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高效液相色谱法同时测定龙丹丸中高效液相色谱法同时测定龙丹丸中 1111 种成分含量种成分含量**

王海琴 1，韩睿思 1，罗 骞 1，谢艳华 1，王四旺 1，肖会敏 2△

（1. 西北大学生命科学与医学部，陕西 西安 710069；2. 西北农林科技大学化学与药学院，陕西 杨凌 712100）
摘要摘要：：目的 建立同时测定龙丹丸中 11 种成分含量的高效液相色谱（HPLC）法。方法 色谱柱为 Stamsil - BP C18 柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm），流动相为 0. 1% 磷酸 - 乙腈（梯度洗脱），流速为 0. 8 mL / min，检测波长为 230 nm（芍药内酯苷、芍药苷）、280 nm

（丹参素、隐绿原酸、龙胆苦苷、异绿原酸 B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷、黄芩苷、丹酚酸 B、汉黄芩苷、黄芩素），柱温为 30 ℃，进样量为 5 µL。
结果 11 种成分质量浓度分别在 68. 07～1 021. 87 µg / mL、57. 04～855. 53 µg / mL、18. 66～280. 74 µg / mL、1. 03～15. 67 µg / mL、
58. 01～870. 14 µg / mL、6. 31～93. 93 µg / mL、6. 14～91. 68 µg / mL、143. 53～2 152. 54 µg / mL、49. 44～740. 84 µg / mL、38. 27～
574. 11 µg / mL、3. 03～45. 44 µg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0. 999 0，n = 6）；检测限为 0. 098 0～12. 993 2 µg / mL；
定量限为 0. 326 8～43. 310 6 µg / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 3. 0%；平均加样回收率为 92. 34%～102. 40%，

RSD 为 1. 52%～4. 46%（n = 6）。结论 所建方法操作简便，结果准确，灵敏度高，重复性好，专属性强，可用于龙丹丸的质量控制。

关键词关键词：：高效液相色谱法；龙丹丸；含量测定；质量控制

Simultaneous Determination of 11 Ingredients in Longdan Pills by HPLC
Wang Haiqin1，Han Ruisi1，Luo Qian1，Xie Yanhua1，Wang Siwang1，Xiao Huimin2△

（1. The College of Life Sciences，Northwest University，Xi′an，Shaanxi 710069，China； 2. College of Chemistry and Pharmacy，Northwest Agriculture and
Forestry University，Yangling，Shaanxi 712100，China）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） method for the simultaneous content
determination of 11 ingredients in Longdan Pills. Methods The chromatographic column was Stamsil - BP C18 column（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was 0. 1% phosphoric acid - acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 0. 8 mL / min，the
detection wavelength was 230 nm（albiflorin，paeoniflorin）and 280 nm（danshensu，cryptochlorogenic acid，gentiopicroside，isochlorogenic
acid B，apigenin - 7 - O - glucoside，baicalin，salvianolic acid B，wogonoside，baicalein），the column temperature was 30 ℃，and the
injection volume was 5 µL. Results The linear ranges of the above 11 ingredients were 68. 07 - 1 021. 87 µg / mL，57. 04 -
855. 53 µg / mL，18. 66 - 280. 74 µg / mL，1. 03 - 15. 67 µg / mL，58. 01 - 870. 14 µg / mL，6. 31 - 93. 93 µg / mL，6. 14 -
91. 68 µg / mL，143. 53 - 2 152. 54 µg / mL，49. 44 - 740. 84 µg / mL，38. 27 - 574. 11 µg / mL，3. 03 - 45. 44 µg / mL，respectively.
The limits of detection were 0. 098 0 - 12. 993 2 µg / mL，and the limits of quantification were 0. 326 8 - 43. 310 6 µg / mL.
The RSDs of precision，stability and repeatability test results were all lower than 3. 0%. The average recoveries were 92. 34% -
102. 40%，with RSDs of 1. 52% - 4. 46%（n = 6）. Conclusion The established method is sample，accurate，sensitive，reproducible，
and specific，and can be used for the quality control of Longdan Pills.
Key wordsKey words：：HPLC；Longdan Pills；content determination；quality control

龙丹丸为第四军医大学西京医院临床经验方，是

治疗糖尿病视网膜病变的纯中药复方制剂，临床使用

近 15年，疗效确切。现代药理学研究表明，方中龙胆、丹

参、菊花、黄芩、赤芍、枸杞等药材均具有治疗糖尿病及

其并发症的作用［1 - 6］，其中龙胆疏肝明目，泻肝火以凉

血活血，兼顾脏腑之肝和病因之热［7］；丹参活血化瘀、安
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神定志［8］，契合视网膜疾病的病因病机；两药共为本方

君药。然而，中药复方制剂种类繁多、成分复杂，通过多

指标定量方能较全面地反映制剂的整体质量［9 - 10］。为
进一步加强对龙丹丸的质量控制，本研究中建立了同

时测定制剂组方药材 11种主要活性成分含量的高效液

相色谱（HPLC）法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

LC - 20AD型高效液相色谱仪（含 SIL - 20AC型自

动进样器、SPD - M40型二极管阵列检测器、CTO - 40C
型柱温箱），AUW220D型电子分析天平（精度为0. 01 mg），

均购自日本 Shimadzu公司；KQ - 300DA型数控超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1. 2 试药

龙丹丸（空军军医大学药学系中药与天然药物学

教研室自制，批号为 20240829、20240911、20240925，规
格 为 0. 3 g / 丸）；对 照 品 隐 绿 原 酸（批 号 为

HR8261W11，含 量 ≥ 98%），异 绿 原 酸 B（批 号 为

HR2535W15，含量 ≥ 98%），芹菜素 7 - O - 葡萄糖苷

（批号为 HR2129W7，含量 ≥ 98%），黄芩苷（批号为

HS1585S1，含量 ≥ 98%），丹酚酸B（批号为HS22D6B1，
含量 ≥ 98%），汉黄芩苷（批号为 HR5125S1，含量 ≥
98%），黄芩素（批号为HS5717S2，含量 ≥ 98. 19%），均

购自宝鸡市辰光生物科技有限公司；对照品丹参素（批

号为 110855 - 201915，含量 ≥ 97. 8%），龙胆苦苷（批号

为 110770 - 201716，含量 ≥ 98. 1%），均购自中国食品

药品检定研究院；对照品芍药内酯苷（成都埃法生物科

技有限公司，批号为MRDE0804，含量 ≥ 98%）；对照品

芍药苷（成都普思生物科技股份有限公司，批号为

MUST - 23030616，含量 ≥ 98. 99%）；乙腈、甲醇均为色

谱纯，磷酸为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Stamsil - BP C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 µm）；流动相：0. 1%磷酸（A）- 乙腈（B），梯度洗脱

（0～15 min 时 5%B → 9%B，15～35 min 时 9%B →
20%B，35～88 min 时 20%B → 30%B，88～94 min 时

30%B → 40%B）；流速：0. 8 mL / min；检测波长：230 nm
（芍药内酯苷、芍药苷）、280 nm（丹参素、隐绿原酸、龙胆

苦苷、异绿原酸B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷、黄芩苷、丹

酚酸B、汉黄芩苷、黄芩素）；柱温：30 ℃；进样量：5 µL。
2. 2 溶液制备

混合对照品溶液：取11种对照品各适量，精密称定，加

甲醇制成含丹参素280. 74µg /mL、隐绿原酸15. 67 µg / mL、
龙胆苦苷870. 14 µg / mL、芍药内酯苷1 021. 87 µg / mL、

芍药苷855. 53 µg / mL、异绿原酸B 93. 93 µg / mL、芹菜素

7 - O -葡萄糖苷91. 68 µg / mL、黄芩苷2 152. 54 µg / mL、
丹酚酸 B 740. 84 µg / mL，汉黄芩苷 574. 11 µg / mL、黄
芩素45. 44 µg / mL的混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品 10丸，研细，取约 1. 0 g，置具

塞锥形瓶中，精密加入甲醇50 mL，密塞，称定质量，超声

（功率 300 W，频率 40 kHz）处理 30 min，放冷至室温，再

次称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，经 0. 22 µm
微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按龙丹丸处方和工艺分别制备

缺龙胆、丹参、菊花、赤芍、黄芩的阴性样品，同供试品

溶液制备方法制备，即得。

2. 3 方法学考察

专属性试验：精密吸取 2. 2项下各溶液，按 2. 1项
下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液在

与混合对照品溶液相同保留时间处有相应色谱峰，分

离效果好，阴性对照无干扰。详见图1。
线性关系考察：精密吸取 2. 2项下混合对照品溶液

适量，加甲醇逐级稀释，得不同质量浓度的系列混合对

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。

检测限与定量限考察：吸取混合对照品溶液适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以信噪比

（S / N）为 3和 10时待测成分质量浓度分别作为检测限

和定量限。结果见表1。
精密度试验：精密吸取 2. 2项下供试品溶液适量，

按 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果丹参素、隐绿原酸、龙胆苦苷、芍药内酯苷、芍药苷、

异绿原酸B、芹菜素 7 - O - 葡萄糖苷、黄芩苷、丹酚酸

B、汉黄芩苷、黄芩素峰面积的 RSD分别为 1. 56%，

0. 76%，0. 32%，0. 69%，1. 50%，0. 60%，0. 61%，0. 22%，

1. 64%，0. 40%，0. 56%（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：精密吸取 2. 2项下供试品（批号为

20240829）溶液适量，分别于室温放置 0，2，4，6，8，12，
24，48 h时按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

结果丹参素、隐绿原酸、龙胆苦苷、芍药内酯苷、芍药

苷、异绿原酸B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷、黄芩苷、丹酚

酸 B、汉黄芩苷、黄芩素峰面积的 RSD分别为 1. 07%，

2. 04%，0. 70%，2. 95%，1. 85%，2. 24%，1. 54%，0. 57%，

2. 34%，0. 84%，0. 71%（n = 8），表明供试品溶液室温放置

48 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为 20240829）适量，共

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。
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结果丹参素、隐绿原酸、龙胆苦苷、芍药内酯苷、芍药

苷、异绿原酸B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷、黄芩苷、丹酚

酸B、汉黄芩苷、黄芩素平均含量分别为2. 776 7，0. 456 2，
11. 721 4，8. 517 8，13. 015 0，1. 353 5，1. 490 8，
29. 246 9，5. 281 3，6. 616 0，0. 800 0 mg / g，RSD分别为

1. 22%，2. 98%，0. 94%，2. 72%，0. 56%，0. 66%，1. 26%，

1. 12%，2. 58%，0. 76%，0. 73%（n = 6），表明方法重复性

良好。

加样回收试验：取样品（批号为20240829）约0. 1 g，
共 6份，精密称定，精密加入同一质量浓度的混合对照

品溶液，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。

结果丹参素、隐绿原酸、龙胆苦苷、芍药内酯苷、芍药

苷、异绿原酸B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷、黄芩苷、丹酚

酸 B、汉黄芩苷、黄芩素平均加样回收率分别为

95. 69%， 102. 40%， 100. 66%， 96. 55%， 99. 68%，

95. 72%， 96. 05%， 101. 98%， 100. 99%， 99. 26%，

92. 34%，RSD 分别为 2. 44%，1. 89%，1. 89%，2. 90%，

4. 46%，4. 24%，2. 33%，1. 52%，4. 17%，1. 97%，1. 96%
（n = 6）。

2. 4 样品含量测定

取 3批样品各适量，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。结果见表2。
表2 样品含量测定结果（mg / g，n = 3）

Tab. 2 Results of the content determination in samples（mg / g，
n = 3）

待测成分

丹参素

隐绿原酸

龙胆苦苷

芍药内酯苷

芍药苷

异绿原酸B
芹菜素7 - O -葡萄糖苷

黄芩苷

丹酚酸B
汉黄芩苷

黄芩素

20240829
2. 808 3
0. 458 1
12. 205 3
8. 527 1
13. 218 2
1. 335 2
1. 437 6
28. 883 2
4. 867 2
6. 501 1
0. 783 7

20240911
2. 822 6
0. 462 3
12. 288 7
8. 569 0
13. 456 7
1. 326 4
1. 463 3
29. 044 8
4. 952 1
6. 615 4
0. 785 9

20240925
2. 814 3
0. 471 4
12. 411 4
8. 265 4
13. 237 9
1. 360 1
1. 488 2
29. 310 3
5. 215 0
6. 522 0
0. 794 4

3 讨论

3. 1 指标成分选择

龙丹丸成分复杂，由龙胆、丹参、菊花、黄芩等中药

材组方。研究发现，龙胆苦苷为环烯醚萜类成分，具有

抗炎、抗氧化、降糖、调脂等多种生物活性［11 - 12］，可改

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10t / min
A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10t / min
B

1. 丹参素 2. 隐绿原酸 3. 龙胆苦苷 4. 芍药内酯苷

5. 芍药苷 6. 异绿原酸B 7. 芹菜素7 - O -葡萄糖苷 8. 黄

芩苷 9. 丹酚酸B 10. 汉黄芩苷 11. 黄芩素

a. 混合对照品溶液 b. 供试品溶液 c - g. 阴性对照品溶液

（分别缺赤芍、丹参、黄芩、菊花、龙胆）

A. 230 nm B. 280 nm
图1 高效液相色谱图

1. Danshensu 2. Cryptochlorogenic acid 3. Gentiopicroside 4. Albiflorin
5. Paeoniflorin 6. Isochlorogenic acid B 7. Apigenin - 7 - O - glucoside

8. Baicalin 9. Salvianolic acid B 10. Wogonoside 11. Baicalein
a. Mixed reference solution b. Test solution c - g. Negative reference

solution（lacking Paeoniae Radix Rubra，Salviae Miltiorrhizae
Radix et Rhizoma，Scutellariae Radix，Chrysanthemi Flos，Gentianae

Radix et Rhizoma，respectively）
A. 230 nm B. 280 nm

Fig. 1 HPLC chromatograms

表1 线性关系考察及检测限、定量限结果

Tab. 1 Results of the linear relationship，limit of detection and
limit of quantification

待测成分

丹参素

隐绿原酸

龙胆苦苷

芍药内酯苷

芍药苷

异绿原酸B
芹菜素 7 - O - 葡

萄糖苷

黄芩苷

丹酚酸B
汉黄芩苷

黄芩素

回归方程

Y1 = 3 334 086. 3X1 - 146. 9
Y2 = 10 398 672. 5X2 + 1 588. 6
Y3 = 7 398 957. 8X3 - 12 552. 1
Y4 = 2 965 415. 2X4 + 15 553. 23
Y5 = 3 270 593. 9X5 - 5 218. 6
Y6 = 8 282 415. 4 X6 - 2 460. 9
Y7 = 10 556 166. 1 X7 - 2 036. 1
Y8 = 18 566 556. 4X8 - 198 073. 5
Y9 = 5 798 234. 0X9 + 30 838. 4
Y10 = 19 926 251. 9X10 - 18 510. 7
Y11 = 35 625 844. 3X11 - 5 899. 3

r

0. 999 1
0. 999 4
1. 000 0
0. 999 3
0. 999 6
1. 000 0
0. 999 2
0. 999 8
0. 999 0
1. 000 0
0. 999 9

线性范围

（µg / mL）
18. 66～280. 74
1. 03～15. 67
58. 01～870. 14
68. 07～1 021. 87
57. 04～855. 53
6. 31～93. 93
6. 14～91. 68

143. 53～2 152. 54
49. 44～740. 84
38. 27～574. 11
3. 03～45. 44

检测限

（µg / mL）
0. 913 5
0. 131 2
0. 301 5
12. 331 5
12. 993 2
0. 372 4
0. 327 8
0. 240 5
0. 708 6
3. 107 2
0. 098 0

定量限

（µg / mL）
3. 045 0
0. 437 4
1. 005 0
41. 105 1
43. 310 6
1. 241 4
1. 092 5
0. 801 7
2. 361 9
10. 357 2
0. 326 8
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善 2型糖尿病小鼠骨骼肌的胰岛素抵抗［13］。丹参素能

降 低 血 糖 水 平 及 改 善 糖 尿 病 大 鼠 肾 脏 、心 肌 损

伤［14 - 16］。参考 2020年版《中国药典》和文献［17 - 22］，

选取黄芩中的黄酮类成分等11种成分作为检测指标。

3. 2 检测方法考察

因待测成分较多，本研究中选择 HPLC法进行检

测。该方法的分离效率、检测灵敏度、操作自动化程度

均较高，而且选择性好，分析速度快，可同时对多种成

分进行检测。色谱条件，预试验中比较了不同流动相［乙

腈 -水、乙腈 -水（含 0. 1%磷酸）、乙腈 - 水（含 0. 05%
磷酸）］、柱温（20、25、30、35 ℃）、流速（0. 6、0. 7、0. 8、
1. 0 mL / min）的检测效果，最终选择乙腈 - 0. 1%磷酸、

30 ℃、0. 8 mL / min，该条件下各成分色谱峰峰形较好，

保留时间适中，且分离度较好。提取方式，根据制剂成

分溶解性及制备工艺，预试验中提取方式选择超声提

取，该法无需高温加热，可减少热敏性成分的降解，提

取耗时短，重复性好。并进一步对超声提取的溶剂选择

和超声时间进行了考察，其中超声提取溶剂分别考察

了 50%甲醇、70%甲醇、90%甲醇、甲醇［23 - 24］，超声时

间分别考察了 15，30，45，60 min，结果显示，以甲醇为溶

剂超声提取 30 min时，各待测成分含量较高。检测波

长，预试验中在 190～800 nm波长范围内进行全波长扫

描，发现不同成分的最大吸收波长不一致，故采用双波

长检测。其中芍药苷和芍药内酯苷最大吸收波长均为

230 nm，故两种成分均在该波长处检测；龙胆苦苷、汉

黄芩苷、黄芩素、黄芩苷、丹参素、丹酚酸B、隐绿原酸、异

绿原酸B、芹菜素 7 - O - 葡萄糖苷最大吸收波长分别

为 270，270，274，278，279，286，327，327，336 nm，但隐绿

原酸、异绿原酸B、芹菜素 7 - O -葡萄糖苷在 336 nm波

长处分离度欠佳，而上述 9种成分在 280 nm波长处的

灵敏度均较好，杂质峰干扰较小，故选择 280 nm作为此

9种成分的检测波长。

3. 3 方法评价

本研究中成功建立了可同时测定龙丹丸中 11种成

分含量的HPLC法，该法操作简便，结果准确，且稳定性、

重复性均良好，可为该制剂的质量控制提供参考。
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