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Abstract 
Objective: An HPLC method for the simultaneous determination of chlorogenic acid and osthole in 
jieeryin lotion was established, providing the basis for improving the jieeryin quality evaluation 
method. Methods: The HPLC method was performed on a ZORBAX SB-C18 (4.6 mm × 150 mm, 5 μm) 
column. The mobile phase was a solution of acetonitrile-0.2% formic acid solution (gradient elu-
tion) at a flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was 324 nm, and the column temper-
ature was 30˚C. Results: The calibration curves were linear within the range of 0.010 - 0.149 μg (r 
= 0.9998) for chlorogenic acid, 0.029 - 0.572 μg (r = 0.9999) for osthole, respectively. The average 
recoveries (n = 6) of chlorogenic acid and osthole were 97.9% (RSD = 0.69%), 100.5% (RSD = 
0.96%), respectively. Conclusion: The method can be used for simultaneous determination of 
chlorogenic acid and osthole in jieeryin Lotion. 
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摘  要 

目的：建立HPLC法同时测定洁尔阴洗液中绿原酸和蛇床子素的含量，为完善该洗液质量评价方法提供依

据。方法：采用ZORBAXSB-C18色谱柱(4.6 × 150 mm, 5 μm)，流动相为乙腈-0.2%甲酸水溶液(梯度洗

脱)。流速为1.0 mL/min；柱温为30˚C；检测波长为324 nm。结果：绿原酸和蛇床子素进样量分别在

0.010~0.149 μg (r = 0.9998)、0.029~0.572 μg (r = 0.9999)范围内线性关系良好；平均加样回收率(n = 
6)分别为97.9%，100.5%；RSD分别为0.69%、0.96%。结论：本法适用于同时测定洁尔阴洗液中绿原

酸和蛇床子素的含量。 
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1. 引言 

洁尔阴洗液是一种妇科常用的外用药，由蛇床子、艾叶、独活、石菖蒲、金银花、黄柏、栀子和黄芩

等 14 味中药材制成[1]。在临床上，它具有清热燥湿、杀虫止痒的功效，主要用于治疗妇女湿热带下和霉

菌性、滴虫性、非特异性阴道炎以及湿疹、接触性皮炎和体股癣等病症[2]。在新药转正标准中药第十二册

[1]中记录了以蛇床子素为指标成分，采用色谱法测定其含量。陈琴华[3]，徐亚敏等[4]人只采用高效液相色

谱法测定了该洗液中蛇床子素的含量。由于艾叶和金银花等药材中含有的绿原酸具有抗菌，抗病毒，消炎

的作用[5] [6] [7] [8]，也是该洗液中的有效成分，因此准确测定其含量对于保证药效具有重要意义。为完善

中药复方制剂质量标准，本实验探讨 HPLC 法梯度洗脱同时测定洁尔阴洗液中绿原酸和蛇床子素的含量。 

2. 仪器与试药 

2.1. 仪器 

Agilent1260 高效液相色谱仪(配置真空在线脱气、自动进样器、VWD 检测器、四元泵，色谱工作站)，
AUW220D 电子分析天平(日本岛津)，KQ-100DE 数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。 

2.2. 试药 

对照品绿原酸(成都植标化纯；批号：14051)、蛇床子素(上海源叶生物科技有限公司；批号：

YY20110525)供含量测定用；乙腈(色谱纯，Tedia Company)；甲酸(分析纯，天津市永大化学试剂有限公

司)；甲醇(分析纯，天津市凯通化学试剂有限公司)；水(娃哈哈饮用纯净水)；洁尔阴洗液(批号：1612096)
购自石家庄乐仁堂大药房。 

3. 方法与结果 

3.1. 色谱条件 

色谱柱：ZORBAX SB-C18 (4.6 × 150 mm, 5μm)，流动相：乙腈-0.2%甲酸水溶液，参考文献[9]建立
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了梯度洗脱程序见表 1，流速为 1.0 mL/min；柱温为 30℃；检测波长为 324 nm。 

3.2. 溶液的制备 

3.2.1. 对照品溶液 
精密称取绿原酸，蛇床子素对照品 2.13 mg、2.86 mg，分别置于 100 mL 的容量瓶中，加甲醇溶解，

定容至刻度并摇匀，得到含绿原酸 21.3 μg/mL，蛇床子素 28.6 μg/mL 的对照品溶液。溶液进样分析前经

孔径 0.45 μm微孔滤膜过滤。 

3.2.2. 供试品溶液 
取一定量的洁尔阴洗液，摇匀。溶液进样分析前经孔径 0.45 μm 微孔滤膜过滤。 

3.3. 系统适用性试验 

取“3.2.”项下的对照品溶液和供试品溶液，按“3.1.”项下色谱条件，分别进样 5 μL 分析见图 1，
由图 1 中(a)和(b)可知，绿原酸和蛇床子素保留时间分别为 6.819 min，16.630 min。在样品色谱图(c)中，

分别有与对照品绿原酸，蛇床子素保留时间一致的特征峰。 

3.4. 线性关系考察 

分别取“3.2.1.”项下对照品溶液，按“3.1.”项下色谱条件，绿原酸自动进样 0.5，1，3，5，7 μL， 
 

Table 1. Gradient elution programs 
表 1. 梯度洗脱程序 

时间，min 0.2%甲酸溶液，% 乙腈，% 

0 91 9 

9 87 13 

11 35 65 

23 35 65 

24 91 9 

 

 
(a) 
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(b) 

 
(c) 

Figure 1. HPLC chromatograms. (a) Chlorogenic acid; (b) Osthole; (c) Jieeryin Lotion. (1. Chlorogenic acid; 2.Osthole) 
图 1. 高效液相色谱图。(a) 绿原酸对照品；(b) 蛇床子素对照品；(c) 洁尔阴供试品。(1. 绿原酸；2. 蛇床子素) 

 
蛇床子素自动进样 1，5，10，15，20 μL，记录峰面积。分别以峰面积 Y 为纵坐标，进样量 X 为横坐标，

进行线性回归。结果显示绿原酸和蛇床子素的进样量分别在 0.010~0.149 μg，0.029~0.572 μg 范围内线性

关系良好。回归方程分别为 y = 41.233x + 0.95 (r = 0.9998)，y = 88.756x − 0.7148(r = 0.9999)。 

3.5. 精密度试验 

分别取“3.2.1.”项下对照品溶液，按“3.1.”项下色谱条件，连续自动进样 5 μL，共五次，记录峰

面积。计算结果显示绿原酸和蛇床子素峰面积的 RSD 均为 0.28%。表明仪器精密度良好。 

3.6. 稳定性试验 

取“3.2.2.”项下供试品溶液，按“3.1.”项下色谱条件，于 1，2，3，4，5，12，24，36 h 自动进样

3 μL。记录峰面积，计算得绿原酸和蛇床子素峰面积 RSD 分别为 0.47%，0.39%，表明供试液稳定性良
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好。 

3.7. 重复性试验 

取同一批号(批号：1612096)洁尔阴洗液样品，精密量取 6 份，按“3.2.2.”项下方法制备供试品溶液，

按“3.1.”项下色谱条件，分别自动进样 3 μL 进行分析，记录峰面积，计算得样品中绿原酸和蛇床子素

RSD 分别为 0.36%和 0.75%。结果表明，分析方法的重复性良好。 

3.8. 加样回收率试验 

精密量取已知含量的样品(批号:1612096)1 mL，共 6 份，分别精密加入绿原酸对照品溶液(21.3 μg/mL) 
2 mL 和蛇床子素对照品溶液(28.6 μg/mL) 0.545 mL，按“3.2.2.”项下方法制备回收率试液，按“3.1.”项

下色谱条件，自动进样 5 μL，记录峰面积，计算结果见表 2。表明 HPLC 方法具有良好的准确性。 

3.9. 样品含量测定 

取“3.2.2.”项下的供试品溶液，按“3.1.”项下色谱条件，自动进样 3 μL，共六次，记录峰面积，

将测定面积带入相应的标准曲线方程，计算得样品中绿原酸和蛇床子素平均含量分别为 40.2 μg/mL，12.4 
μg/mL。 

4. 讨论 

4.1. 检测波长的选择 

为了保证各成分都具有适宜的灵敏度和精密度，分别测定了绿原酸和蛇床子素在流动相中的紫外吸

收光谱见图 2。绿原酸，蛇床子素的最大吸收波长分别为 327 nm 和 322 nm，与参考文献[10]一致。由于

两波长非常接近，于是本文选取 324 nm 为检测波长，结果显示目标成分的响应值均较高。见图 1(c)中有

响应值最高的峰，但该峰并未完全分开。由文献[11] [12]可知，艾叶中的蒙花苷，刺槐素，独活中的异欧

前胡素等的最强吸收都比较接近 324 nm，由此推测可能是这几种物质在该波长下响应信号叠加在一起导 
 

Table 2. Results of recovery tests ( n = 6) 
表 2. 加样回收率试验结果(n = 6) 

化合物 样品量，μg 加入量，μg 测得量，μg 回收率，% 平均回收率，% RSD, % 

绿原酸 0.0568 0.0601 0.1161 98.9 97.9 0.69 

 0.0568 0.0601 0.1153 97.5   

 0.0568 0.0601 0.1151 97.0   

 0.0568 0.0601 0.1152 97.3   

 0.0568 0.0601 0.1159 98.4   

 0.0568 0.0601 0.1160 98.6   

蛇床子素 0.0176 0.0220 0.0400 102.1 100.5 0.96 

 0.0176 0.0220 0.0398 101.3   

 0.0176 0.0220 0.0395 99.9   

 0.0176 0.0220 0.0397 100.6   

 0.0176 0.0220 0.0396 100.1   

 0.0176 0.0220 0.0393 99.1   
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Figure 2. UV absorption spectra of chlorogenic acid (D) and osthol (E) 
图 2. 绿原酸(D)和蛇床子素(E)的紫外吸收光谱 

 
致了这个大峰的出现。 

4.2. 流动相的选择 

为保证被测定化合物良好的分离度和适当的保留时间，实验中采用等度洗脱，调节甲醇–水、乙腈

–水、乙腈-0.1%磷酸水溶液、乙腈-0.2%磷酸水溶液分配比例，目标成分和杂质成分未能分离。采用梯

度洗脱，以甲醇-0.2%甲酸为流动相，分离效果不好。以乙腈-0.2%甲酸水溶液为流动相分离效果好，峰

形好，基线较稳定，同时有机酸降低了磷酸对色谱柱的损坏。 

5. 结论 

本实验用 HPLC 法同时测定洁尔阴洗液中绿原酸和蛇床子素的含量。实验结果表明，该洗液中蛇床

子素含量符合新药转正标准中药第十二册[1]规定(蛇床子素 ≥ 3 μg/ml)，同时增加了绿原酸的含量测定，

为洁尔阴洗液的质量控制标准提供了方法依据。 
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