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高效液相色谱法同时测定舒筋活血片中５种成分
郭 娅，王文婷△，袁 林

（重庆市万州食品药品检验所，重庆４０４０００）
摘要：目的建立同时测定舒筋活血片中４ －甲氧基水杨醛、羟基红花黄色素Ａ、原儿茶酸、α －香附酮和山柰素含量的高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱采用Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ － Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘，流动相为０． ７％醋酸溶液牗 Ａ 牘 －甲醇牗 Ｂ 牘 犤梯度
洗脱（０ ～ １３ ｍｉｎ，３０％ Ａ，７０％ Ｂ；１３ ～ ２５ ｍｉｎ，３０％ Ａ→８０％ Ａ，７０％ Ｂ→２０％ Ｂ；２５ ～ ４０ ｍｉｎ，８０％ Ａ，２０％ Ｂ）犦，检测波长为２５４ ｎｍ，流速
为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃，进样量为１０ μＬ。结果４ －甲氧基水杨醛线性范围为１． ９２ ～ ９５． ７６ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ７），平均回收率
为１００． ３９％，ＲＳＤ为１． ０５％（ｎ ＝ ６）；α －香附酮线性范围为４． ２２ ～ ２１０． ９０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ８），平均回收率为９８． ６１％，ＲＳＤ为
１． ００％（ｎ ＝ ６）；原儿茶酸线性范围为２． １５ ～ １０７． ３０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ７），平均回收率为９８． ８４％，ＲＳＤ为１． ３９％（ｎ ＝ ６）；羟基红花
黄色素Ａ线性范围为２． ３４ ～ １１７． ００ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ６），平均回收率为１００． ４３％ ，ＲＳＤ为０． ５０％ （ｎ ＝ ６）；山柰素线性范围为
０． ８３ ～ ４１． ４４ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ８），平均回收率为９９． ２０％，ＲＳＤ为１． ６４％（ｎ ＝ ６）。结论该方法准确，重复性好，简单易行，可用于舒
筋活血片的质量控制。
关键词：高效液相色谱法；舒筋活血片；４ －甲氧基水杨醛；羟基红花黄色素Ａ；α －香附酮；原儿茶酸；山柰素；含量测定
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舒筋活血片是由红花、醋香附、香加皮、狗脊和槲寄
生等１０味中药组方的中药制剂，可用于筋骨疼痛、活血
散瘀犤 １ － ５ 犦，收载于《卫生部药品标准·中药成方制剂（第
十三册）》犤６犦。现行标准中舒筋活血片的含量检测以４ －甲
氧基水杨醛为指标成分，仅检测香加皮中有效成分的含
量，但单一成分的检测不能完整、充分地反映和体现药
物的内在质量。目前，关于测定舒筋活血片中其他成分
含量的研究已有报道犤 ７ － １４ 犦。本研究中采用高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）法同时测定舒筋活血片中４ －甲氧基水杨醛、
α －香附酮、原儿茶酸、羟基红花黄色素Ａ和山柰素５种
成分的含量。现报道如下。

１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０型高效液相色谱仪（安捷伦公司牘，包括
紫外检测器；ＡＢ２０４Ｓ型分析天平（万分之一，梅特勒公
司），ＭＳＥ２２５Ｓ型分析天平（十万分之一，赛多利斯公司）。
１． ２ 试药

４ －甲氧基水杨醛对照品（批号为１１０７９０ － ２０１４０４，
纯度为９９． ０％），α －香附酮对照品（批号为１１０７０９ －
２０１１１１，纯度为９９． ３％ ），原儿茶酸对照品（批号为
１１０８１０ － ２０１００７，纯度为９８． ２％），羟基红花黄色素Ａ
对照品（批号为１１１６３７ － ２０１３０８，纯度为９６． ５％），山柰

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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ｔ ／ ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

Ａ

１． 原儿茶酸 ２． 山柰素 ３． ４ －甲氧基水杨醛
４． α －香附酮 ５． 羟基红花黄色素Ａ

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

Ｂ

表１ ５种成分线性回归方程和线性范围
成分

４ －甲氧基水杨醛
α －香附酮
原儿茶酸
羟基红花黄色素Ａ
山柰素

线性回归方程
Ｙ ＝ １１． ８７３ Ｘ ＋ ３． ６０６ ０
Ｙ ＝ １８． ９２８ Ｘ ＋ ０． ５３３ ０
Ｙ ＝ １１． １３８ Ｘ ＋ １． ４９０ ７
Ｙ ＝ １０． １３３ Ｘ － ６． ３３６ ４
Ｙ ＝ ３４． ９６９ Ｘ ＋ ２． ５５１ ０

ｒ
０． ９９９ ７
０． ９９９ ８
０． ９９９ ７
０． ９９９ ６
０． ９９９ ８

线性范围（μｇ ／ ｍＬ）
１． ９２ ～ ９５． ７６
４． ２２ ～ ２１０． ９０
２． １５ ～ １０７． ３０
２． ３４ ～ １１７． ００
０． ８３ ～ ４１． ４４

６０
４０
２０
０

ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｃ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

６０
４０
２０
０

１

４

５２ ３

素对照品（批号为１１０８６１ － ２０１３０１，纯度为９３． ２％），均
购自中国食品药品检定研究院；舒筋活血片（重庆天致
药业股份有限公司，批号为１８０４０１；河南省百泉制药有
限公司，批号为１７１１２５；三门峡广宇生物制药有限公
司，批号为２０１８０２）；甲醇为色谱纯，冰醋酸为分析纯，
水为超纯水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８柱牗２５０ ｍｍ×４． ６ ｍｍ，
５ μｍ牘；流动相：０． ７％醋酸溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ），梯度洗
脱（０ ～ １３ ｍｉｎ，３０％ Ａ，７０％ Ｂ；１３ ～ ２５ ｍｉｎ，３０％ Ａ→
８０％ Ａ，７０％ Ｂ→ ２０％ Ｂ；２５ ～ ４０ ｍｉｎ，８０％ Ａ，２０％ Ｂ）；
检测波长：２５４ ｎｍ；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；进
样量：１０ μＬ。
２． ２ 溶液制备

取４ －甲氧基水杨醛、α －香附酮、原儿茶酸、羟基
红花黄色素Ａ和山柰素对照品，精密称定，加７０％甲醇
制成质量浓度分别为２３９． ４，５２７． ２，２６８． ２，２９２． ６，
１０３． ６ μｇ ／ ｍＬ的对照品贮备溶液。分别精密量取上述贮
备溶液各２． ０ ｍＬ置同一２５ ｍＬ容量瓶中，加７０％甲醇
定容至刻度，摇匀，即得对照品溶液。取样品２０片，研
细，混匀，取约２． ０ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入７０％甲醇２５ ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理牗功率
为５００ Ｗ，频率为４０ ｋＨｚ牘 ３０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用
７０％甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，作为
供试品溶液。取缺少香加皮、香附、狗脊和红花的阴性样
品，按供试品溶液项下方法制备阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：分别吸取２． ２项下３种溶液各适量，精
密称定，按拟订色谱条件进样分析。色谱图见图１。可见，
５种被测成分分离完全，阴性对照无干扰，专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取２． ２项下５种对照品
贮备溶液０． ２，１． ０，２． ０，３． ０，４． ０，５． ０，１０． ０ ｍＬ，置２５ ｍＬ
容量瓶中，加７０ ％甲醇稀释至刻度，摇匀，得系列混合
对照溶液。按拟订色谱条件进样，以质量浓度（Ｘ）为横
坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归。结果见表１。

精密度试验：按拟订色谱条件，取混合对照品溶液
连续进样６次，记录峰面积。结果４ －甲氧基水杨醛、
α －香附酮、原儿茶酸、羟基红花黄色素Ａ和山柰素的
ＲＳＤ分别为０． ０６％，０． １０％，０． ２２％，０． ６９％，０． ３５％
（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液（批号为１８０４０１），
分别于０，２，４，８，１２，２４ ｈ时进样，记录峰面积。结果４ －
甲氧基水杨醛、α －香附酮、原儿茶酸、羟基红花黄色素
Ａ和山柰素的ＲＳＤ分别为０． ５６％，１． ２７％，０． ９８％，

０． ９９％，１． ０８％（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液中５种成分在
７０％甲醇中２４ ｈ内稳定。

重复性试验：平行制备供试品溶液６份，进样，记录
峰面积。结果４ －甲氧基水杨醛、α －香附酮、原儿茶酸、
羟基红花黄色素Ａ和山柰素的ＲＳＤ分别为０． ９２ ％，
２． １９ ％，１． ６４ ％，０． ６４ ％，０． ９１ ％（ｎ ＝ ６），表明方法重
复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为１８０４０１）
６份，每份约１． ０ ｇ，精密称定，分别按样品含量－对照品
牗１ ∶ １牘的比例加入一定量的对照品溶液，依法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件测定，计算回收率。结果见表２。
２． ４ 样品含量测定

取３批样品各约２． ０ ｇ，依法制备供试品溶液，按拟
订色谱条件进样分析，以外标法计算含量。结果见表３。
３ 讨论
３． １ 提取条件优化

通过单因素试验考察，对提取溶剂（甲醇、７０％甲醇
和５０％甲醇）、提取方法（超声、回流）和提取时间（２０，
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３０，４０ ｍｉｎ）进行比较，结果表明，用７０％甲醇超声处理
３０ ｍｉｎ为最优提取条件。
３． ２ 色谱条件优化

曾比较检测波长（２５４，３００，３６０ ｎｍ）、０． ７％醋酸溶
液－甲醇比例（１０ ∶ ９０，２０ ∶ ８０，３０ ∶ ７０ 牘、不同比例的醋
酸溶液（０． ２％，０． ５％，０． ７％）对试验的影响，结果表
明，当检测波长为２５４ ｎｍ，醋酸溶液体积分数为

０． ７％，且与甲醇比例为３０ ∶ ７０时，色谱峰峰形和分离
度最佳。
３． ３ 研究价值

舒筋活血片目前尚未列入２０１５年版《中国药典》，
现行标准为国家药品标准ＷＳ３ － Ｂ － ２６２４ － ９７ － ２０１１。
其含量检测中以４ －甲氧基水杨醛为指标成分，仅检测
香加皮中有效成分的含量，但单一成分的检测不能完
整、充分地反映和体现药物的质量，本研究中以舒筋活
血片为对象，采用ＨＰＬＣ法同时测定其中４ －甲氧基水
杨醛、α －香附酮、原儿茶酸、羟基红花黄色素Ａ和山柰
素５种成分的含量。结果表明，各成分在４０ ｍｉｎ内检测
完全，方法精密度、重复性、准确度均良好，可用于检测
不同批次的样品，对舒筋活血片的多成分含量测定和质
量控制提供了参考。
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表２ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

成分
Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

Ｅ

取样量
牗 ｇ 牘

１． ０２５ ６
１． ００３ ８
１． ００７ ４
１． ０１２ １
１． ００４ ５
１． ００８ ３
１． ０２５ ６
１． ００３ ８
１． ００７ ４
１． ０１２ １
１． ００４ ５
１． ００８ ３
１． ０２５ ６
１． ００３ ８
１． ００７ ４
１． ０１２ １
１． ００４ ５
１． ００８ ３
１． ０２５ ６
１． ００３ ８
１． ００７ ４
１． ０１２ １
１． ００４ ５
１． ００８ ３
１． ０２５ ６
１． ００３ ８
１． ００７ ４
１． ０１２ １
１． ００４ ５
１． ００８ ３

样品含量
牗ｍｇ 牘

０． ２１７ ８
０． ２１３ ２
０． ２１４ ０
０． ２１５ ０
０． ２１３ ４
０． ２１４ ２
０． ２０６ ０
０． ２０１ ６
０． ２０２ ３
０． ２０３ ３
０． ２０１ ７
０． ２０２ ５
０． １４３ ７
０． １４０ ７
０． １４１ ２
０． １４１ ８
０． １４０ ８
０． １４１ ３
１． ２４５ ５
１． ２１９ ０
１． ２２３ ４
１． ２２９ １
１． ２１９ ８
１． ２２４ ５
０． ０６９ ７
０． ０６８ ２
０． ０６８ ４
０． ０６８ ７
０． ０６８ ２
０． ０６８ ５

加入量
牗ｍｇ 牘

０． ２１５ ５
０． ２１５ ５
０． ２１５ ５
０． ２１５ ５
０． ２１５ ５
０． ２１５ ５
０． ２１０ ９
０． ２１０ ９
０． ２１０ ９
０． ２１０ ９
０． ２１０ ９
０． ２１０ ９
０． １３４ １
０． １３４ １
０． １３４ １
０． １３４ １
０． １３４ １
０． １３４ １
１． １７０ ４
１． １７０ ４
１． １７０ ４
１． １７０ ４
１． １７０ ４
１． １７０ ４
０． ０７２ ５
０． ０７２ ５
０． ０７２ ５
０． ０７２ ５
０． ０７２ ５
０． ０７２ ５

测得量
牗ｍｇ 牘

０． ４３１ ０
０． ４３０ ０
０． ４２８ ０
０． ４３２ ４
０． ４３１ １
０． ４３３ ２
０． ４１５ ０
０． ４０７ ３
０． ４１２ １
０． ４１１ １
０． ４１１ ９
０． ４０７ ８
０． ２７６ ８
０． ２７４ １
０． ２７５ １
０． ２７３ ７
０． ２６９ ９
０． ２７５ ２
２． ４１９ ８
２． ４００ ７
２． ３９６ ０
２． ３９５ ０
２． ４０１ １
２． ４０１ ３
０． １４１ ０
０． １４１ ９
０． １４０ ０
０． １３８ ９
０． １４０ ５
０． １４０ ９

回收率
牗％ 牘

９８． ９３
１００． ６０
９９． ３０
１００． ８８
１０１． ０２
１０１． ６２
９９． １０
９７． ５３
９９． ４８
９８． ５３
９９． ６７
９７． ３４
９９． ２５
９９． ４８
９９． ８５
９８． ３６
９６． ２７
９９． ８５
１００． ３３
１００． ９７
１００． １９
９９． ６２
１００． ９３
１００． ５５
９８． ３４
１０１． ６６
９８． ７６
９６． ８３
９９． ７２
９９． ８６

Ｘ
牗％ 牘

１００． ３９

９８． ６１

９８． ８４

１００． ４３

９９． ２０

ＲＳＤ
牗％ 牘

１． ０５

１． ００

１． ３９

０． ５０

１． ６４

注：Ａ为４ －甲氧基水杨醛，Ｂ为α －香附酮，Ｃ为原儿茶酸，
Ｄ为羟基红花黄色素Ａ，Ｅ为山柰素。下表同。

表３ ３批样品含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ３）
批号
１８０４０１
１７１１２５
２０１８０２

Ａ
０． ２１２ ４
０． １９８ ７
０． ２３６ ３

Ｂ
０． ２０８ ０
０． ２１５ ６
０． ２４２ １

Ｃ
０． １４０ １
０． ３５２ ９
０． ２６９ ３

Ｄ
１． ２１４ ４
１． ３８４ ２
１． ８４５ ３

Ｅ
０． ０６７ ９
０． ０９７ ４
０． １０５ ３

总含量
１． ８４２ ９
２． ２４８ ８
２． ６９８ ３


