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大于 0.05，表明采用QAMS计算出的含量和外标法

所测得的含量差异无统计学意义，提示本研究建立

的校正因子可靠，能够实现在槲皮素和山柰酚⁃3⁃O⁃
芸香糖苷对照品缺乏的情况下，通过芦丁与槲皮素

和山柰酚⁃3⁃O⁃芸香糖苷之间相对保留时间进行色

谱峰定性，利用芦丁和校正因子计算槲皮素和山柰

酚⁃3⁃O⁃芸香糖苷的含量。由于《中华人民共和国药

典》2015年版一部“槐花”药材含量测定项下只测定

芦丁的含量，本次试验所用槐花药材样本来源较

广，可以认为此次采集的样本基本上可以反映全国

主产地槐花药材的原始质量状态。因此本试验研

究建立的QAMS含量测定方法可以作为槐花药材国

家标准修订的重要参考依据。
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摘要：目的 建立一种利用高效液相色谱法同时检测女金胶囊、调经丸、舒尔经颗粒、活血止痛膏四种中成药中橙皮苷和丹皮

酚含量的方法。方法 以女金胶囊为例，取供试品10粒，内容物混匀，精密称取0.2 g，置50 mL量瓶中，超声提取，甲醇定容；

采用Agilent ZORBAX SB⁃C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）色谱柱进行分离，0.2%磷酸溶液与甲醇梯度洗脱，柱温30 ℃，紫外检测

器定量检测。结果 橙皮苷和丹皮酚在质量浓度为0.2~20.0 μg/mL范围内线性关系良好；相关系数R2＞0.995；检测限：橙皮

苷为 0.05 μg/mL、丹皮酚为 0.08 μg/mL；橙皮苷和丹皮酚 3 个浓度点（0.2、1.0 和 10 μg/mL）回收率分别在 92.6%~100.9%、

90.6%~98.2%之间；方法重复性（n＝6）在5.0%以内。结论 该方法具有前处理简单、检出限低、准确度高等优点，可用于女金

胶囊等四种中成药中橙皮苷和丹皮酚的含量的测定。

关键词：色谱法，高压液相； 二极管阵列检测器； 中成药； 橙皮苷； 丹皮酚； 女金胶囊； 调经丸； 舒尔经颗粒；活

血止痛膏
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Simultaneous determination of Hesperidin and Paeonol
in Nujin capsule and other four Chinese patent medicines

by high performance liquid chromatography
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Abstract：Objective To establish a method for simultaneous determination of Hesperidin and Paeonol in Nujin capsule，Tiaojing
pill，Shuerjing granule and Huoxue Zhitong ointment by high performance liquid chromatography.Methods Taking Nujin capsule
as an example，10 test samples were taken，the contents were mixed，0.2 g was precisely weighed and placed in a 50 mL measuring
bottle，extract by ultrasound，and fix the volume with methanol；agilent ZORBAX SB⁃C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）column was se⁃
lected for separation，and the gradient was eluted with 0.2% phosphoric acid solution and methanol.Column temperature was main⁃
tained at 30 ℃，UV⁃detector was selected for quantitative detection.Results Hesperidin and Paeonol showed good linear relation⁃
ship in the range 0.3⁃20.0 μg/mL（R2＞0.995）.Detection limit of Hesperidin and Paeonol was 0.05 μg/mL and 0.08 μg/mL，respec⁃
tively.The recovery rates of Hesperidin and Paeonol at three concentration points（0.2，1.0，10 μg/mL）were 92.6%⁃100.9% and
90.6%⁃98.2% respectively；the method repeatability of Hesperidin and Paeonol was both within 5.0%（n＝6）.Conclusion The
method has the advantages of simple pretreatment，low detection limit and high accuracy. It can be used for the determination of
Hesperidin and Paeonol in four Chinese patent medicines such as female gold capsules.
Key words：Chromatography，high pressure liquid； Diode array detector； Chinese patent drugs； Hesperidin； Paeonol；Nujin

capsule； Tiaojing pill； Shuerjing granule； Huoxue Zhitong ointment

女金胶囊、调经丸、舒尔经颗粒、活血止痛膏等

中药成方制剂，具有祛寒止痛、活血通络、理气止痛

等功效。这几种中成药中均含有陈皮和牡丹皮成

分，陈皮为芸香科植物，其性温、味苦等，具有理气

健脾、燥湿化痰等功效，橙皮苷为中药陈皮药材中

的有效成分［1⁃3］；牡丹皮具有清热凉血、活血散瘀的

功效，具有保肝护肾、镇静、抗炎、解热镇痛等多重

药理作用，丹皮酚为中药材牡丹皮中的有效成

分［4⁃6］。由于这几种中成药使用范围较广，所含药味

繁多，一直难以建立橙皮苷和丹皮酚含量测定的方

法［7⁃16］。为更好的控制产品的质量，保障人民群众

的用药安全与有效，本研究于2017年6—10月建立

一种利用高效液相色谱仪，以橙皮苷和丹皮酚为检

测指标，定量测定上述中成药中橙皮苷和丹皮酚的

含量的方法。

1 仪器与试剂

1.1 仪器 高效液相色谱仪：安捷伦1200主机（安

捷伦科技有限公司）；检测器：G4212A多波长检测

器（美国 agilent）；色谱柱：Agilent ZORBAX SB⁃C18液

相色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）（安捷伦科技有限

公司）；电子天平：梅特勒XS205DU（梅特勒科技有

限公司）；数控超声波清洗机：SK3300LH型（广州沪

瑞明仪器有限公司）；涡旋混合器：T25，3 000~18

000 r / min（广州 IKA 公司）；高速冷冻离心机：

H2100R型（湘仪离心机公司）；纯水仪：Milli⁃Q（密理

博科技有限公司）。

1.2 材料 标准物质：橙皮苷（含量 96.1%，批号

110721—201617，中国食品药品检定研究院）；丹皮

酚（含量 99.9%，批号 110708—201407，中国食品药

品检定研究院）。

1.3 试剂 甲醇：色谱纯（德国默克公司）；磷酸：分

析纯（国药集团上海化学试剂有限公司）；纯化水：

自制。

1.4 色谱参数 Agilent ZORBAX SB⁃C18液相色谱

柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）；流速 1.0 mL/min；柱温

30 ℃；进样量20 µL；流动相A：甲醇；流动相B：0.2%
磷酸溶液；检测波长：279 nm；扫描波长：190~400
nm。梯度洗脱设置见表1。

表1 梯度洗脱设置

流动相组分

A
B

流动相比例/%
0 min
10
90

4 min
10
90

16 min
80
20

20 min
10
90

24 min
10
90

1.5 溶液制备 对照品混合储备溶液：取橙皮苷

和丹皮酚对照品各约 25 mg，精密称定，置于同一
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个 25 mL 量瓶中，加甲醇约 15 mL 溶解，用甲醇定

容至刻度，摇匀（橙皮苷和丹皮酚质量浓度均为：

1.0 μg/mL）。标准曲线溶液：取对照品混合储备溶

液适量，制成浓度分别为0.2、0.4、1.0、5.0、10.0、20.0
μg/mL的标准溶液，用甲醇定容至刻度，摇匀。

供试品溶液：取中成药（以女金胶囊为例），取

供试品10粒，分别精密称定重量，倾出内容物，计算

装量差异；取装量差异项下内容物，研钵研成细粉，

取约0.2 g，精密称定，置50 mL量瓶中，加甲醇约30
mL，超声提取约20 min；放置至室温，加甲醇定容至

刻度，摇匀；取上述溶液，0.45 µm滤膜过滤，弃去初

滤液，取续滤液作为供试品溶液。

2 结果

2.1 检测波长的选择 取橙皮苷对照品一定量，

配制含有橙皮苷质量浓度为 5.0 μg/mL 的标准溶

液，同法配制丹皮酚 5.0 μg/mL的标准溶液。取上

述标准溶液，在波长 190~400 nm 范围内进行紫外

扫描，橙皮苷在（274 ± 2）nm范围内有最大吸收；丹

皮酚在（284 ± 2）nm范围内有最大吸收。为提高橙

皮苷和丹皮酚检测灵敏度，故选择 279 nm作为色

谱检测波长。

2.2 流动相的选择 试验分别选择0.2%磷酸溶液

与甲醇体系和 0.2%磷酸溶液与乙腈体系对橙皮苷

和丹皮酚进行洗脱。试验证明，选择乙腈体系时，

橙皮苷出峰速度较快，出峰时间在4.21 min，但基质

干扰较严重，定量结果不准确；选择甲醇体系时，橙

皮苷和丹皮酚能够较好的分离，且甲醇相对于乙腈

对试验人员及环境的影响更小，故试验选择0.2%磷

酸溶液与甲醇体系作为流动相，典型谱图见图1。
2.3 线性关系考察 取对照品混合储备溶液适量，

制成浓度分别为 0.2、0.4、1.0、5.0、10.0、20.0 μg/mL
的标准溶液，用甲醇定容至刻度，摇匀；取上述溶液

分别进样分析，以各对照品溶液的浓度（X）与其对
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注：a为橙皮苷；b为丹皮酚

图1 以0.2%磷酸溶液与甲醇体系作为流动相测定橙皮苷

和丹皮酚含量的高效液相典型谱图

应的峰面积（Y）做线性拟合曲线，结果橙皮苷和丹

皮酚在 0.2~20.0 μg/mL 浓度范围内均呈良好的线

性关系；取对照品溶液，逐级稀释至各对照品色谱

峰峰高分别达到 3倍信噪比，计算检出限。结果见

表2。
表2 曲线方程、相关系数及检出限

组分名称

橙皮苷

丹皮酚

曲线方程

y＝3.523x-1.042
y＝1.115x＋0.846

相关系数

R2值

0.999 5
0.999 6

线性范围/
（µg/mL）
0.2~20.0
0.2~20.0

检出限/
（µg/mL）

0.05
0.08

2.4 回收率试验 取已知含量的供试品样品，精密

称取约 0.2 g，分别加入适量的对照品混合储备溶

液，配制低、中、高3个质量浓度的供试品溶液，每个

质量浓度制备 3份，按 1.4设置仪器参数，待仪器稳

定后，进样分析。结果表明，橙皮苷回收率在

92.6%~100.9%之间；丹皮酚回收率在90.6%~98.2%
之间。结果见表3。
2.5 精密度考察 取供试品样品，按 1.5供试品溶

液配制方法进行样品前处理，得到供试品溶液。按

1.4设置仪器参数，待仪器稳定后，进样分析。同一

样品连续进样6次，结果表明，橙皮苷测定结果精密

度的相对标准偏差为 0.92%；丹皮酚测定结果精密

度的相对标准偏差为1.11%。

表3 回收率试验结果

加标点

低浓度/%

中浓度/%

高浓度/%

取样量/g

0.213 4
0.203 7
0.201 6
0.204 6
0.210 4
0.198 7
0.200 7
0.206 8
0.199 9

含量/%
橙皮苷

0.46

丹皮酚

0.25

加入量/
（μg/mL）

0.2

1.0

10.0

扣本底结果/（μg/mL）
橙皮苷

0.189 2
0.185 2
0.190 8
0.957 2
0.973 1
0.961 2
9.721 1
9.952 5

10.090 6

丹皮酚

0.181 2
0.185 4
0.193 6
0.953 2
0.949 3
0.977 8
9.293 1
9.821 8
9.779 5

橙皮苷回

收率/%
94.6
92.6
95.4
95.7
97.3
96.1
97.2
99.5

100.9

相对标准

偏差/%

1.53

0.87

1.88

丹皮酚回

收率/%
90.6
92.7
96.8
95.3
94.9
97.8
92.9
97.8
98.2

相对标准

偏差/%

3.38

1.64

3.07
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2.6 重复性与稳定性 取供试品样品，按 1.5供试

品溶液配制方法进行样品前处理，得到供试品溶

液。同法配制 6份供试品溶液。按 1.4设置仪器参

数，待仪器稳定后，进样分析。结果表明，橙皮苷测

定结果重复性的相对标准偏差为 3.14%；丹皮酚测

定结果重复性的相对标准偏差为 2.76%；再取重复

性溶液1份，室温下放置0、2、4、8、12、24 h，按1.4设

置仪器参数，待仪器稳定后，进样分析。测得橙皮

苷和丹皮酚的峰面积的相对标准偏差为 3.51%和

2.71%，结果表明，在此试验条件下，供试品溶液能

够稳定放置24 h。
2.7 方法应用实例 《中国药典》2015年版中，女金

胶囊、调经丸、舒尔经颗粒、活血止痛膏均未建立橙

皮苷［17］191和丹皮酚［17］172的含量测定方法，采用药典

方法检测陈皮和牡丹皮中橙皮苷和丹皮酚时，需要

分开配制标准溶液和样品溶液，检测效率偏低、溶

剂用量大、环境友好度低。取上述四种中成药样

品，按1.5供试品溶液配制方法进行样品前处理，得

到供试品溶液；按 1.4 设置仪器参数，待仪器稳定

后，进样分析，测定橙皮苷和丹皮酚的含量；同时参

照《中国药典》2015年版一部中陈皮和牡丹皮中橙

皮苷和丹皮酚测定方法，对上述中成药进行检测。

结果表明，该方法可同时测定橙皮苷和丹皮酚的含

量，检测结果与药典基本一致。结果见表4。
表4 样品检测结果/%

样品名称

女金胶囊

调经丸

舒经颗粒

活血止痛膏

本试验方法

检测结果

橙皮苷含量

0.46
0.27
0.31
0.72

丹皮酚含量

0.25
0.29
0.42
0.16

《中国药典》2015年版方法

检测结果

橙皮苷含量

0.42
0.28
0.33
0.75

丹皮酚含量

0.22
0.27
0.41
0.15

3 讨论

本试验研究建立一种利用高效液相色谱法检

测女金胶囊等四种中成药中橙皮苷和丹皮酚定量

检测的方法。首先对试验的色谱条件进行了优

化：优化了检测波长、流动相体系；考察了方法的

线性曲线、回收率、检出限、精密度、重现性、稳定

性等，结果表明，该方法适用于女金胶囊等四种中

成药中橙皮苷和丹皮酚含量的检测，对制假、售假

中成药等不法商贩形成威慑，为国家中成药标准

制定和中成药风险监测提供技术依据。试验证

明，该方法具有前处理简单、检出限低、准确度高

等优点，可以用于上述女金胶囊等四种中成药的

质量控制。
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