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　 　 ［摘要］ 　目的 　 用高效液相色谱（HPLC）法同时测定肝八味胶囊中 ４种成分的含量 。方法 　采用 HPLC 法 ，色谱柱为

C１８柱（２５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ，以乙腈为流动相 A ，以水为流动相 B ，梯度洗脱 ；检测波长为 ２４０ nm ；流速 １畅０ ml／min 。
结果 　丹酚酸 B对照品在 １５畅０２６ ～ １００畅１７ μg／ml范围内呈良好线性关系 ，平均加样回收率为 ９６畅６％ （n＝ ６） ，RSD ＝ １畅８％

（n＝ ６） ；芍药苷对照品在 １４畅３３５ ～ ９５畅５６４ μg／ml范围内呈良好线性关系 ，平均加样回收率为 ９７畅０％ （n＝ ６） ，RSD ＝ １畅７％ （n＝
６） ；虎杖苷对照品在 ８畅２３５ ～ ５４畅９０ μg／ml范围内呈良好线性关系 ，平均加样回收率为 ９７畅２％ （n＝ ６） ，RSD ＝ １畅８％ （n＝ ６） ；大

黄素对照品在 １畅５８２ ５ ～ １０畅５５ μg／ml 范围内呈良好线性关系 ，平均加样回收率为 ９８畅１％ （n ＝ ６） ，RSD ＝ １畅７％ （n ＝ ６） 。

结论 　此法简单准确 、重现性好 、专属性强 、阴性对照无干扰 ，适用于肝八味胶囊的质量控制 。
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Simultaneous determination of four ingredients in Gan Bawei capsule by HPLC唱
DAD
WU Lihong ，CHU Zhongying ，LIU Huijun （Shanghai Songjiang Institute for Food and Drug Control ，Shanghai ２０１６００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish an HPLC唱DAD method for simultaneous determination of four ingredients in Gan Ba唱
wei capsule ．Methods 　 HPLC method was adopted with C １８ column（２５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ，Acetonitrile as mobile phase A
and water as mobile phase B in gradient elution mode ． The detection wavelength was ２４０ nm and the flow rate was
１畅０ ml／min ．Results 　 Salvianolic acid B reference substance was excellently linear in the range of １５畅０２６ ～ １００畅１７ μg／ml ，the
average recovery was ９６畅６％ （n＝ ６）and RSD was １畅８％ （n＝ ６） ．Paeoniflorin reference substance was excellently linear in the
range of １４畅３３５ ～ ９５畅５６４ μg／ml ，the average recovery was ９７畅０％ （n＝ ６）and RSD was １畅７％ （n＝ ６） ．Polydatin reference sub唱
stance was excellently linear in the range of ８畅２３５唱５４畅９０ μg／ml ，the average recovery was ９７畅２％ （n＝ ６）and RSD was １畅８％
（n＝ ６） ．Emodin reference substance was excellently linear in the range of １畅５８２ ５唱１０畅５５ μg ／ml ，the average recovery was
９８畅１％ （n＝ ６）and RSD was １畅７％ （n＝ ６） ．Conclusion 　 The method was easy ，accurate ，reproducible ，specific and without in唱
terference in negative control ，which could be used for quality control of Gan Bawei capsule ．

［Key words］ 　 Gan Bawei capsule ；HPLC ；salvianolic acid B ；paeoniflorin ；polydatin ；emodin

　 　肝八味胶囊［１］是上海方心制药科技有限公司生

产 ，由丹参 、白芍 、虎杖 、穿山甲 、鳖甲 、三七 、鸡内金 、

发酵虫草菌丝粉等八味药材组成 ，其中丹参 、白芍 、

虎杖是主药 ，具有活血散结 、利湿解毒 、滋阴养肝之

功效 ，起重要治疗作用 。原制剂标准中只有对丹参

和虎杖的鉴别和胶囊剂项下规定的检查项目 ，为了

能更好地控制该制剂质量 ，笔者采用 HPLC 法对制
剂中丹参 、白芍 、虎杖等主药成分所含丹酚酸 B 、芍

药苷 、虎杖苷 、大黄素进行定量测定 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　 仪器 　 Agilent HP１１００ 高效液相色谱仪（安
捷伦科技中国有限公司 ，自动进样器 ，二极管阵列检

测器 ，四元泵） ；万分之一电子分析天平（梅特勒唱托

利集团 ，METTLER AG１３５） ；超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司） 。

1 ．2 　试药 　 肝八味胶囊（规格为０畅３ g ／粒 ，上海方

心制药科技有限公司 ，批号 ２０１２１２０１ 、２０１３０６０１ 、

２０１３０６０２） 。丹酚酸 B对照品（１１１５６２唱２０１２１２ ，含量

９５畅４％ ） 、芍药苷对照品 （１１０７３６唱２０１３３７ ，含量

９４畅９％ ） 、虎杖苷对照品 （１１１５７５唱２００３０１ ，含量

１００％ ） 、大黄素 （１１０７５６唱２００１１０ ，含量 １００％ ，） ，均

购自中国药品生物制品检定所 。乙腈为色谱纯（德
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国默克） ，水为超纯水 ，其余试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 色谱条件［２唱５］
　 色谱柱 ：Athena C１８ （２５０ mm

× ４畅６ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈为流动相 A ，水为流

动相 B ，线性梯度洗脱 ，０ ～ １０ min ，１０％ A ；１０ ～

３０ min ，１０％ ～ ３０％ A ；３０ ～ ３５ min ，３０％ ～ ８０％ A ；

３５ ～ ５０ min ，８０％ A ；５０ ～ ５５ min ，８０％ ～ １０％ A ；

５５ ～ ６５ min ，１０％ A ；检测波长 ：２４０ nm ，流速 ：

１畅０ ml／min ；进样量 ：１０ μl ，按丹酚酸 B计算理论板
数应不低于 ５ ０００ 。

2 ．2 　 溶液的制备［２唱５］
　 ①对照品溶液 ：分别称取丹

酚酸 B对照品约１０ mg 、芍药苷对照品约１０ mg 、虎
杖苷对照品约 ５ mg ，加甲醇定容到 ２００ ml 容量瓶
制成混合对照品溶液 ；称取大黄素对照品约１０ mg
稀释到 ５０ ml容量瓶中 ，再取稀释液 ５ ml加入到上
述混合对照溶液中 ，制成每 １ ml含丹酚酸 B ５０ μg 、

芍药苷 ５０ μg 、虎杖苷 ２５ μg 、大黄素 ５ μg 的混合对
照溶液 。 ② 供试品溶液 ：精密称取供试品０畅３ g ，置
具塞锥形瓶中 ，精密加甲醇 ５０ ml ，密塞 ，称定重量 ，

超声处理 ３０ min（功率 ２５０ W ，频率５０ kHz） ，放冷 ，

再称定重量 ，用甲醇补足减失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取

续滤液 ，即得 。 ③ 阴性对照溶液 ：按处方组成 ，制备

不含丹参 、白芍和虎杖的阴性模拟制剂 ，照上述供试

品溶液的制备方法制备 。

2 ．3 　系统适用性试验 　取供试品溶液 、对照品溶液

和阴性对照溶液 ，在上述色谱条件下进样 １０ μl ，记
录色谱图 ，结果见图 １ 。由色谱图知 ，按丹酚酸 B计
算理论板数不低于 ５ ０００ ，丹酚酸 B 的保留时间约
２１畅８ min ，芍药苷的保留时间约 ２２畅９ min ，虎杖苷的
保留时间约 ２６畅３ min ，大黄素的保留时间约

３９畅８ min ，阴性对照溶液在上述位置均无干扰峰 。

丹酚酸 B 、芍药苷 、虎杖苷 、大黄素与其他组分可做

到完全基线分离 。

图 1 　 HPLC色谱图
A ．对照品溶液 ；B ．阴性对照溶液 ；C ．供试品溶液 ；１ ．丹酚酸 B ；２ ．芍药苷 ；３ ．虎杖苷 ；４ ．大黄素

2 ．4 　线性范围的测定 　 样品测定是以外标法两点

法测定各成分的含量 。

2 ．4 ．1 　丹酚酸 B 　 取丹酚酸 B 对照品配制成浓度
为 ５０畅０８５ μg ／ml 的溶液 ，分别进样 ３ 、 ５ 、１０ 、１５ 、

２０ μl ，在上述色谱条件下测定峰面积 ，以浓度为横

坐标 ，峰面积为纵坐标 ，得回归方程 ：Y ＝ １０畅１９４ ４９

X － ７畅２４９ ８９ ，r ＝ ０畅９９９ ９４ ，表明丹酚酸 B 在
１５畅０２６ ～ １００畅１７ μg／ml范围内线性关系良好 。

2 ．4 ．2 　 芍药苷 　 取芍药苷对照品配制成浓度为

４７畅７８２ １５ μg／ml 的溶液 ，分别进样 ３ 、 ５ 、１０ 、１５ 、

２０ μl ，在上述色谱条件下测定峰面积 ，以浓度为横

坐标 ，峰面积为纵坐标 ，得回归方程 ：Y ＝ ７畅１２８ ９８

X ＋ ５０畅５５４ ７５ ，r ＝ ０ ．９９９ ９６ ，表明芍药苷在 １４畅３３５

～ ９５畅５６４ μg ／ml范围内线性关系良好 。

2 ．4 ．3 　 虎杖苷 　 取虎杖苷对照品配制成浓度为

２７畅４５ μg ／ml的溶液 ，分别进样 ３ 、５ 、１０ 、１５ 、２０ μl ，
在上述色谱条件下测定峰面积 ，以浓度为横坐标 ，峰

面积为纵坐标 ，得回归方程 ：Y ＝ ９畅０９９ ５８ X ＋

７１畅９３３ １８ ，r ＝ ０畅９９９ ８９ ，表明虎杖苷在 ８畅２３５ ～

５４畅９０ μg／ml范围内线性关系良好 。

2 ．4 ．4 　 大黄素 　 取大黄素对照品配制成浓度为

５畅２７５ μg／ml的溶液 ，分别进样 ３ 、５ 、１０ 、１５ 、２０ μl ，
在上述色谱条件下测定峰面积 ，以浓度为横坐标 ，峰

面积为纵坐标 ，测定回归方程 ：Y ＝ ３７畅００８ ２９ X ＋

５８畅１０８ ７１ ，r ＝ ０ ．９９９ ９０ ，表明大黄素在 １畅５８２ ５ ～

１０畅５５ μg／ml范围内线性关系良好 。

2 ．5 　 精密度试验 　 分别精密吸取 （批号为

２０１３０６０２）同一供试品溶液 ，连续重复进样 ６ 次 ，每

次进样 １０ μl ，测定丹酚酸 B 、芍药苷 、虎杖苷和大黄

素峰面积积分值 ，结果 RSD 丹酚酸 B 为 ０畅１５％

（n＝ ６） ；芍药苷为 ０畅１０％ （n＝ ６） ；虎杖苷为 ０畅１８％

（n＝ ６） ；大黄素为 ０畅１２％ （n＝ ６） 。

2 ．6 　 稳定性试验 　 分别精密吸取 （批号为

２０１３０６０２）同一供试品溶液 ，分别于 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、

２４ h ，精密吸取 １０ μl注入液相色谱仪 ，测定丹酚酸

B 、芍药苷 、虎杖苷和大黄素各成分含量 ，结果 RSD
丹酚酸 B 为 ０畅７８％ ；芍药苷为 ０畅８１％ ；虎杖苷为

０畅３６％ ；大黄素为 ０畅１５％ 。表明供试品溶液２４ h内
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稳定性良好 。

2 ．7 　重复性试验 　取同一批（批号为 ２０１３０６０２）供

试品 ，平行制备 ６份供试液 ，分别精密吸取 １０ μl ，注
入液相色谱仪 ，测定含量 ，丹酚酸 B RSD 为 １畅３５％

（n＝ ６） ；芍药苷 RSD为 １畅０２％ （n＝ ６） ；虎杖苷 RSD
为 １畅１５％ （n＝ ６） ；大黄素 RSD为 １畅００％ （n＝ ６） ，说

明方法重复性良好 。

2 ．8 　回收率试验 　采用加样回收法 ，精密称取已知

含量的样品（批号 ２０１３０６０２） ，精密加入混合对照品

溶液（含丹酚酸 B 对照品 ５０畅０８５ mg／ml 、芍药苷对
照品４７畅７８２ １５ mg／ml 、虎杖苷对照品 ２７畅４５ mg／ml
和大黄素对照品５畅２７５ mg／ml）各 １０ 、１５ 、２０ ml ，按
供试品溶液制备方法操作 ，制成加样供试品溶液 。

精密吸取上述加样供试品溶液 １０ μl ，注入液相色谱
仪 ，按上述方法测定加样供试品溶液中丹酚酸 B 、芍

药苷 、虎杖苷和大黄素的含量 ，计算回收率 ，结果见

表 １ 。

表 1 　加样回收率试验结果（n＝ ６）

成分
加入量
（m／μg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

丹酚酸 B ５００  ．８５ ９６ 耨．７ １ 创．６

７５１  ．２７ ９６ 耨．９ ９６ 葺．６ ２ 创．１

１ ００１  ．７ ９６ 耨．２ １ 创．８

芍药苷 ４７７  ．８２ ９６ 耨．７ １ 创．５

７１６  ．７３ ９７ 耨．１ ９７ 葺．０ １ 创．６

９５５  ．６４ ９７ 耨．１ １ 创．９

虎杖苷 ２７４  ．５０ ９７ 耨．２ １ 创．６

４１１  ．７５ ９７ 耨．６ ９７ 葺．２ １ 创．８

５４９  ．００ ９６ 耨．８ １ 创．９

大黄素 ５２  ．７５０ ９８ 耨．６ １ 创．５

７９  ．１２０ ９７ 耨．１ ９８ 葺．１ １ 创．８

１０５  ．５０ ９８ 耨．６ １ 创．７

2 ．9 　样品含量测定 　按“２ ．２”项下方法制备成供试

品溶液和对照品溶液 ，精密吸取供试品溶液及对照
品溶液各 １０ μl ，注入液相色谱仪 ，依法测定 ，以外标

法两点计算丹酚酸 B 、芍药苷 、虎杖苷和大黄素的含
量 ，即得 。结果见表 ２ 。

表 2 　样品含量测定结果（n＝ ３）

批号

丹酚酸 B
含量

（ρB ／μg · ml － １ ）
RSD
（％ ）

芍药苷

含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

RSD
（％ ）

虎杖苷

含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

RSD
（％ ）

大黄素

含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

RSD
（％ ）

２０１２１２０１ E３ y．６４０ １ ⅱ．６５ ４ 烫．４８５ １ 貂．１８ ２  ．７９３ １ H．５０ ０ P．４８６ ６ １ 洓．５１

２０１３０６０１ E３ y．２２１ １ ⅱ．６０ ６ 烫．０４９ １ 貂．１６ ３  ．９６４ １ H．５３ ０ P．５５６ ６ １ 洓．５０

２０１３０６０２ E４ y．４１８ １ ⅱ．５８ ６ 烫．２０１ １ 貂．１８ ４  ．１０７ １ H．６０ ０ P．５３３ ８ １ 洓．４７

3 　讨论

3 ．1 　检测波长的选择［２］
　 在一个系统中同时测定

４种成分含量找到它们共同的最大吸收波长尤为重

要 ，根据查阅资料 ，４ 种成分吸收波长均不同 ，丹酚

酸 B ２６９ nm ，芍药苷 ２３０ nm ，虎杖苷 ３０６ nm ，大黄

素 ２５４ nm ，分别在 ２３０ 、２４０ 、２５０ 、２７０ nm波长实验 ，

最后发现在 ２４０ nm 处各峰吸收均好 ，能完全分离 ，

理论板数也最高 ，故确定 ２４０ nm 作为本试验的检
测波长 。

3 ．2 　供试品提取方法的确定［２］
　在供试品提取中 ，

分别采取用 ５０％ 甲醇和纯甲醇超声 （１０ 、２０ 、３０ 、

６０ min） 、加热回流提取 （３０ 、６０ 、１２０ min）３ 种方法
进行试验 ，结果发现 ４ 种成分在纯甲醇中超声

３０ min提取效果最好 ，测得含量最高 ，故选用纯甲醇

超声３０ min作为本实验供试品提取方法 。

3 ．3 　 流动相比例确认 　通过查阅文献［２唱５］
，发现测

定这几种成分用等度流动相乙腈唱水比较多 ，但比例

都各不相同 ，后经反复摸索采用梯度洗脱乙腈唱水调

节流动相比例能够很好分离 ４种成分 ，杂峰干扰少 ，

理论板数达到 ５ ０００以上 。

3 ．4 　含量测定方法 　每批样品测得的丹酚酸 B 、芍
药苷 、虎杖苷和大黄素含量各不相同 ，可能是每批样
品所用原药材的含量不同所致 ，因此很有必要对这 ４

种成分的含量做相应的控制 。本方为复方制剂 ，药味
多 ，成分复杂 ，经多次试验 ，结果表明本方法的色谱条

件柱效最高 ，分离度大 ，精密度高 ，重复性好 ，无干扰 ，

且配制简单 ，能有效地控制该制剂的内在质量 。
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