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HPLC法测定血府逐瘀颗粒中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸的含量
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摘要 　目的 :建立 HPLC法同时测定血府逐瘀颗粒中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸的含量。方法 :采用 Sepax C18 (416 mm

×250 mm, 5μm)色谱柱 ;以 011%磷酸水溶液 (A ) - 70%乙腈 (B)为流动相进行梯度洗脱 (0～30 m in, 24% B→40% B; 30～

50 m in, 40% B→100% B; 51～60 m in, 24% B ) ,流速 110 mL·m in - 1 ;检测波长 : 0～12 m in时 230 nm (芍药苷 ) , 1211～1515

m in时 320 nm (阿魏酸 ) , 1516～30 m in时 283 nm (柚皮苷 ) , 3011～60 m in时 250 nm (甘草酸 ) ;柱温 40 ℃。结果 :芍药苷、阿魏

酸、柚皮苷及甘草酸的线性范围分别为 0105～0165, 0101～0113, 0105～0165, 0102～0128μg( r≥019990) ;平均回收率 ( n = 6)

分别为 10119% ( RSD = 210% ) , 10413% (RSD = 214% ) , 10414% ( RSD = 118% ) , 10219% (RSD = 211% )。结论 :所建立的

HPLC法可同时测定血府逐瘀颗粒中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸的含量。
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Abstract　O bjective: To develop an HPLC method for determ ination of paeoniflorin, ferulaic acid, naringin and

glycyrrhizic acid in Xuefu Zhuyu granules. M ethods: The analysis was carried out on an Sepax C18 (250 mm ×416

mm , 5μm) column; The mobile phase was composed of 011% phosphoric acid aqueous(A) and 70% acetonitrile

(B) with gradient elution (0 - 30 m in, 24% B→40% B; 30 - 50 m in, 40% B→100% B; 51 - 60 m in, 24% B )

and the flow rate was 110 mL·m in - 1 ; The detection wavelengthswere set at 230 nm for paeoniflorin (0 - 12 m in) ,

320 nm for ferulaic acid (1211 - 1515 m in) and 283 nm for naringin (1516 - 30 m in) and 250 nm for glycyrrhizic

acid (3011 - 60 m in) ; The column temperature was 40 ℃. Results: The linear ranges of paeoniflorin, ferulaic acid,

naringin and glycyrrhizic acid were 0105 - 0165 μg, 0101 - 0113 μg, 0105 - 0165 μg, 0102 - 0128 μg ( r≥

019990, respectively) ; The average recoveries were 10119% , 10413% , 10414% and 10219% (RSD < 215% , n =

6, respectively). Conclution: This method is simp le and can be used to determ ine the above 4 components with sat2
isfactory accuracy and repeatability.
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　　血府逐瘀颗粒是根据清代名医王清任所创的经

典名方血府逐瘀汤生产的中药制剂 ,由赤芍、当归、

川芎、枳壳、甘草、牛膝、桔梗、桃仁、柴胡、红花、地黄

共 11味中药组成 ,具有活血化瘀、行气止痛的功效 ,

用于淤血内阻、头痛或胸痛、内热瞀闷、失眠多梦、心

悸怔忡、急躁善怒 [ 1 ]。其中赤芍清热凉血、散瘀止

痛 ,当归补血活血、调经止痛、润肠通便 ,川芎活血行

气、祛风止痛 ,枳壳理气宽中、行滞消胀 ,甘草补脾益

气、清热解毒、祛痰止咳、缓急止痛、调和诸药。因此

建立 HPLC法同时测定赤芍、当归、川芎、枳壳和甘

草中的主要有效成分芍药苷、阿魏酸、柚皮苷、甘草

酸的含量 ,对控制和提高血府逐瘀颗粒的质量有重
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要的意义。

文献报道中对芍药苷、阿魏酸、柚皮苷、甘草酸

进行单一成分 [ 2 ]或 2种成分 [ 3 ]进行 HPLC含量测定

的方法较多 ,但未见同时对 4种成分进行 HPLC含

量测定的方法。本文建立 HPLC法同时测定上述 4

种成分的含量 ,方法简单、快速、准确。

1　仪器与试药

Agilent 1200高效液相色谱仪 ,配有在线脱气

机、四元泵、VWD检测器、自动进样器、ChemStations

色谱工作站。SIBATA超声波清洗器。

乙腈为色谱纯 ,天津市康科德科技有限公司 ;水

为去离子水 ;磷酸为分析纯 ,天津市康科德科技有限

公司。对照品芍药苷 (批号 110736 - 200731)、阿魏

酸 (批号 110773 - 200611)、柚皮苷 (批号 110722 -

200610)、甘草酸铵 (批号 110731 - 200614)均购自

中国药品生物制品检定所。血府逐瘀颗粒样品为内

蒙古伊泰药业有限责任公司圣龙分公司生产 ;规格 :

每袋 5 g;批号 : 071101, 071103, 071104。

2　溶液制备

211　对照品溶液 　取对照品芍药苷、阿魏酸、柚皮

苷及甘草酸铵适量 ,精密称定 ,加 70%甲醇制成每

1 mL均为 30μg的混合溶液 ,即得。

212　供试品溶液 　取本品适量 ,研细 ,取 015 g,精

密称定 ,精密加入 70%甲醇 25 mL,称定重量 ,超声

处理 (功率 500 W ,频率 40 kHz) 60 m in,放冷 ,再称

定重量 ,用 70%甲醇补足减失的重量 ,摇匀 ,滤过 ,

取续滤液 ,即得。

213　阴性样品溶液 　按处方制备分别不含赤芍、当

归、川芎、枳壳、甘草的阴性样品及不含上述 4味中

药的阴性样品 ,按“212”项下方法操作 ,即得。

3　色谱条件

采用 Sepax C18 (416 mm ×250 mm, 5μm )色谱

柱 ;以 011%磷酸水溶液 (A) - 70%乙腈 (B )为流动

相进行梯度洗脱 (0～30 m in, 24% B→40% B; 30～

50 m in, 40% B→100% B; 51～60 m in, 24% B ) ,流

速 110 mL·m in
- 1

;检测波长 : 0～12 m in时 230 nm

(芍药苷 ) , 1211～1515 m in时 320 nm (阿魏酸 ) ,

1516～30 m in时 283 nm (柚皮苷 ) , 3011～60 m in时

250 nm (甘草酸 ) ;柱温 40 ℃;进样量 5μL。在此色

谱条件下 ,精密吸取对照品溶液、供试品溶液及阴性

样品溶液进样 ,结果芍药苷、阿魏酸、柚皮苷和甘草

酸的保留时间分别为 914, 1415, 1715, 4314 m in;分

离度均大于 115;理论板数按芍药苷峰计算应不低

于 5000。结果表明样品中其他成分对芍药苷、阿魏

酸、柚皮苷和甘草酸的测定无干扰。见图 1。

图 1　对照品 (A)、样品 (B)、缺赤芍阴性样品 (C)、缺当归和川芎阴

性样品 (D)、缺枳壳阴性样品 ( E)、缺甘草阴性样品 ( F)及阴性样品

(缺赤芍、当归、川芎、枳壳及甘草 ) ( G)色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram s of reference substances (A ) , samp le (B ) ,

and negative samp les without Radix Paeoniae Rubra ( C) , Radix Angelica

Sinensis and Rhizome Chuanxiong(D) , Fructus Aurantii ( E) , Radix Gly2
cyrrhizae ( F) , and Radix Paeoniae Rubra, RadixAngelica Sinensis, Rhizo2
me Chuanxiong, Fructus Aurantii and Radix Glycyrrhizae ( G)

11芍药苷 (paeoniflorin) 　21阿魏酸 ( ferulaic acid) 　31柚皮苷 ( nar2
ingin) 　41甘草酸 ( glycyrrhizic acid)
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4　方法学考察

411　线性关系的考察 　精密称取对照品芍药苷、阿

魏酸、柚皮苷和甘草酸铵适量 ,用 70%甲醇分别制

成各自浓度为 010650, 010275, 011351, 010576 mg·

mL
- 1的单一成分对照品溶液 ,分别均精密吸取上述

溶液 1, 2, 4, 8, 12 mL,一一对应分别置 25 mL量瓶

中 ,用 70%甲醇稀释至刻度 ,摇匀 ,即得系列浓度混

合对照品溶液 ,分别精密吸取 10μL进样 ,按上述色

谱条件测定峰面积 ,以对照品进样量 (μg)对峰面积

值进行线性回归 ,求得回归方程。芍药苷、阿魏酸、

柚皮苷和甘草酸回归方程分别为 :

Y = - 4165 + 1115 ×103
X　r = 019992

Y = - 3181 + 5146 ×10
3
X　r = 019999

Y = 0150 + 1164 ×103
X　r = 019999

Y = - 0119 + 0170 ×10
3
X　r = 019999

结果表明芍药苷进样量在 0105～0165μg,阿魏酸

进样量在 0101～0113μg,柚皮苷进样量在 0105～

0165μg,甘草酸进样量在 0102～0128μg范围内与

峰面积具有良好的线性关系。

412　精密度试验 　取供试品溶液连续进样 6次 ,记

录峰面积 ,计算芍药苷、阿魏酸、柚皮苷和甘草酸峰

面积的 RSD ( n = 6)分别为 0121% , 0125% , 0114% ,

0132%。

413　重复性试验 　取同一批号 (071104)样品适量 ,

共 6份 ,研细 ,取 015 g,精密称定 ,按照“212”项下方

法制备供试品溶液 ,在上述色谱条件下分别进样测

定。结果样品中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷和甘草酸平

均含量 ( n = 6)分别为 4118, 0123, 3155, 1143 mg·

g- 1 ; RSD分别为 0174% , 115% , 0185% , 0176%。

414　稳定性试验 　取同一供试品溶液分别在 0, 2,

4, 8, 12, 18, 24 h进样测定 ,结果芍药苷、阿魏酸、柚

皮苷和甘草酸峰面积的 RSD ( n = 7)分别为 0142% ,

112% , 0166% , 0133%。表明供试品溶液中芍药苷、

阿魏酸、柚皮苷和甘草酸在 24 h内均稳定。

415　加样回收率试验 　取同一批号 ( 071104)样品

适量 ,研细 ,取 0125 g,共 6份 ,精密称定 ,分别精密

加入混合对照品溶液 25 mL (含芍药苷 43132μg·

mL
- 1、阿魏酸 21202μg·mL

- 1、柚皮苷 34159μg·

mL
- 1及甘草酸 13182μg·mL

- 1 ) ,按照“212”项下

方法制备所需溶液 ,在上述色谱条件下测定 ,计算回

收率。结果芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸平均回

收率 ( n = 6 )分别为 10119% , 10413% , 10414% ,

10219% ; RSD分别为 210% , 214% , 118% , 211%。

5　样品的测定

取 3个批号的样品 ,按照“212”项下方法制备

供试品溶液 ,在上述色谱条件下测定 ,记录峰面积 ,

按外标法计算含量。结果见表 1。
表 1　不同批号血府逐瘀颗粒样品中芍药苷、
阿魏酸、柚皮苷及甘草酸的含量 ( m g·g - 1 )

Tab 1　Con ten ts of paeon iflor in, ferula ic ac id, nar ing in

and glycyrrh iz ic ac id in Xuefu Zhuyu granules

批号

(Lot No. )

芍药苷

(paeoniflorin)

阿魏酸

( ferulaic acid)

柚皮苷

( naringin)

甘草酸

( glycyrrhizic acid)

071101 4121 0124 3140 0197

071103 4124 0124 3142 0198

071104 4118 0123 3155 1143

6　讨论

611　供试品溶液制备方法的考察 　①比较萃取、大

孔树脂纯化等处理方法 ,结果采用 70%甲醇超声提

取 ,简化提取步骤 ,减少试验误差 ; ②分别考察甲醇、

50%甲醇、70%甲醇 3种溶剂超声提取及加热回流

提取的效果 ,结果采用 70%甲醇超声提取 60 m in即

可 ; ③对不同体积的 70%甲醇加入量进行比较 ,结

果使用 25 mL溶剂即可。

612　流动相的选择 　因为测定多个成分的含量 ,采

用梯度洗脱 ,节省了分析时间。在流动相选择中 ,采

用不同比例的乙腈 - 水、乙腈 - 磷酸溶液、甲醇 -

水、甲醇 -磷酸溶液系统 ,经过试验 ,比较分离效果

和基线平稳情况 ,确定以 011%磷酸水溶液 - 70%

乙腈为流动相。在本试验采用的梯度洗脱系统下 ,

样品色谱中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸 4个成

分的峰形好 ,出峰时间较快 ,与杂质峰的分离度均大

于 115。

613　检测波长的确定 　本试验采 VWD紫外检测

器 ,在 230 nm检测芍药苷 ,在 320 nm检测阿魏酸 ,在

283 nm检测柚皮苷 ,在 250 nm检测甘草酸 ,检测波长

设定为各成分的最大吸收处 ,使上述 4种成分均有最

大的相应 ,便于对各组分的含量进行准确测定。

614　小结 　本文采用 HPLC法同时测定血府逐瘀

颗粒中芍药苷、阿魏酸、柚皮苷及甘草酸的含量 ,可

基本全面反映制剂质量 ,方法简单 ,结果准确可靠 ,

可用于血府逐瘀颗粒的质量控制。
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