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犤１２犦孔广英，钮忠华 ．小儿牛黄清心散中朱砂含量的测定及可
溶性砷盐检查犤Ｊ犦．中国药事，１９９９，１３（６）：４０５－４０６．

犤１３犦孙桂明，孙世成，宋爱华．对《中国药典》一部含朱砂、雄黄成方
制剂有关问题的商榷犤Ｊ犦．中国药品标准，２００７，８（３）：８－１０．

犤１４犦贾庆欣，李文君，张 进，等 ．原子吸收分光光度法测定安
宫牛黄丸中雄黄和朱砂的含量犤Ｊ犦．中国卫生标准管理，

２０１８，９（２１）：１０１－１０３．
犤１５犦周燕红．小儿至宝丸中朱砂和雄黄的含量测定犤Ｊ犦．中国药师，

２０１５，１８（１２）：２１９３－２１９５．
犤１６犦王宁生，汤毅珊，潘华新，等．微波消解－原子荧光法测定生物

样品中的汞、砷犤Ｊ犦．中药新药与临床药理，２００２，１３（４）：２４４－２４７．
犤１７犦刘洪旭，吴 文，王丹红，等 ．含朱砂中成药中甲基汞和乙

基汞含量的 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ法检测犤Ｊ犦．时珍国医国药，
２０１２，２３（４）：８７３－８７４．

犤１８犦李丽敏，夏 晶，王欣美，等 ．ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ法研究 ５种
含雄黄中成药的可溶性砷及其形态犤Ｊ犦．中成药，２０１２，３４（１１）：

２１１８－２１２３．
犤１９犦丁敬华，王 娜，姜 泓，等．柱前衍生化高效液相色谱法测定

朱砂中可溶性汞的含量犤Ｊ犦．化学研究，２０１０，２１（２）：８０－８２．
牗收稿日期：２０１９－０６－０４；修回日期：２０１９－０７－０６牘
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夜宁糖浆是由女贞子、甘草、灵芝、大枣、合欢皮、首

乌藤、浮小麦７味中药材经煎煮、浓缩等工序制成的中
成药犤１－５犦，具有养血安神功效，主要用于治疗心血不足

所致失眠、多梦、头晕、四肢乏力等症，尤其适用于神经

衰弱者犤６－１０犦。方中女贞子主要成分为特女贞苷，具有滋

补肝肾等功效；甘草主要成分为甘草苷和甘草酸，具有抗

抑郁、保护神经等功效犤１１－１４犦。２０１５年版《中国药典牗一部牘》
中仅有其性状、鉴别和检查项目，缺少含量测定项犤１５犦。

本研究中建立了同时测定夜宁糖浆中甘草苷、特女贞苷

和甘草酸３种活性成分含量的反相高效液相色谱法。现
报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
２６９５型高效液相色谱仪、２９９８型检测器（美国沃特

世公司）；ＸＳ２０５ＤＵ型电子天平（瑞士梅特勒公司）；
ＡＳ２０６０Ｂ型超声波清洗器（天津奥特赛恩斯公司）；Ｍｉｌ

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

反相高效液相色谱法同时测定夜宁糖浆中３种活性成分含量
朱晓俊，卞艳芳△，陈 磊，乐佳敏，胡冬梅

（中国人民解放军海军军医大学第一附属医院·上海长海医院，上海 ２００４３８）
摘要：目的 建立同时测定夜宁糖浆中甘草苷、特女贞苷和甘草酸３种活性成分含量的反相高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥ
ｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０．１％磷酸溶液 －乙腈牗梯度洗脱牘，检测波长为 ２２９ｎｍ，进样量为 ２０μＬ，柱温
为 ２８℃，定量检测采用标准曲线法。结果 甘草苷、特女贞苷和甘草酸的质量浓度在 １．０～５０．０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良
好，平均加样回收率分别为９９．３７％，９８．９３％，９９．６７％，ＲＳＤ分别为０．７０％，１．４０％，２．５４％（ｎ＝６）；精密度和重复性均良好（ｎ＝６），
供试品溶液在２４ｈ内稳定。结论 该方法简便、准确、快速，可用于夜宁糖浆中成药的质量控制。

关键词：反相高效液相色谱法；夜宁糖浆；活性成分；甘草苷；特女贞；甘草酸；含量
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时间（ｍｉｎ）

０→５
１２

流动相 Ａ（％）

８７
４５

流动相 Ｂ（％）

１３
５５

时间（ｍｉｎ）

２８
２９→３５

流动相 Ａ（％）

３
８７

流动相 Ｂ（％）

９７
１３

７００
６００
５００
４００
３００
２００
１００
０
０ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

Ａ Ｂ Ｃ

７００
６００
５００
４００
３００
２００
１００
０
０ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

１

２

３

０ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

３２

１

４００

３００

２００

１００

０

１．甘草苷 ２．特女贞苷 ３．甘草酸

Ａ．空白溶剂溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

表１ 梯度洗脱程序

ｌｉ－ＱＥｌｅｍｅｎｔ型超纯水仪（美国密理博公司）。
１．２ 试药

甘草苷对照品（批号为 １１１６１０－２０１６０７），特女贞
苷对照品（批号为１１１９２６－２０１６０５），甘草酸对照品（批
号为１１０７３１－２０１７２０），均购于中国食品药品检定研究
院；夜宁糖浆（武汉康乐药业股份有限公司，批号分别为

２０１８１２１３，２０１９０１０４，２０１９０３２４，规格为每瓶 ２４０ｍＬ）；
甲醇、乙腈为色谱纯，均购于美国天地公司；试验用水为

超纯水；其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２２９ｎｍ；
柱温：２８℃；进样量：２０μＬ；流动相：０．１％磷酸溶液（Ａ）－
乙腈（Ｂ），梯度洗脱，洗脱程序见表 １。在此色谱条件下
的色谱图见图１。

２．２ 溶液制备
取甘草苷对照品、特女贞苷对照品、甘草酸对照品

适量，精密称定，加 ９５％甲醇制成每 １ｍＬ溶液中含甘
草苷、特女贞苷和甘草酸均为０．５ｍｇ的混合溶液，即得
对照品贮备溶液。精密量取对照品贮备溶液适量，制成

含甘草苷、特女贞苷和甘草酸质量浓度依次为 １．０，
２．０，５．０，１０．０，２０．０，５０．０μｇ／ｍＬ的溶液，加９５％甲醇
定容至刻度，摇匀，即得对照品溶液。取样品（批号为

２０１８１２１３），摇匀，精密量取 ５ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，
加９５％甲醇约３０ｍＬ，超声１０ｍｉｎ使溶解，取出，放冷，
加９５％甲醇定容至刻度，用０．４５μｍ滤膜滤过，弃去初
滤液，取续滤液作为供试品溶液。

２．３ 方法学考察
线性关系考察：取 ２．２项下对照品贮备溶液适量，

精密量取，制成含甘草苷、特女贞苷和甘草酸质量浓度

分别为 １．０，２．０，５．０，１０．０，２０．０，５０．０μｇ／ｍＬ的对照
品溶液，加 ９５％甲醇定容至刻度，摇匀，分别注入液相
色谱仪，测定峰面积，分别以甘草苷、特女贞苷和甘草酸

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２。

精密度试验：取 ２．２项下对照品贮备溶液适量，精
密量取，加９５％甲醇制成含甘草苷、特女贞苷和甘草酸
质量浓度为 ５．０μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液，注入液
相色谱仪，重复进样 ６次，按拟订色谱条件测定峰面
积。结果甘草苷、特女贞苷和甘草酸峰面积的 ＲＳＤ分
别为 １．２８％，０．６８％，０．９２％（ｎ＝６），表明仪器精密
度良好。

重复性试验：取同一批（批号为２０１８１２１３）样品，摇
匀，依法平行制备６份供试品溶液，分别注入液相色谱
仪，测定甘草苷、特女贞苷和甘草酸的峰面积，计算

含量。结果甘草苷、特女贞苷和甘草酸含量的 ＲＳＤ分
别为 ３．２４％，２．２１％，３．３２％（ｎ＝６），表明方法重复
性良好。

稳定性试验：取重复性试验项下供试品溶液任意

１份，室温放置，分别于０，３，６，９，１２，２４ｈ时进样测定甘
草苷、特女贞苷和甘草酸的峰面积并计算含量。结果甘

草苷、特女贞苷和甘草酸含量的 ＲＳＤ分别为 １．８２％，
１．４１％，１．３４％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取已知甘草苷、特女贞苷和甘草酸

含量的样品（批号为１８０７０１２），摇匀，精密量取５ｍＬ，共
６份，分别置 ５０ｍＬ容量瓶中，加入适量 ２．２项下对照
品贮备溶液，依法制备供试品溶液并进行测定，计算加

样回收率。结果见表３。

表２ 回归方程及线性范围牗ｎ＝６牘

成分

甘草苷

特女贞苷

甘草酸

回归方程

Ｙ＝１３．７６８Ｘ＋２．７２２
Ｙ＝６．００５Ｘ＋０．８９２
Ｙ＝１７．１２４Ｘ＋１１．５３７

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．０～５０．０
１．０～５０．０
１．０～５０．０

ｒ
０．９９９５
０．９９９４
０．９９９２
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Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１牞Ｊａｎｕａｒｙ５牞２０２０

Ａ
０．５５０
０．５５０
０．５５０
０．５５０
０．５５０
０．５５０

Ｂ
１．９０４
１．９０４
１．９０４
１．９０４
１．９０４
１．９０４

Ｃ
１．０９８
１．０９８
１．０９８
１．０９８
１．０９８
１．０９８

Ａ
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０

Ｂ
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０

Ｃ
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０
１．０

Ａ
１．５４１
１．５５６
１．５３５
１．５４１
１．５４４
１．５４５

Ｂ
２．８８６
２．９１５
２．８９９
２．８７６
２．８８５
２．８９９

Ｃ
２．０５４
２．１２１
２．１１７
２．０９８
２．１０１
２．０７７

Ａ
９９．１０
１００．６０
９８．５０
９９．１０
９９．４０
９９．５０

Ｂ
９８．２０
１０１．１０
９９．５０
９７．２０
９８．１０
９９．５０

Ｃ
９５．６０
１０２．３０
１０１．９０
１００．００
１００．３０
９７．９０

Ａ

９９．３７

Ｂ

９８．９３

Ｃ

９９．６７

Ａ

０．７０

Ｂ

１．４０

Ｃ

２．５４

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

批号

１８０７０１２
１８０９００３
１８１１０１６
１８１１０２５
１８１２０１７
１９０１０２３

甘草苷

０．５５０
０．６０４
０．５２７
０．５３８
０．５８１
０．５７５

特女贞苷

１．９０４
２．１１３
１．８８７
１．８９６
１．９９２
１．９７９

甘草酸

１．０９８
１．１０７
１．００６
０．９８６
０．９９５
１．１１２

注：Ａ为甘草苷，Ｂ为特女贞苷，Ｃ为甘草酸。

表３ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

２．４ 样品含量测定
随机选取样品６批次，依法制备供试品溶液，按拟

订色谱条件测定峰面积，标准曲线法计算样品中甘草

苷、特女贞苷和甘草酸的含量。结果见表４。

３ 讨论

３．１ 检测波长选择
采用紫外－可见分光光度法，扫描范围１９０～４００ｎｍ，对

甘草苷、特女贞苷和甘草酸３种待测物单标溶液（质量
浓度为２０μｇ／ｍＬ）进行光谱扫描。结果甘草苷、特女贞
苷和甘草酸最大吸收波长分别在 ２３６，２３０，２３７ｎｍ附
近。故选择 ２２９ｎｍ作为检测波长，３种待测物响应良
好，定量结果准确。

３．２ 流动相选择
试验配制了甘草苷、特女贞苷和甘草酸的混合溶液

（３种待测物质量浓度均为 ５μｇ／ｍＬ），按拟订色谱条
件，分别采用０．１％磷酸溶液 －乙腈、０．１％磷酸溶液－
甲醇作为洗脱体系，考察 ３种待测物的分离效果和分
析时间。采用甲醇体系时，基线噪音大，且甘草酸洗脱时

间较长，检测效果偏低；采用乙腈体系时，基线平稳，甘

草酸洗脱时间短，检测效率高，且各物质的分离效果良

好。故选择乙腈洗脱体系。

３．３ 小结
本研究中建立了同时测定夜宁糖浆中甘草苷、特女

贞苷和甘草酸３种活性成分含量的反相高效液相色谱
法，精密度高，重复性好，线性范围广，检测准确度高，可

用于控制夜宁糖浆的质量。
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