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［摘　 要］ 　 建立了同时测定双葛止泻口服液中绿原酸和葛根素含量的测定方法。 采用高效液相色

谱（ＨＰＬＣ）法，使用 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，流动相为乙腈 － ０． ４％磷

酸溶液梯度洗脱；检测波长为 ３１５ ｎｍ；流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０ ℃。 结果表明，绿原酸浓度在

０． ００８２４２ ～ ０． １０３０ ｍｇ ／ ｍＬ 的范围内，与峰面积线性关系良好（ ｒ ＝ １． ００００），平均回收率为 ９９． １％
（ｎ ＝ ６），ＲＳＤ 为 １． ８％ ；葛根素浓度在 ０． ０２２９６ ～ ０． ２８７１ ｍｇ ／ ｍＬ 的范围内，与峰面积线性关系良好

（ｒ ＝ １． ００００），平均回收率为 ９８． ７％ （ｎ ＝ ６），ＲＳＤ 为 １． ６％ 。 该方法简单、准确、专属性强，可用于双

葛止泻口服液中绿原酸和葛根素的质量控制。
［关键词］ 　 绿原酸；葛根素；双葛止泻口服液；高效液相色谱法

基金项目： ２０１９ 年度洛阳市科技重大专项项目（１９０１０２４Ａ）。

作者简介： 周 冰，硕士，从事新兽药质量标准研究工作。

通讯作者： 张 聪。 Ｅ － ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｃｏｎｇ３０１＠ １６３． ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ Ａｃｉｄ ａｎｄ Ｐｕｅｒａｒｉｎ ｉｎ
Ｓｈｕａｎｇｇｅ Ｚｈｉｘｉｅ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＺＨＯＵ Ｂｉｎｇ， ＬＩ Ｈｕａｎ － ｊｕａｎ， ＣＨＥＮ Ｓｈｕａｉ － ｔａｏ， ＡＮ Ｚｈｕｏ － ｒｕｉ，
ＣＨＥＮＧ Ｃｈａｎ － ｃｈａｎ， ＹＡＯ Ｌｕ － ｌｕ， ＺＨＡＮＧ Ｃｏｎｇ∗

（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ／ Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｕｉｚｈｏｎｇ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ， Ｌｕｏｙａｎｇ ４７１０００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｃｏｎｇ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｃｏｎｇ３０１＠ １６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｕｅｒａｒｉｎ ｉｎ Ｓｈｕａｎｇｇｅ Ｚｈｉｘｉｅ Ｏｒａｌ
Ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａｎ Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）． Ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ０． ４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ３１５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃ ． Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ０． ００８２４２ ～ ０． １０３０ ｍｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ １． ００００）， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９９． １％ （ｎ ＝ ６） ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ １． ８％ ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｐｕｅｒａｒｉｎ

·１４·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 １０ 月第 ５６ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｗａｓ ０ ０２２９６ ～ ０． ２８７１ ｍｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ １． ００００）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８． ７％ （ｎ ＝ ６） ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ １． ６％ ．
Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｕｅｒａｒｉｎ ｉｎ Ｓｈｕａｎｇｇｅ Ｚｈｉｘｉｅ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ； ｐｕｅｒａｒｉｎ； Ｓｈｕａｎｇｇｅ Ｚｈｉｘｉｅ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ； ＨＰＬＣ

　 　 双葛止泻口服液是由金银花、葛根、黄芩、黄连

等 ６ 味中药采用提取、纯化等工艺制成的复方口服

液体制剂，并获得国家三类新兽药证书（农业农村

部公告第 １８６ 号） ［１］。 该产品具有清热燥湿，解毒

止泻的功能，临床上主要用于仔猪湿热泄泻，证见

黄色糊状或稀粥样粪便、或挟有粘液，鼻盘微干等。
方中金银花清热解毒，散热疏风［２］，同时具有较强

抗菌活性［３］，葛根解肌退热，升阳止泻，二者共为君

药，绿原酸和葛根素则分别为两者的特征性有效成

分［４ － ６］。 现有质量标准及文献报道［７ － ８］ 中绿原酸

和葛根素分别采用单独的液相条件进行检测，检测

时间较长。 为进一步提升检验效率，并减少有机试

剂的用量，本文建立了同时测定双葛止泻口服液中

绿原酸和葛根素含量的方法，并对该方法进行了方

法学验证。 结果表明，该方法快速、准确、专属性

强，可用于双葛止泻口服液的质量控制。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 主要仪器 　 Ｕ３０００ 型高效液相色谱仪，配
ＶＷＤ － ３４００ＲＳ 型 紫 外 检 测 器， Ｔｈｅｒｍｏ 公 司；
ＸＳＲ２０５ 型电子分析天平，瑞士梅特勒托利多公司。
１． １． ２　 试药与试剂　 绿原酸对照品（中国食品药

品检 定 研 究 院， 批 号： １１０７５３ － ２０２０１８， 含 量：
９６ １％）、葛根素对照品（中国食品药品检定研究院，
批号：１１０７５２ －２０１８１６，含量：９５． ４％）、双葛止泻口服

液（洛 阳 惠 中 兽 药 有 限 公 司， 批 号： ２０２００９０５，
２０２０１００２，２０２１０３０１）；乙腈，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，ＨＰＬＣ 级；磷酸，天津市科密欧化学试剂有限公

司，ＨＰＬＣ 级；水为实验室自制超纯水。
１． ２　 试验方法

１． ２． １ 　 色谱条件与系统适用性 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；梯度洗脱，
流动相：乙腈 － ０． ４％ 磷酸溶液（０ ～ １４ ｍｉｎ，乙腈

１１％ ；１４ ～ １５ ｍｉｎ，乙腈由 １１％上升到 ７０％ ；１５ ～ ２０
ｍｉｎ，乙腈 ７０％ ；２０ ～ ２１ ｍｉｎ，乙腈由 ７０％ 下降到

１１％ ；２１ ～ ２５ ｍｉｎ，乙腈 １１％ ），流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：３０ ℃；检测波长：３１５ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。 理

论板数按绿原酸峰计算应不低于 １００００；按葛根素

峰计算应不低于 １００００。
１． ２． ２ 　 对照品溶液的制备　 精密称取绿原酸、葛
根素对照品适量，加 ３０％乙醇制成每 １ ｍＬ 约含绿

原酸 ４０ μｇ、葛根素 １２０ μｇ 的溶液，即得。
１． ２． ３　 供试品溶液的制备　 精密量取本品 ２ ｍＬ，
置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ３０％乙醇定容至刻度，摇匀，滤
过，取续滤液，即得。
１． ２． ４　 阴性对照溶液的制备　 按处方制备缺金银

花的阴性样品和缺葛根的阴性样品，分别按照

“１． ２． ３”项下方法制成阴性对照溶液，即得。
１． ３　 方法学考察

１． ３． １ 　 专属性试验　 分别取上述对照品溶液、供
试品溶液及阴性对照溶液各 １０ μＬ 注入液相色谱

仪，记录色谱图，考察主峰位置是否有干扰。
１． ３． ２ 　 线 性 试 验 　 精密称取绿原酸对照品

１０． ７２ ｍｇ，置 ２５ ｍｌ 量瓶中，作为绿原酸线性贮备

液；精密称取葛根素对照品 ３０． ０９ ｍｇ，置 ５０ ｍｌ 量
瓶中，作为葛根素线性贮备液。 分别精密量取上述

贮备液按照一定比例稀释成一系列梯度浓度的混合

标准工作液，绿原酸浓度分别为０． ００８２４２ ｍｇ ／ ｍＬ、
０． ０２０６０ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ０４１２１ ｍｇ ／ ｍＬ、０ ０８２４２ ｍｇ ／ ｍＬ、
０． １０３０ ｍｇ ／ ｍＬ，葛根素浓度分别为 ０． ０２２９６ ｍｇ ／ ｍＬ、
０． ０５７４１ ｍｇ ／ ｍＬ、 ０． １１４８ ｍｇ ／ ｍＬ、 ０． ２２９６ ｍｇ ／ ｍＬ、
０ ２８７１ ｍｇ ／ ｍＬ。 依次吸取上述线性溶液各 １０ μＬ，
注入液相色谱仪，记录峰面积。 以峰面积（Ｙ）为纵

坐标，浓度为（Ｘ，ｍｇ ／ ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲

线，计算回归方程及相关系数。
１． ３． ３　 精密度试验　 取“１． ２． ２”项下对照品溶液，

·２４·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 １０ 月第 ５６ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

按上述色谱条件，连续进样 ６ 针，记录色谱图，测定

峰面积并计算 ＲＳＤ。
１． ３． ４　 溶液稳定性试验　 精密量取本品 ２ ｍＬ（批
号：２０２００９０５），按照“１． ２． ３”项制备供试品溶液，取
对照品溶液和供试品溶液分别于第 ０、２、４、８、１２ 小

时进样，测定峰面积并计算 ＲＳＤ。
１． ３． ５ 　 重 复 性 试 验 　 取同一批样品 （批号：
２０２００９０５），按照“１． ２． ３”项下制备 ６ 份供试品溶

液，依法测定，记录峰面积，计算含量及 ＲＳＤ。
１． ３． ６ 　 中 间 精 密 度 　 取同一批样品 （批号：
２０２００９０５），由两名人员在不同日期、使用不同的高

效液相色谱仪，依法测定，每人平行测定 ６ 份。 计

算两人 １２ 个含量结果的 ＲＳＤ。
１． ３． ７　 加样回收率　 精密量取本品 １ ｍＬ，共 ９ 份，
分别置于 ５０ ｍＬ 量瓶中。 分别精密加入相当于测定

量 ５０％ 水平 （０． １１２６ ｍｇ ／ ｍＬ， ５ ｍＬ）、 １００％ 水 平

（０ １１２６ ｍｇ ／ ｍＬ，１０ ｍＬ）、１５０％水平（０． １１２６ ｍｇ ／ ｍＬ，
１５ ｍＬ）的绿原酸对照品溶液和相当于测定量 ５０％水

平（０． ３４６２ ｍｇ ／ ｍＬ，５ ｍＬ）、１００％水平（０ ３４６２ ｍｇ ／ ｍＬ，
１０ ｍＬ）、１５０％水平（０． ３４６２ ｍｇ ／ ｍＬ，１５ ｍＬ）的葛根素

对照品溶液，分别加 １０％乙醇定容至刻度，摇匀，滤
过，作为回收率供试品溶液，每个水平制备 ３ 份。 精

密吸取对照品溶液、回收率供试品溶液各 １０ μＬ，依
法测定，计算回收率及 ＲＳＤ。
１． ３． ８ 　 耐用性　 分别考察柱温、流速、磷酸比例、
流动相比例及色谱柱批号变化对含量测定结果的

影响。 待系统稳定后，依次精密吸取对照品溶液、
供试品溶液，依法进样测定。 以含量及 ＲＳＤ 为指

标，考察色谱条件的耐用性。
１． ４　 样品测定　 分别采用现有标准方法（农业农

村部公告第 １８６ 号）和新建立的方法对市售 ３ 批双

葛止泻口服液进行含量测定，考察本文所建立方法

与标准方法检测结果的差异。
２　 结果与分析

２． １　 方法学考察结果

２． １． １ 　 专属性考察结果　 专属性结果表明，在缺

金银花的阴性对照和缺葛根的阴性对照色谱图中，
绿原酸和葛根素主峰位置均没有干扰，表明本方法

专属性良好。 见图 １。

ａ． 对照品　 ｂ． 供试品　 ｃ． 阴性对照（缺葛根）

ｄ． 阴性对照（缺金银花）

ａ． Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｂ． Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ

ｃ． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（ ｌａｃｋ ｏｆ Ｐｕｅｒａｒｉａｅ ｌｏｂａｔａｅ ｒａｄｉｘ）

ｄ． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（ ｌａｃｋ ｏｆ Ｌｏｎｉｃｅｒａｅ ｊａｐｏｎｉｃａｅ ｆｌｏｓ）

图 １　 专属性考察色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

２． １． ２　 线性试验　 以峰面积（Ｙ）为纵坐标，浓度为

（Ｘ，ｍｇ ／ ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲线。 绿原酸回

归方程为：Ｙ ＝ ４７３． ８１９４ Ｘ ＋ ０． ０５３６（ ｒ ＝ １． ００００）；
葛根素回归方程为：Ｙ ＝ ２１４． ６３５６Ｘ ＋ ０． １２８１（ ｒ ＝
１． ００００）。 表明绿原酸进样浓度在 ０． ００８２４２ ～
０ １０３０ ｍｇ ／ ｍＬ 范 围 内 和 葛 根 素 进 样 浓 度 在

０ ０２２９６ ～ ０． ２８７１ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内，峰面积与进样浓

度线性关系良好。
２． １． ３　 精密度试验　 取“１． ２． ２”项下对照品溶液，
连续进样 ６ 针，记录峰面积，结果绿原酸峰面积的

ＲＳＤ 为 ０． １％ （ ｎ ＝ ６），葛根素峰面积的 ＲＳＤ 为

０ １％ （ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

·３４·
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图 ２　 线性关系图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｒｅｓｕｌｔｓ

２． １． ４　 溶液稳定性试验　 取对照品溶液和供试品

溶液，分别于第 ０、２、４、８、１２ 小时进样测定，结果对

照品溶液中绿原酸峰面积的 ＲＳＤ 为 ０． ３％ ，葛根素

峰面积的 ＲＳＤ 为 ０． １％ ；供试品溶液中绿原酸峰面

积的 ＲＳＤ 为 ０． ４％ ， 葛根素峰面积的 ＲＳＤ 为

０ ２％ ，表明对照品溶液和供试品溶液在 １２ 小时内

稳定。
２． １． ５ 　 重复性试验　 同一批样品，制备 ６ 份供试

品溶液，依法测定，绿原酸平均含量为 １． ２ ｍｇ ／ ｍＬ
（ｎ ＝ ６），ＲＳＤ 为 １． ７％ ，葛根素平均含量为 ３． ３
ｍｇ ／ ｍＬ（ｎ ＝ ６），ＲＳＤ 为 １． ９％ ，表明本方法重复性

良好。

表 １　 重复性试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｌｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝６）

成分
含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均值

ＲＳＤ
／ ％

绿原酸 １． １５ １． １６ １． １４ １． １３ １． １４ １． １８ １． ２ １． ７

葛根素 ３． ２６ ３． ３７ ３． ３７ ３． ３２ ３． ２１ ３． ３３ ３． ３ １． ９

２． １． ６ 　 中间精密度　 两名人员在不同日期、使用

不同仪器测得绿原酸的平均含量为 １． ２ ｍｇ ／ ｍＬ
（ｎ ＝ １２ ）， ＲＳＤ 为 １． ４％ ， 葛 根 素 平 均 含 量 为

３． ３ ｍｇ ／ ｍＬ（ｎ ＝ １２），ＲＳＤ 为 １． ５％ ，表明本方法的

中间精密度良好。

表 ２　 中间精密度试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ

成分 人员 日期 设备
含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均值 ＲＳＤ ／ ％

绿原酸
Ａ ２０２１． １２． ０６ Ａ １． １５ １． １６ １． １４ １． １３ １． １４ １． １８

Ｂ ２０２１． １２． ０７ Ｂ １． １７ １． １４ １． １６ １． １６ １． １４ １． １７
１． ２ １． ４

葛根素
Ａ ２０２１． １２． ０６ Ａ ３． ２６ ３． ３７ ３． ３７ ３． ３２ ３． ２１ ３． ３３

Ｂ ２０２１． １２． ０７ Ｂ ３． ３４ ３． ３３ ３． ２６ ３． ３６ ３． ３４ ３． ２９
３． ３ １． ５

２． １． ７　 加样回收率试验 　 通过设计 ３ 个加入水

平，９ 份回收率结果进行评价。 结果绿原酸回收率

在 ９６． ３５％ ～ １０１． ２４％ 之间，平均值为 ９９． １％

（ｎ ＝ ９），ＲＳＤ 为 １． ８％ ，葛根素回收率在９６． ４０％ ～
１０１． ７７％之间，平均值为 ９８． ７％ （ｎ ＝ ９），ＲＳＤ 为

１． ６％ ，表明本方法准确度良好。

·４４·
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表 ３　 绿原酸回收率试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ Ａｃｉｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ

编号 添加水平 取样量 ／ ｍＬ 本底量
／ ｍｇ

对照品加入量
／ ｍｇ

测得总量
／ ｍｇ

回收率
／ ％

平均回收率
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

１
２
３
４
５
６
７
８
９

５０％

１００％

１５０％

１
１
１
１
１
１
１
１
１

１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２
１． １５１２

０． ５６３１
０． ５６３１
０． ５６３１
１． １２６３
１． １２６３
１． １２６３
１． ６８９４
１． ６８９４
１． ６８９４

１． ６９７８
１． ７０５５
１． ７２１３
２． ２８１３
２． ２８０５
２． ２５２４
２． ８６０８
２． ８２１１
２． ７７９０

９７． ０７
９８． ４３
１０１． ２４
１００． ３４
１００． ２７
９７． ７８
１０１． １９
９８． ８５
９６． ３５

９９． １ １． ８

表 ４　 葛根素回收率试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｕｅｒａｒｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ

编号 添加水平 取样量 ／ ｍＬ 本底量
／ ｍｇ

对照品加入量
／ ｍｇ

测得总量
／ ｍｇ

回收率
／ ％

平均回收率
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

１
２
３
４
５
６
７
８
９

５０％

１００％

１５０％

１
１
１
１
１
１
１
１
１

３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８
３． ３０８８

１． ７３１０
１． ７３１０
１． ７３１０
３． ４６２１
３． ４６２１
３． ４６２１
５． １９３１
５． １９３１
５． １９３１

５． ０２５２
４． ９７７６
５． ０７０４
６． ７５７３
６． ７４４２
６． ７５１１
８． ３３７２
８． ４２３０
８． ３８８４

９９． １６
９６． ４０
１０１． ７７
９９． ６１
９９． ２３
９９． ４３
９６． ８３
９８． ４８
９７． ８２

９８． ７ １． ６

２． １． ８　 耐用性试验　 当流动相比例、柱温、流速、磷
酸含量及色谱柱批号发生变化时，各因素下含量测

定结果的 ＲＳＤ 均≤ ２． ０％。 色谱条件的微小变化对

含量测定结果无显著影响，表明本方法耐用性良好。

表 ５　 耐用性试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
变化项目 变化情况 绿原酸含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＲＳＤ ／ ％ 葛根素含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＲＳＤ ／ ％

流动相比例

乙腈 － ０． ４％磷酸溶液（１０∶ ９０）
乙腈 － ０． ４％磷酸溶液（１１∶ ８９）
乙腈 － ０． ４％磷酸溶液（１２∶ ８８）

１． １９
１． １７
１． １５

１． ７
３． ２５
３． ３２
３． ２１

１． ７

柱温

２５ ℃
３０ ℃
３５ ℃

１． １７
１． １７
１． １６

０． ５
３． ３４
３． ３２
３． ３１

０． ５

流速

０． ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ
１． １ ｍＬ ／ ｍｉｎ

１． １７
１． １７
１． １７

０． ０
３． ３１
３． ３２
３． ３１

０． ２

磷酸含量

０． ３％
０． ４％
０． ５％

１． １７
１． １７
１． １６

０． ５
３． ３１
３． ３２
３． ３０

０． ３

色谱柱

柱 １（ＳＮ：０１７６３６０８２１３８２７）
柱 ２（ＳＮ：０１８２３６３５６１２４８２）
柱 ３（ＳＮ：０１８６３７１９１４３８１５）

１． １６
１． １７
１． １８

０． ９
３． ３６
３． ３２
３． ３２

０． ７
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２． ２　 样品含量测定 　 　 取双葛止泻口服液样品

（批号：２０２００９０５，２０２０１００２，２０２１０３０１），分别采用

现有标准方法及新建立的方法测定绿原酸和葛根

素的含量，两种方法检测结果无明显差异，结果见

表 ６。

表 ６　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

批号
绿原酸含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ －１） 葛根素含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ －１）

现有标准 新建方法 现有标准 新建方法

２０２００９０５ １． ２ １． ２ ３． ３ ３． ３

２０２０１００２ １． ３ １． ３ ３． ５ ３． ５

２０２１０３０１ １． ２ １． ２ ３． ７ ３． ７

３　 讨论与结论

３． １　 检测波长的选择 　 采用紫外全波长扫描，绿
原酸在 ３２７ ｎｍ 处有最大吸收，葛根素在 ２５０ ｎｍ 处

有最大吸收，见图 ３。 考虑到本品中葛根素含量高

于绿原酸含量，为了使色谱图中绿原酸和葛根素峰

面积大小一致，综合考虑，选择 ３１５ ｎｍ 作为检测

波长。

图 ３　 绿原酸和葛根素光谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ Ａｃｉｄ ａｎｄ Ｐｕｅｒａｒｉｎ

３． ２　 流动相的考察 　 参考相关文献方法［９］，以乙

腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液（ｐＨ ３． ０）为流动

相梯度洗脱，通过调整流动相洗脱条件，葛根素主

峰位置始终有阴性干扰。 参考相关文献［１０］，改变

流动相为乙腈 － ０． ４％ 磷酸溶液，采用等度洗脱

４０ ｍｉｎ后仍有色谱峰，为缩短运行时间，最终采用

梯度洗脱方法。 该方法可提高检测效率，减少溶剂

用量。
３． ３　 前处理方法的考察与优化　 对照品溶液采用

甲醇为稀释溶剂，经重复性验证，绿原酸的主峰良

好，但葛根素主峰前始终有一色谱峰干扰。 参考

《中国兽药典》２０２０ 版二部葛根项下，以 ３０％ 乙醇

为稀释溶剂，该条件下基线平稳，绿原酸和葛根素

主峰无干扰。 曾分别采用 １０％ 乙醇、３０％ 乙醇、
５０％甲醇、甲醇为提取溶剂制备供试品溶液，结果

５０％甲醇和甲醇提取的样品容量瓶底部产生较多

絮状沉淀，影响体积的准确性，１０％ 乙醇和 ３０％ 乙

醇提取的样品比较澄清，综合考虑，选择和对照品

溶液一致，以 ３０％乙醇为提取溶剂。 进而比较了直

接摇匀提取和超声提取法，结果二者含量无明显差

异，因此选择更为简便的直接摇匀提取。
本文建立了一个同时测定双葛止泻口服液中

绿原酸和葛根素含量的方法，该方法简单、准确、专
属性强，可用于双葛止泻口服液的质量控制。
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