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[摘要] 目的：建立一测多评法同时测定无敌丹胶囊中松脂醇二葡萄糖苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、三七皂苷

R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1、川续断皂苷遇及补骨脂素的含量。方法：采用WondaSil C18 Superb色谱柱

（250.0 mm伊4.6 mm，5.0 滋m )，以乙腈-0.05%磷酸水为流动相，梯度洗脱；流速为1.0 mL/min；柱温为30 益；检测

波长为203 nm。以毛蕊异黄酮葡萄糖苷为内参物，计算其他6种成分的相对校正因子，测定其含量。结果：7种成

分在各自范围内呈现良好的线性关系（r逸0.999 1），平均加样回收率为98.84%耀101.33%（ 约3%），一测多评

法与外标法的含量测定结果无明显的差异（ 约2%）。结论：建立的方法准确可靠，可用于同时测定无敌丹胶囊

中松脂醇二葡萄糖苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、川续断皂苷遇、人参皂苷Rb1及补骨脂

素的含量。
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Simultaneous Determination of Seven Components in Wudidan Capsules

(无敌丹胶囊) by QAMS

[Abstract] Objective: To establish a quantitative analysis method of multi-components by single marker

(QAMS) for simultaneous determination of pinoresinol diglucoside, calycosin glucoside, notoginsenoside R1,

ginsenoside Rg1, ginsenoside Rb1, asperosaponin 遇 , and psoralen in Wudidan capsules. Methods: Using

octadecylsilane bonded silica gel as a filler, use a WondaSil C18 Superb chromatography column (250.0 mm伊4.6mm,

5 滋m), using acetonitrile-0.05% phosphoric acid water as the mobile phase, gradient elution; volume flow rate

of 1.0 mL/min; column temperature of 30 益; detection wavelength of 203 nm. Calculate the relative correction

factors of the other six components using the flavonoid glucoside from Fructus Mori as the internal standard,

and determine their content. Results: The seven components showed good linear relationships within their

respective ranges (r逸0.9991), with an average recovery rate of 98.84% to 101.33% (RSD<3%). There was no

significant difference in the content determination results between the one test multiple evaluation method and

the external standard method (RSD<2%). Conclusion: The established method was accurate and reliable and

could be applied for the simultaneous determination of pinoresinol diglucoside, calycosin glucoside, notogin原

senoside R1, ginsenoside Rg1, asperosaponin 遇, ginsenoside Rb1, and psoralen in Wudidan capsules.
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无 敌 丹 胶 囊 主 要 由 黄 芪 、 三 七 、 苏 木 、 血 竭 、 当 归 及 杜 仲

等 中 药 组 成 ， 是 临 床 应 用 多 年 的 经 验 方 [1-2]， 具 有 补 肾 健 骨 、 活

血 化 瘀 等 功 效 [3-5]， 但 尚 缺 乏 质 量 控 制 方 法 。 中 药 复 方 制 剂 成

分 复 杂 多 样 ， 其 药 效 的 发 挥 是 制 剂 中 多 种 化 学 成 分 相 互 作 用

的 结 果 ， 单 指 标 无 法 全 面 反 映 中 药 制 剂 整 体 质 量 情 况 [6]。 多 指

标 质 量 分 析 手 段 存 在 对 照 品 多 、 价 格 昂 贵 等 问 题 [7]。 因 此 ， 建

立 一 种 经 济 、 高 效 且 全 面 的 质 量 控 制 方 法 对 无 敌 丹 胶 囊 进 行

多 指 标 成 分 分 析 显 得 尤 为 重 要 。

一 测 多 评 法 可 根 据 中 药 成 分 内 在 函 数 关 系 和 比 例 关 系 ，

选 取 一 种 容 易 制 备 、 质 量 稳 定 、 价 格 较 低 的 对 照 品 作 为 内 参

物 ， 构 建 内 参 物 与 其 他 成 分 之 间 的 相 对 校 正 因 子 ， 在 明 确 内

标 与 其 他 成 分 之 间 相 对 校 正 因 子 的 前 提 下 ， 通 过 测 定 前 者 含

量 来 得 到 后 者 含 量 [8-9]。 一 测 多 评 法 具 有 高 效 、 便 捷 的 优 点 [10-13]，

可 有 效 降 低 检 验 成 本 ， 解 决 部 分 对 照 品 不 稳 定 等 问 题 ， 为 复

方 中 多 种 化 学 成 分 同 时 测 定 提 供 支 持 。 因 此 ， 本 研 究 采 用 一

测 多 评 法 以 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 作 为 内 部 参 考 物 ， 测 定 无 敌

丹 胶 囊 中 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂

苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 人 参 皂 苷 Rb1、 川 续 断 皂 苷 遇 及 补 骨 脂 素

含 量 ， 以 期 为 科 学 评 价 无 敌 丹 胶 囊 质 量 提 供 参 考 。

1 材 料

1.1 主要仪器 Waters e2695 Alliance高 效 液 相 色 谱 仪 （ 美 国

Waters 公 司 ） ； 超 声 波 清 洗 器 （ 深 圳 品 凰 科 技 有 限 公 司 ） ； DK-

S14 电 热 恒 温 水 浴 锅 （ 中 仪 国 科 科 技 有 限 公 司 ） ； FA2104 电 子

分 析 天 平 （ 上 海 舜 宇 恒 平 科 学 仪 器 有 限 公 司 ） ； Milli-Q

Reference 型 超 纯 水 机 （ 默 克 密 理 博 公 司 ） 。

1.2 试剂与药物 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 （ 批 号 ： C19M11S109808，

纯 度 逸98%） 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 （ 批 号 ： Y27F9H54731 ， 纯

度 逸98%） 、 三 七 皂 苷 R1（ 批 号 ： M29GB150096 ， 纯 度 逸98%） 、

人 参 皂 苷 Rg1（ 批 号 ： C27N11Q132589 ， 纯 度 逸98%） 、 川 续 断 皂

苷 遇（ 批 号 ： Z19J11L108584， 纯 度 逸98%） 、 人 参 皂 苷 Rb1（ 批

号 ： G01O11Y126429 ， 纯 度 逸98% ） 及 补 骨 脂 素 （ 批 号 ：

C22A9Q68562 ， 纯 度 逸98%） 均 购 自 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公

司 。 15 批 （ S1耀S15） 无 敌 丹 胶 囊 （ 云 南 无 敌 制 药 有 限 责 任 公 司 ，

批 号 ： 20190703 ， 20190901 ， 20190903 ， 20190905 ， 20191003 ，

20191205， 20200102， 20200303， 20200607， 20200609， 20200803 ，

20210501 ， 20210502 ， 20210503 ， 20200608） 。 分 析 纯 甲 醇 （ 天

津 市 致 远 化 学 试 剂 有 限 公 司 ， 批 号 ： 202212011527） ； 色 谱 纯

乙 腈 [安 徽 泽 升 （ 中 国 ） 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： 22055023]； 分

析 纯 磷 酸 （ 天 津 市 致 远 化 学 试 剂 有 限 公 司 ， 批 号 ： 20211001307） ； 水

为 超 纯 水 （ Milli-Q Reference 型 超 纯 水 机 ， 默 克 密 理 博 公 司 ） 。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

2.1.1 对 照 品 溶 液 的 制 备 精 密 称 取 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛

蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷

遇 、 人 参 皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 适 量 ， 加 甲 醇 溶 解 并 定 容 制 成 质

量 浓 度 分 别 为 0.058 3 、 0.057 5 、 0.165 、 0.693 、 0.257 5、 0.663 、

0.021 8 mg/mL的 混 合 对 照 品 溶 液 。

2.1.2 供 试 品 溶 液 的 制 备 取 无 敌 丹 胶 囊 粉 末 约 10 g， 精 密 称

定 ， 置 于 250mL具 塞 锥 形 瓶 中 ， 加 100mL甲 醇 ， 超 声 （ 功 率 20W，

频 率 40Hz） 提 取 2 次 ， 30 min/次 ， 合 并 滤 液 ， 浓 缩 ， 加 甲 醇 定 容

至 125 mL， 即 得 。

2.1.3 阴 性 对 照 品 的 制 备 按 照 部 颁 处 方 及 工 艺 ， 在 中 医 基

础 理 论 的 指 导 下 制 成 缺 三 七 、 黄 芪 、 杜 仲 、 补 骨 脂 及 续 断 的 阴

性 对 照 品 ， 依 据 “ 2.1.2 ” 项 下 的 方 法 制 备 ， 即 得 。

2.2 色谱条件 WondaSil C18 Superb（ 250.0mm伊4.6mm， 5滋m）

色 谱 柱 ， 填 充 剂 为 十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶 。 流 动 相 为 乙 腈 （ A）

-0.05%磷 酸 水 溶 液 （ B） ， 梯 度 洗 脱 ： 0耀30 min ， 19%A寅40%A ，

81%B寅60%B ； 流 速 ： 1.0 mL/min ； 检 测 波 长 ： 203 nm ； 柱 温 ：

30 益； 进 样 体 积 ： 10 滋L。

2.3 专属性考察 取 “ 2.1 ” 项 下 对 照 品 溶 液 、 供 试 品 溶 液 及

阴 性 对 照 品 溶 液 各 10 滋L， 在 “ 2.2” 项 下 色 谱 条 件 下 测 定 。 样 品

无 阴 性 干 扰 ， 且 各 目 标 峰 分 离 度 均 大 于 1.5 。 （ 见 图 1）

2.4 线性关系考察 吸 取 “ 2.1.1 ” 溶 液 ， 依 次 稀 释 成 不 同 质 量

浓 度 ， 在 “ 2.2” 项 色 谱 条 件 下 进 样 测 定 。 以 对 照 品 质 量 浓 度 为

横 坐 标 （ X） ， 峰 面 积 为 纵 坐 标 （ 再） 进 行 回 归 。 各 成 分 在 各 自 范

围 内 线 性 关 系 良 好 。 （ 见 表 1）

表 1 各种成分的回归方程、相关系数和线性范围

成 分 回 归 方 程 线 性 范 围 /（ m g / m L ） R 2

松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 y = 4 E + 0 6 x+ 9 9 1 0 8 2 0 . 1 1 6 6 ~ 1 . 1 6 6 0 0 . 9 9 9 3

毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 y = 4 E + 0 6 x+ 6 9 1 7 8 0 . 1 1 5 0 ~ 1 . 1 5 0 0 0 . 9 9 9 3

三 七 皂 苷 R 1 y = 3 2 3 7 5 4 x- 1 4 1 5 6 0 . 0 3 3 0 ~ 0 . 3 3 0 0 0 . 9 9 9 4

人 参 皂 苷 R g 1 y = 3 6 4 8 8 4 x- 5 5 0 6 4 0 . 1 3 8 6 ~ 1 . 3 8 6 0 0 . 9 9 9 5

人 参 皂 苷 R b 1 y = 1 5 0 1 0 9 x- 2 1 7 0 6 0 . 1 3 2 6 ~ 1 . 3 2 6 0 0 . 9 9 9 7

川 续 断 皂 苷 Ⅵ y = 3 7 0 8 7 3 x- 2 2 7 7 8 0 . 5 1 5 0 ~ 5 . 1 5 0 0 0 . 9 9 9 5

补 骨 脂 素 y = 6 E + 0 6 x- 2 3 8 8 2 0 . 1 1 6 6 ~ 2 . 3 3 2 0 0 . 9 9 9 9

2.5 精密度试验 吸 取 “ 2.1.1” 项 下 混 合 对 照 品 溶 液 适 量 ， 在

注：1.松脂醇二葡萄糖苷；2.毛蕊异黄酮葡萄糖苷；3.三七皂苷R1；4.人参皂苷Rg1；5.川续断皂苷遇；6.人参皂苷Rb1；7.补骨脂素。

图 1 各成分高效液相色谱图

A.对 照 品 B.供 试 品 C.阴 性 对 照 品
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“ 2.2” 项 下 色 谱 条 件 下 进 样 6 次 。 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异 黄

酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参

皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 峰 面 积 值 分 别 为 0.59%、 0.38%、 0.51% 、

0.45%、 0.51%、 0.35%、 0.52%， 表 明 仪 器 精 密 度 良 好 。

2.6 稳定性试验 取 同 一 批 的 无 敌 丹 胶 囊 样 品 ， “ 2.1.2” 项 方

法 制 备 6 份 供 试 品 溶 液 ， 于 0 、 3、 6、 9 、 12 、 24 h 在 “ 2.2” 项 下 色 谱

条 件 进 样 检 测 。 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三

七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参 皂 苷 Rb1 及 补 骨

脂 素 的 峰 面 积 值 分 别 为 1.87% 、 1.93% 、 1.87% 、 1.79% 、

1.90%、 1.95%。 各 成 分 的 值 均 在 2% 以 内 ， 表 明 无 敌 丹 胶 囊

供 试 品 溶 液 在 室 温 下 贮 存 的 24 h内 具 有 较 好 的 稳 定 性 。

2.7 重复性试验 取 同 一 批 次 的 无 敌 丹 胶 囊 样 品 6 份 供 试 品

溶 液 ， 在 “ 2.2 ” 项 色 谱 条 件 下 测 定 。 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异

黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人

参 皂 苷 Rb1 及 补 骨 脂 素 峰 面 积 值 分 别 为 0.56% 、 1.32% 、

1.98%、 1.52%、 1.77%、 1.67%、 1.94%， 表 明 该 方 法 重 复 性 良 好 。

2.8 加样回收率试验 精 密 称 定 各 成 分 含 量 已 知 的 无 敌 丹

胶 囊 远 份 ， 每 份 5 g， 按 100% 水 平 精 密 加 入 对 照 品 ， 按 “ 2.1.2 ” 项

下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液 ， 在 “ 2.2 ” 项 色 谱 条 件 下 进 样 测 定 ， 根

据 外 标 法 计 算 平 均 回 收 率 [14]。 结 果 显 示 ， 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、

毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷

遇、 人 参 皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 的 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 99.75%、

100.08%、 98.95%、 99.77%、 99.22%、 98.79%、 99.88%， 在 98.79%耀

100.08%范 围 内 。

2.9 相对校正因子计算 取 “ 2.1.1 ” 项 下 混 合 对 照 品 溶 液 ， 按

2 、 4 、 6 、 8 、 10 、 15 、 20 滋L 的 进 样 体 积 在 “ 2.2 ” 项 下 色 谱 条 件 检

测 ， 用 浓 度 与 峰 面 积 之 比 计 算 校 正 因 子 ， 将 待 测 成 分 与 内 参

物 校 正 因 子 之 比 计 算 fi/s， 计 算 公 式 为 fs/i=AsCi/CsAi， 式 中 As

为 内 参 物 峰 面 积 ， Ci 为 待 测 物 质 量 浓 度 ， Cs 为 内 参 物 质 量 浓

度 ， Ai为 待 测 物 峰 面 积 [15]。 结 果 见 表 2 。

2.10 不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响 取 “ 2.1.1” 项

下 混 合 对 照 品 溶 液 适 量 ， 考 察 不 同 仪 器 、 不 同 色 谱 柱 对 各 成

表 2 各成分的相对校正因子

进 样 体 积 /滋L 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 三 七 皂 苷 R1 人 参 皂 苷 Rg1 川 续 断 皂 苷 遇 人 参 皂 苷 Rb1 补 骨 脂 素

2 1.010 3 13.840 9 12.974 4 14.047 3 19.179 0 0.702 3

4 1.001 1 13.912 0 13.115 1 14.014 8 18.739 4 0.698 2

6 1.009 7 13.917 8 13.069 3 14.106 3 18.658 7 0.698 7

8 1.008 6 13.859 1 13.033 2 14.066 4 18.662 3 0.698 8

10 1.008 4 13.963 8 13.087 8 13.990 4 18.727 4 0.697 3

15 1.007 3 13.653 8 12.821 8 13.762 2 18.343 5 0.687 3

20 1.007 6 13.021 6 12.215 4 13.113 8 17.524 7 0.695 6

平 均 1.007 6 13.738 4 12.902 4 13.871 6 18.547 9 0.696 9

/% 0.30 0.19 0.21 0.20 0.14 0.91

表 3 不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响

相 对 校 正 因 子

松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 三 七 皂 苷 R1 人 参 皂 苷 Rg1 川 续 断 皂 苷 遇 人 参 皂 苷 Rb1 补 骨 脂 素

Waters e2695 型 WondaSil C18 Superb 0.985 3 13.849 7 12.951 6 13.945 4 18.723 8 0.698 8

Sepax Sapphire-C18 0.952 0 13.732 4 12.811 3 13.883 2 18.538 3 0.700 0

Welch Ultimate XB-C18 0.964 5 13.793 4 12.752 3 13.775 3 18.423 6 0.725 4

Waters 1525 EF型 WondaSil C18 Superb 0.965 5 13.229 9 13.116 0 13.411 6 18.262 9 0.692 3

Sepax Sapphire-C18 0.977 5 13.748 2 13.187 8 13.443 6 18.305 6 0.711 6

Welch Ultimate XB-C18 0.968 5 13.675 3 13.107 6 13.474 2 18.674 5 0.703 2

平 均 - 0.968 9 13.671 5 12.987 8 13.655 6 18.488 1 0.705 2

RSD% - 1.19 1.64 1.37 1.76 1.03 1.66

仪 器 色 谱 柱

表 4 不同仪器、色谱柱对相对保留时间的影响

相 对 保 留 时 间 值

松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 三 七 皂 苷 R 1 人 参 皂 苷 R g 1 川 续 断 皂 苷 Ⅵ 人 参 皂 苷 R b 1 补 骨 脂 素

W a t e r s e 2 6 9 5 型 W o n d a S i l C 1 8 S u p e r b 0 . 5 4 3 3 1 . 5 4 0 8 1 . 7 1 9 2 2 . 6 4 0 0 2 . 7 3 6 2 2 . 9 0 8 5

S e p a x S a p p h i r e - C 1 8 0 . 5 4 7 4 1 . 5 3 3 1 1 . 7 0 9 6 2 . 6 2 0 6 2 . 8 0 5 8 2 . 9 5 1 4

W e l c h U l t i m a t e X B - C 1 8 0 . 5 5 3 7 1 . 5 2 3 5 1 . 7 2 4 6 2 . 6 3 4 6 2 . 7 9 8 5 2 . 9 5 4 2

W a t e r s 1 5 2 5 E F 型 W o n d a S i l C 1 8 S u p e r b 0 . 5 5 6 7 1 . 5 1 6 0 1 . 6 8 1 6 2 . 6 2 3 6 2 . 7 9 1 7 2 . 9 7 6 2

S e p a x S a p p h i r e - C 1 8 0 . 5 5 5 5 1 . 5 1 6 7 1 . 6 8 2 7 2 . 6 2 5 3 2 . 8 0 0 8 2 . 9 4 5 4

W e l c h U l t i m a t e X B - C 1 8 0 . 5 6 2 6 1 . 5 3 6 7 1 . 6 9 4 2 2 . 6 3 1 4 2 . 7 7 4 1 2 . 9 4 6 7

平 均 - 0 . 5 5 3 2 1 . 5 2 7 8 1 . 7 0 2 0 2 . 6 2 9 3 2 . 7 8 4 5 2 . 9 4 7 1

RSD/ % - 1 . 2 5 0 . 6 9 1 . 0 9 0 . 2 8 0 . 9 4 0 . 7 4

仪 器 色 谱 柱
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分 相 对 校 正 因 子 的 影 响 。 不 同 仪 器 条 件 下 ， 6 种 成 分 的 相 对 校

正 因 子 的 <2%， 稳 定 性 及 重 现 性 良 好 。 （ 见 表 3）

2.11 待测成分色谱峰定位选择 色 谱 峰 的 准 确 定 位 是 保 证

一 测 多 评 法 应 用 的 前 提 ， 一 般 采 用 相 对 保 留 时 间 值 来 定 位 其

余 待 测 成 分 色 谱 峰 。 相 对 保 留 值 指 各 待 测 成 分 与 内 参 物 （ s） 间

保 留 时 间 的 比 值 [16]， 计 算 公 式 ： ras=tRa/tRs。 以 毛 蕊 异 黄 酮 葡

萄 糖 苷 为 基 准 峰 ， 采 用 相 对 时 间 保 留 法 ， 分 别 对 松 脂 醇 二 葡

萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参 皂 苷

Rb1及 补 骨 脂 素 进 行 定 位 。 对 比 考 察 不 同 高 效 液 相 色 谱 仪 、 不

同 型 号 色 谱 柱 是 否 会 对 相 对 保 留 时 间 值 的 有 所 影 响 。 当 换 用

表 5 15批无敌丹胶囊中 7种成分含量测定结果

批 次 方 法 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 / ( m g / g ) 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 / ( m g / g ) 三 七 皂 苷 R 1 / ( m g / g ) 人 参 皂 苷 R g 1 / ( m g / g ) 川 续 断 皂 苷 Ⅵ / ( m g / g ) 人 参 皂 苷 R b 1 / ( m g / g ) 补 骨 脂 素 / ( m g / g )

S 1 外 标 法 2 . 3 5 1 3 1 . 4 2 9 6 5 . 0 2 0 1 1 2 . 5 6 0 1 2 . 4 8 6 9 3 . 5 3 7 8 0 . 1 8 9 2

一 测 多 评 法 2 . 3 4 9 7 - 4 . 9 3 9 1 1 2 . 3 8 2 2 2 . 4 6 5 8 3 . 5 0 3 9 0 . 1 8 9 1

% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8 0 . 0 4

S 2 外 标 法 1 . 8 6 9 5 1 . 0 5 3 4 3 . 9 8 9 0 1 3 . 1 8 2 4 2 . 0 8 0 8 3 . 1 0 7 8 0 . 1 4 1 5

一 测 多 评 法 1 . 8 6 8 2 - 3 . 9 2 4 6 1 2 . 9 9 5 7 2 . 0 6 3 1 3 . 0 7 8 0 0 . 1 4 0 7

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8 0 . 4 0

S 3 外 标 法 2 . 3 1 0 5 1 . 3 3 7 9 5 . 8 0 9 8 1 3 . 7 5 8 4 3 . 0 6 4 7 3 . 6 3 9 0 0 . 1 6 6 6

一 测 多 评 法 2 . 3 0 9 0 - 5 . 7 1 6 1 1 3 . 5 6 3 6 3 . 0 3 8 6 3 . 6 0 4 1 0 . 1 6 6 5

RSD% 0 . 0 5 - 0 . 4 0 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8

S 4 外 标 法 2 . 2 6 2 0 1 . 4 2 0 7 5 . 9 0 7 7 1 6 . 9 8 5 7 3 . 0 7 4 8 5 . 0 7 7 2 0 . 1 5 7 8

一 测 多 评 法 2 . 2 6 0 5 - 5 . 8 1 2 4 1 6 . 7 4 5 1 3 . 0 4 8 7 5 . 0 2 8 5 0 . 1 5 7 7

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8 0 . 0 4

S 5 外 标 法 1 . 8 8 6 3 1 . 1 0 5 3 4 . 1 7 3 9 1 2 . 5 5 2 4 2 . 2 0 3 1 2 . 9 8 1 9 0 . 1 5 2 3

一 测 多 评 法 1 . 8 8 5 0 - 4 . 1 0 6 5 1 2 . 3 7 4 6 2 . 1 8 4 4 2 . 9 5 3 3 0 . 1 5 2 2

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8 0 . 0 5

S 6 外 标 法 1 . 8 4 0 4 1 . 2 2 7 5 6 . 3 6 8 8 7 . 7 5 6 3 2 . 8 2 5 0 3 . 8 4 7 5 0 . 1 9 3 8

一 测 多 评 法 1 . 8 3 8 8 - 6 . 2 6 5 1 7 . 6 4 5 3 2 . 8 0 0 1 3 . 8 1 0 0 0 . 1 9 4 2

RSD% 0 . 0 6 - 1 . 1 6 1 . 0 2 0 . 6 3 0 . 6 9 0 . 1 5

S 7 外 标 法 1 . 6 7 1 1 1 . 1 2 2 5 6 . 3 5 0 0 7 . 5 3 8 8 2 . 5 0 5 0 3 . 4 7 1 3 0 . 2 1 0 0

一 测 多 评 法 1 . 6 7 0 8 - 6 . 2 5 1 2 7 . 4 3 5 3 2 . 4 8 5 0 3 . 4 3 9 8 0 . 2 1 0 2

RSD% 0 . 0 1 - 1 . 1 1 0 . 9 8 0 . 5 7 0 . 6 4 0 . 0 7

S 8 外 标 法 1 . 5 0 3 0 1 . 0 8 7 5 5 . 1 8 6 3 7 . 7 9 1 3 2 . 5 9 5 0 3 . 9 4 8 8 0 . 2 1 5 0

一 测 多 评 法 1 . 5 0 2 7 - 5 . 1 0 5 0 7 . 6 8 4 4 2 . 5 7 4 5 3 . 9 1 3 2 0 . 2 1 4 5

RSD% 0 . 0 1 - 0 . 0 7 1 . 1 2 0 . 9 8 0 . 5 6 0 . 6 4

S 9 外 标 法 1 . 5 2 8 7 1 . 1 5 5 0 5 . 5 3 1 3 8 . 0 5 3 8 2 . 7 0 0 0 3 . 5 5 8 8 0 . 1 8 6 3

一 测 多 评 法 1 . 5 2 8 2 - 5 . 4 4 3 5 7 . 9 4 2 5 2 . 6 7 8 4 3 . 5 2 6 2 0 . 1 8 5 8

RSD% 0 . 0 2 - 1 . 1 3 0 . 9 8 0 . 5 7 0 . 6 5 0 . 1 9

S 1 0 外 标 法 1 . 4 1 9 0 1 . 0 9 1 3 5 . 9 3 8 8 6 . 7 8 1 3 2 . 4 8 8 8 2 . 9 2 8 8 0 . 1 6 7 5

一 测 多 评 法 1 . 4 1 7 7 - 5 . 8 4 1 7 6 . 6 8 3 3 2 . 4 6 6 7 2 . 8 9 9 4 0 . 1 6 6 9

RSD% 0 . 0 6 - 1 . 1 7 1 . 0 3 0 . 6 3 0 . 7 1 0 . 2 5

S 1 1 外 标 法 2 . 1 0 9 7 1 . 2 6 3 8 5 . 0 7 6 3 9 . 6 2 8 8 2 . 9 0 5 0 3 . 7 2 7 5 0 . 1 3 7 5

一 测 多 评 法 2 . 1 0 8 2 - 4 . 9 9 4 4 9 . 4 9 2 3 2 . 8 8 0 3 3 . 6 9 1 9 0 . 1 3 7 8

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 8 0 . 1 5

S 1 2 外 标 法 2 . 1 1 6 1 1 . 3 8 5 0 5 . 4 4 6 3 1 0 . 5 8 1 3 3 . 0 1 3 8 4 . 2 3 6 3 0 . 1 5 2 5

一 测 多 评 法 2 . 1 1 4 1 - 5 . 3 5 7 4 1 0 . 4 2 9 2 2 . 9 8 7 9 4 . 1 9 4 9 0 . 1 5 2 8

RSD% 0 . 0 7 - 1 . 1 6 1 . 0 2 0 . 6 1 0 . 6 9 0 . 1 4

S 1 3 外 标 法 1 . 6 8 8 3 1 . 2 2 7 5 4 . 0 4 1 3 6 . 6 5 5 0 2 . 5 8 2 5 2 . 5 9 2 5 0 . 1 4 8 8

一 测 多 评 法 1 . 6 8 6 6 - 3 . 9 7 4 3 6 . 5 5 8 2 2 . 5 5 9 6 2 . 5 6 6 9 0 . 1 4 9 2

RSD% 0 . 0 7 - 1 . 1 8 1 . 0 4 0 . 6 3 0 . 7 0 0 . 1 9

S 1 4 外 标 法 1 . 9 3 2 6 1 . 1 8 0 0 4 . 4 0 5 0 1 2 . 7 9 2 5 2 . 8 5 8 8 2 . 6 9 3 8 0 . 1 6 6 3

一 测 多 评 法 1 . 9 3 1 2 - 4 . 3 3 4 1 1 2 . 6 1 1 5 2 . 8 3 4 9 2 . 6 6 8 2 0 . 1 6 5 7

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 5 1 . 0 1 0 . 5 9 0 . 6 8 0 . 2 6

S 1 5 外 标 法 2 . 0 6 4 1 1 . 1 5 5 0 6 . 6 3 6 3 8 . 2 3 5 0 2 . 8 6 0 0 2 . 8 8 8 8 0 . 1 7 1 3

一 测 多 评 法 2 . 0 6 2 7 - 6 . 5 2 8 5 8 . 1 1 7 9 2 . 8 3 5 7 2 . 8 6 0 6 0 . 1 7 1 0

RSD% 0 . 0 5 - 1 . 1 6 1 . 0 1 0 . 6 0 0 . 6 9 0 . 1 2
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不 同 仪 器 、 不 同 色 谱 柱 时 ， 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、

人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇、 人 参 皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 的 相 对

保 留 时 间 仍 具 有 良 好 的 准 确 性 及 重 现 性 。 （ 见 表 4）

2.12 样品含量测定 按 照 “ 2.1.2” 项 下 制 备 15 批 样 品 溶 液 ，

在 “ 2.2 ” 项 下 色 谱 条 件 进 行 测 定 ， 分 别 以 外 标 法 和 一 测 多 评 法

计 算 含 量 ， 结 果 见 表 5。 可 见 2种 方 法 所 得 结 果 相 近 （ <2%） 。

3 讨 论

3.1 内标物的选择 无 敌 丹 胶 囊 由 黄 芪 、 三 七 、 杜 仲 、 续 断 、

怀 牛 膝 、 醋 乳 香 、 醋 没 药 、 苏 木 、 肉 苁 蓉 、 当 归 、 骨 碎 补 、 补 骨

脂 、 龙 血 竭 、 淫 羊 藿 、 细 辛 、 羌 活 、 川 芎 、 熟 地 黄 、 桂 枝 及 香 加 皮

组 成 。 其 中 黄 芪 作 为 君 药 发 挥 着 重 要 作 用 ， 其 成 分 毛 蕊 异 黄

酮 葡 萄 糖 苷 为 方 中 活 性 成 分 之 一 [17]。 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 对

照 品 的 化 学 性 质 稳 定 、 含 量 较 高 、 价 格 较 低 ， 本 研 究 选 择 毛 蕊

异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 作 为 内 标 。

3.2 指标成分的选择 黄 芪 中 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 为 方 中

主 要 活 性 成 分 之 一 ， 具 有 防 治 糖 尿 病 肾 脏 病 、 改 善 肾 功 能 等

作 用 [18]； 三 七 所 含 的 人 参 皂 苷 Rg1、 人 参 皂 苷 Rb1及 三 七 皂 苷 R1

等 有 效 成 分 具 有 保 护 脑 血 管 和 恢 复 受 损 部 位 机 理 代 谢 的 功

能 ， 可 促 进 损 伤 部 位 生 理 代 谢 的 恢 复 [19]； 川 续 断 皂 苷 遇 可 平 衡

细 胞 外 基 质 胶 原 异 常 代 谢 ， 诱 导 肌 腱 细 胞 增 殖 ， 有 利 于 保 持

肌 腱 胶 原 的 稳 定 性 [20]； 杜 仲 中 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 对 膝 骨 关 节

炎 软 骨 细 胞 具 有 保 护 作 用 [21]； 补 骨 脂 中 补 骨 脂 素 具 有 抗 骨 质

疏 松 症 、 修 复 肾 脏 损 伤 、 缓 解 肾 脏 纤 维 化 及 减 少 肾 脏 中 腺 嘌

呤 结 晶 等 作 用 [22-23]。 本 研 究 中 标 志 物 的 选 择 以 君 臣 佐 使 为 原

则 ， 选 取 了 君 药 中 黄 芪 主 要 成 分 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 ， 杜 仲

主 要 成 分 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 ， 续 断 主 要 成 分 川 续 断 皂 苷 遇 ，

三 七 中 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 人 参 皂 苷 Rb1， 以 及 臣 药 中

补 骨 脂 中 补 骨 脂 素 为 定 量 指 标 成 分 。

3.3 流动相的选择 本 研 究 分 别 以 乙 腈 - 水 、 乙 腈 -0.05% 磷

酸 水 溶 液 、 甲 醇 -0.05% 磷 酸 水 流 动 相 进 行 对 比 考 察 ， 考 察 的

主 要 指 标 为 供 试 品 中 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖

苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参 皂 苷 Rb1及

补 骨 脂 素 7 个 目 标 成 分 在 色 谱 图 中 的 分 离 程 度 。 为 同 时 实 现

7 种 成 分 的 有 效 分 离 ， 预 试 验 采 用 了 等 度 洗 脱 、 不 同 时 间 条 件

的 梯 度 洗 脱 。 结 果 表 明 ， 以 乙 腈 （ A） -0.05% 磷 酸 水 溶 液 （ B） 为

流 动 相 （ 0耀30 min， 19%A寅40%A ， 81%B寅60%B） 时 各 峰 分 离

度 良 好 且 检 验 时 间 较 短 ， 可 有 效 节 省 检 验 时 间 。 综 合 考 虑 洗

脱 时 间 与 洗 脱 质 量 ， 本 研 究 选 取 乙 腈 （ A） -0.05% 磷 酸 水 溶 液

（ B） 为 流 动 相 （ 0耀30 min ， 19%A寅40%A ， 81%B寅60%B） 。

3.4 待测成分色谱峰定位方式选择 色 谱 峰 的 准 确 定 位 是

保 证 一 测 多 评 法 应 用 的 前 提 ， 一 测 多 评 法 主 要 适 用 于 待 测 成

分 的 对 照 品 难 以 获 得 、 稳 定 性 差 及 成 本 高 等 中 药 的 含 量 测

定 [24]。 该 方 法 已 在 化 学 药 物 、 中 药 材 与 饮 片 及 中 药 制 剂 中 的 多

种 活 性 成 分 或 有 关 物 质 的 测 定 中 得 到 应 用 [25]。 该 方 法 操 作 成

本 低 ， 能 够 同 步 进 行 多 个 成 分 测 定 ， 从 而 减 少 对 照 品 的 用 量 ，

但 在 进 行 色 谱 峰 定 位 时 ， 不 同 色 谱 柱 或 色 谱 系 统 差 别 较 大 ， 色

谱 峰 定 位 方 法 的 仍 有 待 完 善 [26]。 目 前 常 用 色 谱 峰 方 法 主 要 有

保 留 时 间 差 法 [27-28]、 双 标 线 性 校 正 法 [29-30]和 相 对 保 留 时 间 法 [31-32]。

本 研 究 采 用 相 对 保 留 时 间 值 法 ， 以 内 参 物 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖

苷 色 谱 峰 为 基 准 峰 ， 运 用 相 对 保 留 时 间 值 的 方 法 定 位 松 脂 醇

二 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参

皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 6 种 待 测 成 分 色 谱 峰 位 置 ， 同 时 对 比 考 察

采 用 不 同 色 谱 仪 与 色 谱 柱 时 ， 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 的 相 对 保

留 时 间 值 的 重 现 性 、 准 确 性 是 否 良 好 。 结 果 表 明 ， 当 用 不 同 的

色 谱 仪 与 色 谱 柱 时 ， 以 内 参 物 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 色 谱 峰 为

基 准 峰 ， 对 松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂 苷 Rg1、 川

续 断 皂 苷 遇 、 人 参 皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 6 种 待 测 成 分 色 谱 峰 进

行 定 位 ， 能 更 直 观 呈 现 出 峰 的 位 置 。

4 结 论

本 研 究 建 立 的 一 测 多 评 法 能 同 时 测 定 无 敌 丹 胶 囊 中 松

脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 三 七 皂 苷 R1、 人 参 皂

苷 Rg1、 川 续 断 皂 苷 遇 、 人 参 皂 苷 Rb1及 补 骨 脂 素 7 种 成 分 的 含

量 。 该 方 法 具 有 较 好 的 稳 定 性 、 准 确 性 和 耐 用 性 ， 可 有 效 节 约

对 照 品 ， 提 高 检 测 速 度 ， 降 低 成 本 ， 便 于 应 用 于 该 制 剂 生 产 过

程 中 的 质 量 控 制 。
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