposideandforsythin.SeparationwasperformedusingHPLC-PADandWatersSymmtery-
C18column,thegradientelutionwasperformedbythemobilephaseconsistingofmethanol-0.1% (volumefraction)phosphor-
icacidat30℃columntemperature,andthedetectionwavelengthof225nm,thirtypeakswereselectedasthespecificfinger-

printpeaksthrough10batchesXiaoerChiqiaoQingreGranuleswiththeidentifiedofgeniposideandforsythin,goodsimilarities
wereobtainedintheestablishedfingerprintthroughsimilarityanalysisandtheresolutionwasgood,themethodshowedgood
linearityofgeniposideandforsythinwithcorrelationcoefficientsgreaterthan0.98,thecorrelationcoefficientsallgreaterthan0.
9999,therelativestandarddeviation(RSD)ofprecisionrepeatabilityandstabilitywerealllessthan3%,therecoveryrates
wasallgreaterthan97% ,andtheRSDwaslessthan3% (n=6).Themethodisspecific,sensitiveandaccurate,andcanbe
usedforthequalitycontrolofXiaoerChiqiaoQingreGranules.

Keywords:XiaoerChiqiaoQingreGranules;HPLC-PAD;fingerprint;determinationofcomponents
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