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低。除饮片炮制工艺因素外，还可能是一些生产厂家在生产过

程中采用射线辐照等方式进行灭菌处理，造成样品中微生物

数量、活性大幅降低，导致检出结果较预期偏低。

中药饮片种类繁多、来源多样、用途不同、加工工艺不

同，不同地区中药饮片的微生物负载差异也较大，对于中

医临床使用和制剂生产使用的中药饮片，应根据饮片性

质、不同入药部位、不同炮制方式、不同给药途径等分类制订

合适的微生物限度标准。本课题组的下一步工作将考察微生

物对以上６种中药饮片有效成分的影响，为《中国药典》进
一步制订中药饮片微生物限度的补充提供参考。
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高效液相色谱法同时测定养血当归糖浆中芍药苷和甘草酸铵含量
余中霞，方菲菲△，张继红，何亚芬

（江西省上饶市食品药品检验检测中心，江西 上饶 ３３４０００）
摘要：目的 建立同时测定养血当归糖浆中芍药苷、甘草酸铵含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），以乙腈（Ａ）－０．０８５％磷酸溶液（Ｂ）为流动相牗梯度洗脱牘，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ，检测波长
为 ２３０ｎｍ。结果 芍药苷和甘草酸铵质量浓度分别在 ５．５４～５５．３５μｇ／ｍＬ和 ９．６３～１１５．５６μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好
（ｒ≥０．９９９０）；平均加样回收率分别为８８．４２％和８７．０８％，ＲＳＤ分别为３．６６％和３．５２％（ｎ＝６）。结论 该方法简便、准确、专属性强、

重复性好，可用于养血当归糖浆制剂的质量控制。

关键词：高效液相色谱法；养血当归糖浆；芍药苷；甘草酸铵；含量测定
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养血当归糖浆是由当归、白芍、熟地黄、茯苓、甘草、 党参、黄芪、川芎８味中药组方的成方制剂，收录于《卫
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时间（ｍｉｎ）

０→１５
１５→３５

乙腈

２０
５０

０．０８５％磷酸溶液

８０
５０

时间（ｍｉｎ）

３５→３６
３６→４０

乙腈

１００
２０

０．０８５％磷酸溶液

０
８０

Ａ Ｂ Ｃ

ＡＵ
０．１４
０．１２
０．１０
０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｔ／ｍｉｎ

ＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

ＡＵ
０．１４
０．１２
０．１０
０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｔ／ｍｉｎ

１
２ １

２

１．芍药苷 ２．甘草酸铵

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

表１ 流动相梯度洗脱程序牗％牘

生部药品标准·中药成方制剂牗第二册牘》牗ＷＳ３－Ｂ－
０３５８－９０牘，具有补气血、调经功效，临床常用于治疗行
经腹痛、月经不调、贫血虚弱、产后体虚、产后血虚、萎黄

肌瘦等症。现行质量标准项下尚未收录其含量测定指标

和方法。有研究以主药当归和白芍中主要成分阿魏酸和

芍药苷为指标成分建立含量测定方法，以及对主要成

分当归、川芎、黄芪建立薄层色谱鉴别方法 犤１－２犦。鉴

于中药成方制剂成分的复杂多样性，少数成分难以全

面评价和反映药物的内在质量。且复方中甘草具有补

脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急止痛、调和诸药的

功效，是养血当归糖浆制剂发挥药效的主要臣药，其

主要成分为甘草苷和甘草酸犤３－５犦。本研究中以白芍中的

芍药苷、甘草中的甘草酸铵为指标成分，建立了测定养

血当归糖浆中芍药苷和甘草酸铵含量的高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法，为进一步提高和完善养血当归糖浆的质量
标准提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公

司），包括 Ｗａｔｅｒｓ２９９８ＰＤＡ检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ３工作站；
ＢＰ２１１Ｄ型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕ，精度为十万分之
一）；色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，
迪马公司）；Ｂｃｆ－２０Ｌ型数控超声清洗器（上海比朗仪
器制造有限公司，功率为１００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；Ａ３ｓ－
１０－１０ＣＥ型超纯水机（美国艾科浦国际有限公司）。
１．２ 试药

甘草酸铵对照品（批号为 １１０７３１－２０１６１９），芍药
苷对照品（批号为 １１０７３６－２００４０８），均购自中国食品
药品检定研究院，纯度均不低于 ９８％；养血当归糖浆
（批号分别为１７０６０１，１７０５０６，江西盛翔制药有限公司；
批号 １７１２０５，１８０５０４，１８０９０３，江西药都樟树制药有限
公司；批号为２０１６１２０２，广西壮族自治区花红药业股份
有限公司；批号为１７０６０２，福寿堂制药有限公司）；乙醇
牗分析纯，上海展云化工有限公司）；乙腈牗色谱纯，美国
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；磷酸牗色谱纯，上海展云化工有限公司）；
水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：乙腈－０．０８５％磷酸溶液，洗脱梯度程序见表１；
检测波长：２３０ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样
量：１０μＬ。

２．２ 溶液制备
混合对照品溶液：取芍药苷对照品１０．４９ｍｇ、甘草

酸铵对照品１８．４５ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ棕色容量瓶
中，加７０％乙醇适量溶解并定容至刻度，混匀，即得。

供试品溶液：精密量取样品６ｍＬ，置１０ｍＬ棕色容
量瓶中，加入７０％乙醇适量，密塞，超声提取２０ｍｉｎ（功
率为 ４０Ｗ，频率为 ５０Ｈｚ），放冷，再用上述溶液补至
刻度，摇匀，离心 ３０ｍｉｎ（转速为 ４０００ｒ／ｍｉｎ，功率为
２５Ｗ），取上清液，过滤，滤液用微孔滤膜（０．４５μｍ）滤
过，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按该制剂注册标准的处方和制备

工艺制备缺白芍和甘草的阴性样品，按供试品溶液制备

方法制备阴性对照品溶液，摇匀，即得。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别精密吸取上述３种溶液各１０μＬ，

注入高效液相色谱仪，按拟订色谱条件分析，色谱图见

图１。结果被测成分能达到完全分离，阴性对照无干扰。
线性关系考察：精密吸取混合对照品溶液 １，２，３，

４，５ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容，摇匀，按
拟订色谱条件进样测定。以质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰
面积值（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ芍 ＝
１１９２９Ｘ＋１９５９７（ｒ＝０．９９９２）和 Ｙ甘＝３６５４Ｘ－１０６６７
（ｒ＝０．９９９２）。结果表明，芍药苷和甘草酸铵质量浓度
分别在 ５．５４～５５．３５μｇ／ｍＬ和 ９．６３～１１５．５６μｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密量取同一混合对照溶液 １０μＬ，
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批号

１７０６０１
１７０５０６
１７１２０５
１８０５０４

芍药苷

４１．１８
４０．５４
４３．８３
４０．９７

甘草酸铵

８４．２０
８５．３５
８８．１６
８９．３２

批号

１８０９０３
２０１６１２０２
１７０６０２

芍药苷

４２．３３
４１．４９
４２．２３

甘草酸铵

８６．８７
８７．５３
８８．０９

Ａ
０．２４７１
０．２４７１
０．２４７１
０．２４７１
０．２４７１
０．２４７１

Ｂ
０．５０５２
０．５０５２
０．５０５２
０．５０５２
０．５０５２
０．５０５２

Ａ
０．２０９８
０．２０９８
０．２０９８
０．２０９８
０．２０９８
０．２０９８

Ｂ
０．４７９７
０．４７９７
０．４７９７
０．４７９７
０．４７９７
０．４７９７

Ａ
０．４３７９
０．４４０１
０．４２８４
０．４２１６
０．４３２２
０．４３５４

Ｂ
０．９３２１
０．９０９４
０．９２４３
０．９４４６
０．９２２７
０．９０４４

Ａ
９０．９４
９１．９９
８６．４２
８３．１７
８８．２３
８９．７５

Ｂ
８８．９９
８４．２６
８７．３７
９１．６０
８７．０３
８３．２２

Ａ

８８．４２

Ｂ

８７．０８

Ａ

３．６６

Ｂ

３．５２

重复进样６次，分别测定其峰面积并计算含量。结果芍药
苷和甘草酸铵的 ＲＳＤ分别为０．２１％和０．１６％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同批（批号为１７０６０１）样品，依法制
备供试品溶液，室温放置，分别于 ０，２，４，８，１２，２４ｈ时
进样 １０μＬ，测定峰面积并计算含量。结果芍药苷和甘
草酸铵含量的 ＲＳＤ分别为 ０．４９％和 ０．５６％牗ｎ＝６牘，
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同批（批号为１７０６０１）样品，依法制
备供试品溶液６份，测定峰面积并计算含量。结果芍药

苷和甘草酸铵含量的 ＲＳＤ分别为 ０．６２％和 ０．５４％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取 ６ｍＬ同批（批号为
１７０６０１）样品，分别置 １０ｍＬ容量瓶中，平行６份，分别
精密加入一定质量浓度的对照品溶液，依法制备供试品

溶液。按拟订色谱条件进样测定，按外标法计算回收率。

结果见表２。
２．４ 样品含量测定

取不同批次样品，每个批次平行 ３份，依法制备供
试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。结果见表３。

表３ ７批样品含量测定结果（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝３）

３ 讨论

３．１ 提取条件选择
采用单因素分析法，比较了不同提取方法（加热回

流、冷浸提取、超声提取）、不同提取溶剂（甲醇、乙醇、乙

酸乙酯）、不同提取体积分数（甲醇、７０％甲醇、５０％甲
醇、３０％甲醇）、不同提取时间（１５，３０，４５，６０ｍｉｎ）的提
取效果。结果表明，以７０％乙醇溶液超声提取３０ｍｉｎ提
取最完全，所测含量最高，且操作简单便捷、环保安全。

３．２ 流动相选择
有机相比较了甲醇和乙腈，结果在相同色谱条件

下，以乙腈为有机相，目标化合物能获得更好分离。

水相比较了 ０．１％磷酸溶液和 ０．０８５％磷酸溶液，结
果表明，以 ０．０８５％磷酸溶液为水相，目标化合物色
谱峰出峰时间适宜且分离度和峰形均明显优于０．１％
磷酸溶液。

３．３ 检测波长选择犤６－７犦

比较了３１６，２５０，２３０ｎｍ波长下芍药苷和甘草酸铵
的检测情况，结果表明，以 ３１６ｎｍ为检测波长时，无

法检测到甘草酸铵；以 ２５０ｎｍ为吸收波长时，２种物
质未达到最大吸收峰；以 ２３０ｎｍ为检测波长时，２种
物质均有吸收峰，峰面积值最大，故选择 ２３０ｎｍ为检
测波长。

３．４ 结果分析
通过方法学考察，本试验中所建立的方法稳定准

确、简便易行，可为进一步制订和完善养血当归糖浆的

质量标准提供依据。不同厂家和不同批次的制剂含量测

定结果表明，养血当归糖浆中芍药苷和甘草酸铵的含量

稳定，表明制剂工艺稳定，药材来源可靠。
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注：Ａ为芍药苷，Ｂ为甘草酸铵。

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

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
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