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摘要：目的　建立山海丹牌野菊花注射液中有效成分的含量测定及特征图谱研究方法，对其质量进行控制。方法　采用高效
液相色谱法（ＨＰＬＣ）梯度洗脱，流动相：乙腈０．５％磷酸溶液，梯度洗脱，流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长３２６ｎｍ，以木犀草苷
为参照峰计算其共有峰的相对保留时间。结果　标记８个吸收值较大的共有峰，９批供试品中 Ｓ峰与标准对照品峰相对应，
其余特征峰的相对保留时间ＲＳＤ均小于０．６％。结论　该特征图谱方法可行，可用于该厂家野菊花注射液的质量控制。
关键词：野菊花注射液；高效液相色谱法；特征图谱
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目的条带是否存在。因此，对ＰＣＲ反应条件进行了
再研究，通过减小引物与模板的比率和提高退火温

度，减少了ＰＣＲ反应中错配的发生；使用简单实用
的乙醇沉淀法对ＰＣＲ产物进行了纯化，杜绝了ＰＣＲ
产物中的ＰＣＲ缓冲体系对酶切体系的干扰。改进
的方法应用于多批川贝母的鉴别，结果均良好。

随着中药材的分子鉴别法不断被药典收录，分

子鉴别法的特殊性也逐渐显示出来。和其他药典

方法相比，分子鉴别法由于灵敏度高，细微试剂仪

器的不同就有可能造成很大的结果差别。正因为

这种现象的存在，中国药典２０１５版四部才收录了通
则９１０７种中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴定法指导原
则。同时，由于分子鉴别法灵敏度高，不同的中药

饮片形式（完整个体，部分个体，粉末）给如何取样

进行基因组提取带来了不小的困难［１０］。而且在酶

切完成后，有时会出现没有酶切完全的现象，也可

能是由于样品混有伪品引起的。
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　　野菊花注射液，其组方为单味药野菊花。具
有清热解毒的功效，用于治疗外感热病、目赤肿

痛、咽喉疼痛；上呼吸道感染、急性扁桃体炎属热

毒上攻等。因该品种所对病症较为常见且中药

注射液存在高风险性，故在质量控制方面应更加

严格。野菊花注射液原标准为国家药品监督管

理局标准（试行）ＷＳ１１０４１（ＺＤ１０４１）２００２于
２００２年提出，其中仅用高效液相方法对绿原酸
进行含量测定，专属性较差。李晓波等［１］用气相

气谱法对该制剂中的挥发性成分进行研究，建立

指纹图谱且已有文献报告。但尚未见相应的高

效液相色谱法（ＨＰＬＣ）的研究。鉴于液相方法同
样具有较强的专属性且简单易操作，故本研究采

用 ＨＰＬＣ法对 ９批野菊花注射液的特征图谱进
行研究，监测了野菊花中绿原酸、蒙花苷、木犀草

苷、咖啡酸等成分，以木犀草苷为参照物，计算各

共有峰的相对保留时间，以初步达到药品质量控

制的目的。

１　仪器与试药
１．１　仪器　电子分析天平，型号：Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司
ＢＰ２１１Ｄ，ＢＳ２２４Ｓ，ＡＥ２４０；高效液相色谱仪：型号：岛
津ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱仪（ＰＤＡ检测器）Ｅｍｐｏｗｅｒ
色谱工作软件。

１．２　试剂　乙腈为色谱纯，其他为分析纯，水为去
离子水。

１．３　样品　绿原酸（批号：１１０７５３２０１３１４）、蒙花苷
（批号：１１１５２８２００６０６）、木犀草素（批号：１１１５２０
２００５０４）、木犀草苷（批号：１１１７２０２００９０５）、咖啡酸
（批号：１１０８８５２００１０２）对照品均由中国食品药品检
定研究院提供；野菊花注射液样品由陕西医药控股

集团山海丹医药有限责任公司（批号：１５０２００２８，
１５０２００２７，１５０２００２６，１４０９００１２，１４０９００１１，１４０９００１０，
１５０３００３４，１５０３００３５，１５０３００３３）提供。

２　方法与结果
２．１　色谱条件与系统适应性　以十八烷基硅烷键
合硅胶为填充剂（ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５
μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为０．５％冰醋酸溶
液，梯度洗脱，流动相变化比例见表 １，检测波长：
３２６ｎｍ，流速：１．０ｍＬ×ｍｉｎ－１，柱温：３５℃，进样体
积：１０μＬ。理论板数：理论板数以绿原酸峰计算应
不低于５０００［２－３］。

表１　流动相比例

时间／ｍｉｎ Ａ相／％ Ｂ相／％
０ １０ ９０
３０ １５ ８５
５０ ２０ ８０
７５ ２５ ７５
７６ ９０ １０
８０ ９０ １０
８１ １０ ９０
９０ １０ ９０

２．２　供试品溶液的制备　直接取样品适量，用微
孔滤膜滤过，作为供试品溶液。

２．３　对照品溶液的制备　精密称取绿原酸１３．５８
ｍｇ，蒙花苷１６．０４ｍｇ，木犀草苷９．８２ｍｇ，咖啡酸对
照品８．２４ｍｇ，分别置于１００ｍＬ容量瓶中，加５０％
甲醇稀释至刻度，再精密量取２５ｍＬ置５０ｍＬ容量
瓶中，加 ５０％甲醇稀释至刻度，制成浓度分别为
６７．９１．０、１６．０４、９．８２、８．２４ｍｇ·Ｌ－１的混合对照品
溶液。

２．４　方法学验证
２．４．１　精密度实验　精密吸取同一供试品溶液
（批号：１４０９００１０），重复进样６次，记录色图谱。结
果表明，各色谱图中８个共有峰保留时间ＲＳＤ均＜
０．２５％、峰面积 ＲＳＤ均 ＜２．５６％，故该方法精密度
良好，符合特征图谱的要求，见表２，３。

表２　精密度保留时间结果／ｍｉｎ

项目 峰１ 峰２ 峰３ 峰４ 峰５ 峰６ 峰７ 峰８

精密度１ １０．９５５ １１．６２７ １４．３０４ ３９．７０１ ４４．２１３ ４５．６５３ ５９．０７２ ７１．４４５

精密度２ １０．９８７ １１．６５９ １４．３２５ ３９．７５５ ４４．２５６ ４５．６８５ ５９．１２５ ７１．５０９

精密度３ １０．９９７ １１．６６９ １４．３３６ ３９．７６５ ４４．２６７ ４５．６８５ ５９．１０４ ７１．５２０

精密度４ １１．００８ １１．６６９ １４．３３６ ３９．７８７ ４４．２８８ ４５．７０７ ５９．１４７ ７１．５５２

精密度５ １１．０１９ １１．６９１ １４．３４７ ３９．７９７ ４４．３３１ ４５．７４９ ５９．１６８ ７１．５７３

精密度６ １１．０２９ １１．７０１ １４．３５７ ３９．８０８ ４４．３３１ ４５．７３９ ５９．２００ ７１．６０５

精密度７ １１．０２９ １１．７１２ １４．３６８ ３９．８０８ ４４．３２０ ４５．７３９ ５９．１８９ ７１．５８４

ＲＳＤ／％ ０．２４３ ０．２４７ ０．１４７ ０．０９６ ０．１００ ０．０７８ ０．０７８ ０．０７６
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表３　精密度峰面积结果／μＶ·ｓ－１

项目 峰１ 峰２ 峰３ 峰４ 峰５ 峰６ 峰７ 峰８

精密度１ １７４２０６２ １６４９０１６ ２０２９６１ ５４０６９６ ９９２１６９ ５２５９５５ １１５６１７ １４８２５０４

精密度２ １７５６０９９ １６５１７１２ １９９８６９ ５３５２０３ ９８１５２３ ５０４６０８ １０９５８９ １４８５３５７

精密度３ １７４５９８６ １６４６８００ １９６６７３ ５３５５３２ ９８４２２９ ４９２０１３ １１０１５４ １４７８２８１

精密度４ １７３５２４９ １６０８４２２ ２０２１５８ ５１８９９０ ９８６０６５ ５１８８３６ １１０２０５ １４６６１７０

精密度５ １７３７８０２ １６１６８４１ ２０２１４１ ５３４０７１ ９９１０５９ ５１５６０３ １１５４１８ １４９０９８６

精密度６ １７５１２８３ １６５０２９８ ２０２９３８ ５２５１２７ ９８００９０ ５０６３８０ １１２１７５ １４７０７４９

精密度７ １７３４０６３ １６１２４０９ １９８２４６ ５０９７３６ ９８３３３１ ５１７９６５ １１６０４４ １４８４７４５

ＲＳＤ／％ ０．４７８ １．２２０ １．２４２ ２．０８３ ０．４６７ ２．２２１ ２．５５３ ０．５９０

表４　稳定性保留时间结果／ｍｉｎ

项目 峰１ 峰２ 峰３ 峰４ 峰５ 峰６ 峰７ 峰８

稳定性０ｈ １０．９２３ １１．５８４ １４．２８３ ３９．７０１ ４４．１８１ ４５．６３２ ５９．０５１ ７１．４０３

稳定性３ｈ １０．９６５ １１．６２７ １４．３０４ ３９．７０１ ４４．１９２ ４５．６４３ ５９．０７２ ７１．４２４
稳定性６ｈ １０．９８７ １１．６５９ １４．３２５ ３９．７５５ ４４．２５６ ４５．６８５ ５９．１２５ ７１．５０９
稳定性９ｈ １１．００８ １１．６６９ １４．３３６ ３９．７８７ ４４．２８８ ４５．７０７ ５９．１４７ ７１．５５２
稳定性１２ｈ １１．０２９ １１．７０１ １４．３５７ ３９．８０８ ４４．３３１ ４５．７３９ ５９．２００ ７１．６０５
稳定性１８ｈ １０．９９７ １１．６６９ １４．３５７ ３９．７６５ ４４．２８８ ４５．６９６ ５９．１１５ ７１．４６７
稳定性２４ｈ １０．９９７ １１．６６９ １４．３１５ ３９．７８７ ４４．３３１ ４５．７１７ ５９．１６８ ７１．５３１
ＲＳＤ／％ ０．３１２ ０．３２５ ０．１６６ ０．１０６ ０．１３７ ０．０８５ ０．０８８ ０．１０１

表５　稳定性峰面积结果／μＶ·ｓ－１

项目 峰１ 峰２ 峰３ 峰４ 峰５ 峰６ 峰７ 峰８

稳定性０ｈ １７２８０８０ １６１６５２２ １９９３２９ ５２５４６７ ９１８７５７ ５０９７８３ １０７２８７ １４８１９８８
稳定性３ｈ １７３４６０３ １６１８８８６ ２０２２４７ ５３３１７２ ９６５７００ ５２３６７１ １１４０７９ １４６９５９３
稳定性６ｈ １７５６０９９ １６５１７１２ １９９８６９ ５３５１０２ ９８１５２３ ５０４６０８ １０９５８９ １４８５３５７
稳定性９ｈ １７３５２４９ １６０８４２２ ２０２１５８ ５１８９９０ ９８６０６５ ５１８８３６ １１０２０５ １４６６１７０
稳定性１２ｈ １７５１２８３ １６５０２９８ ２０２９３８ ５２５１２７ ９８００９０ ５０６３８０ １１２１７５ １４７０７４９
稳定性１８ｈ １７２７１４１ １６１６０２２ １９７８２６ ５３４１２０ ９７２０２８ ４９４０６７ １１６５５９ １４８６４４０
稳定性２４ｈ １７２３２４９ １６０６３３１ ２０１６４２ ５３８２７５ ９７８６１５ ５１０９５５ １１２４６０ １４８１７０１
ＲＳＤ／％ ０．７２２ １．１６８ ０．９３３ １．３０５ ２．３８６ １．８９８ ２．７３９ ０．５６４

２．４．２　重复性实验　对同一批供试品（批号：
１４０９００１０）取样６份，照前述供试品制备方法制成
供试品溶液，同法测定，测得 ＲＳＤ值为１．１２％，表
明该方法重复性良好。

２．４．３　稳定性实验　取供试品溶液，于室温下放
置，分别在０、３、６、９、１２、１８、２４ｈ进样分析，记录各
色图谱。结果表明，各色谱图中８个共有峰保留时
间均 ＲＳＤ＜０．３３％、均峰面积 ＲＳＤ＜２．７４％，故该
方法在２４ｈ内稳定性良好，符合特征图谱的要求，
见表４，５。
３　结果
３．１　特征峰的确定　取野菊花注射液 ９批供试
品，按“２．２”项下方法制备，按“２．１”项下色谱条件
进行测定，对得到的色谱图进行特性图谱的研究。

共确认了９个色谱峰。通过比对保留时间和紫外
吸收图谱的方法，指认了４个色谱峰，分别为１号峰

为绿原酸，３号峰为咖啡酸，４号峰为木犀草苷，８号
峰为蒙花苷。如图１所示。选择８个共有峰中保留
时间适中，且为检测指标性成分的木犀草苷峰作为

Ｓ峰，保留时间为４０．０８ｍｉｎ。

注：１．绿原酸；３．咖啡酸；４．木犀草苷；８．蒙花苷。

图１　混合对照溶液及样品图谱
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表６　不同批次样品相对保留时间

序号 峰１ 峰２ 峰３ 峰４（Ｓ） 峰５ 峰６ 峰７ 峰８
１ ０．２７９ ０．２９６ ０．３６１ １ １．１１４ １．１４８ １．４８５ １．７９５
２ ０．２７８ ０．２９６ ０．３６１ １ １．１１４ １．１４８ １．４８５ １．７９６
３ ０．２７９ ０．２９６ ０．３６１ １ １．１１４ １．１４８ １．４８３ １．７９４
４ ０．２７５ ０．２９２ ０．３５７ １ １．０９８ １．１３２ １．４６５ １．７７２
５ ０．２７８ ０．２９５ ０．３６１ １ １．１１４ １．１４８ １．４８３ １．７９５
６ ０．２７８ ０．２９５ ０．３６１ １ １．１１５ １．１４７ １．４８４ １．７９７
７ ０．２７９ ０．２９６ ０．３６１ １ １．１１６ １．１４９ １．４８０ １．７９０
８ ０．２７８ ０．２９６ ０．３６１ １ １．１１６ １．１４９ １．４８４ １．７９６
９ ０．２７９ ０．２９７ ０．３６２ １ １．１１７ １．１４９ １．４７４ １．７９４

平均值 ０．２７８ ０．２９６ ０．３６１ １．１１３ １．１４６ １．４８０ １．７９２
ＲＳＤ％ ０．４４１ ０．４７５ ０．４２５ ０．５０６ ０．４７３ ０．４５２ ０．４３６

３．２　特征图谱的建立［４］　选择８个共有峰中保留
时间适中，且为检测指标性成分的木犀草苷峰作为

Ｓ峰。供试品图谱与木犀草苷对照色谱峰进行比
较，其中４号峰，即Ｓ峰应与木犀草苷色谱峰保留时
间（４０．０８ｍｉｎ）一致，并计算其他７个共有特征峰的
相对保留时间，要求分离度不小于１．５。结果见表６
及图２。

图２　不同批次样品图谱比较

４　结论
因此次样品收集量较少且均为同一厂家，故仅

对不同批次样品进行比较批间差异。利用指纹图

谱系统比较得９批供试品图谱相似度均大于０．９８，
得出该制剂批间差异小，质量较为稳定。

５　讨论
实验开始前，在国家药监局网站上查询发现，

野菊花注射液生产厂家有三家，除本实验中所选用

厂家外，仅有江西一家厂家仍在生产，但样品收集

存在困难，故仅分析了一个厂家的样品，分析其批

间质量差异，针对该厂家样品进行初步质量方法的

建立。

在野菊注射液中，绿原酸，蒙花苷，木犀草素，

木犀草苷，咖啡酸为原料野菊花的主要活性成

分［５－７］，根据５种成分的ＵＶ光谱的特征吸收，从野
菊花注射液供试品 ＤＡＤ图谱中提取不同波长下的
色谱图进行比较，结果表明，３２６ｎｍ下得到的色谱
基线平稳，并兼顾各个成分检测灵敏度，且有较大

的吸收值，因此选为测定波长为３２６ｎｍ。
实验过程中发现供试品中绿原酸峰与另一色

谱峰极性相似，猜测为绿原酸的同系物，分离度不

高，故调整流动相比例后发现，在乙腈∶０．１％磷酸比
例为１５∶８５时分离度可达２．１，分离度较好。
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