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软肝缩脾丸[批准文号：济制字（2011）F12004]为解

放军第一五三中心医院二十多年的临床经验方，由赤

芍、丹参、黄芪、紫河车、大黄、三七等中药材组成，具有

益气活血破瘀、软坚散结消痞之功效，适用于各种病因

引起的慢性肝炎、肝硬化或无症状病毒携带者[1-4]；该制

剂临床疗效确切、口碑较好。但该制剂的质量标准不够

全面，仅有鉴别检查和丸剂的常规检查，缺乏含量测定

项目，不能全面控制该制剂的质量。依据“中国人民解

放军总后勤部卫生部军队医疗机构制剂标准提高计划”

要求，同时为了进一步控制该制剂的质量，本试验采用

高效液相色谱法（HPLC）同时测定软肝缩脾丸中芍药

苷和丹酚酸 B 的含量，以期为完善该制剂的质量标准

提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-10A型HPLC仪，包括SPD-10A型紫外检测器、

手 动 进 样 器 、LCsolutionLite 型 色 谱 工 作 站（日 本

Shimadzu公司）；pHS-3C型酸度计（上海雷磁仪器厂）；

BT125D 型十万分之一电子分析天平（德国 Sartorius 公

司）；AS3120A型超声波清洗仪（天津奥特赛恩斯仪器公

司，功率：120 W，频率：40 kHz）。

1.2 药品与试剂

软肝缩脾丸（解放军第一五三中心医院自制，批号：

150316、150419、150420，规格：48 g/瓶）；芍药苷对照品

（批号：110736-201136，纯度：96.0％）、丹酚酸B 对照品

（批号：111562-201313，纯度：97.0％）均购自中国食品药

品检定研究院；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水

为重蒸水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Wondasil C18（250 mm × 4.6 mm，5 μm）；流

动相：乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B），梯度洗脱（洗脱程序

见表1）；流速：1.0 mL/min；检测波长：230 nm（芍药苷）、

286 nm（丹酚酸B）；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取待测成分对照

HPLC法同时测定软肝缩脾丸中芍药苷和丹酚酸B的含量
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摘 要 目的：建立同时测定软肝缩脾丸中芍药苷和丹酚酸B含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Wondasil C18，

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230 nm（芍药苷）、286 nm（丹酚酸B），柱温为30 ℃，进

样量为 10 μL。结果：芍药苷和丹酚酸 B 检测质量浓度线性范围分别为 9.79～195.80 μg/mL（r＝0.999 9）、11.45～229.00 μg/mL

（r＝0.999 9）；定量限分别为0.018 1、0.014 4 μg，检测限分别为0.005 4、0.004 3 μg；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜2.0％；加

样回收率分别为98.67％～102.22％（RSD＝1.26％，n＝9）、99.72％～103.28％（RSD＝1.05％，n＝9）。结论：该方法快速、灵敏、准

确，可用于软肝缩脾丸中芍药苷和丹酚酸B含量的同时测定。

关键词 软肝缩脾丸；芍药苷；丹酚酸B；含量测定；高效液相色谱法

Simultaneous Determination of Paeoniflorin and Salvianolic Acid B in Ruangan Suopi Pill by HPLC
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Central Hospital of PLA，Zhengzhou 450042，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of paeoniflorin and salvianolic acid B in Ruan-

gan suopi pill. METHODS：HPLC was performed on the column of Wondasil C18 with mobile phase of acetonitrile -0.1％ phosphor-

ic acid solution（gradient elution）at a flow rate of 1.0 mL/min，the detection wavelength was 230 nm for paeoniflorin and 286 nm

for salvianolic acid B，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL. RESULTS：The linear range was

9.79-195.80 μg/mL（r＝0.999 9）for paeoniflorin，11.45-229.00 μg/mL（r＝0.999 9）for salvianolic acid B；the limits of quantifica-

tion were 0.018 1，0.014 4 μg，limits of detection were 0.005 4，0.004 3 μg；RSDs of precision，stability and reproducibility tests

were lower than 2.0％；the recoveries were 98.67％-102.22％（RSD＝1.26％，n＝9）and 99.72％-103.28％（RSD＝1.05％，n＝9）.

CONCLUSIONS：The method is rapid，sensitive and accurate，and can be used for the simultaneous determination of paeoniflorin

and salvianolic acid B in Ruangan suopi pill.

KEYWORDS Ruangan suopi pill；Paeoniflorin；Salvianolic acid B；Content determination；HPLC
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品适量，置于同一 10 mL 量瓶中，加稀乙醇（量取乙醇

529 mL，加水稀释至 1 000 mL，下同）溶解并定容，摇

匀，即得芍药苷和丹酚酸 B 质量浓度分别为 0.979、

1.145 mg/mL的混合对照品贮备液。精密吸取上述混合

对照品贮备液1 mL，置于10 mL量瓶中，加稀乙醇定容，

摇匀，即得芍药苷和丹酚酸 B 质量浓度分别为 97.90、

114.50 µg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品适量，除去包衣，研细，取约

1 g，精密称定，置于 100 mL具塞锥形瓶中，精密加入稀

乙醇25 mL，密塞，称定质量，超声处理1 h，放冷；再次称

定质量，用稀乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的制备工艺和配方比例，

分别制备缺赤芍和丹参的单一阴性样品，再按“2.2.2”项

下方法制备单一阴性对照溶液。

2.3 系统适用性与专属性试验

分别精密吸取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照溶液各 10 μL，按“2.1”项下色谱条件进样

测定，记录色谱，详见图 1。由图 1可知，在该色谱条件

下各成分均能达到基线分离（分离度＞1.5）；芍药苷和丹

酚酸B的保留时间分别在 10.2 min和 25.6 min左右；供

试品溶液在混合对照品溶液色谱相应的保留时间处有

相同的吸收峰，而阴性对照溶液则没有相同的吸收峰。

2.4 线性关系考察

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品贮备液适量，用稀

乙醇逐步稀释制成芍药苷质量浓度分别为 9.79、19.58、

48.95、97.90、146.85、195.80 μg/mL，丹酚酸 B 质量浓度

分别为11.45、22.90、57.25、114.50、171.75、229.00 μg/mL

的系列混合对照品溶液。取上述系列混合对照品溶液

适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以

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，得芍药苷、丹酚酸 B 的回归方程

为分别 y＝14 927x－5 914.1（r＝0.999 9）、y＝14 616x－

1 282.6（r＝0.999 9）。结果表明，芍药苷和丹酚酸B检测

质量浓度线性范围分别为 9.79～195.80、11.45～229.00

μg/mL。

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当

信噪比为10 ∶1时，得芍药苷和丹酚酸B的定量限分别为

0.018 1、0.014 4 μg；当信噪比为3 ∶ 1时，得芍药苷和丹酚

酸B的检测限分别为0.005 4、0.004 3 μg。

2.6 精密度试验

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 μL，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结

果，芍药苷和丹酚酸 B 峰面积的 RSD 分别为 0.26％、

0.72％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：150316）适量，分

别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果，芍药苷和丹酚酸B峰

面积的 RSD 分别为 0.85％、0.80％（n＝6），表明供试品

溶液在室温放置24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取同一批样品（批号：150420）适量，按“2.2.2”项下

方法平行制备6份供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积并计算芍药苷和丹酚酸 B 的含

量。结果，芍药苷和丹酚酸B的平均含量分别为2.882、

2.985 mg/g，RSD分别为1.17％、1.14％（n＝6），表明本方

法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取样品（批号150420）适量，除去包衣，研细，精密称

取 9份粉末，每份约 0.5 g，分别加入一定质量的芍药苷

和丹酚酸 B 对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“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。

2.10 样品含量测定

取 3批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积

并计算芍药苷和丹酚酸B的含量，结果见表3。
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间，min

0～12

12～16

16～27

27～31

31～34

A，％
18

18→30

30

30→18

18

B，％
82

82→70

70

70→82

82

检测波长，nm

230

286

286

230

230
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3.1 供试品溶液制备方法的优化

笔者在试验过程中先后考察了提取溶剂、提取方

式、提取时间、提取溶剂用量对样品所测指标成分提取

效果的影响。提取溶剂分别选取 75％甲醇、75％乙醇、

50％甲醇、稀乙醇进行对比试验，结果稀乙醇的提取率

优于前三者。提取方式考察了超声处理1 h、回流提取1

h和浸泡过夜（18 h），结果芍药苷采用3种方式的芍药苷

提取率没有明显差异，但采用超声处理和回流提取的丹

酚酸B含量要明显高于浸泡过夜（18 h）提取方式，考虑

到超声处理简单、方便、安全，故采用超声处理。笔者将

超声处理时间设置为0.5、1、1.5、2 h，结果芍药苷和丹酚

酸B的含量在超声处理1、1.5、2 h时基本相同，并均明显

高于超声处理 0.5 h。笔者考察了稀乙醇用量（15、25、

40、50 mL），发现提取溶剂用量为25、40 、50 mL时，芍药

苷和丹酚酸B的提取量基本相同，并均高于提取溶剂用

量为 15 mL时的提取量。为了节约时间、节约试剂，因

此本试验最终确定制备供试品溶液的方式为 25 mL稀

乙醇，超声处理1 h。

3.2 流动相的考察

笔者先后考察了不同比例的乙腈-磷酸二氢钾溶

液[5-6]、甲醇-磷酸溶液 [7]、乙腈-甲醇-0.5％磷酸溶液 [8-9]、

乙腈 -0.1％磷酸溶液 [10-11]为流动相进行梯度洗脱。结

果，有机相含有甲醇时丹酚酸B峰与相邻峰分离度差，

水相含有磷酸二氢钾时芍药苷峰形有拖尾现象；而以乙

腈-0.1％磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱时，芍药苷和

丹酚酸B峰与相邻色谱峰分离度良好，且峰形对称。因

此，本试验选择乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相。

3.3 检测波长的选择

取待测成分对照品适量，分别用稀乙醇溶解并稀释

成每1 mL含药药苷和丹酚酸B各100 µg的混合对照品

溶液，在200～400 nm波长范围内扫描。结果显示，芍药

苷和丹酚酸B最大吸收波长分别为 230、286 nm。为减

少测定误差，本试验在 230 nm 波长下测定芍药苷的含

量，在286 nm波长下测定丹酚酸B的含量。

3.4 制剂制备及贮藏注意事项

试验过程中笔者发现，取生产日期较早（2年前的批

次，已过期）的软肝缩脾丸测定时，丹酚酸B含量下降明

显，且其色谱峰后出现一个半峰宽较大的未知峰，推测

可能原因是丹酚酸B化学结构中含有多个酚羟基和酯

基，易发生氧化降解和水解。故软肝缩脾丸制备过程中

要严格控制水分含量，并包糖衣或薄膜衣，同时，建议其

说明书的贮藏项下增加“密闭、防潮”字样。

综上所述，本方法快速、灵敏、准确，可用于软肝缩

脾丸中芍药苷和丹酚酸B含量的同时测定。
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表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）
待测
成分
芍药苷

丹酚酸B

取样
量，g

0.468 0

0.461 6

0.472 3

0.479 0

0.478 2

0.486 9

0.493 6

0.493 9

0.490 2

0.468 0

0.461 6

0.472 3

0.479 0

0.478 2

0.486 9

0.493 6

0.493 9

0.490 2

样品含
量，mg

1.348 8

1.330 3

1.361 2

1.380 5

1.378 2

1.403 2

1.422 6

1.423 4

1.412 8

1.397 0

1.377 9

1.409 8

1.429 8

1.427 4

1.453 4

1.473 4

1.474 3

1.463 2

加入量，
mg

1.103 2

1.103 2

1.103 2

1.379 0

1.379 0

1.379 0

1.654 8

1.654 8

1.654 8

1.064 0

1.064 0

1.064 0

1.330 0

1.330 0

1.330 0

1.596 0

1.596 0

1.596 0

测得量，
mg

2.446 8

2.418 9

2.455 6

2.772 8

2.761 8

2.812 9

3.108 9

3.108 1

3.076 8

2.479 8

2.438 9

2.492 3

2.776 9

2.777 6

2.826 6

3.106 1

3.122 6

3.092 9

加样回收
率，％
99.53

98.67

99.21

100.97

100.34

102.22

101.91

101.81

100.56

101.77

99.72

101.74

101.28

101.52

103.25

102.30

103.28

102.11

平均加样回
收率，％
100.58

101.88

RSD，
％

1.26

1.05

表3 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 3 Results of contents determination of samples

（n＝3，mg/g）

样品批号
150316

150419

150420

芍药苷
2.698

2.885

2.882

丹酚酸B

2.793

2.988

2.985

··418




