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醇）对样品中五味子醇甲的提取效果，结果以甲醇的提

取效果最佳，故样品提取溶剂选择甲醇。

3. 2 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、结果准确、重复性

好，可用于生脉饮（党参方）中五味子醇甲的含量测定。
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超高效液相色谱法同时测定抗瘤丸超高效液相色谱法同时测定抗瘤丸（（活血益气方活血益气方））中中 1010 种活性成分含量种活性成分含量**

陈 菲 1，王海征 1，孙 靓 1，特列巴力德·阿布都瓦力 2，林晓兰 1△

（1. 首都医科大学宣武医院药学部，北京 100053； 2. 首都医科大学，北京 100053）
摘要摘要：：目的 建立同时测定抗瘤丸（活血益气方）中 10种活性成分含量的超高效液相色谱（UPLC）法。方法 色谱柱为 Waters Acquity
BEH C18柱（50 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），流动相为水 - 乙腈（梯度洗脱），流速为 0. 3 mL / min，检测波长为 220 nm（山柰酚、落新妇苷、

槲皮素、大黄酸、大黄素、大黄素甲醚）和 203 nm（人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Rb1、三七皂苷 R1、薯蓣皂苷），柱温为 40 ℃，进样量为 2 µL。
结果 10种活性成分在各自质量浓度范围内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0. 999 5，n = 7）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均

小于 4. 0%（n = 6）；平均加样回收率为 89. 02%～94. 65%，RSD 为 0. 66%～8. 70%（n = 6）。样品中 10 种活性成分的平均含量为

0. 07～7. 32 mg / g（n = 3）。结论 该方法操作简便、重复性好、结果准确，可用于同时测定抗瘤丸（活血益气方）中 10种活性成分的含量。

关键词关键词：：超高效液相色谱法；抗瘤丸（活血益气方）；医院制剂；活性成分；含量测定

Simultaneous Determination of 10 Active Ingredients in Kangliu Pills（Huoxue Yiqi Formula） by UPLC
CHEN Fei1，WANG Haizheng1，SUN Liang1，Teliebalide·ABUDUWALI2，LIN Xiaolan1

（1. Department of Pharmacy，Xuanwu Hospital of Capital Medical University，Beijing，China 100053； 2. Capital Medical University，Beijing，China 100053）

AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high performance liquid chromatography （UPLC） method for simultaneous
determination of 10 active ingredients in Kangliu Pills（Huoxue Yiqi Formula）. Methods The chromatographic column was Waters
Acquity BEH C18 column（50 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），the mobile phase was water - acetonitrile（gradient elution），the flow rate was
0. 3 mL / min，the detection wavelength was set at 220 nm（kaempferol，taxifolin 3 - O - rhamnoside，quercetin，rhein，emodin，
emodin - 3 - methll ether） and 203 nm（ginsenoside Rg1，ginsenoside Rb1，notoginsenoside R1，dioscin），the column temperature
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was 40 ℃，and the injection volume was 2 µL. Results The 10 active ingredients showed good linear relationship with peak areas
within their respective mass concentration ranges （r ≥ 0. 999 5，n = 7）. The RSDs of precision，stability，and repeatability test
results were all lower than 4. 0% （n = 6）. The average recoveries of 10 active ingredients were in the range of 89. 02% -
94. 65%，with RSDs of 0. 66% - 8. 70%（n = 6）. The average content of 10 active ingredients in the sample was in the range of
0. 07 - 7. 32 mg / g（n = 3）. Conclusion The method is simple，reproducible and accurate，which can be used for simultaneously
determination of 10 active ingredients in Kangliu Pills（Huoxue Yiqi Formula）.
Key wordsKey words：：UPLC；Kangliu Pills（Huoxue Yiqi Formula）；hospital preparations；active ingredients；content determination

抗瘤丸（活血益气方）为医院制剂，是治疗神经胶

质瘤等脑瘤的纯中药复方制剂，临床使用近 40年，安全

有效，价格低廉［1］。前期研究多集中在活血益气方的药

理学作用［2 - 3］，有效成分与含量相关的研究虽有报

道［4 - 5］，但测定成分较少，难以有效控制其质量。故本研

究中建立了同时测定抗瘤丸（活血益气方）中 10种活性

成分含量的超高效液相色谱（UPLC）法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Waters Acquity UPLC I Class PDA型超高效液相色

谱仪（美国Waters公司）；SN - QX - 32型超声波提取仪

（上海尚仪仪器设备有限公司，功率为 160 W，频率为

100 kHz）；MS105DU型电子天平（瑞士Mettler Toledo公
司，精度为0. 1 mg）。

1. 2 试药

山柰酚对照品（批号为 110861 - 20B01），槲皮素对

照品（批号为 100081 - 201509），大黄酸对照品（批号为

110769 - 201621），均购自中国食品药品检定研究院，纯

度均大于98%；薯蓣皂苷元对照品（批号为C10J9Q52616），

落新妇苷对照品（批号为 J2PGB153016），大黄素对照品

（批号为M2PIB216001），人参皂苷Rb1对照品（批号为

E16J9X52719），均购自上海源叶生物科技有限公司，纯

度均大于98%；大黄素甲醚对照品（批号为CH0PA013），

人参皂苷Rg1对照品（批号为 C4H72014），三七皂苷R1
对照品（批号为 C471180018），均购自杭州英联科技有

限公司，纯度均大于 98%；抗瘤丸（活血益气方）（首都

医科大学宣武医院委托北京勃然制药公司生产，批准

文号为京药制备字Z20210045000，批号分别为 230507，
221003，220311）；甲醇、乙腈（色谱纯，美国Thermo Fisher
公司）；其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Waters Acquity BEH C18柱（50 mm × 2. 1 mm，
1. 7 µm）；流动相：水（A）- 乙腈（B），梯度洗脱（0～
1. 5 min 时 1%B～2%B，1. 5～25 min 时 2%B～90%B，
25～30 min时 90%B）；流速：0. 3 mL / min；检测波长：

220 nm（山柰酚、落新妇苷、槲皮素、大黄酸、大黄素、大

黄素甲醚），203 nm（人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1、三七

皂苷R1、薯蓣皂苷）；柱温：40 ℃；进样量：2 µL。理论板

数按各成分色谱峰计均大于4 000，分离度均大于3。
2. 2 溶液制备

取 10种对照品各适量，精密称定，置 10 mL容量瓶

中，加乙腈定容，摇匀，即得质量浓度为 1. 0 mg / mL的
对照品贮备液，4 ℃保存。取 10种对照品贮备液等体积

混合，制成质量浓度均为 100 µg / mL的混合对照品溶

液，4 ℃保存。

取样品 20丸，研细，混匀，取 2. 4 g，精密称定，置具

塞锥形瓶中，精密加入 10 mL 75%乙醇，称定质量，

25 ℃超声（功率为 160 W，频率为 100 kHz）提取 20 min，
再称定质量，加 75%乙醇补足减失的质量，静置，摇匀，

取上清液，滤膜滤过，即得供试品溶液，4 ℃保存。

按抗瘤丸（活血益气方）处方及工艺分别制备缺三

七、土茯苓、首乌、白花蛇舌草、白英、枇杷叶的阴性样品，

按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液，4 ℃保存。

2. 3 方法学考察

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，记录色谱图。供试品溶液色谱中，在与对

照品溶液色谱相同保留时间处有相应色谱峰出现，且

阴性对照无干扰，表明方法专属性良好。详见图1。
线性关系考察：取 2. 2项下各对照品贮备液适量，

加 5%乙腈制备 7个系列质量浓度的混合对照品溶液，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，以各成分质量浓度（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，表明各成分在各自质量浓度范围内与峰面

积线性关系良好。

精密度试验：取样品 2. 4 g，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

6次，记录峰面积。结果见表1，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品2. 4 g，精密称定，按2. 2项下方

法制备供试品溶液，储存于 4 ℃冰箱，分别于 0，4，8，12，
24，36 h时按2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结

果见表1，表明供试品溶液4 ℃放置36 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品 2. 4 g，精密称定，按 2. 2项下
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1. 大黄酸 2. 落新妇苷 3. 三七皂苷R1 4. 人参皂苷Rg1 5. 槲皮素 6. 山柰酚 7. 人参皂苷Rb1 8. 大黄素 9. 大黄素甲醚

10. 薯蓣皂苷

A - B．混合对照品溶液（203，220 nm） C - D. 供试品溶液（203，220 nm） E - F. 缺三七阴性对照品溶液（203，220 nm） G - H. 缺

土茯苓阴性对照品溶液（203，220 nm） I - J. 缺首乌阴性对照品溶液（203，220 nm） K - L. 缺白花蛇舌草阴性对照品溶液（203，
220 nm） M - N. 缺白英阴性对照品溶液（203，220 nm） O - P. 缺枇杷叶阴性对照品溶液（203，220 nm）

图1 超高效液相色谱图

1. Rhein 2. Taxifolin 3 - O - rhamnoside 3. Notoginsenoside R1 4. Ginsenoside Rg1 5. Quercetin 6. Kaempferol 7. Ginsenoside Rb1 8. Emodin
9. Emodin - 3 - methll ether 10. Dioscin

A - B. Mixed standard solution（203，220 nm） C - D. Test solution（203，220 nm） E - F. Negative reference solution lacking Notoginseng
Radix et Rhizoma（203，220 nm） G - H. Negative reference solution lacking Smilacis Glabrae Rhizoma（203，220 nm） I - J. Negative reference
solution lacking Polygoni Multiflori Radix（203，220 nm） K - L. Negative reference solution lacking Hedyotidis Herba（203，220 nm） M - N. Nega‐

tive reference solution lacking Solani Herba（203，220 nm） O - P. Negative reference solution lacking Eriobotryae Folium（203，220 nm）
Fig. 1 UPLC chromatograms
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方法制备供试品溶液，按2. 1项下色谱条件进样测定6次，

记录峰面积。结果见表1，表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品 6份，各 2. 4 g，
精密称定，按 100%比例加入 10种对照品各适量，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，记录峰面积，并计算加样回收率。结果见表 1，
表明方法准确度良好。

2. 4 样品含量测定

取 3批样品（批号分别为 230507，221003，220311）
各 6份，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色
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表1 方法学考察结果

Tab. 1 Results of the methodology investigation

成分

山柰酚

薯蓣皂苷

落新妇苷

槲皮素

大黄酸

大黄素

大黄素甲醚

人参皂苷Rg1
人参皂苷Rb1
三七皂苷R1

回归方程

Y = 2 528. 30 X - 168. 37
Y = 1 339. 6 X + 143 107. 00
Y = 2 784. 3 X + 3 065. 50
Y = 2 789. 9 X - 175 186. 00
Y = 19 186 X - 16 192. 00
Y = 356. 35 X - 6 995. 90
Y = 151. 82 X - 7 793. 30
Y = 325. 46 X - 19 724. 00
Y = 86. 18 X - 5 677. 70
Y = 172. 47 X - 12 847. 00

r

0. 999 7
0. 999 5
0. 999 6
0. 999 7
0. 999 9
0. 999 6
0. 999 5
0. 999 6
0. 999 6
0. 999 6

线性范围

（µg / mL）
10～200
50～400
10～200
10～200
10～200
10～200
10～200
50～400
50～400
50～400

RSD（%，n = 6）
精密度试验

0. 68
0. 91
1. 85
1. 05
0. 55
1. 65
1. 57
1. 74
1. 32
1. 83

稳定性试验

2. 40
1. 14
1. 86
0. 34
0. 97
3. 52
3. 09
2. 09
3. 53
0. 87

重复性试验

1. 85
1. 22
0. 88
1. 27
1. 67
1. 81
1. 88
0. 42
0. 86
1. 05

加样回收试验（%，n = 6）
平均回收率

92. 18
91. 47
91. 58
94. 28
91. 42
89. 02
94. 30
94. 65
93. 87
89. 25

RSD

2. 58
3. 43
3. 30
5. 88
0. 66
8. 70
4. 84
3. 06
6. 39
3. 93

谱条件进样测定 3次，记录峰面积，按外标法计算含量。

结果见表2。
3 讨论

3. 1 活性成分选择

抗瘤丸（活血益气方）的成分复杂，由三七、土茯

苓、白花蛇舌草、白英等中药材组方。研究发现，落新妇

苷［6］及三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1、薯蓣

皂苷［7］均有影响肿瘤微环境和抑制肿瘤生长的作用。因

此，本研究中依据活血益气方丸的组方，参考 2020年版

《中国药典（一部）》［8］和文献［9 - 13］，选取三七的皂苷

类成分［14］、土茯苓中的落新妇苷［15］等 10种活性成分作

为检测指标，采用UPLC法测定含量。

3. 2 样品提取方法选择

前期试验中，考察了不同超声提取时间（10，20，
30，45，60 min）的提取效果，结果提取 20 min和 30 min
时各成分的提取率接近；考察了不同提取溶剂（甲醇、

50％甲醇、75%甲醇、50%乙醇、75%乙醇、乙醇）的提取

效果，结果提取溶剂为 75%乙醇时各成分均提取完全；

考察了不同提取量（5，10，20，30，40 mL）的提取效果，

结果提取量为 10 mL时各成分均提取完全，且其色谱峰

响应值便于计算。故最终确定供试品溶液制备方法为

10 mL 75%乙醇超声提取20 min。
3. 3 检测波长选择

前期试验中，采用光电二极管阵列紫外检测器在

200～400 nm波长范围内进行扫描，发现皂苷类成分在

203 nm波长处有最大吸收，其他成分在 220 nm波长处

有最大吸收。为保证各成分均有良好响应信号，并减少

低波长的干扰，最终检测波长选择 220 nm（山柰酚、落

新妇苷、槲皮素、大黄酸、大黄素、大黄素甲醚）和203 nm
（人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1、三七皂苷R1、薯蓣皂苷）。

3. 4 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、重复性好、结果准确，可

用于同时测定抗瘤丸（活血益气方）中10种活性成分的含量。
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表2 样品中10种活性成含量测定结果（mg / g，n = 3）
Tab. 2 Results of the content determination of 10 active

ingredients in samples（mg / g，n = 3）

成分

大黄酸

落新妇苷

三七皂苷R1
人参皂苷Rg1
槲皮素

山柰酚

人参皂苷Rb1
大黄素

大黄素甲醚

薯蓣皂苷

230507
0. 13
1. 21
0. 26
2. 96
0. 11
0. 23
7. 18
2. 30
3. 34
0. 07

221003
0. 13
1. 22
0. 26
3. 00
0. 11
0. 23
7. 36
2. 36
3. 44
0. 07

220311
0. 12
1. 37
0. 17
2. 88
0. 18
0. 24
7. 42
3. 10
3. 40
0. 06

X

0. 13
1. 27
0. 23
2. 95
0. 13
0. 23
7. 32
2. 59
3. 39
0. 07
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