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标准中的滴定法无显著差异，可用于山楂药材和小儿麦

枣咀嚼片中枸橼酸的含量测定。同时，ＨＰＬＣ法灵敏度高、
分析速度快、抗干扰强，更适用于中成药及基质复杂样

品中枸橼酸含量的测定。
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ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

高效液相色谱－二极管阵列检测法同时测定二冬宁脑丸中
橙皮苷、芍药苷及阿魏酸含量

张桂平 １，杨荣波 ２，王平晟 ２

（１．河南省南阳市食品药品检验所，河南 南阳 ４７３０００； ２．河北省南阳市中医院，河南 南阳 ４７３０００）
摘要：目的 建立同时测定二冬宁脑丸中橙皮苷、芍药苷和阿魏酸含量的高效液相色谱 －二极管阵列检测法。方法 色谱柱为 ＷｅｌｃｈＭａ

ｔｅｒｉａｌｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－１％乙酸溶液（梯度洗脱），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２８４ｎｍ（橙皮苷）、

２３０ｎｍ（芍药苷）、３２１ｎｍ（阿魏酸），柱温为３５℃，进样量为１０μＬ。结果 橙皮苷、芍药苷和阿魏酸质量浓度分别在４０．２４～４０２．４０μｇ／ｍＬ，

１１．１２８～１１１．２８０μｇ／ｍＬ，１．０６６～１０．６６４μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ≥０．９９９４，ｎ＝６）；精密度、稳定性、重复性试验的

ＲＳＤ均小于２％（ｎ＝６）；平均加样回收率分别为９８．９７％，９８．６２％，１０２．１０％，ＲＳＤ分别为１．２５％，１．１９％，１．４５％（ｎ＝６）。结论 该方

法操作简便、准确，精密度、稳定性、重复性均较好，可用于同时测定二冬宁脑丸中橙皮苷、芍药苷和阿魏酸的含量。

关键词：二冬宁脑丸；橙皮苷；芍药苷；阿魏酸；高效液相色谱 －二极管阵列检测法；含量测定
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ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

二冬宁脑丸由天冬、麦冬、地龙、僵蚕、珍珠母、陈

皮、赤芍、川芎等１４味药材组方，具有滋阴潜阳、化痰祛
瘀功效，临床主要用于治疗阴虚阳亢痰瘀互结所致半身

不遂、口眼歪斜、言语蹇涩或不语、感觉减退或消失等

症。方中陈皮主要成分为橙皮苷，具有理气健脾、燥湿化

痰等功效犤１犦；赤芍主要成分为芍药苷，具有保肝、抗肿

瘤、神经保护、心脏保护、抗血栓、抗氧化、抗内毒素等多

种药理作用犤２犦；川芎主要成分为阿魏酸，有抗血小板凝

集、抗血栓、抗菌、消炎、抗肿瘤、抗突变、增加免疫力等

功效犤３犦。本试验中采用高效液相色谱－二极管阵列检测
（ＨＰＬＣ－ＰＤＡ）法同时测定二冬宁脑丸中橙皮苷、芍药
苷和阿魏酸含量。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱仪，包括 ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ

检测器（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＸＳ２０５型电子分析天平
（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ公司）；ＳＫ５２００Ｈ型超声波清洗仪
（上海科导超声仪器有限公司）。

１．２ 试药
二冬宁脑丸（南阳市中医院，批号分别为２０１６１１１７，

２０１７０１０３，２０１７０２２５，２０１７１０１７，２０１７１２２０，２０１８０１２３，规
格为每瓶 ３０ｇ）；橙皮苷对照品（批号为 １１０７２１－
２０１６１７，含量９６．１％），芍药苷对照品（批号为１１０７３６－
２０１７４１，含量９５．７％），阿魏酸对照品（批号为１１０７７３－
２０１６１４，含量 ９９．０％），均购自中国食品药品检定研究
院；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－１％乙酸溶液（Ｂ），梯度洗脱
（０～１５ｍｉｎ时 ３０％Ａ，１５～４０ｍｉｎ时 ３０％Ａ→３５％Ａ，
４０～４２ｍｉｎ时 ３５％Ａ→３０％Ａ，４２～４５ｍｉｎ时 ３０％Ａ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８４ｎｍ（橙皮苷），２３０ｎｍ
（芍药苷），３２１ｎｍ（阿魏酸）；柱温：３５℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取阿魏酸对照品１３．４６ｍｇ，精密
称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加７０％乙醇溶解并定容，摇
匀，得对照品溶液Ⅰ；取橙皮苷对照品５２．３４ｍｇ和芍药
苷对照品１４．５４ｍｇ，精密称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加
入对照品溶液Ⅰ１０ｍＬ溶解，并加入７０％乙醇定容，摇匀，
得每 １ｍＬ含橙皮苷 ０．５０３０ｍｇ、芍药苷 ０．１３９１ｍｇ、

阿魏酸 ０．０１３３３ｍｇ的混合对照品贮备液，取 ４ｍＬ，置
１０ｍＬ容量瓶中，加７０％乙醇定容，摇匀，即得混合对照品
溶液。

供试品溶液：取样品适量，研细，混匀，精密称定

１．５ｇ，置具塞锥形瓶中，加７０％乙醇 ２５ｍＬ，称定质量，
浸泡过夜后，超声（功率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理３０ｍｉｎ，
放冷，再称定质量，用７０％乙醇补足减失的质量，摇匀，
经０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

阴性对照溶液：按二冬宁脑丸处方和工艺分别制备

缺陈皮、赤芍、川芎的阴性样品，分别制备阴性对照溶液。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：取上述对照品溶液、供试品溶液

各适量，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图１。
理论板数按橙皮苷、芍药苷及阿魏酸峰计均应不低于

３０００，分离度均大于１．５，基线分离良好。
专属性试验：取对照品溶液、阴性对照溶液各适量，

按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图１。阴性
对照溶液在与橙皮苷、芍药苷、阿魏酸对照品溶液相同

保留时间处无干扰峰，表明专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取混合对照品贮备液

０．８，１．５，２．５，４．０，６．０，８．０ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加
７０％乙醇定容，摇匀，制成系列混合对照品溶液。量取
１０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测
成分质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，得橙皮苷、芍药苷、阿魏酸回归

方程分别为 Ｙ＝１８１８１Ｘ＋７０９３５（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝６）、
Ｙ＝１２５３８Ｘ＋ ８３７０．５（ｒ＝０．９９９５，ｎ＝６）、Ｙ＝
６７２７２Ｘ－３１４３（ｒ＝０．９９９４，ｎ＝６）。结果表明，橙皮苷、
芍药苷、阿魏酸质量浓度在 ４０．２４～４０２．４０μｇ／ｍＬ、
１１．１２８～１１１．２８０μｇ／ｍＬ、１．０６６～１０．６６４μｇ／ｍＬ范围
内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，按拟订色谱

条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果橙皮苷、芍药
苷、阿魏酸峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．５２％，０．７４％，
０．８１％（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２０１７０２２５）
适量，分别于室温下放置０，２，４，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱
条件进样测定，记录峰面积。结果橙皮苷、芍药苷、阿魏

酸峰面积的 ＲＳＤ分别为０．６８％，１．２４％，１．３７％（ｎ＝６），
表明供试品溶液室温放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为 ２０１７０２２５）６份，精密
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取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．７０４５
０．６９１９
０．７１２２
０．７０５１
０．７１１４
０．７０２８

Ｂ
０．７０４５
０．６９１９
０．７１２２
０．７０５１
０．７１１４
０．７０２８

Ｃ
０．７０４５
０．６９１９
０．７１２２
０．７０５１
０．７１１４
０．７０２８

Ａ
２．２６４３
２．２２３８
２．２８９０
２．２６６２
２．２８６４
２．２５８８

Ｂ
０．５７７０
０．５６６７
０．５８３３
０．５７７５
０．５８２６
０．５７５６

Ｃ
０．０５６０
０．０５５０
０．０５６６
０．０５６１
０．０５６６
０．０５５９

Ａ
２．０１２０
２．０１２０
２．０１２０
２．０１２０
２．０１２０
２．０１２０

Ｂ
０．５５６４
０．５５６４
０．５５６４
０．５５６４
０．５５６４
０．５５６４

Ｃ
０．０５３３
０．０５３３
０．０５３３
０．０５３３
０．０５３３
０．０５３３

Ａ
４．２２０３
４．２３１８
４．２９００
４．２５０２
４．２６５４
４．２７８８

Ｂ
１．１３３７
１．１０８６
１．１２６５
１．１２３０
１．１４１７
１．１２１４

Ｃ
０．１１０４
０．１１０５
０．１１０３
０．１１０７
０．１１１７
０．１０９１

Ａ
９７．２２
９９．８０
９９．４５
９８．６１
９８．３６
１００．４０

Ｂ
１００．０５
９７．３９
９７．６３
９８．０４
１００．４９
９８．０９

Ｃ
１０２．０６
１０４．１３
１００．７５
１０２．４４
１０３．３８
９９．８１

Ａ

９８．９７

Ｂ

９８．６２

Ｃ

１０２．１０

Ａ

１．２５

Ｂ

１．１９

Ｃ

１．４５

批号

２０１６１１１７
２０１７０１０３
２０１７０２２５

橙皮苷

３．０１６
２．８４５
３．２１４

芍药苷

０．７１５
０．７９６
０．８１９

阿魏酸

０．０８１３
０．０７２２
０．０７９５

批号

２０１７１０１７
２０１７１２２０
２０１８０１２３

橙皮苷

３．１８７
３．３５２
２．９８１

芍药苷

０．８３４
０．７６７
０．８０３

阿魏酸

０．０８０４
０．０６８６
０．０７１７

１．橙皮苷 ２．芍药苷 ３．阿魏酸

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照溶液牗由左至右分别为缺陈皮、赤芍、川芎牘
图１ 高效液相色谱图
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

注：Ａ为橙皮苷，Ｂ为芍药苷，Ｃ为阿魏酸。

称定，依法制备供试品溶液，再按拟订色谱条件进样测

定，记录峰面积并计算含量。结果橙皮苷、芍药苷、阿魏酸

平均含量分别为 ３．２１４，０．８１９，０．０８０ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别
为０．７１％，０．９５％，１．１６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样 回 收试 验 ：取 已 知含 量 样品 （批号 为

２０１７０２２５）适量，共６份，分别加入一定质量浓度的混合
对照品溶液，依法制备供试品溶液，再按拟订色谱条件

进样测定，记录峰面积并计算加样回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取６批样品各适量，依法制备供试品溶液，再按拟
订色谱条件进样测定，每批平行测定３次，取平均值，记
录峰面积并计算样品含量。结果见表２。

３ 讨论

检测波长选择：取３种对照品进行全波长扫描，结
果橙皮苷、芍药苷和阿魏酸分别在 ２８４，２３０，３２１ｎｍ波
长处有最大吸收，故本试验中在不同波长处测定３种成
分，结果稳定。

流动相选择：采用不同比例的甲醇－０．０５％磷酸溶
液、甲醇－０．０５ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢钾溶液、甲醇－１％乙酸
溶液犤４－５犦、乙腈－１％乙酸溶液犤６－８犦作流动相进行比较，结果

采用甲醇－１％乙酸溶液梯度洗脱时，各待测成分色谱峰
峰形良好，分离度均大于１．５％，且阴性对照无干扰。

提取溶剂选择：使用不同比例的甲醇和乙醇冷浸过

夜后超声 ３０，６０ｍｉｎ进行提取，结果发现，以 ７０％乙醇
为提取溶剂，冷浸过夜后超声 ３０ｍｉｎ，芍药苷提取效率
比以甲醇为提取溶剂时稍降低，但橙皮苷和阿魏酸提取

效率最高，且干扰最少。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便、准确，

精密度、稳定性、重复性均较好，可用于同时测定二冬宁

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ


