
 
 

·1118·       Chin J Mod Appl Pharm, 2017 August, Vol.34 No.8                        中国现代应用药学 2017 年 8 月第 34 卷第 8 期 
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摘要：目的  建立一测多评法同时测定毛冬青配方颗粒中 6 种酚酸类成分的含量。方法  以绿原酸为内参物，分别建立

其与隐绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C 的相对校正因子，并利用该相对校正因子计算含量；同

时利用外标法测定该 6 种酚酸的含量，比较 2 种测定方法的差异，验证一测多评法的准确性和可行性。结果  相对校正

因子的重现性良好，8 批毛冬青配方颗粒的计算值与实测值无显著性差异。结论  该方法可用于毛冬青配方颗粒中多指

标成分质量评价。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for simultaneous detemination of six phenolic acids in Ilex pubescens 
formula granules by quantitative analysis of multi-components by single marker (QAMS). METHODS  Chlorogenic acid was 
used as the internal reference substance. The relative correction factors (RCF) of chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, 
caffeic acid, isochlorogenic acid B, isochlorogenic acid A, isochlorogenic acid C were established respectively, and their contents 
in samples were calculated by RCF. At the same time, the external standard method(ESM) was used to detemine the above six 
phenolic acids. Compared with the content results determined by the ESM and QAMS, the accuracy and feasibility of QAMS 
method were verified. RESULTS  The reproducibility of RCF was acceptable. There was no significant difference between the 
quantitative results of the above two methods in eight batches of Ilex pubescens formula granules. CONCLUSION  The 
method can be used as quality evaluation method of multi-component in Ilex pubescens formula granules. 
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毛冬青为冬青科冬青属毛冬青(Ilex pubescens 

Hook.et Arn)的干燥根，是广西壮族民间常用中草

药，具有活血通络、清热解毒、消肿止痛的功效[1]。

文献报道[2-3]，其主要含三萜类、黄酮类和酚酸类

等化合物。  

毛冬青配方颗粒为毛冬青饮片经水提、浓缩、

干燥、制粒而成的单味中药配方颗粒剂，主要成

分以水溶性成分为主。由于萜类成分水溶性不佳，

含量较低，其作为含量测定的指标成分意义不大。

通过摸索研究发现，毛冬青配方颗粒中的酚酸类

成分含量较高，其中的绿原酸类及咖啡酸具有抗

菌、消炎、抗氧化等多种药理作用[4-5]，与毛冬青

清热解毒、消肿止痛的功效相符合，因此，建立

酚酸类成分的含量测定方法对毛冬青配方颗粒的

质量控制具有现实意义。 

目前毛冬青相关文献主要对三萜皂苷类、总

黄酮等进行定量研究[6-7]，未见有毛冬青或其相关

制剂中酚酸类成分一测多评方法的报道。一测多

评法是一种以样品中某一成分为内参物，建立该

成分与其他成分间的相对校正因子，通过相对校

正因子计算其他成分量的质量控制方法[8]。该方法

已经在多种药材及中成药中得到验证与应用[9-13]。

本实验以毛冬青配方颗粒为研究对象，采用一测

多评法同时测定 6 个酚酸类成分的含量，为毛冬

青配方颗粒的多指标成分质量控制提供依据。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Agilent 1200 高效液相色谱系统(美国 Agilent
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公司)；XPE205DR 电子分析天平(瑞士梅特勒-托

利多公司)；KQ-500DE 型数控超声波清洗器(昆山

市超声仪器有限公司)。 

1.2  试药 

绿原酸(批号：110753-201314，纯度：96.6%)、

咖啡酸(批号：110885-200102，供含量测定用)、

3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸(异绿原酸 A，批号：

111782-201204，纯度：94.2%)均购于中国食品药

品检定研究院；隐绿原酸(批号：MUST-14041410，

纯度>98%)、异绿原酸 B(批号：MUST-09061602，

纯度>98%)、异绿原酸 C(批号：MUST-09041001，

纯度>98%)均购于成都曼思特生物科技有限公司；

毛冬青配方颗粒由培力(南宁)药业有限公司提供

(批号：1221-01、1221-02、1221-03、1221-04、

1221-05、1221-06、1221-07、1221-08)；乙腈为色

谱纯，水为超纯水，其他试剂为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件   

色谱柱为 SHISEIDO CAPCELL PAK C18 

MGII(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈

(A)-0.1%甲酸(B)，梯度洗脱(0~8 min，8%A；8~ 

60 min，8%A→30%A)；流速为 1.0 mL·min；柱

温为 30 ℃；检测波长为 330 nm，进样量为 10 μL。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  混合对照品溶液的制备  取绿原酸、隐绿

原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原

酸 C 的对照品适量，精密称定，用 50%乙醇分别

制成 69.09 ， 50.96 ， 30.72 ， 182.67 ， 80.18 ，

117.60 μg·mL的混合对照品储备液。精密吸取上

述储备液 2 mL，置 25 mL 量瓶中，加 50%乙醇定

容制成混合对照品溶液，于 4 ℃避光保存。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取本品适量，研细。

称取细粉约 1.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，

精密加入 50%乙醇 25 mL，密塞，称定质量，超

声处理 30 min，放冷，再称定质量，用 50%乙醇

补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。 

2.2.3  阴性对照溶液的制备  取按处方比例及制

备工艺制得不含毛冬青的阴性对照样品，按

“2.2.2”项下方法制成阴性对照溶液。 

2.3  专属性试验   

精密吸取混合对照品溶液、供试品溶液及阴

性对照溶液各 10 μL，按“2.1”项下色谱条件测定，

色谱图见图 1。结果表明阴性对照溶液无干扰。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品；B供试品；C阴性对照；1绿原酸；2隐绿原酸；

3咖啡酸；4异绿原酸 B；5异绿原酸 A；6异绿原酸 C。 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Amixed control; Btest sample; Cnegative control; 1chlorogenic acid; 

2cryptochlorogenic acid; 3caffeic acid; 4isochlorogenic acid B; 

5isochlorogenic acid A; 6isochlorogenic acid C. 

2.4  线性关系考察  分别精密吸取“2.2.1”项下

储备液 1，1，1，2，3 mL，分别置 25，10，5，5，

5 mL 量瓶中，加 50%乙醇定容，即得系列混合对

照品溶液。吸取上述系列混合对照品溶液及对照

储备液各 10 μL，按“2.1”项下色谱条件测定。以

峰面积(Y)为纵坐标，进样量(X)为横坐标，绘制标

准曲线，计算回归方程，见表 1。 

表 1  线性关系 

Tab. 1  Results of linear equations  

成分 线性方程 r 线性范围/μg 

绿原酸 Y = 3 115X+2.02 0.999 9 0.028~0.691 

隐绿原酸 Y = 2 753X+1.11 0.999 9 0.020~0.510 

咖啡酸 Y = 5 277X+1.49 0.999 9 0.012~0.307 

异绿原酸 B Y = 3 004X+6.45 0.999 9 0.073~1.827 

异绿原酸 A Y = 4 017X+1.00 0.999 9 0.032~0.802 

异绿原酸 C Y = 3 685X+2.83 0.999 9 0.047~1.176 

2.5  精密度试验   

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 μL，

连续进样 6 次，记录峰面积，绿原酸、隐绿原酸、

咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C

峰面积的 RSD 分别为 0.07%，0.42%，0.12%，

0.17%，0.25%，0.32%，表明仪器精密度良好。 

2.6  稳定性试验   

取“2.2.2”项下供试品溶液(批号：1221-01)，

分别于 0，2，7，14，24 h 进样，记录绿原酸、隐

绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿

原酸 C 峰面积，各成分峰面积的 RSD 分别为

1.31%，1.62%，0.65%，0.89%，0.81%，0.60%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.7  重复性试验   

取同一批次(批号：1221-01)的样品，按“2.2.2”
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项下方法制备 6 份供试品溶液，按“2.1”项下色

谱条件测定。按外标法计算，绿原酸、隐绿原酸、

咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C

含量的 RSD 分别为 1.16%，1.83%，0.30%，0.74%，

1.00%，0.60%，表明方法重复性较好。 

2.8  加样回收率试验   

取已知含量的样品(批号：1221-01)6 份，每份

0.5 g，精密称定，分别精密加入一定量的对照品，

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，测定回收

率。按外标法计算，绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、

异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C 的平均回

收率为 98.5%，98.0%，98.5%，97.6%，96.4%，

99.6%，RSD 分别为 1.45%，2.32%，1.71%，1.07%，

0.78%，0.72%。 

2.9  相对校正因子的计算   

根据公式 fs/i＝fs / fi＝(As×Ci) / (Ai×Cs)(As、Cs

分别为内参物对照品的峰面积和浓度，Ai、Ci 分别

为待测成分对照品的峰面积和浓度)[8]，结合“2.4”

项下测定的峰面积数据，以绿原酸为内参物，分

别计算各成分与绿原酸的相对校正因子。结果隐

绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿

原酸 C 的相对校正因子分别为 1.13，0.59，1.04，

0.78，0.85，RSD 分别为 0.21%，0.15%，0.37%，

0.22%，0.16%。 

2.10  不同色谱柱考察   

考察 7 种不同品牌色谱柱的相对校正因子，

结果见表 2。结果显示，相对校正因子的 RSD<3%，

相对校正因子在不同色谱柱具有良好的重现性。 

2.11  待测组分色谱峰的定位   

利用相对保留时间对待测组分进行定位，并

考察不同品牌色谱柱的相对保留时间。结果表明，

各组分在 7 种不同品牌的色谱柱中出峰顺序一致，

隐绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异

绿原酸 C 的相对保留时间平均值分别为 1.06，

1.18，2.06，2.14，2.28，RSD 分别为 1.72%，1.88%，

3.68%，3.48%，3.84%，表明相对保留时间可以用

于色谱峰的定位。 

2.12  一测多评法与外标法测定结果比较 

按“2.2.2”项下方法制备 8 批毛冬青配方颗粒

供试品溶液，精密吸取各供试品溶液各 10 μL，按

“2.1”项下色谱条件测定。采用外标法和一测多评

法分别计算 6 个成分的含量，结果见表 3。为确认

一测多评法的准确性，2 种方法所得的含量结果分

别经 Pearson 相关系数分析，结果 2 种方法结果之

间的相关系数均>0.999 9，说明 2 种方法得到的结

果相似性较高；且 2 组结果的相对标准偏差均<3%，

表明一测多评法与外标法测定结果无显著差异。 

3  讨论 

对混合对照品进行 190~400 nm 全波长扫描，

6 种成分均在 330 nm 附近有最大吸收波长，最终

选择 330 nm 为检测波长。 

实验分别采用了水、30%乙醇、50%乙醇、70%

乙醇、乙醇 5 种提取溶剂同法超声提取样品，测

定结果(按 6 种成分总量计算)分别为 2.43，2.52，

2.56，2.30，0.30 mg·g1。50%乙醇的提取效率较

高，样品杂质较少，易滤过和宜长时间保存，最

终选用 50%乙醇作为提取溶剂。 

6 种成分中绿原酸为主要指标成分，且该成分

价廉易得，故作为内参物，建立与其他 5 种成分

的相对校正因子。 

表 2  不同色谱柱的相对校正因子(n=2) 

Tab. 2  Relative correction factors of different columns (n=2) 

色谱柱 f 绿原酸/隐绿原酸 f 绿原酸/咖啡酸 f 绿原酸/异绿原酸 B f 绿原酸/异绿原酸 A f 绿原酸/异绿原酸 C 

Ultimate AQ-C18 1.14 0.60 1.03 0.78 0.85 

YMC Triart C18 1.14 0.60 1.03 0.78 0.85 

DIKMA Diamosil C18 1.12 0.59 1.03 0.78 0.85 

Phenomenex Luna C18 1.14 0.59 1.03 0.78 0.86 

Agilent TC-C18 1.15 0.60 1.03 0.78 0.86 

Merck STAR LP RP-18 1.14 0.60 1.04 0.78 0.85 

SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII 1.13 0.59 1.04 0.78 0.85 

平均值 1.14 0.59 1.03 0.78 0.85 

RSD% 0.66 0.32 0.39 0.42 0.70 
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表 3  不同批次样品含量测定(n=2) 

Tab. 3  Results of content determination of samples(n=2)                                                mg·g1 

样品编号 绿原酸 
隐绿原酸 咖啡酸 异绿原酸 B 异绿原酸 A 异绿原酸 C 

外标 一测多评 外标 一测多评 外标 一测多评 外标 一测多评 外标 一测多评

1221-01 0.35 0.33 0.33 0.14 0.14 0.83 0.83 0.45 0.45 0.65 0.65 

1221-02 0.40 0.44 0.44 0.15 0.15 0.98 0.98 0.54 0.54 0.74 0.73 

1221-03 0.74 0.83 0.82 0.22 0.22 1.92 1.92 0.78 0.78 1.59 1.58 

1221-04 0.30 0.28 0.28 0.16 0.16 0.71 0.71 0.30 0.30 0.63 0.62 

1221-05 0.21 0.23 0.23 0.16 0.16 0.44 0.44 0.21 0.21 0.32 0.32 

1221-06 0.54 0.59 0.59 0.11 0.11 0.96 0.96 0.57 0.57 0.69 0.68 

1221-07 0.62 0.60 0.60 0.15 0.15 1.33 1.33 0.70 0.70 1.09 1.08 

1221-08 1.27 1.05 1.05 0.42 0.42 2.67 2.67 1.38 1.38 2.41 2.38 

 

实验考察了不同品牌色谱柱，结果表明相对

校正因子和相对保留值均相对稳定，说明本方法

用不同色谱柱同样可获得较好的重现性。一测多

评法计算结果与外标法所得结果无显著差异，说

明一测多评法可用于毛冬青配方颗粒中酚酸类成

分的含量测定，可为其他中药配方颗粒的多指标

成分定量提供参考。 
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