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高效液相色谱法同时测定六味补血胶囊中没食子酸、
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摘要：目的建立测定六味补血胶囊中没食子酸、芍药苷和藁本内酯含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱采用Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｓｈｉｅｌｄ
ＲＰ１８ ＯＤＳ柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘，流动相为乙腈－ ０． １％磷酸水溶液，梯度洗脱，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，采用波长切换方式，检测
波长没食子酸为２８０ ｎｍ，芍药苷为２３０ ｎｍ，藁本内酯为３３４ ｎｍ。结果没食子酸、芍药苷和藁本内酯质量浓度分别在０． ０４６ ～ ０． ９１０，
０． ０４９ ～ ０． ９７０ ｇ ／ Ｌ，２． １ ～ ５２． ３ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率分别为９９． ２０％，９８． ７９％，９７． １５％，ＲＳＤ分别为
０． ２９％，０． ９７％，０． ８１％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘 。结论该方法准确、可靠、重复性好，可用于六味补血胶囊的质量控制。
关键词：六味补血胶囊；没食子酸；芍药苷；藁本内酯；高效液相色谱法；含量测定
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六味补血胶囊以经典补血养血方剂四物汤为基础，
在当归、白芍、熟地黄及川芎４味药材基础上辅以黄芪
和紫草，具有益气补血之功效，对女性气血两虚之症具
有确切疗效犤 １ 犦。六味补血胶囊现行质量标准（标准号
ＹＢＺ０５４５２００９）中含量测定项仅选取方中佐药白芍所含
的芍药苷进行测定，并未对君药当归及其他药味进行含
量控制，存在不足。为完善该制剂的含量测定方法，本研
究中选取当归中主要成分藁本内酯犤 ２ － ４ 犦、白芍中没食子
酸犤 ５ 犦和芍药苷犤 ６ － ７ 犦作为测定指标，并参照藁本内酯犤 ８ － ９ 犦、
没食子酸犤 １０ － １２ 犦、芍药苷犤 １３ － １５ 犦３种成分的含量测定方法，
建立同时测定上述３种成分含量的高效液相色谱
牗ＨＰＬＣ牘法。现报道如下。

１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司牘，包括
２９９８ ＰＤＡ检测器、自动进样器、四元梯度泵、Ｅｍｐｏｅｒ３
色谱工作站；ＸＳ２０５型分析天平（瑞士梅特勒－托利多
公司）；ＴＷ４２３Ｌ型分析天平（日本岛津公司）；ＳＢ － ２５ －
１２ＤＴ型超声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。
１． ２ 试药

六味补血胶囊（深圳国源国药有限公司，批号分别
为２０１５１２０４，２０１５１２０５，２０１５１２０６）；没食子酸对照品
（批号为１１０８３１ － ２０１６０５，纯度为９０． ８％），芍药苷对照
品（批号为１１０７３６ － ２０１７４１，纯度为９５． ７％），藁本内酯
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线性关系考察

表１ 流动相梯度洗脱程序表
时间（ｍｉｎ）
０ → ５
５ → ２０
２０ → ２５
２５ → ３０
３０ → ４０

流动相Ａ牗％ 牘
５

５→ １７
１７→ １８
１８→ ６０
６０→ ８８

流动相Ｂ牗％ 牘
９５

９５→ ８３
８３→ ８２
８２→ ４０
４０→ １２

表２ 线性关系考察、精密度及稳定性试验结果（ｎ ＝ ６）

对照品（批号为１１１７３７ － ２０１５０７），均购自中国食品药
品检定研究院；乙腈（色谱纯，德国默克公司）；甲醇，磷
酸（分析纯，广州化学试剂厂）；水为超纯水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８ ＯＤＳ柱牗 ２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘；流动相：乙腈（Ａ）－ ０． １％磷酸水溶液（Ｂ），
梯度洗脱，梯度洗脱条件见表１；柱温：３５ ℃；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：没食子酸２８０ ｎｍ，芍药苷
２３０ ｎｍ，藁本内酯３３４ ｎｍ，采用波长切换方式检测；进
样量：１０ μＬ。

２． ２ 溶液制备
取没食子酸对照品８０． ２２ ｍｇ，精密称定，置２０ ｍＬ

容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为没食子酸对照
品贮备液；取芍药苷对照品１０１． ４８ ｍｇ，精密称定，置
２５ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释，定容至刻度，摇匀，作为
芍药苷对照品贮备液；取藁本内酯对照品１０． ４９ ｍｇ，精
密称定，置２０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释，定容至刻度，
摇匀，作为藁本内酯对照品贮备液。均置４ ℃冰箱备用。
精密量取没食子酸对照品贮备液０． ５ ｍＬ、芍药苷对照
品贮备液０． ５ ｍＬ、藁本内酯对照品贮备液０． ２ ｍＬ，置
１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得混合对
照品溶液。

称取六味补血胶囊内容物１ ｇ，精密称定，置２５ ｍＬ
容量瓶，加甲醇约２０ ｍＬ，超声处理３０ ｍｉｎ，放置室温，
加甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品
溶液。按照六味补血胶囊的处方及制法，制备不含当归
和白芍的阴性样品，按供试品溶液制备法制备阴性对照
品溶液。
２． ３ 方法学考察

阴性干扰试验：取混合对照品溶液、供试品溶液及
阴性对照品溶液，按拟订色谱条件进行测定，记录色谱

图。结果没食子酸、芍药苷和藁本内酯峰与其他吸收峰
均达到基线分离，阴性无干扰牗见图１ 牘。

线性关系考察：精密量取没食子酸对照品贮备液和
芍药苷对照品贮备液０． １２５，０． ２５０，０． ５００，１． ２５０，
２． ０００，２． ５００ ｍＬ，藁本内酯对照品贮备液０． ０４，０． １０，
０． ２０，０． ３０，０． ４０，１． ００ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶，加甲醇稀
释至刻度，摇匀，即得。按拟订色谱条件测定，以质量浓
度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标绘制标准曲线。结
果见表２。

精密度试验：取同一混合对照品溶液，按拟订色谱
条件，连续进样６针，测定峰面积。结果见表２。可见，仪
器精密度良好。

重复性试验：取六味补血胶囊（批号为２０１５１２０６）
内容物适量，依法平行制备６份供试品溶液，按拟订色
谱条件测定，记录峰面积。结果见表２。可见，方法重复
性良好。

稳定性试验：依法制备供试品溶液，按拟订色谱条
件分别于０，４，８，１２，１６，２４ ｈ时测定。结果见表２。可见，
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Ａ． 混合对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图

成分
没食子酸
芍药苷
藁本内酯

回归方程
Ｙ ＝ ２． ８ × １０７ Ｘ － ３． ９ × １０４

Ｙ ＝ １． ２ × １０７ Ｘ － １． ６ × １０５

Ｙ ＝ ２． １ × １０４ Ｘ － ０． ９４ × １０３

ｒ
０． ９９９ ６
０． ９９９ ３
０． ９９９ ４

质量浓度线性范围
０． ０４６ ～ ０． ９１０ ｇ ／ Ｌ
０． ０４９ ～ ０． ９７０ ｇ ／ Ｌ
２． １ ～ ５２． ３ μｇ ／ ｍＬ

精密度试验
ＲＳＤ 牗％ 牘

０． ２８
０． ７４
０． ２９

重复性试验
ＲＳＤ 牗％ 牘

０． ９２
０． ８８
１． ６５

稳定性试验
ＲＳＤ 牗％ 牘

０． ２３
０． ４８
０． ９４
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Ａ
０． ４９５ １
０． ５０５ ７
０． ４９７ ５
０． ５２６ ３
０． ５０８ ７
０． ４９３ ８

Ｂ
０． ４９５ １
０． ５０５ ７
０． ４９７ ５
０． ５２６ ３
０． ５０８ ７
０． ４９３ ８

Ｃ
０． ４９５ １
０． ５０５ ７
０． ４９７ ５
０． ５２６ ３
０． ５０８ ７
０． ４９３ ８

Ａ
３． ５８７ １
３． ６６３ ９
３． ６０４ ５
３． ８１３ ２
３． ６８５ ７
３． ５７７ ７

Ｂ
１１． １５２ ４
１１． ３９１ ２
１１． ２０６ ５
１１． ８５５ ２
１１． ４５８ ８
１１． １２３ １

Ｃ
０． ２４０ ７
０． ２４５ ８
０． ２４１ ９
０． ２５５ ９
０． ２４７ ３
０． ２４０ １

Ａ
３． ６４２ ０
３． ６４２ ０
３． ６４２ ０
３． ６４２ ０
３． ６４２ ０
３． ６４２ ０

Ｂ
１１． ６５４ ０
１１． ６５４ ０
１１． ６５４ ０
１１． ６５４ ０
１１． ６５４ ０
１１． ６５４ ０

Ｃ
０． ２６２ ３
０． ２６２ ３
０． ２６２ ３
０． ２６２ ３
０． ２６２ ３
０． ２６２ ３

Ａ
７． ２１３ ８
７． ２７５ ８
７． ２５０ ３
７． ３５９ ８
７． ２８４ ４
７． ２２６ ３

Ｂ
２２． ４９５ ７
２２． ８７７ ４
２２． ７１４ ７
２３． ４２９ ５
２２． ９４３ １
２２． ８０３ ０

Ｃ
０． ４９４ ４
０． ５００ ５
０． ５００ ８
０． ５０９ ５
０． ５００ ８
０． ４９４ ７

取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量牗ｍｇ 牘 测得量牗 ｍｇ 牘 回收率牗％ 牘 Ｘ 牗％ 牘 ＲＳＤ 牗％ 牘
Ａ
９９． ５８
９９． １７
１００． １０
９７． ３８
９８． ８１
１００． １８

Ｂ
９７． ３３
９８． ５６
９８． ７５
９９． ３２
９８． ５４
１００． ２２

Ｃ
９６． ７１
９７． ０８
９８． ７１
９６． ６９
９６． ６４
９７． ０７

Ａ

９９． ２０

Ｂ

９８． ７９

Ｃ

９７． １５

Ａ

０． ２９

Ｂ

０． ９７

Ｃ

０． ８１

注：Ａ为没食子酸，Ｂ为芍药苷，Ｃ为藁本内酯。

表３ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

表４ ３批样品含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ）
批号

２０１５１２０４
２０１５１２０５
２０１５１２０６

没食子酸
７． ０８５ ３
７． ２１０ ４
７． ２４５ ３

芍药苷
２０． ７１５ ５
２１． ９４２ ７
２２． ５２５ ６

藁本内酯
０． ４３５ ６
０． ４４９ ３
０． ４８６ １

供试品溶液在２４ ｈ内稳定。
加样回收试验：取已知含量的六味补血胶囊（批号

为２０１５１２０６）内容物６份，精密称定，各约０． ５ ｇ，分别
加入没食子酸对照品贮备液１． ０ ｍＬ、芍药苷对照品贮
备液３． ０ ｍＬ、藁本内酯对照品贮备液０． ５ ｍＬ。依法制备
供试品溶液，按拟订色谱条件测定，计算含量及回收率，
结果见表３。
２． ４ 样品含量测定

分别精密称取六味补血胶囊牗批号分别为２０１５１２０４，
２０１５１２０５，２０１５１２０６ 牘内容物１ ｇ，依法制备供试品溶液，
按拟订色谱条件测定，记录峰面积，分别计算含量。结果
见表４。

３ 讨论
３． １ 提取溶剂选择

曾考察以相同体积的５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇、
５０％乙醇、７０％乙醇、乙醇进行超声提取，按拟订色谱条
件进行测定，比较没食子酸、芍药苷、藁本内酯的含量。
结果表明，甲醇作为提取溶剂时，没食子酸、芍药苷、藁
本内酯的含量最高，稳定性最好，峰形对称，分离度好，
故选用甲醇作为提取溶剂。
３． ２ 检测波长选择

分别取没食子酸、芍药苷、藁本内酯对照品贮备液，
于２００ ～ ８００ ｎｍ波长范围内进行扫描。结果表明，没食
子酸约在２８０ ｎｍ波长处，芍药苷约在２３０ ｎｍ波长处，藁
本内酯约在３３４ ｎｍ波长处有最大吸收。综合样品中３个
成分的出峰时间，设定为２８０ ｎｍ（０ → ２０ ｍｉｎ）、２３０ ｎｍ
（２０→ ３０ ｍｉｎ）、３３４ ｎｍ（３０→ ４４ ｍｉｎ），并采用波长切换
的方式，实现各个成分在最大吸收波长处同时检测。
３． ３ 流动相选择

曾以乙腈－水、乙腈－ ０． １％磷酸水溶液、乙腈－

０． ０５％三氟乙酸溶液为流动相，考察分离效果。结果表
明，乙腈－ ０． １％磷酸水溶液为流动相梯度洗脱时，样品
中的各个成分分离效果最好。
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