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高效液相色谱法测定复方黄番口服液中芍药苷含量高效液相色谱法测定复方黄番口服液中芍药苷含量
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摘要摘要：：目的 建立测定复方黄番口服液中芍药苷含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18柱（150 mm × 4. 6 mm，

5 μm），流动相为甲醇 - 0. 1% 磷酸溶液（26∶74，V / V），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 230 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。
结果 芍药苷的质量浓度在 15. 35～168. 85 μg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r = 0. 999 6，n = 6）；精密度、稳定性、重复性试验

结果的 RSD 均小于 1. 0%（n = 6）；平均回收率为 95. 03%，RSD 为 0. 78%（n = 9）。结论 该方法结果准确、稳定性和重复性均良好，可

用于复方黄香口服液中芍药苷的含量测定。
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Content Determination of Paeoniflorin in Compound Huangfan Oral Liquid by HPLC
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） method for the content determination of
paeoniflorinof in Compound Huangfan Oral Liquid. Methods The chromatography column was Agilent Eclipse Plus C18 column
（150 mm × 4 6 mm，5 μm），the mobile phase was methanol - 0. 1% phosphoric acid solution（26∶74，V / V），the flow rate was
1. 0 mL / min，the detection wavelength was 230 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL.
Results The linear range of paeoniflorin was 15. 35 - 168. 85 μg / mL（r = 0. 999 6，n = 6）. The RSDs of precision，stability，
and repeatability test results were all lower than 1. 0%（n = 6）. The average recovery of paeoniflorin was 95. 03% with an RSD of
0. 78% （n = 9）. Conclusion The method is accurate，stable，and has good repeatability，which can be used for the content
determination of paeoniflorin in Compound Huangfan Oral Liquid.
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复方黄番口服液由白芍、白术、当归、地黄、肉苁蓉、

枳壳、苦杏仁、火麻仁、大黄、番泻叶组方，用于治疗老年

性便秘、习惯性便秘、术后和产后便秘等，疗效确切，且

无毒副作用［1］。目前，复方黄番口服液的质量标准中仅测

定阿魏酸的含量，检测成分单一，无法全面控制药品质

量。白芍为方中君药，是常用补血类药物，具有敛阴养

血、柔肝止痛等功效，主要含有单萜和苷类化合物，包括

芍药苷、白芍新苷、苯甲酰羟基白芍苷等［2 - 5］。为更好地

控制药品质量，本研究中建立了测定制剂中指标性成分

芍药苷含量的高效液相色谱（HPLC）法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1200型高效液相色谱仪（安捷伦科技有

限公司）；AB135 - S型电子天平（梅特勒 - 托利多仪

器 < 上海 > 有限公司，精度为十万分之一）；GT -
2013QTS型固特智能双频双功率超声波清洗机（广东固

特超声股份有限公司，功率为 210 W，频率为 60 kHz）；

HH - 824S型恒温水浴锅（上海君竺仪器制造公司）；

R - 3型旋转蒸发仪（瑞士Bucher公司）。

1. 2 试药

大黄（四川禾木源药业有限公司，批号为20110105）；

苦杏仁（四川一爻良方健康药业有限公司，批号为

210802）；当归（批号为 201204），白芍（批号为 211201），

均购自森科药业（成都）有限公司；肉苁蓉（四川光然中

药材饮片有限公司，批号为 201205）；白术（四川利民中

药饮片有限责任公司，批号为 211202）；地黄（成都欣福

源中药饮片有限公司，批号为G596220101）；炒火麻仁

（四川国强中药饮片有限公司，批号为 21110105）；麸炒

枳 壳（四 川 千 方 中 药 股 份 有 限 公 司 ，批 号 为

202201031）；番泻叶（安徽广和中药有限公司，批号为

211026）；芍药苷对照品（成都麦德生科技有限公司，批

号为RP210609，纯度为 99. 28%）；甲醇（色谱纯，成都市

科隆化学品有限公司，批号为 2022010601）；磷酸（分析

纯，成都市科龙化工试剂厂，批号为 2019022302）；复方

黄番口服液（医院制剂，批号分别为 220315，220511，

220515，220525）。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent Eclipse Plus C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 μm）；流动相：甲醇 - 0. 1%磷酸溶液（26∶74，V / V）；

流速：1. 0 mL / min；检测波长：230 nm；柱温：30 ℃；进样

量：10 μL。
2. 2 溶液制备

取样品，离心，精密量取上清液2 mL，置25 mL容量

瓶中，加甲醇 15 mL，摇匀，超声处理 3 min，放冷，用甲

醇定容，摇匀，过滤，取续滤液，即得供试品溶液。取芍

药苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成每 1 mL含

1. 535 mg的对照品贮备液，精密量取 1 mL，置 10 mL容
量瓶中，用甲醇定容，即得对照品溶液。按处方工艺称

取除白芍外的其余药材，制备缺白芍的阴性样品，按供

试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：精密量取 2. 2项下对照品溶液、供试

品溶液及阴性对照品溶液各 10 μL，按 2. 1项下色谱条

件进样测定。结果供试品溶液色谱中，在与对照品溶液

色谱相同保留时间处有色谱峰出现，且阴性对照无干

扰，芍药苷峰的理论板数超过 3 000，表明方法专属性良

好。色谱图见图1。
线性关系考察：精密量取 2. 2项下对照品贮备液

0. 1，0. 3，0. 5，0. 7，0. 9，1. 1 mL，分别置 10 mL容量瓶

中，用甲醇定容，摇匀，分别精密量取 10 μL，按 2. 1项下

色谱条件进样测定，以进样质量浓度（X，μg / mL）为横

坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程

Y = 12. 342 4 X + 75. 382 4（r = 0. 999 6，n = 6）。结果表

明，芍药苷的质量浓度在 15. 35～168. 85 μg / mL范围

内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密量取 2. 2项下对照品溶液 10 μL，
按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果芍药苷峰面积的 RSD为 0. 68%（n = 6），表明仪器

精密度良好。

1. 芍药苷

A. 对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 阴性对照品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Paeoniflorin
A. Reference solution B Test solution C Negative reference solution

Fig. 1 HPLC chromatograms
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重复性试验：取样品（批号为 220315）适量，按 2. 2
项下方法平行制备供试品溶液 6份，按 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果芍药苷峰面积的RSD为

0. 98%（n = 6），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取重复性试验项下供试品溶液，分别

于 0，2，4，6，8，10，12，24 h时按 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，并计算含量。结果芍药苷含量的RSD为

0. 62%（n = 6），表明供试品溶液放置24 h内稳定性良好。

加样回收试验：取样品（批号为 220315，芍药苷质

量浓度为1. 435 7 mg / mL），离心，精密量取上清液1 mL，
共 9份，分别按 50%，100%，150%加入 2. 2项下对照品

贮备液，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下

色谱条件进样测定，计算回收率。结果见表1。
表1 芍药苷加样回收试验结果（n = 9）

Tab. 1 Results of the recovery test of paeoniflorin（n = 9）

样品含量（mg）
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7
1. 435 7

加入量（mg）
0. 767 5
0. 767 5
0. 767 5
1. 535 0
1. 535 0
1. 535 0
2. 302 5
2. 302 5
2. 302 5

测得量（mg）
2. 150 4
2. 167 5
2. 164 3
2. 896 4
2. 902 4
2. 899 6
3. 626 8
3. 624 9
3. 635 5

回收率（%）

93. 12
95. 35
94. 93
95. 16
95. 55
95. 37
95. 16
95. 08
95. 54

X（%）

95. 03

RSD（%）

0. 78

2. 4 样品含量测定

取样品（批号分别为220315，220511，220515，220525），

按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件

进样测定记录峰面积，以外标法计算含量。结果样品中

芍药苷含量分别为 1. 41，1. 43，1. 47，1. 58 mg / mL，平
均含量为 1. 47 mg / mL。综合考察，大规模生产时中药

材受产地、采收时间、炮制工艺、贮存条件、贮存时间的

影响，拟订复方黄番口服液中芍药苷含量为1. 0 mg / mL。
根据 2020年版《中国药典（一部）》白芍药材项下的规

定，饮片中芍药苷含量不得少于 1. 6%，得本品芍药苷

理论含量为 2. 4 mg / mL。按拟订限度与理论含量［6］计
算，芍药苷转移率为 41. 67%。故最终暂订样品中芍药

苷含量不得少于1. 0 mg / mL。
3 讨论

3. 1 指标性成分选择

芍药苷为白芍的主要有效成分，是一种蒎烷单萜

苦味苷，易溶于水，通过水煎方式可有效提取，且在酸

性和中性条件下相对较稳定，受光照的影响较小［7］，可
作为质量控制的指标性成分。

3. 2 色谱条件选择

参考 2020年版《中国药典（一部）》收载的白芍药材

项下含量测定方法［8］，并结合文献［9 - 11］，选择芍药

苷的最大吸收波长 230 nm作为含量测定的吸收波长。

芍药苷易溶于甲醇［12 - 13］，以甲醇为溶剂。在流动相的

选择上，参考文献［14 - 15］进一步优化，将流动相中的

乙腈改为甲醇，将流动相中的水相改为 0. 1%磷酸溶

液，结果芍药苷峰形对称，基线平稳，可准确定量检测。

为考察芍药苷与其他组分的分离效果，进一步筛选不同

洗脱比例，确定比例为甲醇 - 0. 1%磷酸溶液（26∶74，
V / V）时，芍药苷保留时间适宜，且阴性对照无干扰，故

流动相选择甲醇 - 0. 1%磷酸溶液（26∶74，V / V）。

3. 3 方法评价

本研究中建立的方法结果准确、稳定性和重复性

均良好，可用于复方黄番口服液中芍药苷的含量测定。

本研究中减少了乙腈的用量，减轻了对人和环境的危

害，节约了成本。
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