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祛瘀止痛合剂是广州中医药大学附属广东第二中

医院的临床经验方，由三七、枳壳、白芍、川芎等药材组

成，具有活血止痛、行气活络、祛瘀消肿之功效，临床上

用于治疗骨折早期由于气血阻滞而导致的瘀血肿胀。

研究表明，三七中皂苷类成分能降低血液黏度、抑制血

小板聚集、改善微循环，是活血的主要成分[1-2]。白芍中

芍药苷具有镇痛解痉、改善血流变、抑制血小板凝集等

作用[3-4]。枳壳中柚皮苷具有镇痛抗炎作用，还能促进成

骨细胞的生成，增强骨更新[5]；新橙皮苷能抑制毛细血管

脆性，恢复损伤所致的紫斑 [6-8]。中药复方制剂组成复

杂、成分众多，但目前对该制剂的研究多采用单一成分

的含量测定来进行质量监测，不能全面反映其质量。因

此，本课题组采用高效液相色谱法（HPLC）建立了同时

测定祛瘀止痛合剂中芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂

苷R1、人参皂苷Rg1和人参皂苷Rb1含量的方法，以期为

完善该制剂的质量标准提供参考。
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摘 要 目的：建立同时测定祛瘀止痛合剂中芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1和人参皂苷Rb1含量的方法。

方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Waters Xbridge C18，流动相为0.1％磷酸-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为

203 nm，柱温为20 ℃，进样量为5 µL。结果：芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1和人参皂苷Rb1检测进样量线

性范围分别为 0.273 4～2.734 µg（r＝0.999 9）、0.119 1～1.191 µg（r＝0.999 9）、0.081 5～0.815 µg（r＝0.999 9）、0.622 8～6.228 µg

（r＝0.999 9）、0.807 2～8.072 µg（r＝0.999 9）、1.036 4～10.364 µg（r＝0.999 9）；定量限分别为 0.082 0、0.029 8、0.028 5、0.436 0、

0.403 6、0.310 9 µg，检测限分别为 0.027 9、0.009 5、0.010 2、0.124 6、0.121 1、0.093 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 97.85％～100.34％（RSD＝0.81％，n＝6）、98.14％～101.22％（RSD＝1.09％，n＝6）、98.42％～102.15％

（RSD＝1.29％，n＝6）、97.77％～100.25％（RSD＝0.96％，n＝6）、97.32％～99.53％（RSD＝0.81％，n＝6）、98.28％～101.51％

（RSD＝1.11％，n＝6）。结论：该方法简便快速、稳定可行、重复性好，可用于祛瘀止痛合剂中6种成分含量的同时测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of paeoniflorin，naringin，neohesperidin，no-

toginsenoside R1，ginsenoside Rg1 and ginsenoside Rb1 in Quyu zhitong mixture. METHODS：HPLC method was adopted. The de-

termination was performed on Waters Xbridge C18 column with mobile phase consisted of 0.1％ phosphoric acid-acetonitrile（gradi-

ent elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 203 nm，and column temperature was 20 ℃. The

sample size was 5 µL. RESULTS：The linear ranges of paeoniflorin，naringin，neohesperidin，notoginsenoside R1，ginsenoside Rg1

and ginsenoside Rb1 were 0.273 4-2.734 µg（r＝0.999 9），0.119 1-1.191 µg（r＝0.999 9），0.081 5-0.815 µg（r＝0.999 9），0.622 8-6.228

µg（r＝0.999 9），0.807 2-8.072 µg（r＝0.999 9），1.036 4-10.364 µg（r＝0.999 9）. The limits of quantitation were 0.082 0，0.029 8，

0.028 5，0.436 0，0.403 6，0.310 9 µg. The limits of detection were 0.027 9，0.009 5，0.010 2，0.124 6，0.121 1，0.093 3 µg. RS-

Ds of precision，stability and reproducibility tests were lower than 2.0％. Recoveries were 97.85％-100.34％（RSD＝0.81％，n＝6），

98.14％ -101.22％（RSD＝1.09％ ，n＝6），98.42％ -102.15％（RSD＝1.29％ ，n＝6），97.77％ -100.25％（RSD＝0.96％ ，n＝6），

97.32％-99.53％（RSD＝0.81％，n＝6）and 98.28％-101.51％（RSD＝1.11％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，rap-

id，stable，feasible and reproducible，and can be used for the simultaneous determination 6 components in Quyu zhitong mixture.

KEYWORDS HPLC；Quyu zhitong mixture；Paeoniflorin；Naringin；Neohesperidin；Notoginsenoside R1；Ginsenoside Rg1；

Ginsenoside Rb1
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1 材料
1.1 仪器

1200 型 HPLC 仪 ，包 括 G1322A 紫 外 检 测 器 、

G1322A标准真空脱气机、G1312A二元泵、G1329A标准

自动进样器、G1316A 标准柱温箱、Agilent Chemstation

B 03.01色谱工作站（美国Agilent 公司）；JJ500型电子分

析天平（常熟市双杰测试仪器厂）；FE20型pH计、ME204

型电子分析天平均购自瑞士 Mettler-Toledo 公司；KQ-

300DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司，功率：300 W，频率：40 kHz）；Milli-Q Advantage A10

型超纯水系统（美国Millipore公司）；T-50型溶剂过滤器

（天津市津腾实验设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

祛瘀止痛合剂（广州中医药大学附属广东第二中医

院自制，批号：160301、160302、160303，规格：150 mL/瓶）；

芍药苷对照品（批号：110736-201640，纯度：95.2％）、柚

皮苷对照品（批号：110722-201312，纯度：94.7％）、新橙

皮苷对照品（批号：111857-201102，纯度：99.6％）、三七

皂苷R1对照品（批号：110745-201318，纯度：94.0％）、人

参皂苷Rg1对照品（批号：110703-201128，纯度：93.4％）、

人参皂苷 Rb1 对照品（批号：110704-201223，纯度：

95.9％）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，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Waters Xbridge C18（250 mm × 4.6 mm，5

µm）；流动相：0.1％磷酸（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～12

min，15％ B；12～60 min，15％→36％ B）；流速：1.0

mL/min；检测波长：203 nm；柱温：20 ℃；进样量：5 µL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 取芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、

三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1和人参皂苷 Rb1对照品各适

量，精密称定，置于同一 10 mL量瓶中，加甲醇溶解，制

成上述各待测成分质量浓度分别为 0.546 8、0.238 2、

0.163 0、1.245 6、1.614 4、2.072 8 mg/mL 的混合对照品

贮备液。精密量取上述混合对照品贮备液适量，置于

2 mL 量瓶中，加甲醇稀释，制成上述各待测成分质量

浓度分别为 0.273 4、0.119 1、0.081 5 、0.622 8、0.807 2、

1.036 4 mg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密量取样品 0.3 mL，置于 10 mL

量瓶中，加甲醇适量，超声处理 25 min，放冷至室温，

加甲醇定容，摇匀，经 0.45 µm 微孔滤膜滤过，取续滤

液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按祛瘀止痛合剂的处方比例和

制备工艺制备缺白芍、枳壳和三七的单一阴性样品，再

按“2.2.2”项下方法制备缺白芍、枳壳和三七的单一阴性

对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和

阴性对照溶液各适量，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，理

论板数以芍药苷峰计为11 878，保留时间为11.801 min；

各成分均能达到基线分离，分离度＞1.5。结果表明，其

他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下混合对照品贮备液 0.1、0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mL，分别置于1 mL量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，即得系列混合对照品溶液。精密量取上

述系列混合对照品溶液各 5 µL，按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以各待测成分进样量为横坐标

（x，µg）、峰面积为纵坐标（y）进行线性回归，得回归方程

与线性范围，详见表1。

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，得定量限（LOQ）；当信噪比为3 ∶ 1时，

得检测限（LOD）。结果，芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、三

七皂苷R1、人参皂苷Rg1和人参皂苷Rb1的LOQ分别为
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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0.082 0、0.029 8、0.028 5、0.436 0、0.403 6、0.310 9 μg，

LOD 分别为 0.027 9、0.009 5、0.010 2、0.124 6、0.121 1、

0.093 3 μg。

表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges

待测成分
芍药苷
柚皮苷
新橙皮苷
三七皂苷R1

人参皂苷Rg1

人参皂苷Rb1

回归方程
y＝1 116.779 05x+36.567 84

y＝2 721.479 17x-4.383 76

y＝3 977.519 95x-0.436 07

y＝186.834 21x+1.331 93

y＝221.340 77x+0.312 47

y＝239.370 51x+3.178 89

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围，μg

0.273 4～2.734

0.119 1～1.191

0.081 5～0.815

0.622 8～6.228

0.807 2～8.072

1.036 4～10.364

2.6 精密度试验

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 5 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、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂苷 R1、人参皂苷

Rg1 和人参皂苷 Rb1 峰面积的 RSD 分别为 0.83％、

0.79％、0.92％、1.02％、0.98％、1.13％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.7 稳定性试验

精密吸取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：160301）5

µL，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、柚皮

苷、新橙皮苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1和人参皂苷Rb1

峰面积的 RSD 分别为 0.91％、1.03％、1.15％、0.98％、

1.34％、1.22％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置

24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取同一批样品（批号：160301）适量，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，记录峰面积并计算各待测成分的含量。结果，芍药

苷、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1和人参

皂苷Rb1含量的平均值分别为 1.903 2、0.966 8、0.602 5、

5.132 2、13.343 1、9.644 7 mg/mL，RSD 分别为 1.21％、

0.89％、0.97％、1.05％、1.18％、1.42％（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：160301）0.15 mL，共6份，分别加入一

定质量的芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、三七皂苷R1、人参

皂苷Rg1和人参皂苷Rb1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，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

计算样品含量，结果见表3。

3 讨论
3.1 色谱柱的选择

本课题组考察了 Agilent Eclipse Plus C18、Agilent

Extend C18和 Waters Xbridge C18色谱柱的分离、洗脱效

果，结果，Agilent Eclipse Plus C18和Agilent Extend C18的

分离效果均较差，在 25～50 min 内（即柚皮苷、新橙皮

苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1的出峰时间段）色谱基线

漂移严重，而改用 Waters Xbridge C18时，各成分分离效

果较好，且色谱基线相对平稳。因此，选择 Waters

Xbridge C18为本试验的色谱柱。

3.2 检测波长的选择

本课题组在预试验阶段采用分段变换波长的方法

进行测定，结果，色谱基线漂移严重，故考虑选用单波长

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

芍药苷

柚皮苷

新橙皮苷

三七皂苷R1

人参皂苷Rg1

人参皂苷Rb1

样品含
量，mg
0.291 6

0.291 6

0.291 6

0.291 6

0.291 6

0.291 6

0.137 3

0.137 3

0.137 3

0.137 3

0.137 3

0.137 3

0.085 7

0.085 7

0.085 7

0.085 7

0.085 7

0.085 7

0.756 7

0.756 7

0.756 7

0.756 7

0.756 7

0.756 7

2.064 2

2.064 2

2.064 2

2.064 2

2.064 2

2.064 2

1.487 2

1.487 2

1.487 2

1.487 2

1.487 2

1.487 2

加入量，
mg

0.293 4

0.293 4

0.293 4

0.293 4

0.293 4

0.293 4

0.139 8

0.139 8

0.139 8

0.139 8

0.139 8

0.139 8

0.088 4

0.088 4

0.088 4

0.088 4

0.088 4

0.088 4

0.765 5

0.765 5

0.765 5

0.765 5

0.765 5

0.765 5

2.070 6

2.070 6

2.070 6

2.070 6

2.070 6

2.070 6

1.493 4

1.493 4

1.493 4

1.493 4

1.493 4

1.493 4

测得量，
mg

0.583 0

0.581 7

0.582 3

0.586 0

0.578 7

0.582 2

0.278 8

0.276 4

0.274 5

0.275 6

0.276 9

0.275 3

0.172 7

0.174 3

0.176 0

0.173 8

0.173 2

0.173 9

1.524 1

1.519 6

1.515 5

1.507 5

1.518 0

1.505 1

4.085 9

4.079 3

4.098 8

4.125 1

4.089 7

4.104 8

2.985 7

2.973 0

3.003 2

2.954 9

2.967 3

2.971 9

加样回收
率，％
99.32

98.88

99.08

100.34

97.85

99.05

101.22

99.50

98.14

98.93

99.86

98.71

98.42

100.23

102.15

99.66

98.98

99.77

100.25

99.66

99.12

98.08

99.45

97.77

97.64

97.32

98.26

99.53

97.82

98.55

100.34

99.49

101.51

98.28

99.11

99.42

平均加样回
收率，％

99.09

99.39

99.87

99.06

98.19

99.69

RSD，
％

0.81

1.09

1.29

0.96

0.81

1.11

表3 样品含量测定结果（n＝3，mg/mL）

Tab 3 Results of contents determination of samples

（n＝3，mg/mL）

样品批号
160301

160302

160303

芍药苷
1.944 1

1.903 3

1.895 6

柚皮苷
0.915 4

0.967 1

0.989 1

新橙皮苷
0.571 3

0.602 6

0.590 7

三七皂苷R1

5.044 5

5.132 2

5.098 0

人参皂苷Rg1

13.761 1

13.343 1

13.018 6

人参皂苷Rb1

9.914 4

9.645 3

9.727 8
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进行测定。笔者考察了 203 nm和 283 nm两个波长，结

果选择283 nm为本试验的检测波长时，芍药苷、柚皮苷、

新橙皮苷的色谱峰较高，而三七皂苷R1、人参皂苷Rg1和

人参皂苷Rb1色谱峰则较低，与前3个成分相差悬殊；改

用 203 nm波长进行测定时，三七皂苷R1、人参皂苷Rg1

和人参皂苷Rb1的色谱峰较高，而且其他 3个成分的色

谱峰也适中，故本试验确定检测波长为203 nm。

3.3 柱温的选择

笔者曾考察了 20、25、30 ℃3个柱温对色谱分离效

果的影响。结果，柱温为20 ℃时，与25 ℃和30 ℃相比，

新橙皮苷、人参皂苷Rg1的分离度有明显改善，故确定本

试验的柱温为20 ℃。

3.4 流动相的选择

笔者参考相关报道[9-12]，考察了不同流动相系统及

流动相比例对各成分的洗脱效果。结果，用甲醇-水系

统进行梯度洗脱时，部分成分未能洗脱出，不适合作为

本试验的流动相；用乙腈-水系统进行梯度洗脱时，各成

分虽均被洗脱，但峰形差、有拖尾，改用 0.1％磷酸-乙腈

作为流动相进行梯度洗脱，并经过多次调整流动相比

例，各成分峰形得到改善，且分离度较好，最终本试验选

择0.1％磷酸-乙腈作为流动相。

综上所述，本方法简便快速、稳定可行、重复性好，

可用于祛瘀止痛合剂中6种成分含量的同时测定。
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布地奈德鼻喷雾剂粒度分布的测定及一致性分析
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摘 要 目的：建立布地奈德鼻喷雾剂样品粒度分布的测定方法，并分析其粒度分布的一致性。方法：以水为分散剂，搅拌

（1 800 r/min）分散；分别以累积粒度分布为10％、50％、90％所对应的粒径[d（0.1）、d（0.5）、d（0.9）]为特征值。采用光散射法测定

样品的粒度分布，并采用SAS 9.3统计软件分析2个厂家（A和B）样品间、同一厂家不同批次间及同一批次内样品粒度分布的一致

性。结果：A厂3批样品d（0.1）平均值为3.96 μm，d（0.5）平均值为29.58 μm，d（0.9）平均值为67.10 μm；B厂3批样品d（0.1）平均值

为2.00 μm，d（0.5）平均值为7.53 μm、d（0.9）平均值为28.51 μm。通过分析得出，2个厂家样品粒度分布差异较大，A厂样品的粒径

大于B厂；B厂样品各批次之间的一致性好于A厂；2个厂家各批次内的一致性均较好。结论：所建立的方法适用于测定布地奈德

鼻喷雾剂的粒度分布，并可用于分析其粒度分布的一致性。

关键词 布地奈德；鼻喷雾剂；粒度分布；光散射法；一致性
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