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　 　 温肾养肝颗粒由肉苁蓉、 乌药、 白芍、 山药、
钩藤、 益智仁 ６ 味药材组成， 具有温肾助阳、 柔肝

益气之功效， 为南京市中医院临床经验方， 主要用

于治疗肾阳虚衰、 肝血不足、 脾虚气弱型帕金森氏

病非运动症状［１⁃２］。 方中肉苁蓉为君药， 补肾益

精， 主要成分为苯乙醇苷类， 以松果菊苷和毛蕊花

糖苷为代表［３⁃６］， 具有抗氧化、 调节免疫、 延缓衰

老的作用［６］； 乌药抗炎镇痛， 去甲异波尔定是其

主要药效成分［７］； 白芍具有明显的免疫调节、 镇

静活性， 其主要成分为芍药苷， 对惊厥有拮抗作

用［８］。 本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定温肾养肝颗粒

中上述 ４ 种成分的含有量， 以期为该制剂临床用药

安全、 质量可控提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 型高效液相色谱仪， 配置

Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 检测器、 Ｅｍｐｏｗｅｒ 色谱工作站 （美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｉｎｔｅｒｇｒａｌ 纯化系统 （美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＭＳ１０５ＤＵ 型电子分析天平 （十万

分之一， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＦＡ１１０４ 型电

子分析天平 （万分之一， 上海精密科学仪器有限

公司）。
１􀆰 ２ 　 试 药 　 去 甲 异 波 尔 定 （ 批 号 １１１８２５⁃
２０１４０２）、 松果菊苷 （批号 １１１６７０⁃２０１７０６）、 芍药

苷 （批号 １１０７３６⁃２０１７４１）、 毛蕊花糖苷 （批号

１１１５３０⁃２０１５１２） 对照品均购自中国食品药品检定

研究院。 温肾养肝颗粒 （批号 １８０８２５、 １８０８２６、
１８０８２７， ８ ｇ ／袋） 由南京市中医院提供。 磷酸为分

析纯； 乙腈为色谱纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件［９⁃１０］ 　 ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８色谱柱

（２５０ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃
０􀆰 ２％ 磷酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ３０ ｍｉｎ， １５％ ～
８５％ Ａ； ３０ ～ ３３ ｍｉｎ， ３５％ ～ ６５％ Ａ； ３３ ～ ４０ ｍｉｎ，
１５％ ～８５％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃；
检测波长 ２３８ ｎｍ （去甲异波尔定、 芍药苷）、
３３０ ｎｍ （松果菊苷、 毛蕊花糖苷）； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取各对照品适量，
加甲醇制成每 １ ｍＬ 分别含去甲异波尔定、 松果菊

苷、 芍药苷、 毛蕊花糖苷 ０􀆰 ４１３、 １􀆰 ０６９、 ２􀆰 ０３６、
０􀆰 ２９４ ｍｇ 的贮备液， 精密量取适量， 置于 ５ ｍＬ 量

瓶中， 甲醇定容， 摇匀， 制成每 １ ｍＬ 分别含四者

０􀆰 ０８２ ６、 ０􀆰 ２１３ ８、 ０􀆰 ４０７ １、 ０􀆰 ０５８ ７ ｍｇ， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取 １ 袋颗粒， 研细， 精密

称取 ２ ｇ 粉末， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入

２５ ｍＬ ５０％ 甲醇， 密塞， 称定质量， 超声 （１００ Ｗ、
４０ ｋＨｚ） ３０ ｍｉｎ， 放冷， ５０％ 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得［４］。
２􀆰 ４　 阴性样品溶液　 按处方和工艺， 分别制备缺

肉苁蓉、 乌药、 白芍阴性样品， 按 “２􀆰 ３” 项下方

法制备， 即得。
２􀆰 ５　 专属性试验　 吸取对照品、 供试品、 阴性样

品溶液适量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
结果见图 １。 由图可知， 各成分分离度良好 （ ＞
１􀆰 ５）， 阴性无干扰， 表明方法专属性良好。
２􀆰 ６　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２” 项下对照

品溶液 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０ ｍＬ， 置于

１ ｍＬ 量瓶中， 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ），
质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表 １，
可知各成分在各自范围内线性关系良好。

表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 线性范围 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ｒ
去甲异波尔定 Ｙ＝ ２０ ２１４ ０５５Ｘ－５ ０１９􀆰 １０ ０􀆰 ００８ ３～０􀆰 ０８２ ６ ０􀆰 ９９９ ８
松果菊苷 Ｙ＝ １３ ３７６ ７０８Ｘ－２１ ０７７􀆰 ７７ ０􀆰 ０２１ ４～０􀆰 ２１３ ８ ０􀆰 ９９９ ８
芍药苷 Ｙ＝ １４ ９８９ １１４Ｘ－６８ ９５６􀆰 １４ ０􀆰 ０４０ ７～０􀆰 ４０７ ０ ０􀆰 ９９９ ６
毛蕊花糖苷 Ｙ＝ １８ ９５９ ０６７Ｘ－７ ９５９􀆰 １７ ０􀆰 ００５ ９～０􀆰 ０５８ ７ ０􀆰 ９９９ ６
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１． 去甲异波尔定　 ２． 松果菊苷　 ３． 芍药苷　 ４． 毛蕊花糖苷

１． ｎｏｒｉｓｏｂｏｌｄｉｎｅ　 ２． ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ　 ３． ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ　 ４． ａｃｔｅｏｓｉｄｅ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２􀆰 ７ 　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得去甲异

波尔定、 松果菊苷、 芍药苷、 毛蕊花糖苷峰面积

ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７％ 、 ２􀆰 ５％ 、 ２􀆰 ３％ 、 ２􀆰 ８％ ， 表明仪

器精密度良好。
２􀆰 ８　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液 （批号

１８０８２６）， 于 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 测得去甲异波尔定、 松果菊

苷、 芍药苷、 毛蕊花糖苷峰面积 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 １％ 、 ２􀆰 ３％ 、 １􀆰 ９％ 、 １􀆰 ３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内

稳定性良好。
２􀆰 ９　 重复性试验 　 取同一批颗粒 （批号 １８０８２６）
６ 份， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得去甲异波尔

定、 松果菊苷、 芍药苷、 毛蕊花糖苷含有量 ＲＳＤ
分别为 ２􀆰 ４％ 、 １􀆰 ３％ 、 ２􀆰 １％ 、 １􀆰 ６％ ， 表明该方法

重复性良好。
２􀆰 １０　 加样回收率试验　 精密称取各对照品适量，
制成每 １ ｍＬ 分别含去甲异波尔定、 松果菊苷、 芍

药 苷、 毛 蕊 花 糖 苷 ０􀆰 ４９３、 １􀆰 ２８１、 ２􀆰 ４４３、
０􀆰 ３６９ ｍｇ的对照品溶液。 再将颗粒 （批号 １８０８２６）
研细， 精密称取 ９ 份粉末， 每份 １ ｇ， 均分为 ３ 组，
置于具塞锥形瓶中， 分别加入对照品溶液 ０􀆰 ８、
１􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶

液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样 １０ μＬ 测定， 计

算回收率， 结果见表 ２。
２􀆰 １１　 样品含有量测定　 取 ３ 批颗粒， 每批精密称

　 　 　 表 ２　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

（ｎ＝９）

成分
取样量 ／

ｇ
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％

平均回收
率 ／ ％

（ＲＳＤ ／ ％ ）
去甲异波 １􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ４８８ ０􀆰 ３９５ ０􀆰 ８７３ ９７􀆰 ４４ ９９􀆰 ５５
尔定 １􀆰 ００３ ２ ０􀆰 ４８０ ０􀆰 ３９５ ０􀆰 ８８０ １０１􀆰 ４９ （１􀆰 ４３）

１􀆰 ００５ ２ ０􀆰 ４９７ ０􀆰 ３９５ ０􀆰 ８９７ １０１􀆰 ４９
１􀆰 ０１０ ３ ０􀆰 ４９８ ０􀆰 ４９３ ０􀆰 ９８４ ９８􀆰 ５０
１􀆰 ００９ ６ ０􀆰 ４８２ ０􀆰 ４９３ ０􀆰 ９７６ １００􀆰 ３２
１􀆰 ００５ ７ ０􀆰 ４９３ ０􀆰 ４９３ ０􀆰 ９７９ ９８􀆰 ６８
１􀆰 ０１３ ８ ０􀆰 ５０７ ０􀆰 ５９１ １􀆰 ０８９ ９８􀆰 ４３
１􀆰 ００２ ５ ０􀆰 ４８６ ０􀆰 ５９１ １􀆰 ０７９ １００􀆰 ２５
１􀆰 ００７ ６ ０􀆰 ４７４ ０􀆰 ５９１ １􀆰 ０６２ ９９􀆰 ３２

松果菊苷 １􀆰 ００１ ７ １􀆰 ２７４ １􀆰 ０２５ ２􀆰 ３００ １００􀆰 ０８ ９９􀆰 ８５
１􀆰 ００３ ２ １􀆰 ２８０ １􀆰 ０２５ ２􀆰 ３２４ １０１􀆰 ８８ （１􀆰 ３１）
１􀆰 ００５ ２ １􀆰 ２８５ １􀆰 ０２５ ２􀆰 ２９８ ９８􀆰 ８３
１􀆰 ０１０ ３ １􀆰 ２９５ １􀆰 ２８１ ２􀆰 ５６３ ９８􀆰 ９８
１􀆰 ００９ ６ １􀆰 ２９０ １􀆰 ２８１ ２􀆰 ５８１ １００􀆰 ７８
１􀆰 ００５ ７ １􀆰 ２８７ １􀆰 ２８１ ２􀆰 ５４９ ９８􀆰 ４９
１􀆰 ０１３ ８ １􀆰 ３０８ １􀆰 ５３７ ２􀆰 ８２３ ９８􀆰 ５４
１􀆰 ００２ ５ １􀆰 ２７８ １􀆰 ５３７ ２􀆰 ８０７ ９９􀆰 ４６
１􀆰 ００７ ６ １􀆰 ２８９ １􀆰 ５３７ ２􀆰 ８５２ １０１􀆰 ６３

芍药苷 １􀆰 ００１ ７ ２􀆰 ４３１ １􀆰 ９５４ ４􀆰 ３７４ ９９􀆰 ４３ ９９􀆰 ９３
１􀆰 ００３ ２ ２􀆰 ４３２ １􀆰 ９５４ ４􀆰 ３９９ １００􀆰 ６８ （０􀆰 ９７）
１􀆰 ００５ ２ ２􀆰 ４３４ １􀆰 ９５４ ４􀆰 ３７０ ９９􀆰 ０９
１􀆰 ０１０ ３ ２􀆰 ４５３ ２􀆰 ４４３ ４􀆰 ８６４ ９８􀆰 ７３
１􀆰 ００９ ６ ２􀆰 ４４２ ２􀆰 ４４３ ４􀆰 ８９７ １００􀆰 ５３
１􀆰 ００５ ７ ２􀆰 ４３９ ２􀆰 ４４３ ４􀆰 ８４９ ９８􀆰 ６５
１􀆰 ０１３ ８ ２􀆰 ４６７ ２􀆰 ９３２ ５􀆰 ３８７ ９９􀆰 ５８
１􀆰 ００２ ５ ２􀆰 ４３０ ２􀆰 ９３２ ５􀆰 ３９３ １０１􀆰 ０５
１􀆰 ００７ ６ ２􀆰 ４３４ ２􀆰 ９３２ ５􀆰 ３９５ １０１􀆰 ００

毛蕊花 １􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ３５４ ０􀆰 ２９５ ０􀆰 ６４８ ９９􀆰 ６６ １００􀆰 １７
糖苷 １􀆰 ００３ ２ ０􀆰 ３６０ ０􀆰 ２９５ ０􀆰 ６５２ ９８􀆰 ７１ （１􀆰 ２２）

１􀆰 ００５ ２ ０􀆰 ３６２ ０􀆰 ２９５ ０􀆰 ６６１ １０１􀆰 ３２
１􀆰 ０１０ ３ ０􀆰 ３７５ ０􀆰 ３６９ ０􀆰 ７５０ １０１􀆰 ６３
１􀆰 ００９ ６ ０􀆰 ３６９ ０􀆰 ３６９ ０􀆰 ７３３ ９８􀆰 ９７
１􀆰 ００５ ７ ０􀆰 ３６５ ０􀆰 ３６９ ０􀆰 ７３７ １００􀆰 ８１
１􀆰 ０１３ ８ ０􀆰 ３８７ ０􀆰 ４４３ ０􀆰 ８２５ ９８􀆰 ８７
１􀆰 ００２ ５ ０􀆰 ３５３ ０􀆰 ４４３ ０􀆰 ８０３ １０１􀆰 ７４
１􀆰 ００７ ６ ０􀆰 ３６７ ０􀆰 ４４３ ０􀆰 ８０９ ９９􀆰 ８２
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取 ２ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算含有量， 结

果见表 ３。
表 ３　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔ⁃
ｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

批号 去甲异波尔定 松果菊苷 芍药苷 毛蕊花糖苷

１８０８２５ ０􀆰 ４８７ １􀆰 ２７２ ２􀆰 ４３０ ０􀆰 ３５８
１８０８２６ ０􀆰 ４９０ １􀆰 ２８３ ２􀆰 ４４１ ０􀆰 ３６７
１８０８２７ ０􀆰 ４９１ １􀆰 ２７９ ２􀆰 ４３７ ０􀆰 ３５９

３　 讨论

３􀆰 １　 检测波长选择　 本实验对对照品溶液进行扫

描 （２００～４００ ｎｍ）， 发现在 ３３０ ｎｍ 波长处松果菊

苷、 毛蕊花糖苷有最大吸收， 而在 ２３８ ｎｍ 波长处

芍药苷、 去甲异波尔定响应值较高， 峰形理想。
３􀆰 ２　 流动相选择　 参照文献 ［９⁃１５］， 本实验比较

了 甲 醇⁃水、 乙 腈⁃三 乙 胺、 甲 醇⁃磷 酸、 乙 腈⁃
０􀆰 １％ ／ ０􀆰 ２％ 磷酸、 甲醇 ／乙腈⁃甲酸等流动相， 发

现乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸分离效果较好， 可达到分离度

要求。
３􀆰 ３　 样品处理方法选择　 参考文献 ［９⁃１５］， 本实

验比较了不同体积分数甲醇 （５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ ）
和乙醇 （５０％ ）， 发现 ５０％ 甲醇提取时峰形较好，
杂质较少。 然后， 比较了不同提取方式 （超声、
回流） 和提取时间 （２０、 ３０、 ４０ ｍｉｎ）， 发现超声

３０ ｍｉｎ 时即可提取完全。
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［ ８ ］ 　 张　 利． 白芍的药理作用及现代研究进展［Ｊ］ ． 中医临床研

究， ２０１４， ６（２９）： ２５⁃２６．
［ ９ ］ 　 臧文怡， 毛春芹， 苏晓楠， 等． ＨＰＬＣ 同时测定益经颗粒

中芍药苷、 阿魏酸、 毛蕊花糖苷和斯皮诺素的含量［ Ｊ］ ．
中国实验方剂学杂志， ２０１６， ２２（５）： ６０⁃６３．

［１０］ 　 张　 岩． 高效液相色谱法测定宽肠理气汤中松果菊苷和毛

蕊花糖苷［Ｊ］ ． 中草药， ２０１０， ４１（１２）： １９９４⁃１９９５．
［１１］ 　 周　 珺， 王　 登， 张　 黎， 等． ＨＰＬＣ 法测定当归芍药散中

芍药苷的含量［Ｊ］． 中国药房， ２０１６， ２７（３０）： ４２５５⁃４２５７．
［１２］ 　 华之卉， 刘　 栋， 李明春． ＨＰＬＣ 法同时测定金兰消炎片

中 ４ 种成分［Ｊ］ ． 中成药， ２０１８， ４０（５）： １０９７⁃１１００．
［１３］ 　 林　 林， 刘广桢， 尹宁宁． ＨＰＬＣ 法测定金匮肾气丸中马

钱苷、 芍药苷、 毛蕊花糖苷和丹皮酚［ Ｊ］ ． 中成药， ２０１２，
３４（１１）： ２１３７⁃２１４０．

［１４］ 　 杨　 华， 易小兰， 谢金华， 等． ＨＰＬＣ 同时测定四磨汤口

服液中辛弗林、 槟榔碱和去甲异波尔定的含量［ Ｊ］ ． 中国

实验方剂学杂志， ２０１３， １９（２２）： ７９⁃８１．
［１５］ 　 陈建忠， 侴桂新， 杨　 莉， 等． 乌药中异喹啉生物碱去甲

异波尔定的含量测定［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２００９， ３４（２１）：
２７７４⁃２７７６．
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