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颈舒颗粒是一种常用于治疗颈椎病的６类中成药，
由三七、川芎、当归、肉桂、红花、天麻、人工牛黄７味中
药材组方。方中三七为君药，化瘀、止痛、活血犤１犦；当归犤２犦、

红花犤３犦、川芎犤４犦共为臣药，补血行气，活血祛瘀，以增强

三七的活血化瘀止痛效力；肉桂犤５犦、天麻犤６犦为佐药，肉桂

温阳通脉，天麻入肝经，善治风寒湿痹、眩晕麻木、肢体

３．４ 药材转移率
取制备九叶酒的淫羊藿药材，测定药材中淫羊藿苷

含量，根据处方，计算得药材转移率为８１．３３％。
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颈舒颗粒中有效成分含量测定
叶 慧，李 敏△

（江苏省泰州市食品药品检验所，江苏 泰州 ２２５３００）
摘要：目的 建立颈舒颗粒中有效成分含量测定的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 采用高效液相色谱－紫外可见分光光度（ＨＰＬＣ－ＵＶ）法
测定颈舒颗粒中三七药材中５种成分三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、人参皂苷 Ｒｄ的含量，以乙腈－水溶液为
流动相牗梯度洗脱牘，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２０３ｎｍ；采用高效液相色谱 －蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法测定制剂中人
工牛黄药材中胆酸、猪去氧胆酸的含量，以乙腈 －０．２％甲酸溶液为流动相牗梯度洗脱牘，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，气体压力为４０ｐｓｉ，漂移管
温度为 ６０℃。结果 该制剂中三七药材５种成分的回收率为９７．８２％ ～１０３．８５％，ＲＳＤ均小于１．５０％（ｎ＝６）；人工牛黄药材中胆酸、
猪去氧胆酸的回收率为１００．９４％和１００．３２％，ＲＳＤ均小于１．６０％（ｎ＝６）；７种成分的线性关系均良好（ｒ≥０．９９９０）。结论 该方法简便

高效，准确可靠，重复性好，结果稳定，可用于颈舒颗粒的质量控制。

关键词：颈舒颗粒；高效液相色谱法；蒸发光散射检测器法；含量测定
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拘挛；人工牛黄为使药，由牛胆粉、胆酸、猪去氧胆酸、牛

磺酸、胆红素、胆固醇、微量元素等加工制成犤７犦５，７０，１７３，开

窍通络，药性寒凉犤８犦，加入药性辛温的肉桂，既可平衡其

寒凉，又能助其开窍通络之功效，引领各药直达病所。其

功能活血化瘀、温经、通窍、止痛，临床主要用于神经根型

颈椎病瘀血阻络证，症见颈肩部僵硬、疼痛，患侧上肢窜

痛等犤７犦１５６８－１５６９，对于气滞血瘀证型颈椎病有较好效果犤９－１０犦，

配合针灸、手法、理疗等能提高疗效犤１１－１２犦。其现行质量

标准收录于 ２０１５年版《中国药典（一部）》，含量测定项
下对三七药材的人参皂苷Ｒｇ１和人参皂苷Ｒｂ１进行了定
量测定，以及人工牛黄中的胆酸进行定量测定。在原标

准基础上，本研究中进一步补充了含量测定项的不足，

建立了颈舒颗粒中有效成分含量测定的高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法，为后续质量控制提供参考。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＡｒｃ型高效液相色谱仪（包括 Ｅｍ

ｐｏｗｅｒ３工作站，四元梯度泵，２９９８ＰＤＡ检测器，自动
进样器和柱温箱），Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｓＭｏｄｕｌｅ型
高效液相色谱仪（包括 Ｅｍｐｏｗｅｒ３工作站，四元梯度
泵，２４２４ＥＬＳ检测器，自动进样器和柱温箱），均购自美
国Ｗａｔｅｒｓ公司；８２００型超声波清洗器（上海科导超声仪
器有限公司，功率为 ５００Ｗ，频率为 ５３ｋＨｚ）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
型超纯水处理系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＸＳ１０５ＤＵ型
电子天平（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ公司，精度为十万分之一）。
１．２ 试药

三七皂苷 Ｒ１对照品（批号为 １１０７４５－２０１３１８，纯
度为 ９４．０％），人参皂苷 Ｒｇ１对照品（批号为 １１０７０３－
２０１５３０，纯度为 ９１．７％），人参皂苷 Ｒｅ对照品（批号为
１１０７５４－２０１６２６，纯度为 ９７．４％），人参皂苷 Ｒｂ１对照
品（批号为１１０７０４－２０１４２４，纯度为９３．７％），人参皂苷
Ｒｄ对照品（批号为 １１１８１８，纯度为 ９２．１％），胆酸对照
品（批号为１０００７８－２０１４１５，纯度为９８．９％），猪去氧胆
酸对照品（批号为１０００８７－２００６１０，纯度为９９．０％），均
购自中国食品药品检定研究院；颈舒颗粒（国药集团精

方 ＜安徽 ＞药业股份有限公司，批号分别为 １７１２０２，
１７１２０９，１８０６３１）；三七、当归、川芎、红花、天麻、肉桂、人
工牛黄药材（市售，经泰州市食品药品检验所仇雅静主

任中药师鉴定为正品）；乙腈为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公司）；甲醇
为分析纯（国药集团化学试剂有限公司）；水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 三七药材中５种成分含量测定
２．１．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
３．５μｍ）；流动相：Ａ为乙腈溶液，Ｂ为水溶液，梯度洗

脱，０～２０ｍｉｎ时２０％Ａ，２０～４５ｍｉｎ时２０％Ａ～４６％Ａ，
４５～５５ｍｉｎ时 ４６％Ａ～５５％Ａ，５５～６０ｍｉｎ时 ５５％Ａ，
６０～６２ｍｉｎ时５５％Ａ～２０％Ａ，６２～７０ｍｉｎ时２０％Ａ；流
速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：２０３ｎｍ；进样
量：１０μＬ。人参皂苷 Ｒｇ１峰与人参皂苷 Ｒｅ峰的分离度
均大于１．５。
２．１．２ 溶液制备

精密称取三七皂苷 Ｒ１对照品，人参皂苷 Ｒｇ１，Ｒｅ，
Ｒｂ１，Ｒｄ对照品适量，加甲醇制成每１ｍＬ含三七皂苷Ｒ１
０．４０ｍｇ、人参皂苷 Ｒｇ１０．５２ｍｇ、人参皂苷 Ｒｅ０．１６ｍｇ、
人参皂苷 Ｒｂ１０．７９ｍｇ、人参皂苷 Ｒｄ０．７２ｍｇ的混合对
照品溶液。取样品，研细，混匀，取２．０ｇ，精密称定，置锥
形瓶中，加入３０ｍＬ乙醚，振摇提取２ｈ犤２犦，过滤，滤渣挥
干，精密量取４０ｍＬ甲醇，称定质量，超声处理（功率为
２５０Ｗ，３３ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇补足
减失的质量，摇匀，过滤，蒸干，残渣加２０ｍＬ水溶解，用
水饱和正丁醇溶液萃取３次，每次２５ｍＬ，合并正丁醇液，
用水饱和正丁醇溶液洗涤２次，每次２５ｍＬ，正丁醇液蒸
干，残渣用甲醇溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度，摇匀，滤过，即得供试品溶液。取缺三七药材的其他药

材，按颈舒颗粒标准制法煎煮、浓缩为阴性样品，按供试

品溶液制备方法制备缺三七药材的阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察犤４犦

专属性试验：按拟订色谱条件分别对２．１．２项下３
种溶液进样分析，记录色谱图，对照品溶液出峰顺序为

三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷
Ｒｂ１、人参皂苷 Ｒｄ。结果供试品溶液与对照品溶液色谱
相应峰保留时间一致，阴性对照无干扰，且各组分相邻

成分之间分离度均较好（Ｒ＞１．５）。色谱图见图１。
线性关系考察：取适量对照品，精密称定，配成每１ｍＬ

含三七皂苷 Ｒ１０．７４ｍｇ、人参皂苷 Ｒｇ１２．６２ｍｇ、人参皂
苷Ｒｅ０．３７ｍｇ、人参皂苷Ｒｂ１２．７５ｍｇ、人参皂苷Ｒｄ０．７６ｍｇ
的混合对照品溶液，稀释２，３．３３，５，１０，２０倍犤６犦，分别进样１０μＬ，
记录峰面积，以对照品溶液质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面
积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程。结果见表１。

精密度试验：取 ２．１．１项下对照品混合溶液，连续
进样 ６次。结果三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷
Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、人参皂苷 Ｒｄ色谱峰面积的 ＲＳＤ分
别为 ０．３０％，０．４７％，０．５１％，０．４０％，０．４４％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为１７１２０２）适量，精密称
定，平行制备供试品溶液６份，依法测定含量。结果三七
皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、人
参皂苷 Ｒｄ的平均含量分别为 １．４６，２．９５，０．３８，１．９２，
１．４５ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 １．７８％，１．４４％，２．０１％，
１．５７％，１．６７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
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成分

三七皂苷Ｒ１
人参皂苷Ｒｇ１
人参皂苷Ｒｅ
人参皂苷Ｒｂ１
人参皂苷Ｒｄ

回归方程

Ｙ＝２．６７４６１０５Ｘ＋４．２１７２１０３
Ｙ＝３．４４９５１０５Ｘ＋４．０６５４１０３
Ｙ＝３．０２２９１０５Ｘ－２．３１０７１０３
Ｙ＝２．６２２１１０５Ｘ＋１．６４２６１０４
Ｙ＝２．６８６８１０５Ｘ＋３．６４００１０３

线性范围（ｍｇ／ｍＬ）

０．００５５～０．７４
０．０２００～２．６２
０．００２８～０．３７
０．０２１０～２．７６
０．００５７～０．７６

待测成分

三七皂苷 Ｒ１

人参皂苷 Ｒｇ１

人参皂苷 Ｒｅ

人参皂苷 Ｒｂ１

人参皂苷 Ｒｄ

取样量

（ｇ）

０．９９４２
０．９９３８
０．９９７６
０．９９８５
０．１００６
０．１００８
０．９９４２
０．９９３８
０．９９７６
０．９９８５
０．１００６
０．１００８
０．９９４２
０．９９３８
０．９９７６
０．９９８５
０．１００６
０．１００８
０．９９４２
０．９９３８
０．９９７６
０．９９８５
０．１００６
０．１００８
０．９９４２
０．９９３８
０．９９７６
０．９９８５
０．１００６
０．１００８

样品含量

（ｍｇ）

０．９８０５
０．９８４２
０．９８４１
０．９８８５
１．００１２
１．００２５
２．９２８９
２．９３５６
２．９４７６
２．９４５２
２．９７１６
２．９７０８
０．３９５２
０．３８０５
０．３９８７
０．４０４１
０．４０５８
０．４０８２
１．９０８６
１．９１２０
１．９２８６
１．９１４２
１．９３３１
１．９３０８
１．４４０８
１．４４５４
１．４５２１
１．４５０９
１．４６０３
１．４６１２

加入量

（ｍｇ）

０．８
０．８
０．８
０．８
０．８
０．８
１．０４
１．０４
１．０４
１．０４
１．０４
１．０４
０．３２
０．３２
０．３２
０．３２
０．３２
０．３２
１．５９
１．５９
１．５９
１．５９
１．５９
１．５９
１．４２
１．４２
１．４２
１．４２
１．４２
１．４２

测得量

（ｍｇ）

１．７９２１
１．７９１５
１．８０４５
１．７９５８
１．８０４７
１．８２４６
３．９３６４
３．９４８６
３．９７５４
３．９５８９
３．９８７０
３．９９７１
０．７３２４
０．７１１５
０．７３２８
０．７２７２
０．７４０８
０．７４１７
３．４８７５
３．４９６４
３．４９０５
３．５００６
３．５２７９
３．５１７７
２．８９０７
２．９０５３
２．９０４２
２．９１０１
２．９３１４
２．９４７８

回收率

（％）

１０１．４５
１００．９１
１０２．５５
１００．９１
１００．４４
１０２．７６
９６．８８
９７．４０
９８．８３
９７．４７
９７．６３
９８．６８
１０５．３８
１０３．４４
１０４．４１
１００．９７
１０４．６９
１０４．２２
９９．３０
９９．６５
９８．２３
９９．７７
１００．３０
９９．８１
１０２．１１
１０２．８１
１０２．２６
１０２．７６
１０３．６０
１０４．６９

Ｘ
（％）

１０１．５０

９７．８２

１０３．８５

９９．５１

１０３．０４

ＲＳＤ
（％）

０．９４

０．８０

１．４９

０．７１

０．９４

批号

１７１２０２
１７１２０９
１８０６３１

人参皂苷

Ｒｇ１
２．０５
２．４３
１．７８

人参皂苷

Ｒｂ１
１．１２
１．２６
１．０１

三七皂苷

Ｒ１
１．４６
１．５８
１．３５

人参皂苷

Ｒｇ１
２．９５
３．１５
２．７２

人参皂苷

Ｒｅ
０．３８
０．４１
０．３３

人参皂苷

Ｒｂ１
１．９２
２．１０
１．８１

人参皂苷

Ｒｄ
１．４５
１．５４
１．３８

１．三七皂苷 Ｒ１ ２．人参皂苷 Ｒｇ１ ３．人参皂苷 Ｒｅ ４．人参皂苷Ｒｂ１ ５．人参皂苷 Ｒｄ
Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图１ 三七高效液相色谱图
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表１ 三七中５种成分的线性关系考察结果 表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ ３批样品中皂苷类成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

《中国药典》方法 改进方法

稳定性试验：取样品（批号为１７１２０２）适量，精密称
定，依法制备供试品溶液，分别于 ０，２，４，８，１２，１８，２４ｈ
时进样测定，记录峰面积。结果三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、人参皂苷 Ｒｄ峰面积
的 ＲＳＤ分别为 １．４０％，０．１３％，０．９５％，１．２１％，
０．５６％（ｎ＝７），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为１７１２０２），
研细，称取６份，每份１．０ｇ，精密称定，加入混合对照品
溶液（质量浓度分别为三七皂苷 Ｒ１０．４０ｍｇ／ｍＬ、人参
皂苷 Ｒｇ１０．５２ｍｇ／ｍＬ、人参皂苷 Ｒｅ０．１６ｍｇ／ｍＬ、人参
皂苷 Ｒｂ１０．７９ｍｇ／ｍＬ、人参皂苷 Ｒｄ０．７１ｍｇ／ｍＬ）
２ｍＬ，依法制备供试品溶液，定容至１０ｍＬ容量瓶中，摇
匀，即得。按拟订色谱条件进样 １０μＬ，测定峰面积，计
算平均加样回收率。结果见表２。
２．１．４ 样品含量测定犤１０犦

取３批样品，对比２０１５年版《中国药典牗一部牘》与
本研究中改进的提取方法制备供试品溶液，按外标法分

别计算３批样品中５种成分的含量。结果见表３。
２．２ 人工牛黄中胆酸、猪去氧胆酸含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，２．７μｍ）；流动相：Ａ为乙腈溶液，Ｂ为０．２％甲
酸溶液，梯度洗脱，０～７ｍｉｎ时５％Ａ，７～２０ｍｉｎ时５％Ａ～
８０％Ａ，２０～２５ｍｉｎ时８０％Ａ～９０％Ａ，２５～３０ｍｉｎ时９０％Ａ～
９６％Ａ；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；检测器增益：１０；气
体压力：４０ｐｓｉ；喷雾器模式：加热；功率级别：６５％；漂移管
温度：６０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取胆酸、猪去氧胆酸对照品适量，精密称定，加甲醇

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ
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待测成分

胆酸

猪去氧胆酸

取样量

（ｇ）

０．２５８６
０．２５８８
０．２４９１
０．２４９６
０．２５０８
０．２５０４
０．２５８６
０．２５８８
０．２４９１
０．２４９６
０．２５０８
０．２５０４

样品含量

（ｍｇ）

２．１２８３
２．１２７５
２．０４２８
２．０５７６
２．０５０４
２．０５３４
１．７５８４
１．７６４２
１．６９７５
１．６９１３
１．７０８６
１．７０４１

加入量

（ｍｇ）

１．７８
１．７８
１．７８
１．７８
１．７８
１．７８
１．３６
１．３６
１．３６
１．３６
１．３６
１．３６

测得量

（ｍｇ）

３．８９７５
３．８８４５
３．８７４２
３．８５８５
３．８６７４
３．８５７９
３．１０４５
３．１１７８
３．０６４２
３．０５５８
３．０９３５
３．０７４０

回收率

（％）

９９．３９
９８．７１
１０２．８９
１０１．１７
１０２．０８
１０１．３８
９８．９８
９９．５３
１００．４９
１００．３３
１０１．８３
１００．７３

Ｘ
（％）

１００．９４

１００．３２

ＲＳＤ
（％）

１．５８

０．９９
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表４ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表５ ３批样品胆酸、猪去氧胆酸含量（ｍｇ／ｇ）

注：为《中国药典》中方法，＃为改进方法。

批号

１７１２０２
１７１２０９
１８０６３１

胆酸

７．２３
７．４６
７．３１

胆酸＃

８．１９
８．６５
８．２２

猪去氧胆酸＃

６．７９
７．２７
６．７４

制成每１ｍＬ含胆酸０．８９ｍｇ、猪去氧胆酸０．６８ｍｇ的混
合对照品溶液。取样品适量，研细，取０．５ｇ，精密称定，
置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇１０ｍＬ，超声处理（功率
为２５０Ｗ，频率为５０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用
甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试

品溶液。取缺人工牛黄药材的其他药材，按颈舒颗粒标

准制法煎煮、浓缩为阴性样品，再按供试品溶液制备方

法制备缺人工牛黄的阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：按拟订色谱条件分别对２．２．２项下３
种溶液进样分析，记录色谱图，对照品溶液出峰顺序为

胆酸、猪去氧胆酸。结果供试品溶液与对照品溶液色谱

相应峰保留时间一致，阴性对照无干扰，且各组分相邻

成分之间分离度均大于１．５。色谱图见图２。
线性关系考察：取２．２．２项下对照品溶液进行不同

比例的稀释，得系列线性对照品溶液，精密吸取各级对

照品溶液各 １０μＬ，按拟订色谱条件注入液相色谱仪，
测得峰面积，以进样量对数值（Ｘ）为横坐标、峰面积对
数值（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ胆酸 ＝
８．７４４５１０４Ｘ胆酸 －６．３５３１０３，ｒ＝０．９９９９；Ｙ猪去氧胆酸 ＝
７．１０１８１０４Ｘ猪去氧胆酸 ＋６．６１９１０３，ｒ＝０．９９９４。胆酸和
猪去氧胆酸进样量对数值分别在 １．９４～１９．４５μｇ和
１．００～９．９７μｇ范围内与峰面积对数值线性关系良好。

精密度试验：取上述胆酸、猪去氧胆酸混合对照品

溶液，连续进样 ６次，记录色谱峰面积。结果的 ＲＳＤ分
别为１．９０％和１．３５％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为１７１２０２）适量，精密称
定，依法平行制备供试品溶液６份，按拟订色谱条件测
定。结果胆酸和猪去氧胆酸平均含量分别为１１．６３ｍｇ／ｇ，
７．６７ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为０．２９％和１．２７％（ｎ＝６），表明
方法重复性良好。

稳定性试验：取样品（批号为１７１２０２）适量，精密称
定，依法制备供试品溶液，分别于 ０，２，４，６，８，１０，１２ｈ
时进样，记录峰面积。结果胆酸、猪去氧胆酸的 ＲＳＤ分
别为１．８９％和１．９２％（ｎ＝７），表明供试品溶液在１２ｈ

内稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为１７１２０２），
研细，称取６份，每份０．２５ｇ，精密称定，加入（胆酸质量浓
度为０．８９ｍｇ／ｍＬ、猪去氧胆酸质量浓度为０．６８ｍｇ／ｍＬ）
混合对照品溶液 ２ｍＬ，依法制备供试品溶液，定容至
１０ｍＬ容量瓶中，摇匀，按拟订色谱条件进样 １０μＬ，测
定峰面积，计算回收率。结果见表４。

２．２．４ 样品含量测定

取 ３批样品，依法制备供试品溶液，采用 ＨＰＬＣ－
蒸发光散射检测器牗ＥＬＳＤ牘法和 ＨＰＬＣ－紫外可见分光
光度牗ＵＶ牘法分别按改进方法和 ２０１５年版《中国药典
牗一部牘》方法测定样品中有效成分的含量。结果见表５。

３ 讨论

３．１ 三七药材前处理考察
曾考察甲醇超声、乙醚脱脂甲醇超声、乙醚脱脂甲
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１．胆酸 ２．猪去氧胆酸

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图２ 人工牛黄高效液相色谱图
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