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［摘　 要］ 　 建立了板青败毒口服液中（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸的高效液相色谱检查方法。
使用 Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ，）色谱柱，样品前处理用 ５０％ 乙醇稀释，乙腈 ∶ ０． ０５％ 磷酸

（８∶ ９２，Ｖ ／ Ｖ）梯度洗脱，采用光二极管阵列检测器（ＰＡＤ），波长采集范围为 ２００ ～ ４００ ｎｍ，流速为

０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量为 １０ μＬ，柱温 ３０ ℃，提取波长是 ２４５ ｎｍ。 结果表明：绿原酸、咖啡酸在 ５． ０ ～
４００ μｇ（Ｒ２ ＝ ０． ９９９８、Ｒ２ ＝ ０． ９９９３）呈良好的线性关系，（Ｒ － Ｓ）告依春在 ２． ５ ～ ３００ μｇ（Ｒ２ ＝
０． ９９９１）呈良好的线性关系；平均加样回收率分别为 ９１． １％ 、９２． ９％ 、９１． ３％ （ｎ ＝ ６）；ＲＳＤ 分别为

１． ０％ 、１． ５％ 、１． ４％ 。 本方法简单、准确、重复性好，适用于板青败毒口服液的质量控制。
［关键词］ 　 高效液相色谱法；板青败毒口服液；（Ｒ － Ｓ）告依春；绿原酸；咖啡酸
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－ ＰＤＡ）． Ｔｈｅ Ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｙ ５０％ ｅｔｈａｎｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ：０． ０５％
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （８∶ ９２，Ｖ ／ Ｖ）， Ｐｈｏｔｏ － ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ２００ ～ ４００ ｎｍ，ｔｈｅ
ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ １０ μＬ，ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃，Ｔｈｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２４５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５． ０ ～ ４００ μｇ ／ ｍＬ（Ｙｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ＝ ０． ００２８Ｘ － ０． ２３１１，Ｒ２ ＝ ０． ９９９８；Ｙｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ＝

０． ０１６７Ｘ ＋０． ００１４，Ｒ２ ＝ ０． ９９９３）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． （Ｒ － Ｓ） － ｇｏｉｔｒｉｎ ｗａｓ ｉｎ ｌｉｎｅａｒ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２． ５ ｔｏ ３００ μｇ ／
ｍＬ（Ｙ（Ｒ － Ｓ） ｇｏｉｔｒｉｎ ＝ ０． ０１２２Ｘ － ０． １０９６，Ｒ２ ＝ ０． ９９９１）． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ （ｎ ＝ ６） ｗａｓ ９１． １％ ， ９２． ９％
ａｎｄ ９１． ３％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ＲＳＤ ｗａｓ １． ０％ ，１． ５％ ａｎｄ １． ４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ
ｓｉｍｐｌｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｗａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ；Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ；（Ｒ － Ｓ） ｇｏｉｔｒｉｎ；Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ；Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ

　 　 板青败毒口服液由金银花、板蓝根、大青叶、蒲
公英采用现代中药制剂工艺制成口服液体制剂。
金银花、板蓝根、蒲公英临床试验表明有抗病毒活

性的有效成分，增强机体免疫，可能与其含有（Ｒ －
Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸多个药效成分产生的免

疫增强综合效应有关［１ － ２］。 这三种主要成分的含

量高低也是评估板青败毒口服液整体质量的重要

指标，用 ＨＰＬＣ 法测定（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、和
咖啡酸三个成分含量结果，能有效地控制制剂质

量，保证其临床效果。 目前研究尚未见同时测定板

青败毒口服液中多个有效成分含量的报道，本实验

精准快速，能够完善板青败毒口服液的质量控制方

法，为提高制剂标准提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与试药 仪器与设备 　 高效液相色谱仪

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ （配二极管阵列检测器 ２９９８）；ＡＥ －
２４０ 电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；ＫＱ －
２５０ＤＢ 超声仪（昆山市超声仪有限公司）。
１． ２　 试药与试剂　 绿原酸（批号：Ｚ０２６１７０２，含量

９８． ３％ ）购自中国兽医药品监察所，（Ｒ － Ｓ）告依春

（批号：１１１７５３０ － ２０１３０４１６，含量 ９９． ９％ ），咖啡酸

（批号：１１０８８５ － ２０１７０３，含量 ９９． ７％ ）均购自中国

食品药品检定研究院；甲醇、乙腈（Ｍｅｒｃｋ 公司， 色

谱纯）；磷酸（分析纯，国药集团化学试剂有限公

司），水为娃哈哈饮用纯净水。 供试品：板青败毒口

服液 （青岛信诺邦生物科技有限公司， 批号：
２０２００３２１， ２０２００３２１０１， ２０２００３２１０２， ２０２００３２８，

２０２００３２８０１，２０２００３２８０２，阴性对照供试品：由潍坊

亚华药业有限公司提供。
１． ３　 试验方法

１． ３． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８
柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ：乙腈；流

动相 Ｂ：０． ０５％ 磷酸溶液［３］；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样

量 １０ μＬ；柱温为 ３０ ℃。 检测波长为 ２４５ ｎｍ，梯度

洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
时间（ｍｉｎ） 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ８ ９２

３ ８ ９２

２０ １０ ９０

４０ ３０ ７０

５０ ８ ９２

１． ３． ２　 对照品溶液的制备 　 精密称取（Ｒ － Ｓ）告

依春、绿原酸、咖啡酸对照品适量，加甲醇分别配制

成浓度为 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液储备液；精密

量取（Ｒ － Ｓ）告依春对照品储备液 １ ｍＬ、绿原酸对

照品储备液 ５ ｍＬ、咖啡酸对照品 ２ ｍＬ 至同一

１００ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，得浓度

（Ｒ － Ｓ）告依春 １０ μｇ ／ ｍＬ、绿原酸 ５０ μｇ ／ ｍＬ、和咖

啡酸 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液。

１． ３． ３　 标准工作液的制备　 取适量 １． ３． ２ 项下溶

液，用初始流动相稀释，制备成系列浓度 １、２． ５、５、
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１０、２５、５０、１００、２００、２５０、４００、５００ μｇ ／ ｍＬ 标准工作

液，绘制标准曲线。
１． ３． ４　 供试品溶液制备　 精密量取样品 ２ ｍＬ，置
具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％ 乙醇 ２５ ｍＬ，称定重

量，超声处理（１２０ Ｗ，频率 ４０ ＫＨｚ）３０ ｍｉｎ，超声水

浴温度 ３５ ℃，放冷后，用 ５０％ 乙醇补足减失的重

量，摇匀，滤过，精密量取续滤液 ５ ｍＬ，加 ５０％乙醇

定容至 １０ ｍＬ 容量瓶中，０． ２２ μｍ 微孔滤膜滤过，
即得。
１． ３． ５　 阴性对照溶液的制备 　 取处方中除金银

花、板蓝根、蒲公英以外的其他药材，照其制备工艺

而成［４］，按 １． ３． ４ 项下方法制备阴性对照溶液，
即得。

１． ３． ６ 　 测定法　 分别精密吸取对照品溶液、供试

品溶液及阴性对照溶液各 １０ μＬ，注入液相色谱仪，
记录色谱图与光谱图测定，即得。
２　 结果与分析

２． １　 系统适用性试验结果 　 为考察方法的专属

性，即判断空白溶剂、制剂中各化学成分及辅料对

（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸的测定是否存在干

扰，照 １． ３． ６ 方法，１． ３． １ 项下色谱条件进行测定，
记录色谱图与光谱图。 结果显示，供试品与对照品

出峰时间相一致。 结果见图 １。 且均达到基线分

离；空白溶剂和阴性对照溶液色谱图中，（Ｒ － Ｓ）告
依春、绿原酸、咖啡酸出峰处均没有干扰，表明其他

成分对三者的测定均不会造成影响。

图 １　 Ａ 对照品混标溶液　 Ｂ 供试品溶液的色谱图

Ｆｉｇ １　 Ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ　 Ｂ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２． ２　 方法学考察

２． ２． １　 线性关系考察　 分别精密吸取 １． ３． ３ 项下

标准工作液 １０ μＬ，在 １． ３． １ 项色谱条件下注入仪

器，分别以（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸峰面积

为横坐标（Ｘ），浓度（μｇ）为纵坐标（Ｙ），得回归方

程分别为：Ｙ（Ｒ － Ｓ）告依春 ＝ ０． ０１２２Ｘ －０． １０９６，Ｒ２ ＝ ０．
９９９１，Ｙ绿原酸 ＝ ０． ００２８Ｘ － ０． ２３１１，Ｒ２ ＝ ０． ９９９８；
Ｙ咖啡酸 ＝ ０． ０１６７Ｘ ＋ ０． ００１４，Ｒ２ ＝ ０． ９９９３。 结果表

明：（Ｒ － Ｓ）告依春在 ２． ５ ～ ３００ μｇ ／ ｍＬ、绿原酸、咖
啡酸在 ５． ０ ～ ４００ μｇ ／ ｍＬ 与其对应的峰面积有良好

的线性关系。
２． ２． ２　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 １０ μＬ

注入色谱仪，连续进样 ６ 次。 以峰面积计算，得出

（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸峰面积 ＲＳＤ 分别是

２． ２％ 、１． ６％ 、１． ８％ 。 表明仪器精密度良好，符合

检测要求。
２． ２． ３　 重复性试验　 同批供试品，按 １． ３． ４ 项下

制备 ６ 份样品溶液，分别注入液相色谱仪，计算

Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸峰的含量，ＲＳＤ 分别

为 １． ４％ 、２． ４％ 、１． ９％ 。 说明该方法重现性好，含
量稳定。
２． ２． ４　 稳定性试验　 取 １． ３． ４ 项下同一供试品溶

液（批号：２０２００３２１），室温下每隔 ４ ｈ 连测 ６ 次，进
样体积 １０ μＬ，告依春、绿原酸、（Ｒ － Ｓ）咖啡酸峰面
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积 ＲＳＤ 分别为 ０． ７％ 、０． ９％ 、０． ９％ ，表明本制剂

２４ ｈ内成份较稳定。
２． ２． ５　 加样回收率试验　 分别精密量取已知含量

板青败毒口服液 １ ｍＬ 与浓度为 ６００ μｇ ／ ｍＬ 的绿原

酸对照品溶液 １ ｍＬ、１２０ μｇ ／ ｍＬ（Ｒ － Ｓ）告依春对照

品溶液１ ｍＬ、２００ μｇ ／ ｍＬ 的咖啡酸对照品溶液１ ｍＬ，

置具塞锥形瓶中，自“精密加入 ５０％乙醇 ２５ ｍＬ”起
按 １． ３． ４ 项下方法制备样品溶液，平行 ６ 份，按
１． ３． １项下条件测定绿原酸、（Ｒ － Ｓ）告依春和咖啡

酸含量。 回收率在 ９１． １ ～ ９２． ９％之间，变异系数在

１． ０％ ～１． ５％ 之间，见表 ２ ～ 表 ４。 表明该方法回

收率较好，准确度和精密度可以满足检测需求。

表 ２　 板青败毒口服液回收率试验（ｎ ＝６）

Ｔａｂ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ｂａｎｑｉｎｇｂａｉｄｕ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ
待测成分 样品含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） 加入量 ／ ｍｇ 测得总量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／％

绿原酸

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２４４５ ９０． ３６

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２５９９ ９２． ７１

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２４６１ ９０． ６０

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２５１３ ９１． ３９

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２４５８ ９０． ５５

０． ６５３４ ０． ６５４２ １． ２４７９ ９０． ８７

９１． １ １． ０

（Ｒ － Ｓ）告依春

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３５６ ９１． ５９

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３６９ ９２． ６０

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３３１ ８９． ４３

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３６９ ９２． ５５

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３５２ ９１． １８

０． １２５６ ０． １２０２ ０． ２３４１ ９０． ２７

９１． ３ １． ４

咖啡酸

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９５６ ９２． ５２

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９４３ ９１． ８７

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９７８ ９３． ６２

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９９２ ９４． ３１

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９２３ ９０． ８７

０． ２１０１ ０． ２００５ ０． ３９８７ ９４． ０６

９２． ９ １． ５

２． ２． ６　 检出限和定量限　 取“１． ３． ３”项下溶液，应
用本试验建立的检测方法进行测定，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）
≥３ 时的浓度为检出限，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥１０ 时的浓

度为定量限。 结果显示，绿原酸、咖啡酸的检出限

均为 ２． ５ μｇ ／ ｍＬ，定量限是 ５． ０ μｇ ／ ｍＬ，（Ｒ － Ｓ）告
依春检出限是 １． ０ μｇ ／ ｍＬ，定量限是 ２． ５ μｇ ／ ｍＬ。
２． ２． ７　 耐用性试验

２． ２． ７． １　 色谱柱类型考察　 取 １． ３． ３ 项下供试品

溶液，照 １． ３． １ 项下色谱条件，考察不同型号的普

通 Ｃ１８ 色谱柱：Ａｎｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 柱

（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ －
Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）对三种成分保留

时间，分离度、拖尾因子、理论塔板数的影响。 结果

见表 ３。 三个成分峰的理论塔板数均大于 ９０００，符合

《中国兽药典》２０１５ 年版二部板蓝根、金银花和蒲公

英药材含量测定项下对理论板数要求。 故三种柱子

均可用于该检查，方法实用性及耐用性良好。
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表 ３　 色谱柱类型考察

Ｔａｂ３　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｌｕｍｎ ｔｙｐｅ

色谱柱类型
Ｃｏｌｕｍｎ ｔｙｐｅ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

分离度
Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

拖尾因子
Ｔａｉｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ

理论塔板数
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｔａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ

（Ｒ － Ｓ）
告依春

绿原酸 咖啡酸
（Ｒ － Ｓ）
告依春

绿原酸 咖啡酸
（Ｒ － Ｓ）
告依春

绿原酸 咖啡酸
（Ｒ － Ｓ）
告依春

绿原酸 咖啡酸

Ａｎｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ
× ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）

１３． ９８９ ２０． ６６５ ２５． ９０１ ５． ８９ ３． １０ ４． ２７ １． １４ １． ３４ １． ９８ １８８７０ １２３１０ １０６７５

Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ
Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ
× ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）

１４． ０７４ ２１． ７５１ ２６． １１４ ３． １０ ３． ９１ ５． ９０ １． ５６ １． １２ １． ５６ １２６４０ １０９４８ １１４５３

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｏ ＸＤＢ －
Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ
× ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）

１５． ６１８ ２２． ６８０ ２６． ８９０ ４． ８０ ２． ０５ ３． １２ １． ９８ ２． ０４ ２． ５４ １３４２１ １００３２ １１２１２

２． ２． ７． ２ 　 柱温、流速考察 　 调节柱温分别为

２５ ℃、３０ ℃、３５ ℃。 随着柱温升高，各峰保留时间

和分离度影响不大。 流速 ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，各峰出

峰时间较一致，含量较一致（表 ４）。 上述试验结果

表明该方法耐用性良好。

２． ３　 样品测定　 精密量取供试品溶液 ６ 批，平行 ２
份，按 １． ３． ４ 项下方法制备供试品溶液，进样，测
定，外标法计算供试品中（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、
咖啡酸的含量。 结果见表 ４。

表 ４　 样品测定结果（ｎ ＝６）（ｍｇ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ（ｍｇ ／ ｍＬ）

成分
编号

２０２００３２１ ２０２００３２１０１ ２０２００３２１０２ ２０２００３２８ ２０２００３２８０１ ２０２００３２８０２ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

（Ｒ － Ｓ）告依春 ０． １２５６ ０． １１９２ ０． １２４７ ０． １２３１ ０． １１８６ ０． １１８５ ０． １２１６ ２． ７

绿原酸 ０． ６５３４ ０． ６４２１ ０． ６５０２ ０． ６４０４ ０． ６４０８ ０． ６４１１ ０． ６４４７ ０． ９

咖啡酸 ０． ２１０１ ０． １９９８ ０． １９９５ ０． ２０１１ ０． ２０３２ ０． １９８４ ０． ２０２０ ２． １

３　 讨论与结论

３． １　 指标成分的选取　 对多种药效成分同时评价

已成为中药质量标准研究的方向。 金银花，板蓝根

是板青败毒口服液的主药成分。 现代药理研究表

明，酚酸类和黄酮在体内均有抗菌、抗炎、抗病毒的

作用［５ － ７］。 金银花的化学成分主要包括有机酸以

及黄酮类等，绿原酸是金银花的主要药效成分，也
是药材及成方制剂主要质控指标之一［８ － １０］。 蒲公

英中酚酸类化合物含量丰富，尤其是咖啡酸和绿原

酸含量较高，也是抗菌的主要成分［１１］。 板蓝根成

分复杂，且含有多种有效成分，现已广泛用于抗病

毒、抗感染类兽药的生产与合成。 其中（Ｒ － Ｓ）告

依春（又名表告依春）是板蓝根的主要抗病毒成分，
且化学性状稳定，因此以（Ｒ － Ｓ）告依春含量作为

评价指标， 能较好反映板 蓝 根 药 材 质 量 的 高

低［１２ － １３］。 筛选以上三种成分作为质量评价指标，
可评价板青败毒口服液多种成分有效含量。
３． ２ 　 供试品提取方法的选择 　 先后比较水［１４］、
７０％乙醇［９］，７５％ 乙醇［１５］ 和 ５０％ 乙醇［１６］、５０％ 甲

醇［１７］、甲醇［３］等不同提取溶剂、不同提取方法（超
声处理和加热回流）、提取时间（２０，３０，４０ ｍｉｎ）进
行考察对三种成分提取率的影响。 考虑绿原酸为

极性有机酸，不太稳定，除极易溶于乙醇、水、甲醇

和丙酮等溶剂外，高温及长时间加热不利于绿原酸
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提取［１４］，超声水浴温度控制在 ３５ ℃，能够避免绿

原酸高温时易氧化分解成咖啡酸，绿原酸提取较充

分［１８］。 经实验考察得出 ５０％ 乙醇作为提取溶剂，
绿原酸提取率较高。 超声 ３０ ｍｉｎ 和加热回流 １ ｈ
提取率并无显著差异。 试验中使用超声提取样品

简洁、快速，每次 ３０ ｍｉｎ，提取 ２ 次，即可确保三种

成分有效提取。
３． ３　 流动相的优选　 先后使用以下 ４ 种流动相组

合观察对色谱峰的影响：乙腈 － ０． ４％磷酸（８∶ ９２）、
乙腈 － ０． ０５％ 磷酸（８ ∶ ９２） ［３］、甲醇 － 水（２３ ∶ ７７），
甲醇 － ０． ０２ 磷酸［１９］。 因流动相 ｐＨ 低于 ２． ０，对色

谱柱损害较大［３］，测试 ０． ０５％ 磷酸溶液 ｐＨ 为 ２． ３
左右，使用 ０． ０５％磷酸溶液为流动相梯度洗脱后三

种成分离度高，出峰时间快，峰形对称，并无拖尾及

其它杂质峰的干扰，降低了流动相中含酸性成分对

色谱柱的损害。
３． ４　 波长的选择　 试验中，在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 的波

长范围内扫描发现绿原酸、（Ｒ － Ｓ）告依春、咖啡酸

特征吸收峰分别在 ３２４ ｎｍ、２４１、３２３ ｎｍ 处。 三种

成分在 ２４５ ｎｍ 波长处仍有较为明显的特征峰，分
离度好，故最终将 ２４５ ｎｍ． 设定为检测波长。
３． ５　 影响含量测定的因素　 影响板青败毒口服液

中有效成分含量差异因素可能是原料药材的质量

差异和投料真实性的差异，其次是生产工艺的差

异［２０］。 数据显示各地蒲公英药材质量均衡性差，
全草蒲公英（跟、花茎、叶、花、果实较多）咖啡酸含

量高于只有叶子的蒲公英［２１］。 增加本制剂多成分

含量的测定可促使生产企业用质量合格的原料药

材，严格按标准投料和生产。
３． ６　 结论　 现行标准规定有绿原酸、精氨酸等薄

层鉴别，无咖啡酸的鉴别检查［２２］，方法专属性不

强、操作繁琐，准确度不高，稳定性和重复性较差。
成分单一难以表达中药的质量。 实验三种成分同

时定量质控，处理简捷，方法可靠，重现性及回收率

均符合要求，缩短了实验时间。 流动相系统摒弃磷

酸盐缓冲液，降低了色谱柱因磷酸盐易堵造成柱压

高的风险。 本方法可用于测定板青败毒口服液中

（Ｒ － Ｓ）告依春、绿原酸、咖啡酸的含量，同时也可

以作为企业内控标准方法，依据结果合理评价本剂

型的质量，保证疗效的稳定。 可为近一步完善和提

高板青败毒口服液的质量标准提供依据，为畜产品

质量安全起到保驾护航的作用。
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