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摘要:为了建立六金颗粒的制备方法及质量标准,
 

中试规模制备六金颗粒,
 

对制剂的成型性、
 

吸湿性、
 

溶化性、
 

堆

密度及流动性进行检测;
 

采用薄层色谱法(TLC)对六金颗粒中锦灯笼进行定性鉴别;
 

采用高效液相色谱法(HPLC)

建立菊苣酸含量测定方法并进行方法学考察;
 

采用 HPLC法建立六金颗粒特征图谱,
 

并进行峰归属及峰指认.
 

结

果发现,
 

六金颗粒成型率达到98.1%,
 

相关检查均符合规定;
 

锦灯笼薄层色谱可检出特征斑点且阴性无干扰;
 

菊苣

酸含量方法学考察结果均符合要求,
 

菊苣酸在1.44~86.19
 

μg/mL范围内线性关系良好;
 

通过不同条件的因素考

察,
 

确定了六金颗粒HPLC特征图谱色谱条件,
 

方法学考察结果均符合要求,
 

特征图谱中共确定8个特征峰,
 

并指

认了4个成分,
 

分别为新绿原酸、
 

单咖啡酰酒石酸、
 

绿原酸和隐绿原酸.
 

总之,
 

六金颗粒制备工艺合理,
 

建立的检

测方法操作简单、
 

重复性好,
 

可为六金颗粒的质量评价和控制提供依据.
关 键 词:六金颗粒;

 

制备工艺;
 

薄层色谱法;
 

高效液相色谱法;
 

特征图谱
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Abstract:
 

To
 

establish
 

the
 

preparation
 

method
 

and
 

quality
 

standard
 

of
 

Liujin
 

granules,
 

the
 

formability,
 

hy-
groscopicity,

 

solubility,
 

bulk
 

density
 

and
 

fluidity
 

of
 

Liujin
 

granules
 

were
 

determined.
 

Thin
 

layer
 

chroma-
tography

 

(TLC)
 

was
 

used
 

for
 

qualitative
 

identification
 

of
 

Physalis
 

Calyx
 

seu
 

Fructus
 

in
 

the
 

Liujin
 

gran-
ules.

 

High-performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

method
 

for
 

the
 

determina-
tion

 

of
 

chicoric
 

acid
 

content.
 

HPLC
 

method
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

characteristic
 

spectrum
 

of
 

Liujin
 

granules,
 

and
 

the
 

peak
 

attribution
 

and
 

identification
 

were
 

carried
 

out.
 

The
 

molding
 

ratio
 

of
 

compound
 

Liu-
jin

 

granules
 

was
 

98.1%,
 

and
 

the
 

relevant
 

inspections
 

of
 

the
 

granules
 

were
 

in
 

compliance
 

with
 

the
 

regula-
tions.

 

The
 

characteristic
 

spots
 

of
 

Physalis
 

Calyx
 

seu
 

Fructus
 

could
 

be
 

detected
 

by
 

thin
 

layer
 

chromatogra-
phy,

 

and
 

negative
 

without
 

interference.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

methodology
 

for
 

detection
 

of
 

chicoric
 

acid
 

con-
tent

 

met
 

the
 

requirement.
 

The
 

linear
 

relationship
 

of
 

chicoric
 

acid
 

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1.44~
86.19

 

μg/mL.
 

The
 

HPLC
 

method
 

for
 

fingerprint
 

analysis
 

of
 

Liujin
 

granules
 

were
 

determined
 

by
 

exami-
ning

 

the
 

factors
 

of
 

different
 

conditions.
 

The
 

results
 

of
 

methodological
 

investigation
 

are
 

all
 

in
 

line
 

with
 

the
 

requirements.
 

Eight
 

characteristic
 

peaks
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

chromatographic
 

characteristics,
 

and
 

4
 

components
 

were
 

identified,
 

namely
 

neochlorogenic
 

acid,
 

moncafeoyl
 

tartaric
 

acid,
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

cryptochlorogenic
 

acid.
 

The
 

preparation
 

technology
 

of
 

Liujin
 

granules
 

is
 

reasonable,
 

the
 

established
 

detec-
tion

 

method
 

is
 

simple
 

and
 

repeatable,
 

which
 

can
 

provide
 

reference
 

for
 

quality
 

evaluation
 

and
 

control
 

of
 

Liu-
jin

 

granules.
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六金颗粒由蒲公英、
 

忍冬藤、
 

大青叶、
 

板蓝根、
 

锦灯笼、
 

龙脷叶6味药材组成,
 

具有清热解毒、
 

疏风利

咽的功效.
 

方中蒲公英甘寒,
 

擅疏风清肺热,
 

为君药;
 

忍冬藤苦甘寒,
 

助君药清热解毒,
 

能利尿通淋,
 

使热

从小便而出,
 

兼有消肿散结、
 

利咽化痰之功效,
 

为臣药;
 

大青叶、
 

板蓝根清上焦热,
 

尤善清血中之热,
 

且能

利咽消斑;
 

锦灯笼清热利尿通淋;
 

龙脷叶甘淡润肺,
 

避免热伤肺阴,
 

同时兼有通便作用,
 

使热从大便而出,
 

共为佐使.
 

六药合用,
 

专于清肺热,
 

兼清上中下三焦之热,
 

能清气分、
 

血分之热,
 

使热从内消、
 

从二便而解.
 

本方专于清热以治病之本,
 

同时疏风、
 

利咽消肿、
 

止咳化痰以解症之标,
 

且清热兼顾护阴,
 

使邪去而不伤

正.
 

基于该处方良好的临床应用实践,
 

可进行中药新药的开发.
 

本研究对该方剂制备工艺反复优化确定其

参数并对制剂进行质量标准研究.
君药蒲公英为菊科植物蒲公英、

 

碱地蒲公英或同属数种植物的干燥全草,
 

含有多种成分,
 

可分为三萜

类、
 

黄酮类、
 

倍半萜内酯类、
 

植物甾醇类、
 

香豆素类、
 

色素类、
 

酚酸类、
 

脂肪酸、
 

挥发油、
 

胡萝卜素类等.
 

临

床药理研究蒲公英具有显著的广谱抑菌、
 

抗病毒及免疫调节等作用[1-2],
 

与六金颗粒功能主治相关.
 

通过前

期对六金颗粒制剂物质基础分析,
 

菊苣酸为蒲公英中的专属性成分,
 

在制剂中与其他化合物相比含量较

高.
 

菊苣酸是一种羟基肉桂酸,
 

分子式为C22H18O12,
 

现有文献报道证明其对呼吸道合胞病毒、
 

单纯疱疹病

毒等多种病毒以及金黄色葡萄球菌、
 

结核分歧杆菌等不同致病细菌具有显著的抑制活性[3-4].
 

本研究选择

与制剂药效相关的活性成分作为定量评价六金颗粒质量的指标.

1 试验方法

1.1 仪器与药材

1.1.1 仪器

试验所用仪器主要有:
 

Aglient
 

1260高效液相色谱仪(安捷伦科技有限公司),
 

BSA224S-CW 电子天平

(赛多利斯科学仪器(北京)有限公司),
 

XS-105电子天平(梅特勒托利多科技(中国)有限公司),
 

LPG-8精密

药用喷雾干燥机(山东精诚医药装备制造有限公司),
 

GFL25P干法制粒机(山东精诚医药装备制造有限公

司)以及KQ800VSM双频静音型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司).
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1.1.2 药材

蒲公英(购自洛宁益民药材药种购销站,
 

批号:
 

YF22100012)、
 

忍冬藤(购自河北一仁药业有限公司,
 

批

号:
 

21030011)、
 

大青叶(购自安国市世元商贸有限公司,
 

批号:
 

YF21040002)、
 

板蓝根(购自山东兴泰中药

材有限公司,
 

批号:
 

21090014)、
 

锦灯笼(购自河北一仁药业有限公司,
 

批号:
 

YF21030001)、
 

龙脷叶(购自

河北一仁药业有限公司,
 

批号:
 

YF21030003)等药材经山东省食品药品检验研究院林永强鉴定,
 

均符合《中
华人民共和国药典》2020年版一部规定.

麦芽糊精(购自长岭吉隆生物药业有限公司,
 

批号:
 

2010001)、
 

甜菊糖苷(购自曲阜圣仁制药有限公司,
 

批号:
 

22072102)、
 

菊苣酸对照品(纯度:
 

99.1%,
 

批号:
 

11752-202104,
 

购自中国食品药品检定研究院)、
 

酸

浆苦味素L对照品(供薄层鉴别用,
 

批号:
 

111831-201903,
 

购自中国食品药品检定研究院);
 

乙腈和甲醇为

色谱级,
 

均购自月旭科技(上海)股份有限公司;
 

无水乙醇购自天津市富宇精细化工有限公司;
 

磷酸购自天

津市科密欧化学试剂有限公司.
1.2 方法

1.2.1 六金颗粒的制备

蒲公英、
 

忍冬藤、
 

板蓝根、
 

大青叶各600
 

g,
 

锦灯笼、
 

龙脷叶各150
 

g,
 

加水煎煮2次,
 

第1次1
 

h,
 

第2次

0.5
 

h,
 

合并煎液,
 

滤过,
 

滤液浓缩至相对密度1.09~1.11(60
 

℃),
 

滤过,
 

喷雾干燥,
 

喷干粉过100目筛,
 

加入甜菊糖苷和麦芽糊精适量,
 

制粒,
 

制成1
 

000
 

g,
 

即得.
1.2.2 颗粒评价指标的测定方法

采用成型率、
 

堆密度和休止角3个指标来评价颗粒的质量,
 

以及颗粒吸湿性和水分含量,
 

以上5个指

标综合评价辅料的选择以及制剂的成型工艺[5-8].
成型率测定方法.

 

将六金颗粒称质量,
 

先过1号筛,
 

再过5号筛,
 

能过1号筛但不能通过5号筛的颗粒

作为合格颗粒,
 

收集并称质量,
 

颗粒的成型率=(合格颗粒质量/过筛前颗粒质量)×100%.
堆密度测定方法.

 

采用量筒测定法,
 

称取制得的颗粒10
 

g,
 

放入干燥的25
 

mL量筒中,
 

记录其体

积(mL),
 

堆密度值(g/mL)=10/c.
 

重复测定5次,
 

取平均值.
休止角测定方法.

 

采用固定漏斗法,
 

3只漏斗串联后,
 

将其固定于水平放置的坐标纸上高1.5
 

cm的位

置(H),
 

将六金颗粒沿漏斗壁缓慢地倒入最上面的漏斗中,
 

直到坐标纸上形成的颗粒圆锥尖端可以接触到

漏斗口,
 

测算颗粒底部的直径(2R),
 

计算休止角tgα=H/R.
 

重复测定3次,
 

取平均值.
吸湿性测定方法.

 

精密称定本品颗粒2
 

g,
 

平行3份,
 

置于干燥器中25
 

℃恒温平衡48
 

h,
 

将底部放置

氯化钠过饱和溶液,
 

此时干燥器内相对湿度为75%.
 

于24
 

h,
 

48
 

h,
 

72
 

h,
 

96
 

h,
 

120
 

h,
 

144
 

h,
 

168
 

h后称

质量,
 

计算吸湿百分率.
 

吸湿百分率=(吸湿后颗粒质量-吸湿前颗粒质量)/吸湿前颗粒质量×100%.
 

吸

湿二项式方程:
 

W=2at+bt+c,
 

其中W 表示吸湿量,
 

t表示时间.
水分测定方法.

 

取制得的颗粒2~5
 

g,
 

各3份,
 

采用烘干法测定.

2 结果与分析

2.1 处方中辅料的筛选

2.1.1 喷干粉与辅料比例考察

称取喷干粉平均分为5份,
 

分别按照药辅比1∶0.25加入相应辅料,
 

混合均匀,
 

制粒.
 

以过筛情况、
 

颗

粒成型率、
 

流动性及溶化性为考察指标,
 

优选最适合的辅料,
 

结果见表1.
表1 辅料种类筛选

编号 辅料 过筛情况 成型率/% 休止角/° 溶化性

1 可溶性淀粉 可过筛,
 

细粉多 75.1 47.9 良好

2 麦芽糊精 易过筛,
 

可制粒 92.5 27.5 良好

3 玉米淀粉 可过筛,
 

细粉多 68.6 40.5 良好

4 糊精 易过筛,
 

可制粒 90.7 31.8 有沉淀

5 乳糖 粘筛网 - - -
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  由表1可知,
 

在成型工艺中,
 

除乳糖外,
 

其余4种辅料均可制粒,
 

但可溶性淀粉和玉米淀粉组制粒过筛

时细粉较多,
 

成型率低于糊精和麦芽糊精组;
 

以麦芽糊精制粒成型率和流动性均优于以糊精制粒,
 

并且以

糊精制粒后用热水溶解,
 

有明显白色沉淀,
 

因此本品选择麦芽糊精为辅料进行制粒.
称取喷干粉平均分成3份,

 

分别加入不同量的麦芽糊精,
 

混合均匀,
 

制粒.
 

以过筛情况、
 

颗粒成型率、
 

流动性及颗粒水分为考察指标,
 

优选麦芽糊精的用量,
 

结果见表2.
由表2可知,

 

成型工艺中,
 

3个药辅比过筛情况一致,
 

均为已过筛可制粒;
 

药辅比为1∶0.25和1∶0.30
的成型率及流动性优于1∶0.20,

 

并且药辅比为1∶0.25和1∶0.30颗粒水分含量低于1∶0.20;
 

药辅比

1∶0.25和1∶0.30两组间的成型率、
 

流动性及颗粒水分含量差异小,
 

因此基于辅料添加最小量原则,
 

选择喷干粉∶麦芽糊精比例为1∶0.25作为制粒的辅料添加量.
表2 辅料用量筛选

编号 药辅比 辅料添加量/g 过筛情况 成型率/% 休止角/° 水分/%

1 1∶0.20 100 易过筛,
 

可制粒 90.9 33.4 6.8

2 1∶0.25 125 易过筛,
 

可制粒 92.0 28.1 5.5

3 1∶0.30 150 易过筛,
 

可制粒 92.5 27.8 5.3

2.1.2 矫味剂的筛选

为对颗粒进行矫味,
 

针对三氯蔗糖、
 

甜菊糖苷和阿斯巴坦3种矫味剂种类及用量进行了口感打分评价,
 

由50名健康实验员进行打分,
 

结果表明,
 

添加5‰甜菊糖苷作为矫味剂的颗粒评分最高,
 

因此选用5‰甜

菊糖苷作为矫味剂(表3).
表3 不同矫味剂及用量

辅料 矫味剂添加量/‰ 口感 得分/分

三氯蔗糖 1 味甜较淡,
 

有苦涩 -17

2 味甜,
 

有苦涩 10

3 齁甜,
 

难以接受 -20

5 齁甜,
 

不能接受 -20

甜菊糖苷 1 味道苦涩 1

2 味微甜,
 

有苦涩 6

3 味甜较淡,
 

有苦涩 9

5 味甜,
 

有苦涩 14

阿斯巴甜 1 味道苦涩,
 

难以接受 -20

2 味道苦涩,
 

不能接受 -20

3 味道苦涩 2

5 味微甜,
 

有苦涩 5

  注:
 

满意计1分,
 

一般计0分,
 

不满意计-1分.

2.1.3 中试工艺验证

连续3批六金颗粒中试生产,
 

采用干法制粒,
 

根据药辅比1∶0.25加入麦芽糊精,
 

加入5‰甜菊糖苷作

为矫味剂,
 

制粒后分单包装.
 

按照《中华人民共和国药典》2020年版四部颗粒剂相关检查项对其进行检查.
 

3批次六金颗粒粒度均匀,
 

颗粒颜色由黄棕色至深棕色;
 

按照要求,
 

能通过一号筛但不能通过五号筛的颗

粒及粉末所占百分比<15%符合标准,
 

3批次颗粒成型率为97.3%~98.5%,
 

符合规定;
 

休止角代表颗粒

流动性,
 

一般认为休止角≤30°表明流动性良好,
 

3批次颗粒休止角在16.8°~18.0°,
 

表明颗粒流动性良好;
 

堆密度、
 

溶化性和水分均符合规定(表4).
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表4 六金颗粒3批次中试工艺验证生产结果

批次 成型度/% 休止角/° 堆密度/(g·mL-1) 溶化性 水分/%

20211103 98.2 17.3 0.495 符合规定 5.0

20211104 97.3 18.0 0.480 符合规定 4.3

20211201 98.5 16.8 0.507 符合规定 4.7
均值±SD 98.0±0.62 17.4±0.60 0.494±0.01 - 4.7±0.35

RSD/% 0.63 3.47 2.74 - 7.53

  吸湿性检测7个时间点,
 

每24
 

h检测一次,
 

于24
 

h,
 

48
 

h,
 

72
 

h,
 

96
 

h,
 

120
 

h,
 

144
 

h和168
 

h分别测定

颗粒的吸湿性,
 

并计算各时间点的吸湿率(表5).
 

测定结果表明,
 

3批次中试验证生产的六金颗粒吸湿拟合

回归曲线方程为y=-0.000
 

92x
 

+0.291
 

8x-1.219,
 

r2=0.986
 

5,
 

拟合程度良好(图1),
 

平衡吸湿时间

为162.1
 

h,
 

平衡吸湿率为24.6%.
3批次中试规模验证生产的六金颗粒符合《中华人民共和国药典》2020年版四部通则0104颗粒剂项下

检查要求.
表5 六金颗粒3批次中试工艺验证吸湿率 % 

时间/

h

吸湿率

20211103 20211104 20211201
均值 RSD

24 5.9 6.3 5.3 5.8±0.50 8.63
 

48 9.7 9.7 9.2 9.5±0.29 3.03
 

72 15.0 15.2 15.0 15.1±0.12 0.77
 

96 19.5 20.9 17.8 19.4±1.55 8.00
 

120 20.3 20.8 21.4 20.8±0.55 2.64
 

144 23.5 22.9 24.1 21.2±0.31 1.44
 

168 24.7 24.4 25.2 22.4±0.25 1.12
 

图1 六金颗粒吸湿曲线

2.2 锦灯笼薄层色谱鉴别

2.2.1 供试品溶液的制备

取本品3
 

g,
 

研细,
 

加甲醇25
 

mL,
 

超声处理30
 

min,
 

过滤,
 

滤液蒸干,
 

残

渣加甲醇2
 

mL使其溶解,
 

作为供试品

溶液.
2.2.2 对照品溶液的制备

取酸浆苦味素L对照品,
 

加甲醇制

成每1
 

mL含0.1
 

mg的溶液,
 

作为对照

品溶液.
2.2.3 锦灯笼阴性样品溶液的制备

取阴性样品3
 

g,
 

按2.2.1方法制备

不含锦灯笼的六金颗粒阴性供试品溶液.
2.2.4 鉴别

分别吸取六金颗粒供试品溶液和锦灯笼阴性供试品溶液12
 

μL,
 

酸浆苦味素L对照品溶液10
 

μL,
 

在

同一高效硅胶G薄层板上点样,
 

展开剂为三氯甲烷 丙酮 甲醇(25∶1∶1),
 

展开,
 

取出,
 

晾干,
 

显色剂为

5%硫酸乙醇溶液,
 

在105
 

℃加热至斑点清晰,
 

室温下放置30
 

min,
 

置紫外光灯365
 

nm下检视.
 

结果表明,
 

六金颗粒供试品色谱中,
 

在与对照品色谱相应的位置,
 

显相同黄色的荧光斑点,
 

阴性样品在相应位置无黄

色荧光斑点,
 

说明该方法专属性良好(图2).
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2.2.5 样品检测

取不同批次六金颗粒(批号:
 

2202001,
 

2202002,
 

2202003),
 

按照“2.2.1”的方法制备供试品溶液,
 

按照

“2.2.4”的方法进行鉴别.
 

结果表明,
 

3批六金颗粒供试品色谱中,
 

在与对照品色谱相应位置上,
 

显相同黄

色的荧光斑点(图3).

1:
 

供试品溶液;
 

2:
 

阴性样品溶液;
 

3:
 

酸浆苦味素L

对照品溶液

图2 锦灯笼薄层鉴别专属性试验色谱

1:
 

供试品溶液(2202001);
 

2:
 

供试品溶液(2202002);
 

3:
 

供试品溶

液(2202003);
 

4:
 

酸浆苦味素L对照品溶液

图3 3批样品锦灯笼薄层鉴别色谱

2.3 蒲公英含量测定

2.3.1 色谱条件

以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂(4.6
 

mm×250
 

mm,
 

5
 

μm),
 

以乙腈-0.4%磷酸溶液(18∶82)为
流动相,

 

检测波长为327
 

nm,
 

理论板数按菊苣酸峰计算应不低于5
 

000.
2.3.2 对照品溶液制备

取菊苣酸对照品适量,
 

精密称定,
 

加50%甲醇制成每1
 

mL含30
 

μg的溶液,
 

即得.
2.3.3 供试品溶液制备

取装量差异项下的本品,
 

混匀,
 

研细,
 

取约0.5
 

g,
 

精密称定,
 

置于具塞锥形瓶中,
 

精密加入50%甲醇

25
 

mL,
 

称定重量,
 

超声处理(功率250
 

W,
 

频率40
 

kHz)30
 

min,
 

放冷,
 

再称定重量,
 

用50%甲醇补足减失

的重量,
 

摇匀,
 

滤过,
 

即得.
2.3.4 蒲公英阴性供试品溶液的制备

取不含蒲公英的六金颗粒1.0
 

g,
 

精密称定,
 

按“2.3.3”项下方法制成蒲公英阴性供试品溶液,
 

即得.
2.4 蒲公英含量测定方法学考察

2.4.1 专属性

取菊苣酸对照品溶液、
 

六金颗粒供试品溶液、
 

蒲公英阴性供试品溶液各10
 

μL,
 

注入高效液相色谱仪,
 

按照“2.3.1”色谱条件进行样品检测.
 

结果表明,
 

在供试品色谱中,
 

在与对照品色谱相应的保留时间上有相

同的色谱峰,
 

而蒲公英阴性供试品溶液无相应色谱峰;
 

表明处方中其他药材及辅料对菊苣酸含量测定结果

无干扰,
 

表明该方法专属性良好(图4).
2.4.2 线性试验

将浓度为718.28
 

μg/mL的菊苣酸对照品溶液,
 

分别稀释成浓度为1.44
 

μg/mL,
 

5.75
 

μg/mL,
 

14.37
 

μg/mL,
 

28.73
 

μg/mL,
 

57.46
 

μg/mL,
 

86.19
 

μg/mL的溶液,
 

按“2.3.1”项下色谱条件进样.
 

以

菊苣酸的浓度为横坐标,
 

色谱峰面积为纵坐标,
 

进行线性回归,
 

得回归方程为y=45.196x-6.533
 

2,
 

相关系数为r=0.999
 

9,
 

菊苣酸在浓度1.44~86.19
 

μg/mL范围内,
 

线性关系良好.

671 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第45卷



1:
 

六金颗粒供试品溶液;
 

2:
 

蒲公英阴性供试品溶液;
 

3:菊苣酸对照品溶液

图4 菊苣酸含量测定方法学专属性色谱

2.4.3 重复性试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001)平行制备6份供试品溶液,
 

按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液,
 

按

“2.3.1”项下色谱条件测定菊苣酸的质量分数,
 

得到菊苣酸的平均质量分数为1.28
 

mg/g,
 

RSD为0.64%,
 

表明该方法重复性良好.

2.4.4 中间精密度试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001),
 

由不同分析人员按“2.3.3”项下方法平行制备6份供试品溶液,
 

按

“2.3.1”项下色谱条件采用不同仪器进行菊苣酸质量分数测定.
 

结果表明,
 

不同仪器的RSD为0.70%,
 

说

明该方法所用仪器精密度良好.

2.4.5 稳定性试验

分别于第0
 

h,
 

12
 

h,
 

24
 

h,
 

48
 

h,
 

72
 

h进样测定同一六金颗粒供试品溶液(批号:
 

2201001),
 

计算菊苣

酸的质量分数,
 

结果表明,
 

菊苣酸平均质量分数为1.30
 

mg/g,
 

RSD为1.54%,
 

表明供试品溶液在72
 

h内

稳定性良好,
 

均符合分析要求.

2.4.6 回收率试验

取六金颗粒6份,
 

分别加菊苣酸对照品溶液适量,
 

按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液,
 

按“2.3.1”项

下色谱条件测定菊苣酸的质量分数,
 

并计算加样回收率.
 

结果表明,
 

菊苣酸回收率为97.98%~101.32%
(表6),

 

RSD为1.36%,
 

符合分析要求.
表6 回收率试验结果

编号
样品重量/

g

测得量/

mg

样品中含量/

mg

对照品加入量/

mg

回收率/

%

RSD/

%

1 0.255
 

8 0.663
 

9 0.324
 

9 0.341
 

2 99.36 1.36

2 0.252
 

8 0.666
 

8 0.321
 

1 0.341
 

2 101.32

3 0.231
 

6 0.628
 

4 0.294
 

1 0.341
 

2 97.98

4 0.243
 

1 0.654
 

0 0.308
 

7 0.341
 

2 101.20

5 0.252
 

9 0.665
 

6 0.321
 

2 0.341
 

2 100.94

6 0.248
 

6 0.660
 

8 0.315
 

7 0.341
 

2 101.14
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2.5 HPLC特征图谱

2.5.1 色谱条件

以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂(Waters
 

Atlantis
 

T3,
 

4.6
 

mm×250
 

mm,
 

5
 

μm);
 

以甲醇为流动

相A,
 

以0.2%磷酸为流动相B,
 

按表7的规定进行梯度洗脱;
 

检测波长为320
 

nm,
 

柱温为35
 

℃.
 

理论

板数按单咖啡酰酒石酸峰计算应不低于3
 

000.
表7 梯度洗脱表

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

0~20 5 95

20~25 5→6 95→94

25~40 6→7 94→93

40~85 7 93

85~100 7→10 93→90

100~120 10 90

120~140 10→13 90→87

2.5.2 对照品溶液制备

精密称取单咖啡酰酒石酸对照品,
 

加入50%甲醇,
 

制成每1
 

mL含30
 

μg的溶液,
 

即得.
2.5.3 供试品溶液制备

取装量差异项下的本品,
 

混匀,
 

研细,
 

取约0.5
 

g,
 

精密称定,
 

置具塞锥形瓶中,
 

精密加入10%甲醇

25
 

mL,
 

称定重量,
 

超声处理(功率250
 

W,
 

频率40
 

kHz)30
 

min,
 

放冷,
 

再称定重量,
 

用10%甲醇补足减失

的重量,
 

摇匀,
 

滤过,
 

取续滤液,
 

即得.
2.6 HPLC特征图谱方法学考察

2.6.1 重复性试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001),
 

按“2.5.3”项下制备供试品溶液,
 

按“2.5.1”色谱条件测定,
 

结果表

明,
 

8个特征峰的相对保留时间RSD≤0.61%,
 

相对峰面积RSD≤1.91%,
 

该方法的重复性良好.
2.6.2 稳定性试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001),
 

按“2.5.3”项下制备供试品溶液,
 

按“2.5.1”色谱条件分别于0,3,6,12,

24,48
 

h测定,
 

结果表明,
 

8个特征峰相对保留时间RSD≤0.45%,
 

相对峰面积RSD≤1.84%,
 

供试品溶液

在48
 

h内稳定性良好.
2.6.3 中间精密度试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001),
 

按“2.5.3”项下制备供试品溶液,
 

按“2.5.1”色谱条件测定,
 

结果表

明,
 

8个特征峰的相对保留时间RSD≤0.85%,
 

相对峰面积RSD≤2.46%,
 

使用不同仪器的8个特征峰

的相对保留时间RSD≤2.77%,
 

相对峰面积RSD≤2.57%,
 

该方法的中间精密度良好.
2.6.4 耐用性试验

取六金颗粒(批号:
 

2201001),
 

按“2.5.3”项下制备供试品溶液,
 

分别使用 Waters
 

Atlantis
 

T3,
 

Waters
 

Xselect
 

T3,
 

Agilent
 

TC-C18(2)不同色谱柱,
 

按“2.5.1”色谱条件测定,
 

结果表明,
 

8个特征峰的相对保留

时间RSD≤3.87%,
 

相对峰面积RSD≤6.91%,
 

说明该方法适用性良好.
2.6.5 峰归属及峰指认

峰归属及峰指认结果表明,
 

峰1化合物未知,
 

属于龙脷叶药材;
 

峰2化合物未知,
 

属于忍冬藤药材;
 

峰3化合物为新绿原酸,
 

属于蒲公英药材;
 

峰4化合物为单咖啡酰酒石酸,
 

属于蒲公英药材;
 

峰5化合

物未知,
 

属于忍冬藤药材和龙脷叶药材;
 

峰6化合物为绿原酸,
 

属于忍冬藤药材、
 

蒲公英药材、
 

龙脷叶

药材;
 

峰7化合物未知,
 

属于忍冬藤药材、
 

蒲公英药材、
 

锦灯笼药材;
 

峰8化合物为隐绿原酸,
 

属于忍冬

藤药材(图5).
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图5 六金颗粒特征图谱峰指认结果

2.7 样品测定

取不同批次六金颗粒(批号:
 

2202001,2202002,2202003),
 

按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液,
 

按

“2.3.1”色谱条件测定菊苣酸的质量分数,
 

结果显示3批样品中(每袋装10
 

g)菊苣酸平均质量分数为

1.32
 

mg/g,
 

RSD为0.44%.
 

按“2.5.3”项下方法制备供试品溶液,
 

按“2.5.1”色谱条件测定,
 

HPLC特

征图谱8个特征峰的相对保留时间RSD≤1.02%,
 

相对峰面积RSD≤3.55%,
 

结果符合规定.

3 结论与讨论

中药颗粒剂是在中药汤剂和糖浆等剂型的基础上发展起来的新剂型,
 

既保持了汤剂吸收快、
 

作用迅速

的特点,
 

又克服了汤剂使用时煎煮不便、
 

服用量大、
 

易霉变质等缺点,
 

较之注射剂等能较大程度地保留药

材有效成分,
 

制备工艺相对简单,
 

能适用于工业生产,
 

剂量小,
 

服用、
 

携带、
 

储藏、
 

运输均较方便[9-10],
 

故在

剂型选择时确定为颗粒剂.
六金颗粒在喷干粉储存过程中发现物料容易吸湿结块,

 

加入辅料可以明显改善吸湿结块问题[11].
 

本研究选择中药制粒工艺中常用的辅料可溶性淀粉、
 

淀粉、
 

麦芽糊精、
 

糊精和乳糖[12]进行了比较研究.
 

因本品喷干粉本身吸湿性较强,
 

因此加入乳糖后增加了其吸湿性,
 

黏筛网无法进行制粒.
 

可溶性淀粉和

淀粉具有良好的抗湿性,
 

但是在制粒过程产生的细粉过多,
 

使得颗粒成型率低.
 

麦芽糊精和糊精具有良

好的成型性,
 

但糊精的溶化性很差,
 

形成白色沉淀,
 

最终选择使用麦芽糊精降低了喷干粉的水分含量并

改善了其吸湿性.
六金颗粒处方中含有锦灯笼,

 

锦灯笼中主要化学成分为酸浆苦味素类,
 

使得颗粒口感偏苦,
 

影响了患

者的顺应性.
 

对三氯蔗糖、
 

甜菊糖苷和阿斯巴坦3种矫味剂进行了筛选,
 

除了口感上的比较之外,
 

还考虑

了安全性因素.
 

阿司帕坦不适用于苯丙酮酸尿患者[13];
 

三氯蔗糖会影响肠道微生物群的平衡,
 

促使炎症因

子的富集[14];
 

甜菊糖苷未见不良反应报道,
 

加之可以有效改善口感,
 

因此本品选择甜菊糖苷作为矫味剂.
制剂的活性成分能反应制剂的有效性,

 

对工艺路线选择、
 

成型工艺、
 

制剂稳定性有监控作用,
 

故处方

制剂中已明确有活性成分的首先选择活性成分进行质量标准研究,
 

同时选择指标时还应重视对制剂质量的

可控性,
 

对于含量低于制剂万分之一的成分已基本无质控意义[15-16].
 

六金颗粒处方有效成分复杂,
 

蒲公英

作为君药,
 

具有广泛的生物活性,
 

起到清热解毒功效.
 

根据“君臣佐使”与药效活性相结合的原则,
 

本研究

中含量测定指标化合物定为菊苣酸,
 

采用高效液相色谱法对制剂中的菊苣酸进行含量测定,
 

对流动相比例

反复优化,
 

最终确定了最优的流动相比例及洗脱梯度,
 

结果表明该方法易于操作,
 

重复性良好.
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中药指纹图谱技术是从中药整体化学物质基础角度出发,
 

对中药化学成分特征进行系统的、
 

整体的、
 

专属的表征的方法,
 

具有专属性强、
 

稳定性好、
 

重现性好的特点[17-18].
 

六金颗粒采用 HPLC法建立了特征

图谱,
 

通过特征峰的相对保留时间及色谱峰的数量来检测不同批次间制剂的差异,
 

可作为制订前端药材内

控标准的依据.
鉴于中药成分复杂、

 

基础研究薄弱、
 

生产过程复杂等特点,
 

质量标准研究难以从全成分检测和控制上

设置相应检测项目.
 

《中药新药质量标准研究技术指导原则(试行)》[19]提出根据药品的特点建立专属性、
 

针

对性的检查方法建立反映制剂特点的检查项目,
 

鼓励指纹图谱或特征图谱应用于中药这种复杂体系的含量

测定,
 

从而提高质量标准的整体可控性.
 

本研究目前仍采用较为传统的药品质量控制模式[20],
 

对蒲公英、
 

忍冬藤等6味药汤剂转化为颗粒剂,
 

进行了制备工艺研究和质量标准研究,
 

所建立的六金颗粒制备工艺稳

定合理可行,
 

建立的质量标准中薄层色谱鉴别、
 

含量测定和特征图谱方法科学、
 

合理,
 

能够多角度地有效

控制产品质量,
 

为后续产品生产及品质评价提供参考依据.
 

随着多学科互动协作,
 

新技术、
 

新方法,
 

如质

量双标法、
 

谱效关系法、
 

基于网络药理学及代谢组学的质量标志物法等多种模式和手段的应用[18,
 

21],
 

将为

中药制剂质量控制研究带来新的发展思路.
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