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高效液相色谱 – 波长切换法

同时测定独一味软胶囊中 6 种成分
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摘要　建立高效液相色谱 – 波长切换法同时测定独一味软胶囊中山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、

连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷的方法。以 Symmetry Shield RP18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，乙

腈 –0.3% 磷酸水为流动相，检测波长分别为 235 nm（山栀苷甲酯、8-O- 乙酰山栀苷甲酯）、330 nm（绿原酸、连翘酯苷

B、毛蕊花糖苷）、360 nm（木犀草苷），流量为 1 mL／min。山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛

蕊花糖苷和木犀草苷的进样量在各自的范围内与色谱峰面积线性关系良好，相关系数不小于 0.999 0，测定结果的相

对标准偏差为 0.21%～0.69%（n=6），平均加标回收率为 94.0%～101.1%。该方法简单、准确、重现性好，适用于独一

味软胶囊的质量评价。
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Simultaneous determination of six components in duyiwei soft capsulesby 
by HPLC–wavelength switching
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Abstract　A method of simultaneously determining menthyl chloride, chlorogenic acid, 8-O-acetyl-phloridzin methyl 

ester, forsythiaside B, ergosterol and luteolin in Duyiwei soft capsules by HPLC–wavelength switching was established. The 
determination was performed on Symmetry Shield RP18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with mobile phase consisted 
of acetonitrile–0.3% phosphoric acid solution at the flow rate of 1 mL／min. The detection wavelength were set at 235 nm 
(menthyl chloride、8-O-acetyl-phloridzin methyl ester), 330 nm (chlorogenic acid, forsythiaside B, ergosterol) and 360 nm 
(luteolin). The injection volume of menthyl chloride, chlorogenic acid, 8-O-acetyl-phloridzin methyl ester, forsythiaside B, 
ergosterol and luteolin had good linear range with chromatographic peak areas, the correlation coefficients were not less 
than 0.999 0. The average recovery was 94.0%–101.1% and the relative standard deviations was 0.21%–0.69% (n=6). The 
method is simple, scientificly, and reliable for quality control of the Duyiwei soft capsules.

Keywords　Duyiwei soft capsules; HPLC–wavelength switching; menthyl chloride; chlorogenic acid; 8-O-acetyl-

phloridzin methyl ester;  forsythiaside B;  ergosterol; luteolin

藏 药 独 一 味 来 源 于 唇 形 科 植 物 独 一 味

Lamiophlomis rotate (Benth) Kudo 的地上干燥部分，

主产于西藏、青海、云南西北部、四川西部等地，其药

材来源主要依靠野生资源，属于一级濒危藏药［1–2］。

独一味具有止血、镇痛消肿、活血化淤、抗菌消炎、增

强免疫力等功效［3］，是我国藏、蒙古等民族常用草药
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之一，也是临床上常用于术后刀口疼痛、外伤骨折等

的重要藏药。

独一味的主要成分有黄酮类、环烯醚萜类、苯

乙醇苷类 3 大类，以及苯丙素类等其它成分［4–5］。独

一味中的黄酮类成分具有一定的抗炎功效［6］，代表

物质是木犀草苷，具有抗氧化、抗炎活性而成为独一

味重要的活性成分［7］；山栀苷甲酯、8-O- 乙酰山栀

苷甲酯是环烯醚萜类代表性成分，具有镇痛、抗炎、

止血的功效［8–9］；连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷是苯乙醇

苷类物质，具有一定的镇痛活性［10］；绿原酸是苯丙

素类物质，可减少炎症因子及自由基生成，进一步减

轻炎症反应［11］。因此可选择山栀苷甲酯、绿原酸、

8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和

木犀草苷作为独一味主要活性成分的测定指标。

独一味软胶囊现执行国家食品药品监督管理

总局国家药品标准（YBZ 02122005–2014Z–2），其相

关制剂以总黄酮（以芦丁计）的含量为质控标准，采

用紫外 – 可见分光光度法测定。目前已有文献采用

高效液相色谱（HPLC）法同时测定独一味软胶囊中

的山栀苷甲酯、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、芦丁、木犀草

苷、毛蕊花糖苷、槲皮素的含量，均采用单一波长检

测模式［12–15］。独一味软胶囊虽然为单方制剂，但其

成分相对较为复杂，在单一波长下难以反映多种成

分在最大吸收波长下的特征，因此可采用波长切换

技术测定目标成分的含量。目前未见采用 HPLC 波

长切换技术同时测定独一味软胶囊中山栀苷甲酯、

绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花

糖苷和木犀草苷的含量。笔者利用梯度洗脱、波长

切换技术建立同时测定山栀苷甲酯、绿原酸、8-O-
乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草

苷含量的 HPLC 分析方法，对 6 种成分在各自的最

大吸收波长下进行含量分析，提高了检测灵敏度，实

现了独一味软胶囊中多指标、多成分的质量评价，为

独一味软胶囊的质量评价及临床合理应用提供科学

依据。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

超 高 效 液 相 色 谱 仪：Ultimate3000 型，配

Chromeleon 7.2 SR5 色谱工作站、SRD–3600 型真

空在线脱气机、DGP–360 型双三元梯度泵、WPS–
3000TRS 型自动进样仪、TCC–3000R 型柱温箱、

DAD–3000RS 型二极管阵列检测器、VWD–3400RS

型可变波长检测器，美国 Thermo Fisher 公司。

电子天平：XPE–2015 型，感量为 0.01 g，梅特

勒 – 托利多仪器（上海）有限公司。

超声仪：ELMA SONIC P 型，德国 ELMA 公司。

尼龙 –66 微孔滤膜：孔径为 0.45 μm，天津市

科亿隆实验设备有限公司。

超纯水仪：Milli PAK advantage A10 型，美国

Millipore 公司。

独 一 味 软 胶 囊：批 号 分 别 为 20042301、
20042502、20042703，购自某药业有限公司。

山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连

翘酯苷 B、毛蕊花糖苷、木犀草苷对照品：纯度分别为

98.3%、96.8%、90.3%、93.5%、94.4%、94.9%，批号分别

为 111873–201103、111753–201817、111872–201703、
111811–201001、111530–201411、111720–201609，均

购自中国食品药品检定研究院。

甲醇：分析纯，北京国药集团化学试剂有限公司。

乙腈：色谱纯，美国 Merck 公司。

实验用水为超纯水。

1.2　溶液配制

分别精密称取山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰

山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷对

照品适量，加甲醇溶解，稀释，定容，制成山栀苷甲

酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊

花糖苷和木犀草苷储备液，质量浓度分别为 307.09、
186.34、379.44、280.69、478.04、370.60 μg／mL。

分别精密量取上述储备液适量，用甲醇稀释并

摇匀，制成山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲

酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷混合溶液，

质量浓度分别为 61.42、18.63、18.97、56.14、47.80 、
37.60 μg／mL。
1.3　样品处理

取样品内容物约 0.2 g，精密称定，置于 25 mL
容量瓶中，加入 70% 甲醇 20 mL，超声处理 (250 W，

50 kHz)1 h，放置降温，用甲醇定容至标线，用 0.45 
μm 微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。

1.4　色谱条件

色谱柱：Symmetry Shield RP18 柱 (250 mm×4.6 
mm，5 μm，美国 waters 公司 ) ；流量：1 mL／min ；

柱温：40 ℃；进样体积：10 μL ；检测波长：0～11 
min 为 235 nm ；11～16 min 为 330 nm ；16～20.5 
min 为 235 nm ；20.5～27.5 min 为 330 nm ；27.5～55 
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min 为 360 nm。流动相：乙腈（A）–0.3% 磷酸水溶

液（B），梯度洗脱程序列于表 1。
表 1　梯度洗脱程序

时间／min
体积分数／%

A B
0～10

10～18.5
18.5～23
23～30
30～40

5 → 15
15 → 17
17 → 18
18 → 20
20 → 50

95 → 75
85 → 83
83 → 82
82 → 80
80 → 50

2　结果与讨论

2.1　波长的选择

通过紫外全波长扫描山栀苷甲酯、绿原酸、8-O-
乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草

苷对照品，得到 6 种待测成分的最大吸收波长分别

为 235、327、235、332、330、355 nm，为保证 6 种成分

的最高检测灵敏度，采用波长切换方法进行检测，

最终选择在 0～11 min 和 16～20.5 min，采用 235 nm
检测山栀苷甲酯、8-O- 乙酰山栀苷甲酯；在 11～16 
min 和 20.5～27.5 min，采用 330 nm 检测绿原酸、连

翘酯苷 B、毛蕊花糖苷；在 27.5～55 min，采用 336 
nm 检测木犀草苷。

2.2　色谱条件的优化

对乙腈 – 水、乙腈 –0.3% 磷酸水系统作为流动

相进行考察，结果表明乙腈 –0.3% 磷酸水作为流动

相可使独一味软胶囊中 6 种成分较好的分离，峰形

尖锐且出峰稳定，故选择乙腈 –0.3% 磷酸水系统为

流动相进行梯度洗脱，混合溶液色谱图见图 1，样品

溶液色谱图见图 2。

0.0 4.0 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 28.0 32.0
t min

图 1　混合溶液色谱图

0.0 4.0 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 28.0 32.0
t min

图 2　样品溶液色谱图

2.3　样品前处理条件的优化

分别对称样量（0.1、0.2、0.5 g）、提取方法（超

声、回流）、提取溶剂（甲醇、70% 甲醇）、提取时间

（30、45、60、80 min）进行单因素考察。结果显示，

当样品取样量为 0.1～0.2 g 时，提取较为完全；加热

回流 60 min 与超声 60 min 提取效果相当，鉴于超

声方法简便易操作，故选用超声作为提取方法；山

栀苷甲酯和木犀草苷在甲醇中提取效率相对较低，

故选择 70% 甲醇作为提取溶剂；超声 60 min 和 80 
min 提取较为完全，故选择超声 60 min。综合上述

结果最终确定了样品溶液的制备方法：取样品内容

物约 0.2 g，精密称定，置于 25 mL 容量瓶中，加入

70% 甲醇 20 mL，超声处理 (250 W、50 kHz) 1 h。
2.4　线性关系

精密吸取混合溶液各 2、4、6、8、10、12 μL，按
优化的色谱条件测定。以待测物的进样量（x）为横

坐标，色谱峰面积（y）为纵坐标，进行线性回归，计

算得线性范围、回归方程和相关系数，结果列于表

2。由表 2 可知，各化合物的进样量与色谱峰面积线

性关系良好，相关系数不小于 0.999 0。
表 2　线性范围、回归方程、相关系数

化合物 线性范围／ng 回归方程 相关系数

山栀苷甲酯 122.84～737.04 y=56.248x+5.203 8 0.999 7
绿原酸 37.26～223.56 y=26.519x+3.335 3 0.999 7

8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

37.94～227.64 y=66.166x+2.637 1 0.999 2

连翘酯苷 B 112.28～673.68 y=105.88x–0.160 3 0.999 0
毛蕊花糖苷 95.60～573.60 y=95.184x+5.293 1 0.999 2
木犀草苷 75.20～451.20 y=15.187x+6.198 3 0.999 8

2.5　精密度试验

取混合溶液连续进样 6 次，每次 10 μL，记录色

谱峰面积，计算相对标准偏差，结果列于表 3。由表

3 可知，山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、

连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷色谱峰面积相

对标准偏差为 0.21%~0.69%，表明仪器精密度良好。
表 3　精密度试验结果

化合物 色谱峰面积 平均值 RSD／%

山栀苷甲酯
10.469，10.474，10.462，
10.451，10.441，10.416 10.452 0.21

绿原酸
6.847，6.739，6.734，
6.720，6.743，6.734 6.753 0.69

8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

2.747，2.740，2.740，
2.732，2.736，2.730 2.738 0.22

连翘酯苷 B 9.620，9.630，9.606，
9.618，9.575，9.584 9.605 0.23

毛蕊花糖苷
10.711，10.700，10.702，
10.697，10.665，10.653 10.688 0.22

木犀草苷
12.336，12.405，12.401，
12.324，12.303，12.335 12.351 0.34
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2.6　重复性试验

称取约 0.2 g 独一味软胶囊（批号：20042502），
按 1.3 平行制备样品溶液 6 份，分别进行测定，结

果列于表 4。由表 4 可知，每克样品中山栀苷甲酯、

绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花

糖苷和木犀草苷分别为 3.19、0.84、7.89、3.33、2.73、
3.44 mg／g，其相对标准偏差分别为 2.0%、1.6%、

1.3%、2.1%、1.7%、2.0% (n=6)，表明提取方法的重复

性良好。
表 4　重复性试验结果

化合物 测定值／(mg · g-1) 平均值／(mg · g-1) RSD／%

山栀苷甲酯
3.187，3.260，3.262，
3.135，3.120，3.150 3.19 2.0

绿原酸
0.848，0.857，0.838，
0.830，0.840，0.820 0.84 1.6

8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

8.023，7.949，7.935，
7.850，7.869，7.729 7.89 1.3

连翘酯苷 B 3.413，3.238，3.390，
3.352，3.322，3.264 3.33 2.1

毛蕊花糖苷
2.786，2.704，2.741，
2.761，2.735，2.657 2.73 1.7

木犀草苷
3.456，3.502，3.359，
3.454，3.502，3.347 3.44 2.0

2.7　稳定性试验

取供独一味软胶囊（批号：20042502）按照 1.3
配制成样品溶液，分别在 1、2、4、6、10、15、20、24 h
进样，测定各化合物色谱峰面积，计算相对标准偏

差。结果表明山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀

苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷相对标

准偏差分别为 1.17%、1.25%、1.04%、1.59%、1.48%
和 1.13%，结果列于表 5。由表 5 可知，样品溶液在

24 h 内稳定性良好。
表 5　稳定性试验结果

化合物 1 h 2 h 4 h 6 h 10 h 15 h 20 h 24 h RSD／
%

山栀苷甲酯 8.566 8.520 8.402 8.477 8.434 8.450 8.415 8.235 1.17
绿原酸 4.843 4.792 4.729 4.769 4.803 4.756 4.723 4.648 1.25

8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

18.257 18.179 17.963 17.979 17.947 17.767 17.750 17.790 1.04

连翘酯苷 B 9.088 9.064 9.051 9.003 8.979 8.896 8.758 8.713 1.59
毛蕊花糖苷 9.831 9.849 9.570 9.672 9.559 9.651 9.480 9.487 1.48
木犀草苷 18.219 18.451 18.324 18.265 17.860 17.950 17.981 18.110 1.13

2.8　加标回收试验

精密称取约 0.1 g 已知含量的独一味软胶囊

样品（批号：20042502）6 份，分别精密加入山栀苷

甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀苷甲酯、连翘酯苷 B、

毛蕊花糖苷和木犀草苷储备液各 1、0.5、2、2、1、0.5 
mL，按 1.3 制备样品溶液并测定，计算加标回收率，

结果列于表 6。由表 6 可知，6 种化合物的平均加

标回收率分别为 94.0%～101.1%，相对标准偏差为

1.6%~2.0%，说明方法的准确性良好。
表 6　加标回收试验结果

化合物
称样量／

g
本底值／

mg
加入量／

mg
测得量／

mg
回收率／

%
平均回
收率／%

RSD／
%

山栀苷甲酯

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.348 6
0.350 2
0.349 2
0.361 9
0.317 7
0.328 5

0.307 1

0.634 5
0.637 4
0.646 6
0.658 9
0.588 2
0.608 3

96.78
96.98
98.53
98.48
94.15
95.71

96.8 1.7

绿原酸

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.091 8
0.092 2
0.091 9
0.095 3
0.083 6
0.086 5

0.093 2

0.182 5
0.181 8
0.182 8
0.192 3
0.175 9
0.183 4

98.68
98.08
98.77
102.06
99.48
102.10

99.9 1.8

8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.863 4
0.867 4
0.865 0
0.896 6
0.786 9
0.813 7

0.758 9

1.624 9
1.629 9
1.615 4
1.710 5
1.553 3
1.619 4

100.16
100.23
99.48
103.32
100.49
102.98

101.1 1.6

连翘酯苷 B

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.364 2
0.365 9
0.364 9
0.378 2
0.332 0
0.343 3

0.561 4

0.923 6
0.922 1
0.914 8
0.916 6
0.849 9
0.895 7

99.78
99.44
98.76
97.56
95.14
99.01

98.3 1.7

毛蕊花糖苷

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.298 7
0.300 1
0.299 3
0.310 2
0.272 2
0.281 5

0.478 0

0.731 4
0.728 9
0.725 4
0.758 5
0.701 4
0.737 5

94.16
93.67
93.33
96.23
93.48
97.09

94.7 1.7

木犀草苷

0.109 4
0.109 9
0.109 6
0.113 6
0.099 7
0.103 1

0.376 0
0.377 7
0.376 7
0.390 4
0.342 6
0.354 3

0.188 0

0.523 0
0.513 1
0.535 3
0.552 8
0.502 4
0.517 0

92.74
90.71
94.80
95.57
94.68
95.34

94.0 2.0

2.9　样品的测定

取 3 批独一味软胶囊，按 1.3 方法制备样品溶

液，分别进样 20 μL，并按 1.4 色谱条件测定，计算

各批样品中化合物的含量，结果列于表 7。根据 3
批样品测定结果，每克独一味软胶囊内容物中山栀

苷甲酯不少于 3.0 mg／g，绿原酸不少于 0.8 mg／g，
8-O- 乙酰山栀苷甲酯不少于 7.8 mg／g，连翘酯苷 B
不少于 2.4 mg／g，毛蕊花糖苷不少于 1.9 mg／g，木
犀草苷不少于 3.4 mg／g，但各项指标的合理限度需

要进一步积累数据进行规范和制定。
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表 7　3 批样品含量测定结果　　　　mg／g　

批号
山栀苷
甲酯

绿原酸
8-O- 乙酰
山栀苷甲酯

连翘
酯苷 B

毛蕊花
糖苷

木犀
草苷

20042301 3.34 0.98 9.70 2.72 2.17 4.07
20042302 3.19 0.84 7.89 3.33 2.73 3.44
20042303 3.95 0.88 8.40 2.45 1.96 3.60

3　结语

建立了高效液相色谱 – 波长切换法同时测定独

一味软胶囊中山栀苷甲酯、绿原酸、8-O- 乙酰山栀

苷甲酯、连翘酯苷 B、毛蕊花糖苷和木犀草苷含量的

方法，涵盖多类活性指标成分，包括 1 种黄酮、2 种

环烯醚萜苷、2 种苯乙醇苷、1 种苯丙素，该方法操作

简单、准确可靠、专属性好、精密度高，可为独一味软

胶囊的质量控制标准提供参考。
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