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生血宝合剂是由何首乌（制）、女贞子、桑葚、黄芪、白芍、

狗脊、墨旱莲等多味中药加工制成的补益类中成药，具有养肝

肾、益气血的功效，临床主要用于治疗各种原因所致的贫血、

恶性肿瘤放化疗后所致白细胞减少、神疲乏力、腰膝酸软、头

晕耳鸣、心悸、气短、失眠、咽干、纳差食少等，且疗效显著 [1]。

黄芪是生血宝合剂中的主要成分，现代药理研究显示其具有

促进机体代谢，抗疲劳、改善贫血，增强和调节机体免疫功能

等作用[2-3]。黄芪甲苷是方中黄芪的主要有效成分，而现有的

制剂标准中并未对黄芪甲苷的含量作质量控制。为此，笔者

以高效液相色谱（HPLC）法测定生血宝合剂中黄芪甲苷的含

量，为制定更严格的生血宝合剂质量标准提供依据。

1 材料
1.1 仪器

1200型高效液相色谱仪，包含G1322A型脱气机、G1314A

型四元梯度泵、G1329B 型自动进样器、G1316A 型柱温箱、

G1314B紫外检测器（美国Agilent公司）；KQ5200型超声清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；BP211D天平（美国Sartorius公

司）。

1.2 药品与试剂

黄芪甲苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110781-200613）；生血宝合剂（清华德人西安幸福制药有限公

司，批号：130708、130912、121125）；甲醇、乙腈为色谱纯，其他

试剂为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Zorbax SBC18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

乙腈-0.05％磷酸（35 ∶ 65，V/V）；流速：1.0 ml/min；柱温：25 ℃；

进样量：20 μl；检测波长：203 nm。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备 精密称取干燥至恒质量的黄芪甲

苷对照品9.90 mg，置于10 ml量瓶中，加入甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密量取生血宝合剂10 ml，加入

用水饱和的正丁醇提取 3次，每次 20 ml，合并正丁醇提取液

后，用氨试液充分洗涤 3次，每次 30 ml，弃去氨液，正丁醇液

蒸干，残渣置于 10 ml 量瓶中，加入甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，经 0.45 μm 孔径微孔滤膜过滤，取续滤液，即得供试品

溶液。

2.2.3 阴性溶液的制备 按处方比例制备不含黄芪的生血宝

合剂阴性样品，按“2.2.2”项下供试品溶液的制备方法制成阴

HPLC法测定生血宝合剂中黄芪甲苷的含量
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摘 要 目的：建立测定生血宝合剂中黄芪甲苷含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Zorbax SBC18，流动相为乙

腈-0.05磷酸（35 ∶ 65，V/V），检测波长为203 nm，流速为1.0 ml/min，柱温为25 ℃，进样量为20 μl。结果：黄芪甲苷检测质量浓度在

0.99～9.90 μg/ml范围内与峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 6）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤1.2％；平均加样回收

率为101.1％，RSD＝1.86％（n＝9）。结论：该方法简便可靠、专属性强、重复性好，可用于生血宝合剂的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of astragaloside Ⅳ in Shengxuebao mixture.

METHODS：HPLC method was adopted. The separation was performed on Zorbax SBC18 column with mobile phase consisted of

acetonitrile-0.05（ phosphate acid（35 ∶ 65，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 203 nm，and

the column temperature was 25 ℃. The sample size was 20 μl. RESULTS：The liner range of astragaloside Ⅳ were 0.99-9.90 μg/ml

（r＝0.999 6）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 1.2％. The average recovery was 101.1％

（RSD＝1.86％，n＝9）. CONCLUSIONS：The method is simple，specific and reproducible，and can be used for the quality control

of Shengxuebao mixture.
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性溶液。

2.3 阴性溶液干扰试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液、阴性溶液各

20 μl，分别注入HPLC仪，记录色谱图，详见图1。由图1可知，

供试品溶液与对照品溶液在对应的位置上具有相同的色谱

峰，阴性溶液在对应的位置上无色谱峰，表明在该色谱条件下

阴性溶液对黄芪甲苷含量测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下对照品溶液1.0、0.8、0.6、0.4、0.2、0.1

ml，置于不同的 2 ml量瓶中，加入甲醇稀释至刻度，摇匀。取

上述系列浓度溶液各20 μl，注入HPLC仪，记录色谱图。以检

测质量浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标，进行线性回归，

得回归方程为 y＝0.911 4x+0.405 5（r＝0.999 6）。结果表明，

黄芪甲苷检测质量浓度在0.99～9.90 μg/ml范围内与峰面积积

分值呈良好线性关系。

2.5 精密度试验

精密量取“2.4”项下对照品溶液取样量为0.4 ml的稀释溶

液20 μl，连续进样6次，测定峰面积。结果，黄芪甲苷峰面积的

RSD＝0.19％，表明仪器的精密度良好。

2.6 稳定性试验

精密量取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：130912）适量，分

别于放置 0、2、4、6、8、12 h时按“2.1”项下色谱条件进样，测定

峰面积。结果，黄芪甲苷峰面积的RSD＝1.2％，表明供试品溶

液在12 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验

取样品（批号：130912）6份，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，测定峰面积。结果，黄芪

甲苷峰面积的RSD＝0.94％，表明该方法重复性良好。

2.8 加样回收率试验

取生血宝合剂样品（批号为：130912）5.0 ml，共 9份，置于

不同的 25 ml量瓶中，分别加入一定量的黄芪甲苷对照品，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样

测定并计算加样回收率，结果见表1。

2.9 样品含量测定

取3批生血宝合剂样品适量，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定峰面积，按外标法计算

含量，结果见表2。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

待测
成分

黄芪甲苷

所含量，
mg

0.632 2

0.644 4

0.658 5

0.632 2

0.632 2

0.644 4

0.644 4

0.658 5

0.658 5

加入量，
mg

0.504 9

0.514 8

0.514 8

0.632 7

0.643 5

0.632 7

0.851 4

0.851 4

0.861 3

测得量，
mg

1.139

1.147

1.184

1.285

1.281

1.270

1.511

1.527

1.547

加样回收率，
％

100.4

97.6

102.2

103.1

100.9

98.9

101.7

102.0

103.2

平均加样回收率，
％

101.1

RSD，
％

1.86

表2 样品含量测定结果（μg/g，n＝9）

Tab 2 Results of content determination of samples（ μg/g，

n＝9）

批号
130708

130912

121125

黄芪甲苷
135.6

131.7

135.2

3 讨论
3.1 流动相的选择

参考相关文献[4-5]，笔者曾采用了不同比例的乙腈-磷酸作

为流动相。结果发现，随着流动相中乙腈的增多，黄芪甲苷的

保留时间不断延长，峰形不佳；而随着流动相中乙腈的减少，

黄芪甲苷与相邻杂质峰的分离度不断减小，当乙腈与磷酸比

例为 35 ∶ 65时，黄芪甲苷的峰形较好，且与相邻杂质峰能达到

较好的分离，保留时间较短。故选择乙腈-0.05％磷酸（35 ∶ 65，
V/V）为流动相。

3.2 检测波长的选择

取黄芪甲苷对照品溶液在 200～400 nm波长范围内进行

紫外光谱扫描，结果发现，黄芪甲苷在203 nm波长处有最大吸

收，且吸收稳定，基线较好，待测成分与杂质分离度较好，对测

定无干扰。故选择203 nm为本试验的检测波长。

3.3 常用的检测方法

目前，黄芪甲苷的含量测定通常采用薄层扫描法、紫外分

光光度法、HPLC法和荧光法等[4-13]，其中HPLC法可以以紫外-

可见分光光度计[4-5]和蒸发光散射检测器[9-11]检测。本研究使

用的色谱系统，可得到良好的峰形，且主峰与其相邻色谱峰的

分离度良好，保留时间在12 min左右，主峰无拖尾现象。

综上所述，本方法简便可靠、专属性强、重复性好，可用于

生血宝合剂的质量控制。
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感冒止咳颗粒是由柴胡、山银花、葛根、青蒿、连翘、黄芩、

桔梗、苦杏仁提取物与薄荷脑制成的颗粒制剂[1]，具有解表清

热、止咳化痰之功效，常用于外感风热所致的感冒发热、头痛

鼻塞、伤风咳嗽、喉咙肿痛等。山银花、葛根和黄芩均为感冒

止咳颗粒的主药，其有效成分分别为绿原酸、葛根素和黄芩

苷。目前，关于感冒止咳颗粒成分的定性和定量分析的报道

较多，但仅为单一的测定某一种成分，如测定绿原酸[2-4]、葛根

素[5-7]、黄芩苷[8-9]、连翘苷[10-11]。为了更全面的保障感冒止咳颗

HPLC 法同时测定感冒止咳颗粒中绿原酸、葛根素和黄芩苷的
含量
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摘 要 目的：建立同时测定感冒止咳颗粒中绿原酸、葛根素和黄芩苷含量的方法。 方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Eclipse XDB-C18，流动相为甲醇-ph2.6磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 0.8 ml/min，检测波长为 327 nm（0～9 min）、250 nm（9.1～15

min）、280 nm（15.1～30 min），柱温为 25 ℃，进样量为 10 μl。 结果：绿原酸、葛根素和黄芩苷的检测质量浓度分别在 3.7～37.5，

7.8～78.4，15.6～155.8 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤

3.41％；平均加样回收率分别为98.9％、100.6％、101.6％，RSD 分别为1.51％、1.34％、2.69％（n＝9）。结论：该方法简便、快速、重

复性好，可用于感冒止咳颗粒的质量控制。

关键词 高效液相色谱；感冒止咳颗粒；绿原酸；葛根素；黄芩苷

Simultaneous Determination of Chlorogenic Acid，Puerarin and Baicalin in Ganmao Zhike Granules by
HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of chlorogenic acid，puerarin and baicalin in

Ganmao zhike granules. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Eclipse XDB-C18 column

with mobile phase consisted of methanol-pH2.6 phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of 0.8 ml/min. The detective

wavelength was set at 327nm（0-9 min），250 nm（9-15 min），280 nm（15-30 min）；the column temperature was at 25 ℃ . The

sample size was 10 μl. RESULTS：The linear ranges were 3.7-37.5 μg/ml for chlorogenic acid（r＝0.999 9），7.8-78.4 μg/ml for pu-

erarin（r＝0.999 9）and 15.6-155.8 μg/ml for baicalin（r＝0.999 9）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were low-

er than 3.41％. The average recoveries were 98.9％（RSD＝1.51％，n＝9），100.6％（RSD＝1.34％，n＝9）and 101.6％（RSD＝

2.69％，n＝9），respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid and repeatable，which can be used for the quality con-

trol of Ganmao zhike granules.
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