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量不同产地、不同成因禹余粮药材样品中元素含量的

分析测试。通过优化消解试剂（HCl - HNO3 - HF）和条

件，使无机酸使用量减少 60%，1 h内完成药材样品的全

消解，并基于超级微波的预加压技术，不仅避免了传统

开放式消解方式中易挥发元素的损失，还显著提高了

样品前处理效率，值得推广。
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高效液相色谱法同时测定骨松宝丸中 5 种成分含量
孙 桐

（江苏省淮安市食品药品检验所，江苏 淮安 223300）
摘要：目的 建立同时测定骨松宝丸中 5种成分含量的高效液相色谱（HPLC）法。方法 色谱柱为 Diamonsil C18柱（150 mm × 4. 6 mm，

5 µm），流动相为乙腈 - 0. 1% 磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 210 nm（淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、吉马酮）、

233 nm（芍药苷、阿魏酸），柱温为 30 ℃，进样量为 10 µL。结果 淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和吉马酮质量浓度分别在

10. 180～203. 60 µg / mL（r = 1. 000 0），0. 522～10. 44 µg / mL（r = 0. 999 9），1. 274～25. 47 µg / mL（r = 0. 999 6），1. 260～25. 20 µg / mL
（r = 0. 999 6），0. 517～10. 34 µg / mL（r = 0. 999 8）范围内与峰面积线性关系良好；定量限分别为 0. 33，0. 44，0. 09，0. 11，0. 39 µg / mL；
精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 2. 0%；平均加样回收率分别为 98. 69%，95. 88%，98. 09%，97. 68%，96. 97%，RSD 分

别为 1. 66%，3. 89%，2. 14%，2. 34%，3. 36%（n = 6）。结论 该方法简便、准确、重复性好，可用于骨松宝丸的质量控制。

关键词：骨松宝丸；淫羊藿苷；川续断皂苷Ⅵ；芍药苷；阿魏酸；吉马酮；高效液相色谱法；含量测定

Simultaneous Determination of Five Components in Gusongbao Pills by HPLC
SUN Tong

（Huai′an Food and Drug Inspection Institute，Huai′an，Jiangsu，China 223300）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） method for the simultaneous determination
of five components in Gusongbao Pills.Methods The chromatographic column was Diamonsil C18 column（150 mm × 4. 6 mm，5 µm），

the mobile phase was acetonitrile - 0. 1% phosphoric acid solution（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection
wavelength was set at 210 nm（icariin，asperosaponin Ⅵ and germacrone） and 233 nm（paeoniflorin and ferulic acid），the column
temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 µL. Results The linear ranges of icariin，asperosaponin Ⅵ，paeoniflorin，
ferulic acid and germacrone were 10. 180 - 203. 60 µg / mL（r = 1. 000 0），0. 522 - 10. 44 µg / mL（r = 0. 999 9），1. 274 - 25. 47 µg / mL
（r = 0. 999 6），1. 260 - 25. 20 µg / mL（r = 0. 999 6），0. 517 - 10. 34 µg / mL（r = 0. 999 8），respectively. The limits of quantitation
（LOD） were 0. 33，0. 44，0. 09，0. 11，0. 39 µg / mL. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were lower than 2. 0%.

第一作者：孙桐，男，大学本科，副主任药师，研究方向为药物分析，（电子信箱）33153726@qq. com。
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The average recoveries of icariin，asperosaponin Ⅵ，paeoniflorin，ferulic acid and germacrone were 98. 69%，95. 88%，98. 09%，

97. 68% and 96. 97% with RSDs of 1. 66%，3. 89%，2. 14%，2. 34% and 3. 36%（n = 6），respectively. Conclusion The method is
simple，accurate and reproducible，which can be used for the quality control of Gusongbao Pills.
Key wordsKey words：：Gusongbao Pills；icariin；asperosaponin Ⅵ；paeoniflorin；ferulic acid；germacrone；HPLC；content determination

骨松宝丸由淫羊藿、续断、赤芍、川芎、莪术等 9味
中药制成，有补肾活血、强筋壮骨等功效，主要用于治

疗骨痿（骨质疏松）引起的骨折、骨痛、骨关节炎，以及

预防更年期骨质疏松。淫羊藿苷为淫羊藿主要有效成

分，可促进成骨细胞成长并抑制破骨细胞生成，有显著

抗骨质疏松作用［1］。川续断皂苷Ⅵ为续断主要有效成

分，可多靶点发挥抗骨质疏松作用［2］。芍药苷是赤芍发

挥消炎止痛作用的物质基础［3］。阿魏酸为川芎的主要活

性成分，具有抗炎、抗氧化、抗血小板聚集等作用［4］。吉
马酮为莪术的重要活性成分，生物活性显著，具有显著

的抗肿瘤作用及广泛的抗炎、抗氧化、抗病毒作用［5］。目
前，国家食品药品监督管理局标准［6］中，以淫羊藿苷作为

指标成分，通过液相色谱法测定含量，且针对赤芍、川芎

和莪术设置了薄层色谱鉴别项，检测项目较少，专属性

较低，难以有效控制制剂质量。2020年版《中国药典（一

部）》［7］规定，淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和

吉马酮已作为对应药材含量测定的指标成分。但目前仅

见其他药物中芍药苷［8 - 11］、川续断皂苷Ⅵ［12］及阿魏

酸［13 - 16］的含量测定。本研究中建立了同时测定骨松宝

丸中淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和吉马酮

含量的高效液相色谱（HPLC）法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Thermo U3000型液相色谱仪，配二极管阵列检测

器（美国Thermo Fisher Scientific公司）；XS205型电子天

平（瑞士Mettler Toledo公司）；Milli - Q超纯水机（美国

Millipore公司）；JM - 30D型超声波清洗机（深圳洁盟设

备有限公司）。

1. 2 试药

骨松宝丸（吉林吉春制药股份有限公司，批号分别

为 210202，210204，210205）；淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、

芍药苷、阿魏酸和吉马酮的对照品（中国食品药品检定

研 究 院 ，批 号 分 别 为 110737 - 202017，111685 -
201908，110736 - 202145，110773 - 201915，111665 -
201906；含量均大于 98. 0%）；甲醇、乙腈均为色谱纯，

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18柱（150 mm × 4. 6 mm，5 µm）；

流动相：乙腈（A）- 0. 1%磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～

13 min时5%A → 15%A，13～22 min时15%A → 30%A，
22～36 min时 30%A → 70%A，36～45 min时 70%A →
30%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：210 nm（淫羊藿

苷、川续断皂苷Ⅵ、吉马酮），233 mm（芍药苷、阿魏酸）；

柱温：30 ℃；进样量：10 µL。
2. 2 溶液制备

取淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和吉

马酮的对照品各适量，精密称定，分别置 50 mL容量瓶

中，加 80%甲醇溶解并定容，摇匀，制成质量浓度分别

为 2. 036 0，0. 521 7，0. 509 4，0. 503 9，0. 516 8 mg / mL
的单一对照品贮备液，各精密量取适量，加80%甲醇制成质

量浓度分别为407. 20，20. 87，50. 94，50. 39，20. 67 µg / mL
的混合对照品贮备液；精密量取适量，加 80%甲醇制成

淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和吉马酮质

量浓度均约为 10 µg / mL的混合对照品溶液。取样品适

量，研细，取约 0. 2 g，精密称定，置 20 mL容量瓶中，加

80%甲醇约 15 mL，超声（功率 500 W、频率 33 kHz，下文

同）处理 40 min，放冷，加甲醇定容，摇匀，经 0. 45 µm滤

膜滤过，取续滤液，作为供试品溶液。按骨松宝丸处方

比例和制备工艺，分别制备缺淫羊藿、续断、赤芍、川

芎、莪术的阴性样品，按供试品溶液制备方法制得阴性

对照品溶液。

2. 3 方法学考察

系统适用性试验及专属性试验：分别取 2. 2项下混

合对照品溶液、供试品溶液、阴性对照品溶液各适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，供试

品溶液色谱中，在与混合对照品溶液色谱相应位置有

吸收峰，且阴性对照无干扰。分离度均大于 2. 0，理论板

数按各成分峰计均应大于7 000。详见图1。
线性关系考察：精密吸取 2. 2项下混合对照品贮备

液 5 mL，分别置 10，20，50，100，200 mL容量瓶中，加

80%甲醇溶解并定容，摇匀，制成系列混合对照品溶

液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以待测

成分质量浓度（X，µg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵

坐标进行线性回归，结果见表1。
定量限考察：取 2. 2项下混合对照品溶液适量，用

水逐级稀释，按 2. 1项下色谱条件进样测定，以各待测

成分的仪器信噪比（S / N）约为 10∶1时溶液的质量浓度

为定量限。结果淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏

酸、吉马酮的定量限分别为 0. 33，0. 44，0. 09，0. 11，
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1. 芍药苷 2. 阿魏酸 3. 淫羊藿苷 4. 川续断皂苷Ⅵ 5. 吉马酮

A，B. 混合对照品溶液（210，233 nm） C，D. 供试品溶液（210，233 nm） E - I. 阴性对照品溶液（210 nm，分别缺续断、莪术、淫羊藿、

赤芍、川芎）

图1 骨松宝丸高效液相色谱图

1. Paeoniflorin 2. Ferulic acid 3. Icariin 4. Asperosaponin Ⅵ 5. Germacrone
A，B. Mixed reference solution（210，233 nm） C，D. Test solution（210，233 nm） E - I. Negative reference solution（210 nm，without Dipsaci Radix，

Curcumae Rhizoma，Epimedii Folium，Paeoniae Radix Rubra or Chuanxiong Rhizoma）
Fig. 1 HPLC chromatograms of Gusongbao Pills
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0. 39 µg / mL。
精密度试验：精密吸取 2. 2项下混合对照品溶液适

量，按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面

积。结果淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸、吉

马酮峰面积的 RSD 分别为 0. 37%，0. 93%，0. 09%，

0. 89%，0. 81%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为 210202）供试品溶

液适量，室温下分别于 0，1，4，8，12，24 h时进样测定，

记录峰面积。结果淫羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿

魏酸、吉马酮峰面积的 RSD分别为 1. 07%，0，81%，

0. 89%，1. 36%，0. 64%（n = 6），表明供试品溶液室温放

置24 h内基本稳定。

重复性试验：取同一批（批号为 210202）样品适量，

按 2. 2项下方法制备供试品溶液，平行 6份，按 2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。结果淫羊

藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸、吉马酮平均含量

的 RSD分别为 0. 72%，1. 33%，0. 69%，1. 21%，1. 17%
（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

210202）细粉约 0. 2 g，各 6份，精密称定，分别置 20 mL
容量瓶中，分别精密加入混合对照品贮备液 2 mL，按
2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积，并计算加样回收率。结果见表2。
2. 4 样品含量测定

取 3批样品适量，按 2. 2项下方法制备供试品溶

液，平行 3份，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录各待

测成分的峰面积，并计算含量，结果见表3。
3 讨论

3. 1 色谱条件选择

检测波长：预试验中取混合对照品溶液，以DAD检

表1 线性关系考察结果（n = 5）
Tab. 1 Results of the linear relation test（n = 5）

待测成分

淫羊藿苷

川续断皂苷Ⅵ
芍药苷

阿魏酸

吉马酮

回归方程

Y1 = 21. 241X1 - 0. 049
Y2 = 17. 473X2 - 50. 372
Y3 = 93. 302X3 + 1. 519
Y4 = 44. 295X4 + 1. 025
Y5 = 52. 393X5 - 2. 007

r

1. 000 0
0. 999 9
0. 999 6
0. 999 6
0. 999 8

线性范围（µg / mL）
10. 180～203. 60
0. 522～10. 44
1. 274～25. 47
1. 260～25. 20
0. 517～10. 34
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表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

淫羊藿苷

川续断皂

苷Ⅵ

芍药苷

阿魏酸

吉马酮

样品含量（mg）
0. 790 1
0. 772 5
0. 807 7
0. 799 7
0. 779 0
0. 785 9
0. 028 9
0. 028 2
0. 029 5
0. 029 2
0. 028 5
0. 028 7
0. 094 9
0. 092 8
0. 097 0
0. 096 0
0. 093 6
0. 094 4
0. 107 3
0. 104 9
0. 109 7
0. 108 6
0. 105 8
0. 106 7
0. 043 3
0. 042 4
0. 044 3
0. 043 8
0. 042 7
0. 043 1

加入量（mg）
0. 814 4
0. 814 4
0. 814 4
0. 814 4
0. 814 4
0. 814 4
0. 041 7
0. 041 7
0. 041 7
0. 041 7
0. 041 7
0. 041 7
0. 101 9
0. 101 9
0. 101 9
0. 101 9
0. 101 9
0. 101 9
0. 104 3
0. 104 3
0. 104 3
0. 104 3
0. 104 3
0. 104 3
0. 041 3
0. 041 3
0. 041 3
0. 041 3
0. 041 3
0. 041 3

测得量（mg）
1. 598 3
1. 574 1
1. 592 3
1. 601 1
1. 604 7
1. 586 6
0. 071 5
0. 067 9
0. 069 1
0. 070 1
0. 066 9
0. 067 4
0. 194 6
0. 196 1
0. 194 7
0. 197 7
0. 192 5
0. 192 8
0. 210 2
0. 209 4
0. 207 8
0. 208 9
0. 209 6
0. 208 4
0. 084 1
0. 081 5
0. 086 4
0. 084 2
0. 082 3
0. 081 4

回收率（%）

99. 24
98. 43
96. 34
98. 40
101. 39
98. 32
102. 16
95. 20
94. 96
98. 08
92. 09
92. 81
97. 84
101. 37
95. 88
99. 80
97. 06
96. 57
98. 66
100. 19
94. 06
96. 16
99. 52
97. 51
98. 79
94. 67
101. 94
97. 82
95. 88
92. 74

X（%）

98. 69

95. 88

98. 09

97. 68

96. 97

RSD（%）

1. 66

3. 89

2. 14

2. 34

3. 36

表3 样品含量测定结果（mg / g，n = 3）
Tab. 3 Results of the content determination of five components

in samples（mg / g，n = 3）

批号

210202
210204
210205

淫羊藿苷

3. 83
3. 55
3. 91

川续断皂苷Ⅵ
0. 14
0. 13
0. 22

芍药苷

0. 46
0. 56
0. 33

阿魏酸

0. 52
0. 49
0. 65

吉马酮

0. 21
0. 27
0. 35

测器在 190～400 nm波长范围扫描，综合分析各成分的

最大吸收波长，同时参考 2020年版《中国药典（一部）》

各成分的检测波长，选定在 210 nm波长下测定淫羊藿

苷、川续断皂苷Ⅵ和吉马酮。芍药苷与阿魏酸在 233 nm
附近均有最大吸收，由于阿魏酸最强紫外吸收波长在

322 nm处，其附近的杂质峰响应也较强，而在 233 nm波

长处阿魏酸附近杂质峰干扰较小，同时能满足含量测定

要求，最终选定在233 nm波长处测定芍药苷和阿魏酸。

流动相：预试验中，首先考察了甲醇 - 水、乙腈 -
水、甲醇 - 0. 1%磷酸溶液、乙腈 - 0. 1%磷酸溶液等为

流动相进行等度洗脱，各组分均未能完全分离。流动相

中引入一定量的酸有助于提高分离度和改善色谱峰拖

尾，采用梯度洗脱，着重考察了甲醇 - 0. 1%磷酸溶液、

乙腈 - 0. 1%磷酸溶液系统，结果有机相使用乙腈时的

分离效果更佳。

色谱柱及色谱仪：分别采用Diamonsil C18柱（150 mm ×
4. 6 mm，5 µm）与Agilent TC - C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 µm）进行分析，结果表明，在该色谱条件下，各组分均

分离良好。随后对不同液相色谱仪也进行了考察，用

Thermo U3000型、Waters 2695型分别进样分析，结果不

同仪器得到的色谱图有良好的相似度，分离情况亦良好。

3. 2 提取条件选择

提取方法：预试验中比较了回流提取法与超声提

取法，超声（功率500 W，频率33 kHz）处理40 min与加热

回流60 min提取量相当，超声处理更简便，最终选择超

声提取法。比较发现，超声处理 40，50，60 min时各成分

提取量无明显变化，因此选择超声处理40 min。
提取溶剂：5种待测成分均易溶于甲醇，预试验中主

要比较了50%甲醇、80%甲醇和纯甲醇溶液作为提取溶

剂的提取效果，在超声处理 40 min条件下，用 80%甲醇

提取，结果的杂质峰较少，5个指标成分提取效率最高。

3. 3 与国标方法［6］的比较

国家食品药品监督管理局标准规定，每克含淫羊

藿苷不得低于3. 50 mg，同时用本法与国标方法测定3批
骨松宝丸中淫羊藿苷的含量，结果基本一致。

3. 4 方法评价

本研究中建立的HPLC法操作简便，分离效能高，

准确性和稳定性良好，并为骨松宝丸质量标准的提高

提供了参考，可用于同时测定骨松宝丸中活性成分淫

羊藿苷、川续断皂苷Ⅵ、芍药苷、阿魏酸和吉马酮含量。
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