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滋肾育胎丸是由菟丝子、砂仁、熟地黄、杜仲、人参、

桑寄生、阿胶（炒）、首乌、艾叶、巴戟天、白术、党参、鹿角

霜、枸杞子、续断等１５味药材组方的中药成方制剂，临
床用于治疗脾肾两虚、冲任不固所致滑胎，防治习惯性

流产和先兆性流产犤１－３犦。方中菟丝子具有补益肝肾、固

精缩尿、安胎、明目、止泻等功效犤４－６犦，熟地黄具有补血

滋阴、益精填髓等功效犤７－９犦，杜仲具有补肝肾、强筋骨、

安胎等功效犤１０－１２犦。其质量标准收载于《中华人民共和国

卫生部药品标准·中药成方制剂牗第 １６册牘》（ＷＳ３－
Ｂ－３１１３－９８），但仅对性状、鉴别和检查项作出规定，
无含量测定项，无法更全面地控制滋肾育胎丸质量。方

中菟丝子为君药，杜仲为臣药，熟地黄为佐药，且３种药

材活性成分毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯乙烯苷均在紫

外光区有较强吸收。本研究中采用反相高效液相色谱

（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法检测中成药滋肾育胎丸中金丝桃苷、毛
蕊花糖苷和 ２，３，５，４′－四羟基二苯乙烯 －２－Ｏ－β－
Ｄ－葡萄糖苷（二苯乙烯苷）３种活性成分的含量犤１３－１７犦，

旨在为药品标准的完善提供技术参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－１２６０ＩＮＦＩＮＩＴＹ型高效液相色谱仪（包括在线

脱气机、Ｇ１３１３Ａ自动进样器、Ｇ１３１６Ｃ自动柱温箱和
Ｇ１３１５Ｃ二极管阵列检测器，美国安捷伦公司）；ＢＳＡ
１２４Ｓ－ＣＷ型电子天平（德国赛多利斯公司，精度为十

反相高效液相色谱法测定滋肾育胎丸中金丝桃苷、
毛蕊花糖苷和二苯乙烯苷含量

杨丽娟 １，张君娜 ２，苗晓红 ３，辛 娜 １

（１．河北省石家庄市妇幼保健院产科，河北 石家庄 ０５００００； ２．河北省石家庄市第四医院药剂科，
河北 石家庄 ０５００００； ３．河北省唐山市妇幼保健院产科，河北 唐山 ０６３０００）

摘要：目的 建立测定中成药滋肾育胎丸中金丝桃苷、毛蕊花糖苷和二苯乙烯苷３种活性成分含量的反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法。
方法 色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５．０μｍ），波长为３４６ｎｍ，柱温为２７℃，进样量为１５μＬ，流动相为乙腈
（Ａ）－０．２％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗脱牗０～６ｍｉｎ时 １２％Ａ，６～２２ｍｉｎ时 １２％Ａ～４８％Ａ，２２～３０ｍｉｎ时 ４８％Ａ～８０％Ａ，３０～３１ｍｉｎ时

８０％Ａ～１２％Ａ，３２～３６ｍｉｎ时１２％Ａ牘。结果 金丝桃苷、毛蕊花糖苷和二苯乙烯苷质量浓度在０．０４～３２．００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线
性关系良好；平均加样回收率分别为１００．３８％，１００．５１％，１００．０３％，ＲＳＤ分别为１．９１％，１．３４％，１．２８％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简

单、重复性好、精密度高，可用于滋肾育胎丸中成药的质量控制。

关键词：反相高效液相色谱法；中成药；滋肾育胎丸；金丝桃苷；毛蕊花糖苷
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Ａ．对照品溶液 Ｂ．空白溶液 Ｃ．阴性对照品溶液 Ｄ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图
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表１ ３种活性成分线性回归方程、线性范围及相关系数牗ｎ＝６牘

万分之一）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙ型紫外可见分光光度计（美国
热电公司）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０型纯水仪（美国密
理博公司）；ＫＱ－３００ＴＤＥ型高频超声波清洗仪（昆山舒
美仪器公司，功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

金丝桃苷对照品（批号为１１１５２１－２０１８０９，含量以
９４．９％计），毛蕊花糖苷对照品（批号为 １１１５３０－
２０１７１３，含量以 ９２．５％计），２，３，５，４′－四羟基二苯乙
烯－２－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷对照品（批号为１１０８４４－
２０１８１４，含量以９１．０％计），均购自中国食品药品检定研
究院；滋肾育胎丸（广州白云山中一药业有限公司，规格为

每瓶６０ｇ，批号分别为Ｓ０００１５，ＥＲ０００１２，Ｗ００１０３）；磷酸、
冰醋酸（优级纯，国药集团）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国默

克公司）；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：ＷａｔｅｒｓＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５．０μｍ）；检测波长：３４６ｎｍ；柱温：２７℃；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１５μＬ；流动相：乙腈（Ａ）－
０．２％磷酸溶液（Ｂ，移取 ２．０ｍＬ磷酸至 １０００ｍＬ容量
瓶中，超声５ｍｉｎ，放冷），梯度洗脱牗０～６ｍｉｎ时１２％Ａ，
６～２２ｍｉｎ时 １２％Ａ～４８％Ａ，２２～３０ｍｉｎ时 ４８％Ａ～
８０％Ａ，３０～３１ｍｉｎ时 ８０％Ａ～１２％Ａ，３２～３６ｍｉｎ时
１２％Ａ牘。
２．２ 溶液制备

取金丝桃苷２６．３４ｍｇ、毛蕊花糖苷２７．０３ｍｇ、２，３，
５，４′－四羟基二苯乙烯 －２－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷
２７．４７ｍｇ，精密称定，置 ２５ｍＬ容量瓶中，加 ９５％甲醇
２０ｍＬ，超声溶解，取出放冷，定容至刻度，摇匀，即得对
照品贮备溶液。精密移取对照品贮备溶液 １．０ｍＬ，置
１００ｍＬ容量瓶中，加 ９５％甲醇定容至刻度，摇匀，即得
对照品溶液。取样品适量，研钵研成细粉，过８０目筛网，
取细粉１．０ｇ，精密称定，置２０ｍＬ容量瓶中，加 ９５％甲
醇 １５ｍＬ，超声处理（功率 ２００Ｗ，频率 ６０ｋＨｚ）
２０ｍｉｎ，取出放冷，加 ９５％甲醇定容至刻度，摇匀，过
０．２２μｍ微孔滤膜，取续滤液作为供试品溶液。按处方
制备方法和药材配比比例，制备缺紫苏子、熟地黄和杜

仲药材的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备，即得

阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：取２．２项下３种溶液，按拟订色谱条件

分别进样，记录色谱图。结果毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二

苯乙烯苷峰分离良好，分离度均不低于 １．５，理论板数
和拖尾因子等均符合《中国药典》要求，且阴性对照无干

扰。色谱图见图１。
线性关系考察：取 ２．２项下对照品贮备溶液适量，

加入 ９５％甲醇，得质量浓度分别为 ０．０４，０．１０，４．００，
８．００，１６．００，３２．００μｇ／ｍＬ的系列标准溶液，按拟订色
谱条件分别进样测定，记录色谱图。以 ３种活性成分的
质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线性
回归，结果见表 １。可见，毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯
乙烯苷质量浓度在 ０．０４～３２．０μｇ／ｍＬ范围内与其峰
面积线性关系良好。

稳定性试验：取样品（批号为Ｓ０００１５），依法制备供
试品溶液，于室温下放置 ０，３，６，９，１２，２４ｈ时，按拟订
色谱条件进样分析，记录色谱图，并根据色谱图中３种
活性成分峰面积计算 ＲＳＤ。结果毛蕊花糖苷、金丝桃苷
和二苯乙烯苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ２．１３％，１．０２％，
１．９１％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为 Ｓ０００１５）６份，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件分别进样分析，记录色

谱图，并计算 ＲＳＤ。结果毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯
乙烯苷含量的 ＲＳＤ分别为 ３．０９％，２．３１％，３．３８％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

精密度试验：取 ２．２项下对照品溶液，按拟订色谱
条件连续进样６次，记录色谱图；按３种活性成分峰面
积计算 ＲＳＤ。结果毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯乙烯苷
峰面积的 ＲＳＤ分别为１．６４％，０．９３％，１．３７％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。
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成分

毛蕊花糖苷

金丝桃苷

二苯乙烯苷

线性回归方程

Ｙ＝１７７．１６５Ｘ＋１０９．３３２
Ｙ＝４３７．５１７Ｘ＋２７１．５７３
Ｙ＝２０１６．２２９Ｘ＋８３．６５５

线性范围（μｇ／ｍＬ）

０．０４～３２．００
０．０４～３２．００
０．０４～３２．００

相关系数牗ｒ２牘

０．９９９１
０．９９９４
０．９９９０
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成分

毛蕊花

糖苷

金丝桃苷

二苯乙

烯苷

取样量（ｇ）

１．０３６５
１．０２０２
０．９８８９
１．００１７
１．０２１４
０．９９８６
１．０３６５
１．０２０２
０．９８８９
１．００１７
１．０２１４
０．９９８６
１．０３６５
１．０２０２
０．９８８９
１．００１７
１．０２１４
０．９９８６

样品含量（ｍｇ）

０．３０１６
０．３１４５
０．３４１８
０．２９２８
０．３３０８
０．３１３８
０．５７６４
０．５５４９
０．５３２８
０．５８１６
０．５４４５
０．５２６１
０．４１３６
０．４４８１
０．４３９２
０．４６０６
０．４２２７
０．４１７９

加入量（ｍｇ）

０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４
０．４

测得量（ｍｇ）

０．７１２２
０．７１５７
０．７３１４
０．７０１９
０．７３０３
０．７１２８
０．９８１３
０．９４７６
０．９３９２
０．９８４５
０．９４３２
０．９３２６
０．８０９８
０．８４４８
０．８４６２
０．８５７７
０．８２０１
０．８２４３

回收率（％）

１０２．６５
１００．３０
９７．４０
１０２．２８
９９．８８
９９．７５
１０１．２２
９８．１８
１０１．６０
１００．７３
９９．６８
１０１．６３
９９．０５
９９．１８
１０１．７５
９９．２８
９９．３５
１０１．６０

Ｘ（％）

１００．３８

１００．５１

１００．０３

ＲＳＤ（％）

１．９１

１．３４

１．２８

表２ ３种活性成分加样回收试验结果（ｎ＝６）

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

Ｓ０００１５），研钵研成细粉，过８０目筛网；取细粉１．０ｇ，精
密称定，置２０ｍＬ容量瓶中，称取６份，依照供试品溶液
制备方法进行处理，得 ６份样品加样溶液；按拟订色谱
条件分别进样测定，记录色谱图，计算 ３种活性成分加
样回收率。结果见表２。

２．４ 样品含量测定
取３批样品，按供试品溶液制备方法制备溶液，按

拟订色谱条件分别进样分析，采集色谱图，根据峰面积

计算含量。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 检测波长优化
分别配制含毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯乙烯苷质

量浓度为 ８μｇ／ｍＬ的标准溶液，加 ９５％甲醇溶解并定
容，取上述标准溶液分别在１９０～４００ｎｍ波长范围内扫
描。结果毛蕊花糖苷、金丝桃苷和二苯乙烯苷分别在

３３５，３５９，３２１ｎｍ波长处有最大吸收；取对照品溶液，按
拟订色谱条件进样测定，记录 １９０～４００ｎｍ全波段谱
图，结果于３４６ｎｍ波长处３种活性成分响应最佳，故选
择３４６ｎｍ作为检测波长。
３．２ 流动相优化

曾选择乙腈－０．１％磷酸溶液、乙腈－０．２％磷酸溶

液、乙腈－０．３％磷酸溶液和乙腈－０．４％磷酸溶液作为
流动相体系，考察不同体系对３种活性成分分离和峰形
的影响。按拟订色谱条件分别选择上述 ４种流动相体
系，分别进样对照品溶液、阴性对照品溶液和供试品溶

液，采集色谱图。结果选择乙腈－０．２％磷酸溶液作为流
动相体系时，３种活性成分完全分离，且各色谱峰峰形
较好。故选择其作为流动相体系。

３．３ 色谱柱优化
曾选择色谱柱 ＷａｔｅｒｓｓｕｎｆｉｒｅＣ１８，ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ

ＸＤＢＣ１８，ＷａｔｅｒｓＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＳＣ１８和 ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８作为
分离柱，考察不同色谱柱对３种活性成分分离情况的影
响。结果以色谱柱 ＷａｔｅｒｓＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＳＣ１８作为分离
柱时，３种活性成分完全分离，故选择其作为分析柱。
３．４ 提取条件优化

滋肾育胎丸由１５味药材加工而成，基质较复杂，选
择最佳的提取条件对消除基质干扰有重要作用。分别选

择甲醇和 ９５％，９０％，８５％甲醇溶液时，考察对滋肾育
胎丸中 ３种活性成分的提取效果，结果选择 ９５％甲醇
溶液时提取效果最佳。确定提取溶剂后，分别考察超声

时间（１０，１５，２０，２５，３０ｍｉｎ）和超声功率（１５０，１８０，２００，
２２０，２５０Ｗ）的影响，最终确定 ９５％甲醇溶液作为提取
溶剂，功率为２００Ｗ、时间为２０ｍｉｎ为最佳提取条件。
３．５ 方法评价

该方法前处理简单，准确度高，重复性好，适用于滋

肾育胎丸中成药产品的质量控制，可为国家药品标准的

完善提供技术参考。
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表３ 各批样品中３种活性成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

批号

Ｓ０００１５
ＥＲ０００１２
Ｗ００１０３

毛蕊花糖苷

０．３１５９
０．３０２４
０．３４７６

金丝桃苷

０．５５２７
０．５１２６
０．５２０７

二苯乙烯苷

０．４３３７
０．４７２５
０．４４３９
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