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归芍舒肝散由当归、白芍、柴胡、白术（麸炒）、茯

苓、薄荷、炙甘草 7味中药制成，为云南省曲靖市中医医

院的医院制剂，有疏肝健脾、养血调经功效，临床用于

治疗肝郁脾虚所致郁闷不舒、胸胁胀痛、头晕目眩、食

欲减退、月经不调。现行法定标准［1］仅有制剂部分成分

的定性鉴别，虽有相关报道［2 - 3］对其中芍药苷、阿魏酸、

甘草酸铵进行含量测定，但仅分析单一成分或指标性

成分，难以全面控制原料药材及制剂的质量［4 - 5］，故需

建立良好的多指标综合质量控制评价模式。归芍舒肝

散处方中君药当归补血活血、调经止痛，臣药白芍养血

调经、平抑肝阳，佐使药炙甘草补脾益气、调和诸药的

功效［6 - 8］。本研究中选取当归中阿魏酸、藁本内酯，白芍

中没食子酸、芍药苷，甘草中甘草苷、甘草酸铵，并参考

文献［9 - 13］，采用高效液相色谱（HPLC）法同时测定

上述 6种成分的含量，以为制剂成分分析及质量控制提

供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent1260型高效液相色谱仪（美国 Agilent公
司），配有 G1311B型四元泵、G1329B型自动进样器、

G1316A柱温箱、G1315D型二极管阵列检测器（DAD）；

MS205DU型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司，精度为

0. 01 mg）；WF - 500EHT型双频数控超声仪（宁波海曙

五方超声设备有限公司）；AKBZ - RODI - 50型艾柯实

验室专用纯水机（成都艾柯水处理设备有限公司）。

1. 2 试药

没食子酸对照品（批号为 110831 - 201906，含量

91. 5%），芍药苷对照品（批号为 110736 - 202246，含量
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摘要摘要：：目的 建立同时测定归芍疏肝散中 6种成分含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Sepax Amethyst C18 - H柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1%磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 270 nm（没食子酸）、237 nm（芍药苷、甘草苷、

阿魏酸、甘草酸铵）、323 nm（藁本内酯），柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。结果 没食子酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵、藁本内酯

质量浓度分别在 0. 99～14. 86 μg / mL、12. 92～193. 83 μg / mL、2. 74～41. 16 μg / mL、0. 93～13. 89 μg / mL、11. 36～170. 43 μg / mL、
9. 03～135. 46 μg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r > 0. 999）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 3. 0%，平均加样回

收率分别为 98. 12%，96. 24%，96. 98%，97. 71%，95. 61%，97. 91%，RSD 分别为 1. 51%，1. 55%，1. 87%，1. 86%，1. 58%，1. 60%（n = 6）。

结论 该方法操作简便、准确，重复性好，可用于同时测定归芍疏肝散中 6种成分含量。
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） method for simultaneous determination of
six components in Guishao Shugan Powder. Methods The chromatographic column was the Sepax Amethyst C18 - H column（250 mm ×
4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was acetonitrile - 0. 1% phosphoric acid aqueous solution（gradient elution），the flow rate was
1. 0 mL / min，the detection wavelengths were 270 nm （gallic acid），237 nm （paeoniflorin，liquiritin，ferulic acid，ammonium
glycyrrhizinate），323 nm（ligustilide），the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL. Results The linear
ranges of gallic acid，paeoniflorin，liquiritin，ferulic acid，ammonium glycyrrhizinate and ligustilide were 0. 99 - 14. 86 μg / mL，
12. 92 - 193. 83 μg / mL，2. 74 - 41. 16 μg / mL，0. 93 - 13. 89 μg / mL，11. 36 - 170. 43 μg / mL，9. 03 - 135. 46 μg / mL
respectively（r > 0. 999）. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were all lower than 3. 0%. The average recovery
rates of the above six components were 98. 12%，96. 24%，96. 98%，97. 71%，95. 61%，97. 91%，with RSDs of 1. 51%，1. 55%，1. 87%，

1. 86%，1. 58%，1. 60% （n = 6） respectively. Conclusion This method is simple，accurate，repeatable，which can be used to
simultaneously determine the six components in Guishao Shugan Powder.
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96. 7%），甘草苷对照品（批号为 111610 - 202209，含量

95. 2%），阿魏酸对照品（批号为 110773 - 201915，含量

99. 4%），甘草酸铵对照品（批号为 110731 - 202122，含
量 94. 4%），均购自中国食品药品检定研究院；藁本内

酯对照品（美国 Stanford Chemicals公司，批号为 1136 -
78A1，含量 99. 97%）；归芍舒肝散（曲靖市中医医院自

制，批号为 230101，230201，231001，231101）；当归、白

芍、柴胡、白术（麸炒）、茯苓、薄荷、炙甘草（我院标本室

经检验合格的留样标本）；乙腈为色谱纯，甲醇、磷酸均

为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Sepax Amethyst C18 - H柱（250mm × 4. 6 mm，
5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%磷酸水溶液（B），梯度

洗脱（0～5 min时 10%A，5～15 min时，10%A → 40%A，
15～20 min时 40%A → 60%A，20～23 min时 60%A →
80%A，23～33 min 时 80%A，33～40 min 时 80%A →
90%A，40～43 min 时 90%A → 10%A，43～50 min 时

10%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：270 nm（0～
7 min，没食子酸）、237 nm（7～22 min，芍药苷、甘草苷、

阿魏酸、甘草酸铵）、323 nm（22～40 min，藁本内酯）；柱

温：30 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 溶液制备

分别取没食子酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸

铵、藁本内酯对照品 6. 93，10. 69，9. 22，5. 96，9. 63，
14. 49 mg，精密称定，各置 10 mL容量瓶中，加甲醇适

量，超声（功率 300 W、频率 45 kHz，下同）溶解，定容，即

得单一对照品贮备液，取适量，置同一容量瓶内，加甲

醇制成质量浓度分别为 9. 91，129. 22，27. 44，9. 26，

113. 62，90. 31 μg / mL的混合对照品溶液。取样品适

量，混匀，取约 1. 0 g，精密称定，置 25 mL容量瓶中，加

入 70%甲醇 20 mL，超声处理 30 min，取出，放冷，加

70%甲醇定容，摇匀，经 0. 45 μm微孔滤膜滤过，取续滤

液，即得供试品溶液。按归芍疏肝散处方和工艺分别制

备缺当归、白芍、炙甘草的阴性样品，按供试品溶液制

备方法制备阴性对照品溶液。

2. 3 方法学考察

系统适用性试验及专属性试验：精密量取 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，记录色谱图。结果供

试品溶液色谱图中，在与混合对照品溶液色谱图相同

保留时间处有色谱峰，且各成分理论板数按相应色谱

峰均大于 3 500，分离度 ≥ 1. 5，且阴性对照无干扰。详

见图1。
线性关系考察：分别精密吸取 2. 2项下混合对照品

溶液 0. 1，0. 2，0. 4，0. 8，1. 0，1. 5 mL，加流动相稀释或

浓缩至1 mL，制成系列混合对照品溶液。精密吸取10 μL，
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。
精密度试验：精密量取 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。结果没食子酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵、

藁本内酯峰面积的RSD分别为 0. 97%，0. 12%，0. 81%，

0. 46%，0. 58%，0. 19%（n = 6）。表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液适量，分别于

室温放置 0，4，8，12，16，24 h时按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果没食子酸、芍药苷、甘草苷、

1. 没食子酸 2. 芍药苷 3. 甘草苷 4. 阿魏酸 5. 甘草酸铵 6. 藁本内酯

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C1 - C3. 阴性对照品溶液（分别缺当归、白芍、甘草）

图1 高效液相色谱图

1. Gallic acid 2. Paeoniflorin 3. Liquiritin 4. Ferulic acid 5. Ammonium glycyrrhizinate 6. Ligustilide
A. Mixed reference solution B. Test solution C1 - C3. Negative reference solution（lacking Angelicae Sinensis Radix，Paeoniae Radix Alba and

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma）
Fig. 1 HPLC chromatograms
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阿魏酸、甘草酸铵、藁本内酯峰面积的 RSD分别为

1. 13%，0. 29%，0. 64%，1. 02%，0. 73%，0. 21%（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：取样品（批号为 230101）6份，精密称

定，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，并计算含量。结果没食子

酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵、藁本内酯含量

的 RSD分别为 2. 31%，2. 27%，1. 64%，1. 85%，1. 52%，

1. 69%（n = 6）。表明方法重复性良好。

加样回收试验：称取已知含量的样品（批号为

230101）约0. 5g，共6份，精密称定，分别精密加入2. 2项
下各对照品贮备液（没食子酸 0. 1 mL、芍药苷 1. 8 mL、
甘草苷 0. 3 mL、阿魏酸 0. 2 mL、甘草酸铵 1. 0 mL、藁本

内酯0. 5 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 4批样品各适量，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，平行 3份，记录峰面

积，并计算样品含量。结果见表3。
3 讨论

多波长切换选择［14 - 16］：采用DAD检测器对 6种待

测成分在 190～500 nm波长范围内进行光谱扫描。结果

显示，没食子酸在 270 nm，芍药苷和甘草苷在 237 nm，
阿魏酸在 330 nm、240 nm，甘草酸铵在 220 nm、240 nm，
藁本内酯在 323 nm波长处分别有最大吸收，由于波长

切换频繁会导致基线因漂移而不稳定，同时为了更好

地兼顾各成分的出峰时间及检测灵敏度，本研究采用

了波长切换分段检测，按出峰时间顺序 6种成分的紫外

检测波长分别为 270 nm（没食子酸）；237 nm（芍药苷、

甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵）；323 nm（藁本内酯）。

样品提取条件优化［12 - 13，17］：分别选择甲醇、乙腈、

50%甲醇、70%甲醇作为提取溶剂，结果以 70%甲醇提

取时各成分提取率相对较高且干扰杂质较少，故选择；

分别对超声、回流 、索氏提取 3种提取方法进行考察，

结果表明超声提取与其他 2种方式提取效果相当且简

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

没食子酸

芍药苷

甘草苷

阿魏酸

甘草酸铵

藁本内酯

样品含量（mg）
0. 060 1
0. 060 1
0. 060 4
0. 060 3
0. 060 6
0. 061 2
1. 984 8
1. 983 6
1. 993 5
1. 991 1
1. 999 0
2. 018 8
0. 240 6
0. 240 4
0. 241 6
0. 241 3
0. 242 3
0. 244 7
0. 110 3
0. 110 2
0. 110 7
0. 110 6
0. 111 1
0. 112 2
1. 022 4
1. 021 8
1. 026 9
1. 025 7
1. 029 8
1. 040 0
0. 786 9
0. 786 4
0. 790 3
0. 789 4
0. 792 5
0. 800 4

加入量（mg）
0. 069 3
0. 069 3
0. 069 3
0. 069 3
0. 069 3
0. 069 3
1. 924 2
1. 924 2
1. 924 2
1. 924 2
1. 924 2
1. 924 2
0. 276 6
0. 276 6
0. 276 6
0. 276 6
0. 276 6
0. 276 6
0. 119 2
0. 119 2
0. 119 2
0. 119 2
0. 119 2
0. 119 2
0. 963 0
0. 963 0
0. 963 0
0. 963 0
0. 963 0
0. 963 0
0. 724 5
0. 724 5
0. 724 5
0. 724 5
0. 724 5
0. 724 5

测得量（mg）
0. 126 6
0. 129 0
0. 127 7
0. 128 9
0. 129 7
0. 128 8
3. 881 6
3. 795 6
3. 855 8
3. 834 0
3. 860 0
3. 855 1
0. 512 9
0. 504 3
0. 517 4
0. 508 4
0. 504 9
0. 512 5
0. 225 6
0. 223 5
0. 228 7
0. 230 0
0. 228 2
0. 227 9
1. 956 5
1. 923 8
1. 952 6
1. 946 8
1. 934 5
1. 976 4
1. 503 4
1. 505 6
1. 501 7
1. 480 7
1. 510 5
1. 500 0

回收率（%）

95. 96
99. 42
97. 11
98. 99
99. 71
97. 55
98. 58
94. 17
96. 78
95. 77
96. 72
95. 43
98. 45
95. 41
99. 71
96. 57
94. 94
96. 82
96. 73
95. 05
98. 99
100. 17
98. 24
97. 06
97. 00
93. 67
96. 13
95. 65
93. 95
97. 24
98. 90
99. 27
98. 19
95. 42
99. 10
96. 56

X（%）

98. 12

96. 24

96. 98

97. 71

95. 61

97. 91

RSD（%）

1. 51

1. 55

1. 87

1. 86

1. 58

1. 60

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

（mg / g，n = 3）

批号

230101
230201
231001
231101
X

没食子酸

0. 12
0. 11
0. 13
0. 09
0. 11

芍药苷

3. 96
3. 54
3. 49
4. 21
3. 80

甘草苷

0. 48
0. 45
0. 54
0. 50
0. 49

阿魏酸

0. 22
0. 25
0. 29
0. 21
0. 24

甘草酸铵

2. 04
1. 97
2. 01
2. 09
2. 03

藁本内酯

1. 57
1. 45
1. 34
1. 51
1. 47
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表1 线性关系考察结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the linear relation test（n = 6）

待测成分

没食子酸

芍药苷

甘草苷

阿魏酸

甘草酸铵

藁本内酯

回归方程

Y1 = 66. 455X1 + 2. 812 6
Y2 = 13. 274X2 + 9. 483 1
Y3 = 20. 672X3 - 0. 488 1
Y4 = 32. 929X4 + 2. 904 1
Y5 = 4. 836 5X5 + 13. 483
Y6 = 4. 377 5X6 + 4. 620 6

r

0. 999 0
0. 999 7
0. 999 0
0. 999 3
0. 999 6
0. 999 4

线性范围（μg / mL）
0. 99～14. 86
12. 92～193. 83
2. 74～41. 16
0. 93～13. 89
11. 36～170. 43
9. 03～135. 46
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单便捷，全面考虑提取方法的稳定性及经济性，最终选

用超声提取。分别比较了超声提取 30，40，60 min的提

取效果，结果显示，不同提取时间样品含量无明显差

异，故选择提取30 min。
流动相考察［18 - 20］：预试验中分别考察了甲醇 -

水、乙腈 -水、甲醇 -磷酸水溶液、乙腈 -磷酸水溶液。

结果发现，在水相中加入一定比例的磷酸可提高待测

成分与杂质之间的分离度；有机相选用乙腈，峰形变

锐，且可缩短分析时间。结合不同时间段波长切换法，

最终确定以乙腈 - 0. 1%水磷酸溶液为流动相进行梯

度洗脱，色谱图峰形对称，分离度好。

色谱柱选择：预试验中分别使用了依利特Hypersil
ODS柱、Agilen Analytical柱、Sepax Amethyst C18 - H柱

（规格均为 250 mm / 200 mm × 4. 6 mm，5 μm）3种不同

型号、长度的C18柱，结果Sepax Amethyst C18 - H（250 mm ×
4. 6 mm，5 μm）色谱图中各成分峰的峰形及分离度最佳。

样品各成分质量控制限度考察：本研究中建立了

同时测定归芍疏肝散中 6种成分含量的方法，并对 4批
样品进行了含量测定。结果显示，在原料药材来源质量

可控的情况下，批次间各成分含量差异较小。为更好地

控制该制剂质量，参照相关指导原则［21］要求，质量控制

限度原则上按多批次产品测定平均值的 70%确定最低

含量限度，故样品中 6种成分含量范围初步拟定为：没

食子酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵、藁本内酯

不得少于0. 07，2. 66，0. 34，0. 17，1. 42，1. 03 mg / g。本研

究受限于批次数量较少，后续在累计批次研究的基础

上可逐步完善限度范围。

综上所述，本研究中建立了同时测定归芍疏肝散

中没食子酸、芍药苷、甘草苷、阿魏酸、甘草酸铵、藁本

内酯含量的HPLC法。该方法简便、有效、重复性及稳定

性均较好，实现了多成分控制制剂的质量，可为下一步

其质量标准的修订提供参考。
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