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HPLC法同时测定真武汤中11种活性成分的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定真武汤中5-羟甲基糠醛、（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷、

6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Phenomenex Kinetex C18，流动

相为乙腈-0.2％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为285 nm（4.4～7 min，5-羟甲基糠醛）、203 nm[7～12 min，

（+）-儿茶素]、233 nm（12～50 min，芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷）、200 nm（50～62.3 min，6-姜酚、8-

姜酚；62.9～90 min，6-姜烯酚、茯苓酸）、222 nm（62.3～62.9 min，白术内酯Ⅱ），柱温为 35 ℃，进样量为 20 µL。结果：5-羟甲基糠

醛、（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸检测

质量浓度线性范围分别为 0.62～12.47 μg/mL（r＝0.999 6）、2.36～47.25 μg/mL（r＝0.999 7）、200.80～4 016 μg/mL（r＝0.999 7）、

4.45～89.04 μg/mL（r＝0.999 6）、4.28～85.54 μg/mL（r＝0.999 5）、5.16～103.13 μg/mL（r＝0.999 9）、5.53～110.66 μg/mL（r＝0.999 9）、

0.84～16.89 μg/mL（r＝0.999 8）、0.60～12.04 μg/mL（r＝0.999 9）、0.53～10.62 μg/mL（r＝0.999 5）、1.04～20.78 μg/mL（r＝0.999 7）；

定量限分别为 0.155、0.590、1.210、1.112、1.070、0.258、0.553、0.421、0.153、0.354、0.431 μg/mL，检测限分别为 0.047、0.179、0.134、

0.337、0.324、0.078、0.168、0.128、0.046、0.107、0.131 μg/mL，精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 3％；加样回收率分别为

96.06％～103.01％（RSD＝2.64％，n＝6）、95.11％～101.57％（RSD＝2.58％，n＝6）、97.22％～102.11％（RSD＝1.93％，n＝6）、

96.43％～102.78％（RSD＝2.35％，n＝6）、96.42％～101.43％（RSD＝2.15％，n＝6）、96.86％～102.05％（RSD＝2.10％，n＝6）、

95.32％～100.55％（RSD＝1.87％，n＝6）、97.04％～103.25％（RSD＝2.22％，n＝6）、96.78％～103.22％（RSD＝2.62％，n＝6）、

97.04％～103.14％（RSD＝2.28％，n＝6）、97.08％～103.51％（RSD＝2.94％，n＝6）。结论：该方法准确、专属性好，可用于同时测

定真武汤中11种活性成分的含量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of eleven active constituents in Zhenwutang

decoction，such as 5-hydroxymethylfurfural，（+）-cianidanol，paeoniflorin，benzoylaconitine，benzoylhypacoitine，benzoylpaeoniflorin，

6-gingerol，8-gingerol，atractylenolide Ⅱ，6-shogaol and pachymic acid. METHODS：HPLC method was adopted. The separation

was performed on Phenomenex Kinetex C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.2 ％ phosphoric acid solution

（gradient elution）at flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 285 nm（4.4-7 min，5-hydroxymethylfurfural），

203 nm [7-12 min，（+）-cianidanol]，233 nm （12-50 min，paeoniflorin，benzoylaconitine，benzoylhypacoitine，benzoylpaeoni-

florin），200 nm（50-62.3 min，6-gingerol，8-gingerol；62.9-90 min，6-shogaol，pachymic acid） and 222 nm（62.3-62.9 min，

atractylenolide Ⅱ）. The column temperature was set at 35 ℃，and the sample size was 20 µL. RESULTS：The linear ranges of

5-hydroxymethylfurfural，（+）-cianidanol，paeoniflorin，benzoylaconitine，benzoylhypacoitine，benzoylpaeoniflorin，6-gingerol，

8-gingerol，atractylenolide Ⅱ，6-shogaol，pachymic acid were 0.62-12.47 μg/mL（r＝0.999 6），2.36-47.25 μg/mL（r＝0.999 7），

200.80-4 016 μg/mL（r＝0.999 7），4.45-89.04 μg/mL（r＝0.999 6），4.28-85.54 μg/mL（r＝0.999 5），5.16-103.13 μg/mL（r＝0.999 9），

5.53-110.66 μg/mL（r＝0.999 9），0.84-16.89 μg/mL（r＝0.999 8），0.60-12.04 μg/mL（r＝0.999 9），0.53-10.62 μg/mL（r＝0.999 5），

1.04-20.78 μg/mL（r＝0.999 7），respectively. The limits of quantitation were 0.155，0.590，1.210，1.112，1.070，0.258，0.553，

0.421，0.153，0.354，0.431 μg/mL，respectively. The limits of

detection were 0.047，0.179，0.134，0.337，0.324，0.078，

0.168，0.128，0.046，0.107，0.131 μg/mL，respectively. RSDs

of precision，stability and reproducibility tests were all lower

than 3％ . The average recovery rates were 96.06％ -103.01％

（RSD＝2.64％，n＝6），95.11％ -101.57％（RSD＝2.58％，n＝
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真武汤是张仲景《伤寒论》中温阳利水的代表方[1]，

由白芍、茯苓、白术、附子、生姜等5味中药组成，主要用

于治疗肾病[2]、心力衰竭[3]等症，疗效显著。白芍中芍药

苷、苯甲酰芍药苷具有抗炎、抗应激、调节免疫等作用，可

用于糖尿病肾病、肾病综合征、慢性肾小球肾炎等多种肾

脏疾病的治疗[4]；其酚类成分儿茶素具有肾保护作用[5]。

茯苓酸是茯苓的主要有效活性成分之一，具有改善脓毒

症引起的急性肾损伤的作用[6]。白术中白术内酯Ⅱ能显

著抑制炎症介质和炎症细胞因子的产生[7]；5-羟甲基糠

醛对链脲佐菌素诱导的糖尿病肾病模型大鼠具有肾保

护作用，但有基因和细胞毒性[8-9]。附子水煎剂可改善微

小病变肾病模型大鼠的肾脏损伤[10]，苯甲酰乌头原碱、

苯甲酰次乌头原碱等单酯型生物碱既是其有效成分，

也是毒性成分[11]。生姜中6-姜酚、8-姜酚、6-姜烯酚对急

性肾损伤和糖尿病肾损伤均具有保护作用[12-13]。以上成

分均为真武汤中具有肾保护作用的活性成分。目前关

于真武汤的研究，主要为测定方中一味或多味药材所含的

有效成分[14-16]，尚未涵盖方中所有药材有效成分或指标

成分含量。而中药复方通过多成分、多靶点而发挥协同

增效的作用，因此对其中单一或几种成分进行含量测

定，难以全面体现其整体质量。为此，本研究采用高效

液相色谱法（HPLC）测定了真武汤中 5-羟甲基糠醛、

（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原

碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯

酚、茯苓酸等11种活性成分的含量，旨在为完善其质量

标准提供参考。

1 材料
1.1 仪器

2695型HPLC仪，包括二极管阵列检测器、Empow-

er 2-Build 2154色谱工作站（美国 Waters 公司）；AE240

型十万分之一分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；LI-

BROR-160DPT型万分之一电子分析天平（日本Shimadzu

公司）；ULUP- IV-10T型超纯水器（四川优普超纯科技有

限公司）。

1.2 药品与试剂

芍药苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110736-201640，纯度：＞99.0％）；苯甲酰芍药苷对照品

（批号：wkq16122906，纯度：＞98％）、茯苓酸对照品（批

号：wkq16071903，纯度：＞98％）、白术内酯Ⅱ对照品（批

号：wkq16060503，纯度：＞98％）均购自四川维克奇生物

科技有限公司；（+）-儿茶素对照品（批号：MUST- 16030812，

纯度：＞98％）、5-羟甲基糠醛对照品（批号：MUST-

15051212，纯度：＞98％）、苯甲酰乌头原碱对照品（批号：

MUST-17022805，纯度：＞98％）、苯甲酰次乌头原碱对

照品（批号：MUST-17022807，纯度：＞98％）均购自成都

曼斯特生物科技有限公司；6-姜酚对照品（批号：

20171206）、6-姜烯酚对照品（批号：20171222）、8-姜酚对

照品（批号：20180408）均由河南省中医药研究院马开实

验室自制，采用面积归一化法检测纯度均大于 98％；乙

腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 药材

白术饮片（批号：170605CP0175，产地：浙江）、白芍

饮片（批号：171102，产地：安徽）、附子饮片（黑顺片，批

号：17050202，产地：四川）、茯苓饮片（批号：170602，产

地：安徽）均购自河南本草国药馆；生姜购自郑州市家辉

超市，经河南省中医药研究院刘杰研究员鉴定分别为菊

科植物白术（Atractylodes macrocephala Koidz.）的干燥

根茎、毛茛科植物芍药（Paeonia lactiflora Pall.）的干燥

根、毛茛科植物乌头（Aconitum carmichaelii Debx.）的子

根加工品、多孔菌科真菌茯苓[Poria cocos（Schw.）Wolf]

的干燥菌核、姜科植物姜（Zingiber officinale Rosc.）的新

鲜根茎。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Phenomenex Kinetex C18（250 mm×4.6 mm，

5 µm）；流动相：乙腈（A）-0.2％磷酸水溶液（B），梯度洗

脱（0～25 min，8％ A→17％ A；25～70 min，17％ A→

65％A；70～75 min，65％A；75～76 min，65％A→ 90％

A；76～90 min，90％A；90～95 min，90％A→ 8％A）；流

速：1.0 mL/min；检测波长：285 nm（4.4～7 min，5-羟甲基

糠醛）、203 nm[7～12 min，（+）-儿茶素]、233 nm（12～50

min，芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲

酰芍药苷）；200 nm（50～62.3 min，6-姜酚、8-姜酚；

62.9～90 min，6-姜烯酚、茯苓酸）、222 nm（62.3～62.9

min，白术内酯Ⅱ）；柱温：35 ℃；进样量：20 µL。

2.2 真武汤的制备

按《伤寒论》和《方剂学》（7版）中真武汤的处方量[1，17]，

精密称取白芍9 g、茯苓9 g、白术 6 g、生姜 9 g、附子（黑

6），97.22％-102.11％（RSD＝1.93％，n＝6），96.43％-102.78％（RSD＝2.35％，n＝6），96.42％-101.43％（RSD＝2.15％，n＝6），

96.86％ -102.05％（RSD＝2.10％，n＝6），95.32％ -100.55％（RSD＝1.87％，n＝6），97.04％ -103.25％（RSD＝2.22％，n＝6），

96.78％ -103.22％（RSD＝2.62％，n＝6），97.04％ -103.14％（RSD＝2.28％，n＝6），97.08％ -103.51％（RSD＝2.94％，n＝6），

respectively. CONCLUSIONS：The method is accurate and specific， and suitable for simultaneous determination 11 active

components of Zhenwutang decoction.

KEYWORDS Zhenwutang decoction； HPLC； 5-hydroxymethylfurfural；（ + ）-cianidanol； Paeoniflorin； Benzoylaconitine；

Benzoylhypacoitine； Benzoylpaeoniflorin； 6-gingerol； 8-gingerol； Atractylenolide Ⅱ ； 6-shogaol； Pachymic acid； Content

determination
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顺片）5 g，置于同一2 000 mL 圆底烧瓶中，加水800 mL，

浸泡 30 min，回流提取 2 次，每次 30 min，趁热纱布滤

过，合并滤液，减压浓缩至约40 mL，放置室温，加水定容

至 50 mL，摇匀，即得。共制备 3批真武汤样品（编号：

S1、S2、S3）。

2.3 溶液的制备

2.3.1 混合对照品溶液 取 5-羟甲基糠醛、（+）-儿茶

素、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药

苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸对照

品适量，分别置于10 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇

匀，得 5-羟甲基糠醛、（+）-儿茶素、苯甲酰乌头原碱、苯

甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内

酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸质量浓度分别为270.25、1 179.5、

1 066.25、1 127.75、1 335.75、1 416.50、343.75、216.00、

115.50、469.50 µg/mL的单一对照品贮备液。另取芍药

苷对照品适量，置于5 mL量瓶中，分别加入上述各单一

对照品贮备液适量，加甲醇定容，摇匀，得含5-羟甲基糠

醛、（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌

头原碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-

姜烯酚、茯苓酸质量浓度分别为 12.47、47.25、4 016、

89.04、85.54、103.13、110.66、16.89、12.04、10.62、20.78

µg/mL的混合对照品溶液。

2.3.2 供试品溶液 精密量取“2.2”项下样品 3 mL，置

于5 mL量瓶中，加甲醇定容，摇匀，室温放置12 h，再摇

匀，经0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.3.3 阴性样品溶液 按“2.2”项下方法分别制备缺白

芍、茯苓、白术、附子（黑顺片）、生姜的阴性样品，再按

“2.3.2”项下方法分别制备各阴性样品溶液。

2.4 系统适用性试验

精密量取“2.3”项下混合对照品溶液、供试品溶液和

阴性样品溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录色谱图，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，分离度均大于1.5，理论板数

以6-姜酚峰计均不低于5 000，阴性样品对测定无干扰。

2.5 线性关系考察

精密量取“2.3.1”项下混合对照品溶液 0.25、0.50、

1.0、2.0、4.0、5.0 mL，分别置于 5 mL 量瓶中，加甲醇定

容，摇匀，得系列线性关系工作溶液。精密量取上述系

列线性关系工作溶液各20 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。

2.6 定量限与检测限考察

取“2.3.1”项下混合对照品溶液适量，加甲醇倍比稀

释，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以信噪比10 ∶ 1、3 ∶ 1
分别计算定量限、检测限。结果，5-羟甲基糠醛、（+）-儿

茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯

甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯

苓酸的定量限分别为 0.155、0.590、1.210、1.112、1.070、

0.258、0.553、0.421、0.153、0.354、0.431 μg/mL，检测限分

别 为 0.047、0.179、0.134、0.337、0.324、0.078、0.168、

0.128、0.046、0.107、0.131 μg/mL。

2.7 精密度试验

取“2.3.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

注：1. 5-羟甲基糠醛；2.（+）-儿茶素；3. 芍药苷；4. 苯甲酰乌头原

碱；5. 苯甲酰次乌头原碱；6. 苯甲酰芍药苷；7. 6-姜酚；8. 8-姜酚；9. 白

术内酯Ⅱ；10. 6-姜烯酚；11. 茯苓酸

Note：1. 5-hydroxymethylfurfural；2.（+）-cianidanol；3. paeoniflo-

rin；4. benzoylaconitine；5. benzoylhypacoitine；6. benzoylpaeoniflo-

rin；7. 6-gingerol；8. 8-gingerol；9. atractylenolide Ⅱ；10. 6-shogaol；

11. pachymic acid

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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谱条件连续进样测定6 次，记录峰面积。结果，5-羟甲基

糠醛、（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次

乌头原碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、

6-姜烯酚、茯苓酸峰面积的RSD分别为 2.11％、1.78％、

1.96％、2.30％、1.56％、2.28％、1.77％、1.33％、1.57％、

1.96％、2.36％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.8 稳定性试验

取“2.3.2”项下供试品溶液（编号：S2）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，5-羟甲基糠醛、（+）-儿茶素、

芍药苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍

药苷、6-姜酚、8-姜酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸峰

面积的 RSD 分别为 1.31％、0.58％、1.76％、1.64％、

1.46％、1.18％、1.57％、1.38％、1.77％、1.86％、1.94％（n＝

6），表明供试品溶液于室温下放置24 h 内稳定性良好。

2.9 重复性试验

取样品（编号：S2）适量，共6份，按“2.3.2”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

录峰面积并按标准曲线法计算样品中 11种成分的含

量。结果，5-羟甲基糠醛、（+）-儿茶素、芍药苷、苯甲酰乌

头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷、6-姜酚、8-姜

酚、白术内酯Ⅱ、6-姜烯酚、茯苓酸的平均含量分别为

9.31、40.19、3 500.65、72.60、70.53、79.99、86.89、12.95、

5.06、3.34、14.80 µg/mL，RSD 分别为 2.78％、2.18％、

2.76％、2.04％、2.67％、1.87％、2.57％、2.08％、2.17％、

2.96％、2.99％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

取已知含量的“2.2”项下样品（编号：S2），共6份，每

份约 1.5 mL，分别加入混合对照品溶液[含 5-羟甲基糠

醛6.98 µg/mL、（+）-儿茶素30.24 µg/mL、芍药苷2 626.04

µg/mL、苯甲酰乌头原碱 55.31 µg/mL、苯甲酰次乌头原

碱 53.27 µg/mL、苯甲酰芍药苷 60.47 µg/mL、6-姜酚

65.15 µg/mL、8- 姜酚 10.46 µg/mL、白术内酯Ⅱ 3.88

µg/mL、6-姜烯酚 2.87 µg/mL、茯苓酸 11.12 µg/mL] 2

mL，按“2.3.2”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。

表 1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equation and linear range

待测成分
5-羟甲基糠醛
（+）-儿茶素
芍药苷
苯甲酰乌头原碱
苯甲酰次乌头原碱
苯甲酰芍药苷
6-姜酚
8-姜酚
白术内酯Ⅱ
6-姜烯酚
茯苓酸

回归方程
y＝1.01×107x+2.22×104

y＝8.62×106x+9.93×105

y＝1.26×106x+5.34×105

y＝2.36×106x－1.79×105

y＝2.32×106x+1.18×105

y＝5.74×106x+2.25×104

y＝1.50×107x+1.68×105

y＝5.93×106x+2.77×105

y＝4.90×106x+2.54×103

y＝1.42×107x+3.76×105

y＝1.75×106x+2.38×105

r

0.999 6

0.999 7

0.999 7

0.999 6

0.999 5

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 9

0.999 5

0.999 7

线性范围，μg/mL

0.62～12.47

2.36～47.25

200.80～4 016

4.45～89.04

4.28～85.54

5.16～103.13

5.53～110.66

0.84～16.89

0.60～12.04

0.53～10.62

1.04～20.78

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

5-羟甲基糠醛

（+）-儿茶素

芍药苷

苯甲酰乌头原碱

苯甲酰次乌头原碱

苯甲酰芍药苷

6-姜酚

8-姜酚

白术内酯Ⅱ

6-姜烯酚

13.98

13.96

13.97

13.98

13.97

13.96

60.29

60.28

60.27

60.28

60.27

60.29

5 250.97

5 250.98

5 250.96

5 250.96

5 250.98

5 250.97

108.91

108.90

108.89

108.90

108.89

108.90

105.80

105.79

105.80

105.81

105.80

105.82

119.98

120.00

119.98

119.99

120.00

119.99

130.35

130.34

130.35

130.33

130.33

130.34

19.43

19.43

19.44

19.42

19.43

19.43

7.60

7.58

7.58

7.59

7.58

7.60

5.02

13.96

13.96

13.96

13.96

13.96

13.96

60.48

60.48

60.48

60.48

60.48

60.48

5 252.08

5 252.08

5 252.08

5 252.08

5 252.08

5 252.08

110.62

110.62

110.62

110.62

110.62

110.62

106.54

106.54

106.54

106.54

106.54

106.54

120.94

120.94

120.94

120.94

120.94

120.94

130.30

130.30

130.30

130.30

130.30

130.30

20.92

20.92

20.92

20.92

20.92

20.92

7.76

7.76

7.76

7.76

7.76

7.76

5.74

27.79

28.34

27.38

28.27

28.07

27.70

118.42

120.46

121.70

117.80

121.13

119.69

10 584.46

10 613.88

10 409.03

10 476.25

10 357.05

10 542.97

222.61

221.36

219.43

217.54

215.56

217.96

208.53

209.47

212.56

213.87

208.69

209.26

243.40

238.68

242.19

237.13

237.87

240.89

254.55

261.36

257.01

258.31

255.59

257.88

40.53

40.18

39.92

41.02

39.73

40.34

15.56

15.48

15.59

15.10

15.28

15.21

10.67

98.93

103.01

96.06

102.36

101.00

98.42

96.11

99.50

101.57

95.11

100.63

98.21

101.55

102.11

98.21

99.49

97.22

100.76

102.78

101.66

99.93

98.21

96.43

98.59

96.42

97.32

100.21

101.43

96.57

97.09

102.05

98.13

101.05

96.86

97.46

99.97

95.32

100.55

97.21

98.22

96.13

97.88

100.86

99.19

97.90

103.25

97.04

99.95

102.58

101.80

103.22

96.78

99.23

98.07

98.43

99.96

98.52

99.89

99.60

98.17

99.25

97.55

99.70

100.28

99.19

2.64

2.58

1.93

2.35

2.15

2.10

1.87

2.22

2.62

2.28

待测成分
已知含量样品，

μg
加入量，

μg
测得量，

μg
加样回收率，

％
平均加样回收率，

％
RSD，
％
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2.11 耐用性试验

取“2.2”项下样品（编号：S2）适量，按“2.3.2”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件[分别以不

同流动相（B）体积比例（0.15％、0.20％、0.25％磷酸水溶

液）、流速（0.9、1.0、1.1 mL/min）、柱温（30、35、40 ℃）]进

样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品中11种成

分的含量，结果见表3。结果表明，本方法可满足试验要

求，提示耐用性良好。

2.12 样品含量测定

取“2.2”项下3批样品适量，按“2.3.2”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，平行操

作3次，记录峰面积并按标准曲线法计算样品中11种成

分的含量，结果见表4。

表3 耐用性试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of durability tests（n＝3）

试验条件

流动相（B）

流速，mL/min

柱温，℃

0.15％磷酸水溶液
0.20％磷酸水溶液
0.25％磷酸水溶液
0.9

1.0

1.1

30

35

40

5-羟甲基糠醛

含量，
mg/g

9.68

9.31

9.47

9.31

9.29

9.14

9.53

9.32

9.22

RSD，
％

1.96

1.00

1.69

（+）-儿茶素

含量，
mg/g

43.51

42.15

42.98

43.91

42.19

53.65

43.22

42.07

42.56

RSD，
％

1.60

2.14

1.35

芍药苷

含量，
mg/g

3 456.41

3 500.59

3 589.31

3 569.28

3 521.37

3 605.04

3 550.14

3 498.95

3 569.77

RSD，
％

1.89

1.18

1.03

苯甲酰乌头原碱

含量，
mg/g

72.26

73.55

74.12

74.05

73.79

74.88

74.12

73.28

72.66

RSD，
％

1.30

0.77

1.00

苯甲酰次乌头原碱

含量，
mg/g

71.37

70.53

72.38

70.69

71.41

70.12

72.18

71.43

70.92

RSD，
％

1.30

0.91

0.89

苯甲酰芍药苷

含量，
mg/g

79.66

78.22

80.63

81.14

80.87

80.43

79.11

79.54

80.17

RSD，
％

1.53

0.44

0.67

6-姜酚

含量，
mg/g

87.07

86.33

86.27

86.11

86.67

86.43

86.18

87.37

86.54

RSD，
％

0.51

0.33

0.70

8-姜酚

含量，
mg/g

13.43

12.99

13.55

13.07

12.86

13.11

12.97

12.87

12.38

RSD，
％

2.21

1.03

2.48

白术内酯Ⅱ

含量，
mg/g

5.04

5.13

5.03

5.28

5.17

5.02

4.94

5.01

5.10

RSD，
％

1.09

2.53

1.60

6-姜烯酚

含量，
mg/g

3.11

3.29

3.26

3.15

3.28

3.33

3.06

3.17

3.22

RSD，
％

2.99

2.86

2.60

茯苓酸

含量，
mg/g

14.68

14.88

14.76

14.73

15.01

14.85

14.44

14.59

15.11

RSD，
％

0.68

0.95

2.39

表4 样品含量测定结果（n＝3，µg/mL）

Tab 4 Results of content determination of samples（n＝3，µg/mL）

编号
S1

S2

S3

平均值

5-羟甲基糠醛
9.97

9.39

9.04

9.47

（+）-儿茶素
43.08

42.13

44.02

43.08

芍药苷
3 485.15

3 498.22

3 508.39

3 497.25

苯甲酰乌头原碱
73.93

72.36

71.98

72.76

苯甲酰次乌头原碱
70.04

69.89

71.64

70.52

苯甲酰芍药苷
80.86

79.54

80.11

80.17

6-姜酚
87.84

86.99

88.16

87.66

8-姜酚
12.04

13.13

12.34

12.50

白术内酯Ⅱ
5.64

5.37

5.13

5.38

6-姜烯酚
3.04

3.61

3.17

3.27

茯苓酸
13.78

14.94

14.19

14.30

续表2

Continued tab 2

3 讨论
有研究认为，同时测定中药复方中多个成分时，因

各成分的紫外最大吸收波长不同，因此需要采用波长切

换法测定各成分的含量[18]。笔者参考相关文献[14-16，18-20]，

在 190～400 nm波长范围内对 11种待测成分进行全波

长扫描，结果发现，在233 nm波长处芍药苷、苯甲酰乌头

原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药苷有较大吸收，

222 nm波长处白术内酯Ⅱ有最大吸收，285 nm波长处5-

羟甲基糠醛有最大吸收，200 nm波长处茯苓酸有较大吸

收，200、227、280 nm波长处 6-姜酚、6-姜烯酚、8-姜酚有

吸收峰，203、279 nm波长处（+）-儿茶素有吸收峰；考虑

到部分成分含量较低，因此在保证各待测成分检测灵敏

度及基线分离的情况下，本研究采用“2.1”项下波长作为

检测波长[21]。

本研究将样品滤过后直接进样与经甲醇处理后进

样的色谱图进行比较。结果发现，经甲醇处理后，各成

分分离度好，噪声小，故本研究将样品用甲醇进行处理

后再进样分析。与此同时，本研究又比较了样品与不同

体积比甲醇（1 ∶ 4、2 ∶ 3、1 ∶ 1、3 ∶ 2、4 ∶ 1）混匀后的色谱情

况。结果发现，不同体积比的色谱图中峰数未有明显变

化，但当样品与甲醇体积比为3 ∶ 2时待测成分峰面积最

大，且基线较平稳，故笔者将样品与甲醇按体积比3 ∶2混
匀后，分别放置2、4、6、8、10、12、14、16 h后过滤进样，发

现混匀后的样品在放置12 h后过滤，其滤液不会产生白

色的粉状沉淀，且各成分含量变化不大。因此本研究采

用“2.3.2”项下方法处理样品。

此外，笔者比较了甲醇-水、乙腈-水等流动相系统。

结果显示，乙腈的洗脱能力优于甲醇，色谱峰分离度较

好，但略有拖尾，在加入磷酸溶液后峰形和分离度均有

所改善，故选择乙腈-磷酸水溶液为流动相。同时，本研

究还比较了乙腈 -磷酸水溶液中磷酸不同体积分数

（0.2％、0.3％、0.4％）对各成分与杂质峰分离度的影响。

6-姜烯酚

茯苓酸

5.01

5.00

5.02

5.01

5.00

22.21

22.21

22.19

22.19

22.20

22.20

5.74

5.74

5.74

5.74

5.74

22.24

22.24

22.24

22.24

22.24

22.24

10.93

10.61

10.79

10.65

10.57

45.23

43.83

44.82

44.13

45.15

43.79

103.14

97.74

100.52

98.26

97.04

103.51

97.21

101.75

98.65

103.19

97.08

100.23 2.94

待测成分
已知含量样品，

μg
加入量，

μg
测得量，

μg
加样回收率，

％
平均加样回收率，

％
RSD，
％
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结果发现，当磷酸溶液体积分数大于0.2％时，分离度并

没有随磷酸体积分数的增加得到明显的改善，因此选择

乙腈-0.2％磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，此时各

成分与杂质峰可达到完全分离，满足相关要求[22]。

耐用性试验结果显示，当流速为 0.9～1.1 mL/min、

磷酸溶液体积分数为0.15％～0.25％、柱温为30～40 ℃

时，虽然各成分保留时间偏差在（±0.16）min内，但样品

含量的RSD均小于 3％，表明其耐用性良好，能满足试

验要求[22]。样品含量测定结果显示，（+）-儿茶素、芍药

苷、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰芍药

苷、6-姜酚含量较高；5-羟甲基糠醛、白术内酯Ⅱ、8-姜

酚、6-姜烯酚、茯苓酸含量较低，但因其分别为方中白

术、茯苓、生姜的主要活性成分[6-7，12-13，20]，故仍将这5种成

分作为真武汤质量控制的指标性成分。

综上所述，本研究所建含量测定方法准确、专属性

好，可用于同时测定真武汤中11种活性成分的含量。
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