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高效液相色谱法同时测定益肾壮骨丸中芍药苷、莫诺苷
和马钱苷含量
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（１．扬州市食品药品检验检测中心，江苏 扬州 ２２５０００； ２．宝应县中医医院，江苏 扬州 ２２５８００）
摘要：目的 建立同时测定益肾壮骨丸中芍药苷、莫诺苷和马钱苷含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱采用ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－０．３％磷酸水溶液（Ｂ）牗梯度洗脱，０～２０ｍｉｎ时 ７％Ａ，２０～５０ｍｉｎ时 ７％Ａ→２０％Ａ，５０～５５ｍｉｎ时

２０％Ａ，５５～６０ｍｉｎ时２０％Ａ→７％Ａ，６０～７０ｍｉｎ时 ７％Ａ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，芍药苷检测波长为２３０ｎｍ、莫诺苷和马钱苷检测波长为

２４０ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为 １０μＬ。结果 芍药苷、莫诺苷和马钱苷分别在２９．３０～５８６．００μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８），２．９４～５８．７４μｇ／ｍＬ
（ｒ＝０．９９９７），１５．２９～３０５．７０μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）范围内与峰面积线性关系良好；平均加样回收率分别为 ９７．９３％，９９．２６％，
１０１．４５％，ＲＳＤ分别为０．９３％，０．６０％，１．４０％（ｎ＝６）；３批次样品中芍药苷、莫诺苷和马钱苷的含量范围分别为１．７５９～１．９０４ｍｇ／ｇ，

０．１６９～０．１８８ｍｇ／ｇ，０．５１２～０．５２７ｍｇ／ｇ。结论 该方法灵敏度高，专属性强，可用于益肾壮骨丸中芍药苷、莫诺苷、马钱苷的含量测定。
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益肾壮骨丸是宝应县中医医院获得专利授权的

独家制剂，由山萸肉、枸杞子、杜仲、白芍、赤芍等 １０
余味中药组方，具有补益肝肾、壮骨强身、活络通经

的功效，主要用于肝肾亏虚、筋骨瘘弱引起的腰腿

痛、关节痛、腰膝酸软、四肢无力等病症，临床应用广

泛且疗效确切犤１犦。方中山萸肉为君药，白芍和赤芍为

臣药，莫诺苷、马钱苷为山萸肉的主要活性成分犤２－６犦，

芍药苷为白芍和赤芍的主要活性成分 犤７－１１犦。本方药

味较多，但现行标准仅有性状鉴别和常规检查项，无

法有效控制产品质量。本研究中以芍药苷、莫诺苷和

马钱苷为指标成分，建立了同时测定益肾壮骨丸中３
种成分含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法犤１２－１３犦。现报道

如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（包含 ＤＡＤ检测

器，美国安捷伦科技有限公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＸＳ２０５
ＤＵ型分析天平（瑞士梅特勒－托利多公司，精度为十万分
之一）；ＫＨ－４００ＫＤＥ型高功率数控超声波清洗器（昆山禾
创超声仪器有限公司，功率为 ３００Ｗ，频率为 ５０ｋＨｚ）；
ＯＧＨ６０型电热恒温干燥箱（美国赛默飞世尔科技公司）；
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ型超纯水仪（美国密理博公司）；ＢＴ－１５０型多
功能粉碎机（浙江拜杰电器有限公司，功率为５５０Ｗ，频
率为５０～６０Ｈｚ）。
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１．芍药苷 ２．莫诺苷 ３．马钱苷

Ａ，Ａ′．混合对照品溶液 Ｂ，Ｂ′．供试品溶液 Ｃ，Ｃ′．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

３９．７１２ ３９．７３８
１

１９．７６０

３５．６９６

１９．９０９

３５．６８８

１

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

１．２ 试药
益肾壮骨丸（宝应县中医医院，批号分别为

２０１８１１１９，２０１８１２０３，２０１８１２１８，规格为每盒４５ｇ）；芍药
苷对照品（批号为１１０７３６－２０１７４１，含量为９５．７％），莫
诺苷对照品（批号为１１１９９８－２０１６０２，含量为９６．３％），
马钱苷对照品（批号为 １１１６４０－２０１８０８，含量为 ９９％；
批号为 １１１６４０－２０１６０６，含量为 ９８．３％），均购自中国
食品药品检定研究院；乙腈牗色谱纯，北京迪马科技有限
公司）；甲醇、乙醇、磷酸牗分析纯，国药集团化学试剂有
限公司牘；水为纯化水。
２ 方法与结果

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

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．３％磷酸溶液（Ｂ），
梯度洗脱程序见表 １；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２３０ｎｍ（芍药苷），２４０ｎｍ（莫诺苷、马钱苷）；柱温：３０℃；
进样量：１０μＬ。

２．２ 溶液制备
供试品溶液：取样品粉末（过５号筛）５ｇ，精密称定，置

具塞锥形瓶中，精密加入甲醇５０ｍＬ，称定质量，超声处理
（功率为３００Ｗ，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。

混合对照品溶液：分别取芍药苷、莫诺苷和马钱苷

对照品适量，精密称定，用甲醇溶解，分别制成质量浓度

１．１７２，０．５８７，１．０１９ｍｇ／ｍＬ的对照品贮备液。精密吸取
芍药苷贮备液５ｍＬ、莫诺苷贮备液１ｍＬ、马钱苷贮备液
３ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释成每１ｍＬ含芍药
苷 ５８６．０μｇ、莫诺苷 ５８．７μｇ、马钱苷 ３０５．７μｇ的混合
对照品溶液，避光保存。再用甲醇稀释成每１ｍＬ含芍药
苷 ２９３．０μｇ、莫诺苷 ２９．４μｇ、马钱苷 １５２．９μｇ的混合
对照品溶液。

阴性对照品溶液：按处方比例和制备工艺制备缺山

萸肉、白芍和赤芍（芍药苷）的阴性样品，取阴性样品粉

末，按供试品溶液制备方法制备，即得。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：取对照品溶液、供试品溶液、阴性

对照品溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪测定，记录色谱
图。结果见图 １。芍药苷、莫诺苷和马钱苷色谱峰的理
论板数均不低于５０００，与相邻峰的分离度均大于１．５。

专属性试验：分别取不同批次（批号分别为

２０１８１１１９，２１８１２０３，２０１８１２１８）样品及山茱萸、芍药苷阴
性样品粉末，依法制备供试品溶液和阴性对照品溶液，

按拟订色谱条件进样测定，并记录色谱图。详见图１。结果
３批样品均检出莫诺苷、马钱苷和芍药苷的色谱峰，阴
性样品均未检出相应色谱峰，益肾壮骨丸中其他成分对芍

药苷、莫诺苷和马钱苷未造成干扰，表明方法专属性良好。

线性关系考察：取混合对照品贮备液适量，用甲醇

稀释成６个不同质量浓度的混合对照品溶液，芍药苷质
量浓度分别为 ２９．３０，５８．６０，１１７．２０，２９３．００，４６８．８０，
５８６．００μｇ／ｍＬ，莫诺苷质量浓度分别为 ２．９４，５．８７，
１１．７５，２９．３７，４６．９９，５８．７４μｇ／ｍＬ，马钱苷质量浓度分别
为 １５．２９，３０．５７，６１．１４，１５２．８５，２４４．５６，３０５．７０μｇ／ｍＬ。
取上述溶液各１０μＬ，分别注入液相色谱仪，测定，记录

表１ 流动相梯度洗脱程序
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成分

芍药苷

莫诺苷

马钱苷

样品含量（ｍｇ）

４．３６５０
４．３９７９
４．３７０４
４．３８９６
４．３８５２
４．３８３３
０．４１９４
０．４２２５
０．４１９９
０．４２１７
０．４２１３
０．４２１１
１．２７０５
１．２８０１
１．２７２１
１．２７７７
１．２７６４
１．２７５９

加入量（ｍｇ）

４．３９５０
４．３９５０
４．３９５０
４．３９５０
４．３９５０
４．３９５０
０．４４１０
０．４４１０
０．４４１０
０．４４１０
０．４４１０
０．４４１０
２．２９３５
２．２９３５
２．２９３５
２．２９３５
２．２９３５
２．２９３５

测得量（ｍｇ）

８．６５１４
８．６４２０
８．７３５１
８．７１３４
８．６９６２
８．６７８３
０．８５３８
０．８５９８
０．８６０４
０．８５７３
０．８６２４
０．８５８７
３．６２３０
３．６４２８
３．６０５４
３．６０３５
３．５９１３
３．５４６６

回收率（％）

９７．５３
９６．５７
９９．３１
９８．３８
９８．０９
９７．７２
９８．５０
９９．１６
９９．８９
９８．７８
１００．０２
９９．２３
１０２．５７
１０３．０２
１０１．７４
１０１．４１
１００．９３
９９．０１

Ｘ（％）

９７．９３

９９．２６

１０１．４５

ＲＳＤ（％）

０．９３

０．６０

１．４０

表２ 加样回收试验（ｎ＝６）

表３ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

批号

２０１８１１１９
２０１８１２０３
２０１８１２１８

芍药苷

１．７５９
１．８７２
１．９０４

莫诺苷

０．１６９
０．１８３
０．１８８

马钱苷

０．５１２
０．５３５
０．５２７

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

色谱图。以各对照品的质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、
峰面积（Ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，得芍药苷、莫诺
苷、马钱苷的回归方程，Ｙ芍 ＝１４６７８Ｘ芍 ＋９５６９（ｒ＝
０．９９９８），Ｙ莫 ＝１６１９４Ｘ莫 ＋４２８０（ｒ＝０．９９９７），Ｙ马 ＝
１６１８６Ｘ马 ＋９０１９（ｒ＝１．００００）。结果表明，芍药苷、莫
诺苷和马钱苷的质量浓度分别在 ２９．３０～５８６．００，
２．９４～５８．７４，１５．２９～３０５．７０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积
线性关系良好。

检测限与定量限确定：分别取芍药苷、莫诺苷、马钱

苷对照品贮备液适量，加甲醇稀释成适当质量浓度的溶

液，取１０μＬ进样分析。以信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３为指标，结
果芍药苷进样质量浓度为 ０．４４μｇ／ｍＬ，即检测限为
４．４×１０－３μｇ；莫诺苷进样质量浓度为 ０．２９μｇ／ｍＬ，
即检测限为 ２．９×１０－３μｇ；马钱苷进样质量浓度为
０．３１μｇ／ｍＬ，即检测限为３．１×１０－３μｇ。以 Ｓ／Ｎ＝１０为
指标，结果芍药苷进样质量浓度为１．４６μｇ／ｍＬ，即定量
限为１４．６×１０－３μｇ；莫诺苷进样质量浓度为０．９８μｇ／ｍＬ，
即定量限为 ９．８×１０－３μｇ；马钱苷进样质量浓度为
１．０２μｇ／ｍＬ，即定量限为１０．２×１０－３μｇ。

精密度试验：取混合对照品溶液，按拟订色谱条件

连续进样６次，记录色谱图。结果芍药苷、莫诺苷和马钱
苷峰面积的 ＲＳＤ分别为０．５３％，０．９９％，０．５５％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为２０１８１１１９）粉末，依法
平行制备６份供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，
计算含量。结果芍药苷、莫诺苷和马钱苷含量的 ＲＳＤ分
别为 ０．５７％，０．８４％，０．６９％牗ｎ＝６牘，表明方法重复性
良好。

稳定性试验：取样品（批号为２０１８１１１９）粉末，依法
制备供试品溶液，分别于室温下放置 ０，４，８，１２ｈ后按
拟订色谱条件进样测定，记录峰面积。结果芍药苷、莫诺

苷和马钱苷的峰面积均无明显变化，ＲＳＤ均小于 １％
牗ｎ＝４牘，表明供试品溶液在１２ｈ内稳定性良好。
加样回收试验：取样品（批号为２０１８１１１９）粉末（过

５号筛）２．５ｇ，精密称定，精密加入含芍药苷２９３．０μｇ、
莫诺苷 ２９．４μｇ、马钱苷 １５２．９μｇ的混合对照品溶液
１５ｍＬ，平行制备６份，按拟订色谱条件进样，测定各待
测成分含量，并计算加样回收率。结果见表２。

耐用性考察：分别采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型和 Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５型液相色谱仪，以及 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８、
ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－ＳＰＣ１８、ＡｌｌｔｉｍａＣ１８色谱柱测定对照品溶液
和供试品溶液，结果待测成分分离均较好，对含量测定

结果也无影响，表明该方法耐用性良好。

２．４ 样品含量测定
取不同批次（批号分别为 ２０１８１１１９，２０１８１２０３，

２０１８１２１８）样品粉末，依法制备供试品溶液，按拟订色谱
条件进样测定各待测成分含量。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 色谱条件选择
分别考察了乙腈 －磷酸、乙腈 －水、甲醇－醋酸的

流动相体系，并综合比较峰形、分离度、出峰时间等参

数，选择以乙腈－０．３％磷酸溶液梯度洗脱为流动相。在
２００～４００ｎｍ波长范围内进行扫描，选择有最大吸收且
干扰峰较少的２３０ｎｍ波长测定芍药苷，２４０ｎｍ波长测
定莫诺苷、马钱苷。

３．２ 样品前处理方法考察
提取溶剂与提取方法：取样品（批号为 ２０１８１２１８）

粉末（过 ５号筛）５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，共
８份。分别为甲醇加热回流组、甲醇超声组、７０％甲醇加
热回流组、７０％甲醇超声组、乙醇加热回流组、乙醇超声
组、７０％乙醇加热回流组和７０％乙醇超声组，分别精密
加入对应提取溶剂 ５０ｍＬ，并按对应提取方法提取
３０ｍｉｎ，考察待测成分的含量。结果表明，甲醇提取的各
待测成分的含量均大于乙醇；加热回流提取法与超声提

取法相比，未见更多的色谱峰信息，且待测成分含量差异不

大，超声提取法更方便快捷，故选择以甲醇超声提取。


