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HPLC-DAD 法同时测定小儿退热合剂中 
绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的含量

李沁，杨臣，游勇基
（福建省食品药品质量检验研究院，福州 350001）

摘要　目的：建立同时测定小儿退热合剂中绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚含量的高效液相色谱法。方

法：采用 C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以甲醇（A）-0.2% 磷酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱，流

速 1.0 mL·min-1，检测波长 330 nm（绿原酸）、240 nm（栀子苷）、278 nm（黄芩苷和丹皮酚），柱温为 30 ℃。结

果：绿原酸、栀子苷、黄芩苷、丹皮酚进样量分别在 0.003~0.171 μg（r=0.999 9）、0.025~1.228 μg（r=0.999 9）、
0.034~1.679 μg（r=0.999 9）、0.005~0.254 μg（r=0.999 9）与峰面积呈良好的线性关系，平均回收率（n=9）
分别为 99.8%、99.1%、100.5%、99.9%，精密度 RSD 均小于 0.5%，重复性 RSD 均小于 2.0%，供试品溶液放

置 48 h 内稳定。其中栀子苷与黄芩苷的含量测定结果与药典方法的测定结果无显著性差异。含量测定的

结果表明，不同生产企业之间各成分的含量差异较大，部分生产企业不同生产批次间的差异也较大。结论：

经方法学验证，本法可用于小儿退热合剂中绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚含量的测定。
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Simultaneous determination of chlorogenic acid，geniposide， 
baicalin，paeonol in Xiao’er Tuire Heji by HPLC-DAD

LI Qin，YANG Chen，YOU Yong-ji
（Fujian Institute for Food and Drug Quality Control，Fuzhou 350001，China）

Abstract　Objective：To develop an HPLC method for simultaneous determination of chlorogenic acid，

geniposide，baicalin，and paeonol in Xiao’er Tuire Heji．Methods：The C18 column（4.6 mm×250 mm， 
5μm）was adopted．The mobile phase was methanol（A）-0.2% phosphoric acid aqueous solution（B），with a 
gradient elution．The flow rate was 1.0 mL·min-1．The detection wavelength was set at 330 nm for chlorogenic 
acid，240 nm for geniposide，278 nm for baicalin and paeonol．The column temperature was maintained at 30 ℃．

Results：The calibration curves were linear in the quality range of 0.003-0.171μg（r=0.999 9）for chlorogenic 
acid，0.025-1.228μg（r=0.999 9）for geniposide，0.034-1.679μg（r=0.999 9）for baicalin，and 0.005- 
0.254μg（r=0.999 9）for paeonol．The average recoveries（n=9）were 99.8%，99.1%，100.5%，and 99.9%，respectively．
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The RSDs of precision were less than 0.5% for the four components，and the RSDs of reproducibility were less 
than 2.0%．The solution was stable within 48 h．There was no significant difference in the content determination 
of geniposide and baicalin by this method and by Chinese pharmacopeia method．The results of determination 
showed that the content of each component varies in different production enterprises，and the differences among 
different production batches of some production enterprises were also great．Conclusion：This method is proved by 
methodology validation that it can be used for determination of chlorogenic acid，geniposide，baicalin，and paeonol 
in Xiao’er Tuire Heji．
Keywords：Xiao’er Tuire Heji；Xiao’er Tuire Koufuye；chlorogenic acid；geniposide；baicalin；paeonol；HPLC

小儿退热合剂（又名小儿退热口服液），为儿科常

用方剂，由大青叶、板蓝根、金银花、连翘、栀子、牡丹皮

等 12 味中药组成，具有疏风解表及解毒利咽的功效，

主要用于小儿外感风热所致的感冒，症见发热恶风、头

痛目赤、咽喉肿痛；上呼吸道感染见上述证候者。该

制剂标准现收载于 2015 年版中国药典［1］，其含量测定

主要是控制栀子苷和黄芩苷的含量，该方法由于分别

采用了 2 套色谱系统，较费时费力。小儿退热合剂组

方较为复杂，成分多样。目前关于其含量测定已有研

究和报道，但多集中在测定单一成分含量［2-6］，仅有少

数报道使用单波长测定 2 个成分含量［7-9］，且测定不

同成分所需的色谱条件不尽相同。该制剂中的各特

征成分吸收波长差异较大，仅使用单一波长无法兼顾

各成分的最大吸收。为了更有效地控制该制剂的质

量同时简化操作，本文建立了一种同时测定绿原酸、

栀子苷、黄芩苷和丹皮酚 4 种主要成分含量的方法，

为小儿退热合剂的质量控制提供了参考。

1　仪器与试药

Agilent 1200 高效液相色谱仪（含四元泵、在线

脱气机、自动进样器、DAD 二极管阵列检测器和 LC 
Solution 工作站）；月旭材料科技上海有限公司 Welch 
Ultimate XB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱；

Millipore Milli-QA 超纯水器；Elma Elmasonic S150 超声

波清洗器；Mettler Toledo XS205 十万分之一分析天平。

绿原酸对照品（批号 110753-201314，含量以

96.6% 计）、栀子苷对照品（批号 110749-200512，供
含量测定用）、黄芩苷对照品（批号：110715-201318，
含量以 95.2% 计）、丹皮酚对照品（批号 110708-
200506，供含量测定用）均购于中国食品药品检定研

究院。甲醇为色谱纯，水为重蒸馏水，其他试剂均为

分析纯。

样品：来自 19 家生产企业，共 68 批。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合对照品储备溶液　分别精密称取绿原酸、

栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的对照品适量，加 50% 甲醇

制成各成分对照品母液（绿原酸 0.170 8 mg·mL-1、

栀子苷 0.409 2 mg·mL-1、黄芩苷 0.419 8 mg·mL-1、

丹皮酚 0.253 8 mg·mL-1）。精密吸取上述母液绿原

酸 2 mL，栀子苷 6 mL，黄芩苷 8 mL，丹皮酚 2 mL，置 
20 mL 量瓶中，用 50% 甲醇稀释至刻度，即得绿原

酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的混合对照品储备溶液

（浓度分别为 0.017 08 mg·mL-1、0.122 8 mg·mL-1、

0.167 9 mg·mL-1、0.025 38 mg·mL-1）。

2.1.2　混合对照品溶液　精密吸取上述混合对照品

储备溶液 5 mL，置 10 mL 量瓶中，用 50% 甲醇稀释

至刻度，即得混合对照品溶液。

2.1.3　供试品溶液　精密量取小儿退热合剂 1 mL，
置 25 mL 量瓶中，加 50% 甲醇适量，超声处理（功率

300 W，频率 40 kHz）5 min，加 50% 甲醇稀释至刻度，

摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.1.4　阴性样品溶液　参照中国药典 2015 年版小儿

退热合剂项下【制法】，模拟工艺分别制备缺金银花

阴性样品、缺栀子阴性样品、缺牡丹皮和白薇的阴性

样品、以及缺黄芩阴性样品，并按“2.1.3”项下方法制

备阴性样品溶液。

2.2　色谱条件

采用月旭材料科技上海有限公司 Welch Ultimate 
XB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，以甲醇 

（A）-0.2% 磷酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱

（0~23 min，13%A → 35%A；23~33 min，35%A → 
60%A；33~50 min，60%A → 75%A），流速 1.0 mL·min-1， 
检测波长为 330 nm（绿原酸）、240 nm（栀子苷）、 
278 nm（黄芩苷和丹皮酚），柱温为 30 ℃，对照品溶
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液进样量为 10 μL，供试品溶液进样量为 5~10 μL。
理论板数按黄芩苷峰计算应不低于 5 000，分离度

>1.5。混合对照品溶液、供试品溶液与阴性样品溶液

色谱图见图 1。

1. 绿原酸（chlorogenic acid）　2. 栀子苷（geniposide）　3. 黄芩苷（baicalin）　4. 丹皮酚（paeonol）

图 1　缺金银花阴性样品（A-1）、缺栀子阴性样品（A-2）、缺牡丹皮和白薇阴性样品（A-3）、缺黄芩阴性样品（A-4）、混合对照品（B）、样品（C）色
谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of negative samples without Lonicerae Japonicae Flos（A-1），Gardeniae Fructus（A-2），Moutan Cortex and 
Cynanchi Atrati Radix et Rhizoma（A-3），Scutellariae Radix（A-4），reference substances（B），and sample（C）
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2.3　线性关系考察

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品储备溶液 0.2、
0.5、1、2、5、10 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，加 50%
甲醇稀释定容至刻度，摇匀，即得系列混合对照品溶

液；精密吸取上述溶液 10 μL，在上述色谱条件下分

别进行测定，以对照品的进样量（X，μg）为横坐标，

峰面积（Y）为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方

程，结果见表 1。

表 1　回归方程、相关系数以及线性范围

Tab. 1　Regression equations，correlation coefficients，and linear ranges

成分

（component）
回归方程

（regression equation）
相关系数

（correlation coefficient）
线性范围

（linear range）/μg

绿原酸（chlorogenic acid） Y=29.256X-1.437 8 0.999 9 0.003~0.171

栀子苷（geniposide） Y=14.012X-1.615 8 0.999 9 0.025~1.228

黄芩苷（baicalin） Y=25.679X-30.827 0.999 9 0.034~1.679

丹皮酚（paeonol） Y=40.898X-2.128 3 0.999 9 0.005~0.254

2.4　精密度试验

精密吸取同一份供试品溶液（L 生产企业样品，

批号 20150103），连续进样 6 次，结果绿原酸、栀子

苷、黄芩苷和丹皮酚峰面积的 RSD 分别为 0.33%、

0.09%、0.32% 和 0.05%。

2.5　稳定性试验

精密吸取同一份供试品溶液（L 企业样品，批号

20150103），在室温下放置 0、2、4、8、12、24、48 h 后

进样测定，结果绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚峰面

积的 RSD 分别为 0.87%、0.59%、0.35%、1.12%，说明

供试品溶液在配制好后 48 h 内稳定。

2.6　重复性试验

取 L 企业样品（批号 20150103）6 份，分别按

“2.1.3”项下制备供试品溶液，进样 10 μL 进行测定，

测得绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚含量的平均值

分 别 为 0.168 9、1.181 5、1.171 1、0.347 1 mg·mL-1，

RSD 分别为 1.77%、1.83%、1.69%、1.56%。结果表明

该方法重复性较好。

2.7　加样回收试验

取已知含量（绿原酸 0.168 9 mg·mL-1、栀子苷

1.181 5 mg·mL-1、黄芩苷 1.171 1 mg·mL-1、丹皮酚

0.347 1 mg·mL-1）的小儿退热合剂样品（L 企业，批

号 20150103）9 份，平均分成 3 组，每组分别精密加

入绿原酸母液 0.4、0.5、0.6 mL，栀子苷母液 1.2、1.5、
1.8 mL，黄芩苷母液 1.28、1.60、1.92 mL，丹皮酚母液

0.56、0.70、0.84 mL，按“2.1.3”项下方法制备供试溶

液，在上述色谱条件下进样 10 μL 分别进行测定，计

算回收率，结果见表 2。
2.8　样品测定

分别精密吸取“2.1.2”项下混合对照品溶液 
10 μL 及供试品溶液 5~10 μL，注入高效液相色谱

仪，按本法及药典法［1］的色谱条件分别进样测定，计

算绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的含量，结果见 
表 3 及图 2。对 2 种方法所测定的含量值分别进行 t
检验，结果显示 2 种方法测定的栀子苷和黄芩苷的结

果无显著性差异（P>0.05）。
3　讨论

3.1　提取条件的选择

药典法规定使用水作为提取溶剂测定小儿退热

合剂中栀子苷的含量，使用 50% 甲醇作为提取溶剂

测定黄芩苷的含量。本研究同时比较了水、30% 甲

醇、50% 甲醇对绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的

提取效率，发现 50% 甲醇的提取效率最高，能够兼顾

以上 4 种待测成分。

3.2　流动相的选择

参考相关文献［10-15］，最终选用了乙腈和一定浓

度的磷酸水溶液作为流动相，磷酸的加入可以使得各峰

的分离度较好，且绿原酸和黄芩苷的峰形更好。文献

报道小儿退热合剂的含量测定多为单一成分，采用等

度洗脱，本文需测定 4 个成分，待测成分极性不尽相同，

采用等度洗脱分离度较差，故选用了梯度洗脱的方法。

3.3　阴性样品溶液的制备

由于处方中的白薇也含有少量丹皮酚，因此本文

制备了缺牡丹皮和白薇的阴性样品溶液。
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表 2　回收率试验结果（n=9）

Tab. 2　Results of recovery test
成分

（component）
原有量

（original）/μg
加入量

（added）/μg
测得量

（measured）/μg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

绿原酸（chlorogenic acid） 84.45 68.32 152.90 100.2 99.8 0.79
152.54 99.7
153.13 100.5

85.40 169.28 99.3
168.67 98.6
170.72 101.0

102.48 186.26 99.3
187.27 100.3
185.89 99.0

栀子苷（geniposide） 590.75 491.04 1 068.22 97.2 99.1 1.83
1 074.07 98.4
1 072.47 98.1

613.80 1 201.12 99.4
1 187.39 97.2
1 215.89 101.8

736.56 1 315.74 98.4
1 343.67 102.2
1 320.27 99.0

黄芩苷（baicalin） 585.55 537.34 1 116.98 98.9 100.5 1.42
1 123.88 100.2
1 118.44 99.2

671.68 1 248.54 98.7
1 273.57 102.4
1 262.15 100.7

806.02 1 410.74 102.4
1 394.51 100.4
1 404.44 101.6

丹皮酚（paeonol） 173.55 142.13 314.93 99.5 99.9 1.04
316.14 100.3
315.29 99.7

177.66 348.76 98.6
349.51 99.0
354.12 101.6

213.19 385.83 99.6
389.73 101.4
385.13 99.2

表 3　HPLC-DAD 法与药典方法测定结果的比较（mg·mL-1，n=3）

Tab. 3　Comparison of determination results of HPLC-DAD method and Chinese pharmacopoeia method

企业及批号

（manufacturer and lot 
No.）

绿原酸

（chlorogenic 
acid）

丹皮酚

（paeonol）

栀子苷（geniposide） 黄芩苷（baicalin）

HPLC-DAD
药典方法

（ChP method）
HPLC-DAD

药典方法

（ChP method）

A 140601 0.22 0.51 1.28 1.21 2.42 2.30
140602 0.22 0.49 1.34 1.26 2.52 2.40
150501 0.30 0.59 2.19 2.10 3.51 3.30
150601 0.29 0.69 2.07 1.94 3.37 3.20

B 141002 0.26 0.18 1.10 1.02 2.18 2.12
141102 0.30 0.05 1.32 1.25 1.86 1.80
150601 0.41 0.32 1.46 1.34 3.18 3.00
150602 0.38 0.30 1.68 1.57 3.01 2.90

C 14260548 0.20 0.24 1.42 1.35 1.70 1.63
14263933 0.21 0.26 1.61 1.52 2.08 2.00
14263934 0.21 0.26 1.57 1.48 2.17 2.10
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表 3（续）

企业及批号

（manufacturer and lot 
No.）

绿原酸

（chlorogenic 
acid）

丹皮酚

（paeonol）

栀子苷（geniposide） 黄芩苷（baicalin）

HPLC-DAD
药典方法

（ChP method）
HPLC-DAD

药典方法

（ChP method）

15260261 0.35 0.15 1.69 1.60 1.82 1.78
15260262 0.35 0.15 1.72 1.59 1.84 1.80

D 20140906 0.47 0.23 1.42 1.33 2.19 2.11
20150707 0.73 0.20 1.27 1.20 2.10 1.90

E C20150501 0.15 0.24 0.95 0.90 1.85 1.80
F 130202 0.08 0.25 1.06 1.02 1.31 1.20
G 1507015 0.51 0.13 2.04 1.94 1.96 1.80
H 20140821 0.10 0.04 0.64 0.58 1.04 1.00

20140901 0.10 0.06 0.65 0.55 1.06 1.00
20141105 0.10 0.04 0.34 0.29 1.06 0.98
20150102 0.07 0.07 0.44 0.39 1.00 0.94
20150203 0.10 0.04 0.66 0.57 1.11 1.14
20150419 0.08 0.06 0.65 0.58 1.18 1.12
20150721 0.08 0.09 0.63 0.57 1.18 1.10

I 140803 0.18 0.51 2.03 1.91 3.72 3.50
141102 0.24 0.12 1.84 1.89 2.19 2.00
141201 0.12 0.25 2.05 2.00 3.20 3.20
150402 0.17 0.20 1.86 1.72 2.31 2.50
150403 0.19 0.27 1.75 1.64 2.92 2.70
150404 0.16 0.19 1.88 1.81 2.18 2.18
150501 0.16 0.20 1.98 1.80 2.23 2.18

J 150301 0.08 0.94 0.94 0.92 1.17 1.20
150302 0.08 1.05 1.08 1.05 2.48 2.70
150303 0.09 0.89 1.05 0.98 1.54 1.56
150401 0.07 1.02 1.17 1.15 1.50 1.46
150601 0.05 1.13 1.11 1.03 1.41 1.30
150701 0.11 0.96 1.09 1.09 1.18 1.13

K 140301 0.14 0.43 2.63 2.45 4.12 3.90
140601 0.26 0.37 1.91 1.85 3.90 3.90
140801 0.25 0.24 2.88 2.61 1.88 1.75
141101 0.37 0.31 4.44 4.37 2.56 2.50
150201 0.20 0.34 1.64 1.53 4.27 4.10
150202 0.16 0.32 2.30 2.29 4.07 3.90
150701 0.16 0.33 2.21 2.13 2.04 2.00

L 20140501 0.27 0.76 1.69 1.63 1.21 1.10
20141002 0.22 0.32 1.99 1.92 1.52 1.50
20141009 0.21 0.29 2.18 2.06 1.83 1.69
20150215 0.24 0.59 1.12 1.05 1.85 1.70
20150103 0.17 0.35 1.18 1.10 1.17 1.10
20150304 0.16 0.52 1.12 1.05 1.50 1.40
20150401 0.18 0.59 1.17 1.11 1.59 1.60
20150504 0.25 0.64 1.38 1.31 2.34 2.39

M 140702 0.34 0.21 1.28 1.25 4.52 4.82
140801 0.20 0.11 1.34 1.30 2.39 2.20
150101 0.20 0.10 1.38 1.32 2.05 2.00

N 20130601 0.20 0.28 0.87 0.83 0.89 0.91
20141101 0.22 0.27 1.02 0.95 1.58 1.50

O 20150101 0.35 0.06 1.98 1.98 0.59 0.51
P 140701 0.06 0.17 0.92 0.88 1.37 1.36

140702 0.06 0.15 1.09 0.99 1.37 1.30
150401 0.13 0.13 1.11 1.06 1.46 1.40

Q 114010 0.85 0.19 0.96 0.86 2.05 2.00
R 14110101 0.31 0.07 0.40 0.36 1.03 0.90
S 20140602 0.08 0.04 1.10 1.01 2.12 1.99

20140705 0.08 0.13 1.14 1.05 2.42 2.40
20150602 0.10 0.06 1.82 1.72 2.20 2.04
20150803 0.08 0.04 1.15 1.09 2.22 2.10
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图 2　19 个生产企业小儿退热合剂中绿原酸（A）、丹皮酚（B）、栀子苷（C）和黄芩苷（D）含量测定结果箱体图

Fig. 2　Boxplots of chlorogenic acid（A），and paeonol（B），geniposide（C），and baicalin（D）determination in Xiao’er Tuire Heji from 19 
manufacturers

3.4　耐用性考察

曾考察了 Welch Ultimate XB-C18（4.6 mm×250 mm， 
5 μm）、Agilent Eclipse XDB-C1（4.6 mm×250 mm，5 μm）8、 
Thermo HyPurity C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）3 种色
谱柱，发现各待测成分的分离度和理论塔板数均能达
到要求。

3.5　结果分析

对 19 家 生 产 企 业 共 68 批 样 品 进 行 测 定，

绿原酸、栀子苷、黄芩苷、丹皮酚含量范围分别为

0.05~0.85、0.34~4.44、0.59~4.52、0.04~1.13 mg·mL-1。

除了不同生产企业之间的差异较大，部分生产企业不

同批次间的差异也较大，如 K 生产企业栀子苷的含

量为 1.64~4.44 mg·mL-1，相差近 3 倍。

本文建立了 HPLC-DAD 法同时测定小儿退热

合剂中绿原酸、栀子苷、黄芩苷和丹皮酚的含量，保证

各成分在最大吸收波长处检测，且仅使用 1 个色谱

系统即可实现多个指标成分的质量控制。其中栀子

苷和黄芩苷的测定结果与中国药典 2015 年版方法

比较，无显著性差异。19 家生产企业的 68 批样品的

检测数据，可为临床用药的安全、有效提供基础研究 
资料。
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