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高效液相色谱法同时测定三七伤药片中
新北美圣草苷和柚皮苷的含量
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摘要：目的　建立三七伤药片中同时测定新北美圣草苷和柚皮苷含量的方法。方法　以甲醇为溶剂，进行超声提取；色谱柱：
ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈０．１％磷酸溶液（１７∶８３），流速：１ｍＬ·ｍｉｎ

－１，检测波长：２８３ｎｍ，柱温
３５℃。结果　新北美圣草苷在８７．５５～１３１３．２５ｎｇ范围内线性关系良好（ｒ＝０．９９９４），平均回收率为９９．１３％，ＲＳＤ＝１．２１％
（ｎ＝６），柚皮苷在８０．４～１２０６ｎｇ范围内线性关系良好（ｒ＝０．９９９６），平均回收率为９６．７８％，ＲＳＤ＝３．３４％（ｎ＝６）。结论　
高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）可以同时测定新北美圣草苷和柚皮苷的含量，方法简便、准确、灵敏度高、重现性好，可用于三七伤药
片中骨碎补的质量控制。
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　　三七伤药片由三七、制草乌、雪上一枝蒿、冰
片、骨碎补、红花、接骨木及赤芍８味中药组成，其
标准收载于《中国药典》２０１５年版一部，该制剂具
有舒筋活血、散瘀止痛之功效，对跌打损伤、风湿

瘀阻、关节痹痛、急慢性扭挫伤、神经痛等症状的

疗效显著［１２］，而骨碎补具有补肾强骨、养伤止痛

之功效，是三七伤药片发挥疗效的重要组方药味。

现行标准含量测定项下规定骨碎补以柚皮苷为指

标性成分进行测定，该方法具有专属性不强的问

题，因为柚皮苷来源广泛，廉价易得，极易出现在

生产过程中以柚皮苷提取物替代骨碎补投料的现

象；另一方面，根据相关文献报道［３４］，骨碎补中主

要药效成分为柚皮苷和新北美圣草苷，由于其相

似的化学结构，一般薄层色谱很难将两者有效区

分及鉴别，并且市售新北美圣草苷价格昂贵，较难

获得。基于上述原因，为了更好的控制三七伤药

片的质量，参考文献方法［５８］，我们使用硅胶柱色

谱及其相关手段，从骨碎补药材中制备分离得到

新北美圣草苷，并采用高效液相色谱法［９１４］，同时

测定三七伤药片中新北美圣草苷和柚皮苷的含

量，能够较为全面地控制三七伤药片中骨碎补药

材的质量。
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１　仪器与试药
ＡｌｌｉａｎｃｅＨＴ高效液相色谱仪（美国沃特斯公

司），岛津ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱仪，配有二极管阵
列检测器（日本岛津公司）；ＢＳ２２４Ｓ电子分析天平、
ＢＰ２１１Ｄ电子分析天平（德国塞多利斯公司）；ＫＱ
５００ＤＥ型高功率数控超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司）。

水为超纯水；乙腈为色谱纯；甲醇为分析纯。

新北美圣草苷对照品为自制（纯度以９８％计）；柚皮
苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

１１０７２２２０１３１２，含量以 ９４．７％计）；三七伤药片阴
性样品和供试品均为某企业提供，批号分别为

２０１５０３０１、２０１５０２０１、２０１５０５１０均为糖衣片，药品片
芯重０．３ｇ。
２　方法与结果
２．１　色谱条件　色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８（５μｍ，２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ）；流动相：以乙腈０．１％磷酸溶液
（１７∶８３）为流动相，等度洗脱；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；
检测波长：２８３ｎｍ；柱温：３５℃；进样量１０μＬ。
２．２　混合对照品溶液配制　精密称取新北美圣
草苷对照品１７．５１ｍｇ，置于１００ｍＬ量瓶（Ａ）中，
加甲醇使溶解，定容至刻度，摇匀，作为对照品储

备溶液；精密称取柚皮苷对照品 ８．０４ｍｇ，置于
１００ｍＬ量瓶（Ｂ）中，从 Ａ中精密量取对照品溶液
５０ｍＬ溶液置于 Ｂ中，加甲醇使溶解，定容至刻
度，摇匀，作为混合对照品溶液，其新北美圣草苷

和柚皮苷的浓度分别为：８７．５５ｍｇ·Ｌ－１和８０．４０
ｍｇ·Ｌ－１。
２．３　供试品溶液配制　取本品１０片，除去糖衣，
精密称定，研细，取约０．５ｇ，精密称定，置具塞锥
形瓶中，精密加入甲醇２５ｍＬ，密塞，称定重量，超
声处理（功率２５０Ｗ，频率４０ＫＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，
再称定重量，用甲醇补足减失重量，摇匀，滤过，取

续滤液，即得。同法制备阴性样品溶液。

２．４　专属性试验　取对照品溶液、供试品溶液、
阴性样品溶液按“２．１”项下色谱条件分析，结果阴
性样品在与对照品色谱相同保留时间位置上未出

现相应的色谱峰，见图１。
２．５　线性关系考察　精密吸取“２．２”项下新北美
圣草苷和柚皮苷的混合对照品溶液１、２、５、１０、１３、
１５μＬ，分别按“２．１”项下色谱条件进样分析，以进
样量 Ｘ（ｎｇ）为横坐标，以峰面积 Ｙ为纵坐标，绘制
标准曲线。新北美圣草苷回归方程为：Ｙ＝
１２０６．２Ｘ＋１３９３８３．６２６５，ｒ＝０．９９９４，柚皮苷回
归方程为：Ｙ＝２１０６．５Ｘ＋７３１３８，ｒ＝０．９９９６，结

　　注：１．新北美圣草苷；２．柚皮苷。

图１　专属性实验色谱图

果表明，新北美圣草苷和柚皮苷进样量分别在

８７．５５～１３１３．２５ｎｇ和８０．４～１２０６ｎｇ范围内，与
峰面积呈良好线性关系。

２．６　精密度试验　精密吸取同一供试品溶液，按
照上述色谱条件，连续进样６次，依次测定峰面积，
并计算ＲＳＤ。结果新北美圣草苷和柚皮苷峰面积
的ＲＳＤ分别为０．３９％和０．５９％，表明仪器精密度
良好。

２．７　稳定性试验　精密吸取同一供试品溶液 １０
μＬ，按“２．１”项下色谱条件，在０、２、４、８、１２、２４ｈ分
别进样测定峰面积，结果新北美圣草苷和柚皮苷峰

面积的ＲＳＤ分别为１．１０％、０．１０％，结果表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定。
２．８　重复性试验　精密称取同一供试品三七伤药
片样品（批号：２０１５０５１０），按“２．３”项下制备方法
平行制备６份样品，并按“２．１”项下色谱条件进样
测定，新北美圣草苷和柚皮苷的平均含量分别为

１．６０１ｍｇ·ｇ－１和２．５９５ｍｇ·ｇ－１，其 ＲＳＤ分别为
２．１５％和１．１６％。结果表明重复性良好。
２．９　回收率试验　采用加样回收法，精密加入一
定量的新北美圣草苷和柚皮苷混合对照品溶液，

挥干溶剂，再精密称取已知含量的三七伤药片（批

号：２０１５０５１０）约０．２５ｇ，按“２．２”项下方法制备
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供试品溶液，分别进样测定含量，计算回收率，新

北美圣草苷、柚皮苷平均回收率分别为９９．１３％、
９６．７８％、ＲＳＤ分别为 １．２１％、３．３４％，具体见表
１，２。

表１　新北美圣草苷回收率试验结果

取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％

０．２５１０ ０．４０２ ０．５２ ０．９１１ ９７．８８

０．２５０６ ０．４０１ ０．５２ ０．９２０ ９９．８１

０．２５１２ ０．４０２ ０．５２ ０．９１７ ９９．０４

０．２５０４ ０．４００ ０．５２ ０．９１１ ９８．２７

０．２５０９ ０．４００ ０．５２ ０．９２６ １０１．１５

０．２５０９ ０．４０１ ０．５２ ０．９１４ ９８．６５

表２　柚皮苷回收率试验结果

取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％

０．２５１０ ０．６４９ ０．７９ １．４５９ １０２．５４

０．２５０６ ０．６５０ ０．７９ １．３９７ ９４．５６

０．２５１２ ０．６５２ ０．７９ １．４００ ９４．６９

０．２５０４ ０．６５０ ０．７９ １．４００ ９４．９４

０．２５０９ ０．６５１ ０．７９ １．４０３ ９５．１９

０．２５０９ ０．６５１ ０．７９ １．４３１ ９８．７４

２．１０　含量测定　按“２．３”项下方法制备供试品溶
液，按“２．１”项下色谱条件进行分析。对收集的１
个生产厂家３批次的三七伤药片中新北美圣草苷
和柚皮苷的含量进行测定，结果见表３。

表３　三七伤药片中新北美圣草苷和柚皮苷含量
测定结果／ｍｇ·ｇ－１

编号 批号 新北美圣草苷 柚皮苷

１ ２０１５０２０１ ２．７６０ ２．５６６

２ ２０１５０３０１ １．６２６ １．８１０

３ ２０１５０５１０ １．６０１ ２．５９５

３　讨论
３．１　样品制备条件优选　实验研究过程中，首先
对不同提取溶剂甲醇、７０％甲醇、５０％甲醇、乙醇、
７０％乙醇、５０％乙醇进行了优化研究，研究结果显
示，甲醇提取效果较好；对超声提取 ２０、３０、４０、６０
ｍｉｎ以及加热回流提取３０ｍｉｎ、１、２、３ｈ进行了对比
研究，研究结果表明，超声处理３０ｍｉｎ较为适宜；对
溶剂用量２５、５０、１００ｍＬ进行了对比研究，结果表
明，溶剂用量２５ｍＬ为宜；对样品取样量０．２５、０．５、
１．０ｇ进行了对比研究，研究结果表明，取约０．５ｇ
较为适宜。

３．２　检测波长的选择　应用ＤＡＤ检测器在１９０～
４００ｎｍ范围内对新北美圣草苷和柚皮苷进行光谱

扫描，结果表明新北美圣草苷和柚皮苷在 ２８３ｎｍ
出均有最大吸收，故选择２８３ｎｍ作为检测波长。
３．３　流动相的选择　本实验考察了甲醇水、乙腈
水、甲醇０．１％甲酸溶液、乙腈０．１％甲酸溶液、乙
腈０．１％磷酸溶液５种流动相系统，结果显示，以乙
腈０．１％磷酸水溶液为流动相，所得新北美圣草苷
和柚皮苷峰形较好，且出峰时间较为适宜，未出现

杂质峰干扰，因此采用乙腈０．１％磷酸溶液为流动
相进行等度洗脱测定三七伤药片中的新北美圣草

苷和柚皮苷。

本研究建立的ＨＰＬＣ法能有效的测定三七伤药
片中柚皮苷和新北美圣草苷的含量，样品中各组分

能较好分离，方法简便、专属性强、重现性好，可用

于三七伤药片中骨碎补的质量控制，也给其它含有

骨碎补药材的中药复方的质量控制提供借鉴和

参考。
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