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摘要　目的：建立超高效液相色谱法同时测定三黄睛视明丸中香蒲新苷、毛蕊异黄酮苷、异鼠李素 -3-O-
新橙皮苷、芒柄花苷、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1 和人参皂苷 Rd 9 个成分的

含量。方法：采用 Waters Acquity UPLC® BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），柱温 30 ℃，流动相为

水（A）- 乙腈（B），梯度洗脱，流速 0.3 mL·min-1，检测波长 203 nm。结果：香蒲新苷、毛蕊异黄酮苷、异鼠

李素 -3-O- 新橙皮苷、芒柄花苷、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1、人参皂苷 Rd 的

线性范围分别为 1.92~36.94 ng（r=0.999 8）、1.90~36.63 ng（r=0.999 9）、1.88~36.20 ng（r=0.999 6）、0.99~
19.09 ng（r=0.999 2）、40.04~770.05 ng（r=0.999 8）、107.78~2 072.68 ng（r=0.999 8）、31.74~610.34 ng

（r=0.999 1）、81.33~1 564.08 ng（r=0.999 9）、19.711~379.06 ng（r=0.999 9）；平均回收率（n=6）均在 91%~105%
之间，RSD 均小于 3.0%。测定的 3 批样品中上述 9 个成分含量范围分别为 0.261~0.294、0.196~0.209、
0.189~0.193、0.101~0.111、2.728~2.773、12.051~12.196、3.235~3.313、8.317~8.464、2.131~2.229 mg·g-1。结

论：所建立的多成分含量测定方法可用于三黄睛视明丸质量控制。
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Abstract　Objective：To establish a UPLC method for the simultaneous determination of nine constituents in 
Sanhuang Jingshiming pills，including typhaneoside，calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside，isorhamnetin-3-O-
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neohesperidoside，ononin，notoginsenoside R1，ginsenoside Rg1，ginsenoside Re，ginsenoside Rb1，and ginsenoside 
Rd. Methods：The UPLC analysis was carried out by a 30 ℃ thermostatic Waters Acquity UPLC® BEH C18 
column （2.1 mm×100 mm，1.7 μm） with a mobile phase composed of acetonitrile-water for gradient elution at 0.3 
mL·min-1. The detection wavelength was 203 nm. Results：The calibration curves of typhaneoside，calycosin-7-
O-β-D-glucopyranoside，isorhamnetin-3-O-neohesperidoside，ononin，notoginsenoside R1，ginsenoside Rg1，

ginsenoside Re，ginsenoside Rb1，and ginsenoside Rd were in good linearity over the ranges of 1.92-36.94 ng
（r=0.999 8），1.90-36.63 ng（r=0.999 9），1.88-36.20 ng（r=0.999 6），0.99-19.09 ng（r=0.999 2），40.04-770.05 

ng（r=0.999 8），107.78-2 072.68 ng（r=0.999 8），31.74-610.34 ng（r=0.999 1），81.33-1 564.08 ng（r=0.999 9），

19.71-379.06 ng（r=0.999 9），respectively. The average recoveries（n=6） varied from 91%-105% with RSDs no 
more than 3.0%. The content ranges of the above mentioned 9 components in 3 batches of samples were 0.261-
0.294，0.196-0.209，0.189-0.193，0.101-0.111，2.728-2.773，12.051-12.196，3.235-3.313，8.317-8.464，

and 2.131-2.229 mg·g-1，respectively. Conclusion：This method can be used for quality control of Sanhuang 
Jingshiming pills.
Keywords：Sanhuang Jingshiming pills；typhaneoside；calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside；isorhamnetin-3-
O-neohesperidoside；ononin；notoginsenoside；ginsenosides；multi-ingredient content determination；UPLC

Empower 3 色谱工作站）；昆山市超声仪器公司 KQ-
500DB 型数控超声波清洗器（功率 200 W，频率 40 
kHz）；Mettler Toledo 公司 Xs205DU 型十万分之一分

析天平；密理博公司 Milli Q 超纯水系统；Thermo 公

司 ST 16R 离心机。

1.2　试药

对照品：香蒲新苷（批号 111573-201405，含量

以 97.0% 计）、毛蕊异黄酮苷（批号 111920-201505，

含 量 以 97.1% 计）、异 鼠 李 素 -3-O- 新 橙 皮 苷（批

号 111571-201205，含 量 以 93.2% 计）、三 七 皂 苷 R1

（批号 110745-201318，含量以 94.0% 计）、人参皂苷

Rg1（批 号 110703-201731，含 量 以 93.6% 计）、人 参

皂苷 Re（批号 110754-201324，含量以 92.7% 计）、人

参皂苷 Rb1（批号 110704-201625，含量以 95% 计）、

人 参 皂 苷 Rd（批 号 111818-201302，含 量 以 94.2%
计）均购自中国食品药品检定研究院；芒柄花苷（批

号 SD1510，含量以 98% 计）购自天津一方科技有限

公司。3 批三黄睛视明丸（批号分别为 20160901、

20160902、20160903）均由天士力控股集团有限公

司 生 产。 色 谱 级 乙 腈、甲 醇（默 克 公 司）；水 为 纯

化水。

2　方法与结果

2.1　色谱条件与系统适用性

Waters Acquity UPLC® BEH C18 色谱柱（2.1 mm×

100 mm，1.7 μm）；流动相水（A）- 乙腈（B），梯度洗

三黄睛视明丸由生蒲黄、炙黄芪、三七等 8 味

药材采用现代制药技术制备而成，具有凉血散结和

益气化瘀的功效。生蒲黄可止血、化瘀、利尿、通

淋［1-2］，其有效成分如香蒲新苷、异鼠李素 -3-O- 新

橙皮苷可抑制血小板聚集［3］；黄芪具有益气补中、升

阳的功效［4］，其中毛蕊异黄酮苷作为含量最高的活性

成分，能够抗氧化和抗炎［5］，而芒柄花苷具有提高免

疫功能、抗氧化、清除自由基和抗心肌缺血等药理作

用［6-7］；三七生用可消肿止痛、止血化瘀，其主要有效

成分皂苷类具有活血补血、镇痛镇静、抗炎、降血压等

生理活性［8-9］。中药复方成分复杂，具有多组分多靶

点协同作用的特点［10］，使得传统的单一成分质量控

制模式，已无法全面、准确地对中药复方进行质量评

价。以多味药材中含有的多种成分作为质控指标，是

目前对复方实现全面质控的发展方向［11］。本实验建

立高效、快速的三黄睛视明丸中香蒲新苷、毛蕊异黄

酮苷、异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷、芒柄花苷、三七皂

苷 R1 及人参皂苷多成分含量测定方法，为更准确有

效地控制和评价三黄睛视明丸的质量提供科学的参

考依据。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Waters 公司超高效液相色谱（ACQUITY UPLC）

仪（包 括 QSM 二 元 溶 剂 管 理 器、二 极 管 阵 列 检 测

器（PDA）、SM-FTN 样 品 管 理 器、CH-A 型 柱 温 箱、
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脱（0~2 min，5%B → 10%B；2~4 min，10%B → 15%B；

4~7 min，15%B → 19%B；7~12 min，19%B；12~19 min，

19%B → 28%B；19~25 min，28%B → 40%B；25~28 
min，40%B → 50%B；28~31 min，50%B → 53%B；

31~38 min，53%B → 90%B；38~39 min，90%B →

99%B；39~40 min，99%B），流 速 0.3 mL·min-1，柱 温

30 ℃，检测波长 203 nm，进样体积 2 μL。40 min 内

所有组分可全部洗脱，理论塔板数以三七皂苷 R1 计

不低于 4 000。

2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品储备液　取香蒲新苷、毛蕊异黄

酮苷、异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷、芒柄花苷、三七皂

苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1、人

参皂苷 Rd 的对照品适量，精密称定，甲醇超声溶解，

并制成每 1 mL 含香蒲新苷 18.469 μg，毛蕊异黄酮

苷 18.313 μg，异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷 18.099 μg，

芒柄花苷 9.545 2 μg，三七皂苷 R1 385.02 μg，人参皂

苷 Rg1 1 036.3 μg，人参皂苷 Re 305.17 μg，人参皂苷

Rb1 782.04 μg 和人参皂苷 Rd 189.53 μg 的混合溶液

（各对照品浓度值为根据对照品实际含量折算后的浓

度），即得。

2.2.2　供试品溶液　将本品研细，取 1 g，精密称定，

于锥形瓶中，加甲醇 20 mL，密塞，称量，超声（功率

200 W，频率 40 kHz）处理 20 min，取出并冷却至室

温，再次称量，用甲醇补足减失的量并摇匀，12 000 
r·min-1 离心 10 min，取上清液，用 0.22 μm 微孔滤膜

滤过，取续滤液，即得。

2.2.3　阴性样品溶液　按处方比例和制备工艺，分

别制备不含生蒲黄、炙黄芪、三七的阴性样品，按

“2.2.2”项下方法制得各阴性样品溶液。

2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验　分别精密吸取上述混合对照

品溶液、供试品溶液、各阴性样品溶液、空白溶剂各

2 μL，在“2.1”项条件下进行测定。结果 9 个成分与

相邻峰分离度均大于 1.5，空白溶剂和其他物质对 9
个成分的测定无干扰，表明该方法专属性强，见图 1。

1. 香 蒲 新 苷（typhaneoside）　2. 毛 蕊 异 黄 酮 苷（calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside）　3. 异 鼠 李 素 -3-O- 新 橙 皮 苷（isorhamnetin-3-O-
neohesperidoside）　4. 芒柄花苷（ononin）　5. 三七皂苷 R1（notoginsenoside R1）　6. 人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1）　7. 人参皂苷 Re（ginsenoside Re）

8. 人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1）　9. 人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd）

A. 混合对照品（mixed reference substances）　B. 样品（sample）　C. 缺炙黄芪阴性样品（negative sample without Astragali Radix Praeparata Cum Melle）

D. 缺生蒲黄阴性样品（negative sample without Typhae Pollen）　E. 缺三七阴性样品（negative sample without Notoginseng Radix et Rhizoma）　F. 空白

溶剂（blank solvent）
图 1　UPLC 色谱图

Fig. 1　UPLC chromatograms
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2.3.2　线性关系考察　精密吸取“2.2.1”项下配制的

混合对照品储备液 8、6、5.2、4.6、2.5、0.5 mL，加甲醇

分别定容至 10 mL 量瓶中，即得系列混合对照品溶

液。精密吸取包括混合对照品储备液在内的 7 份不

同浓度的混合对照品溶液各 2 μL，注入液相色谱仪，

记录色谱图。以进样量（ng）为横坐标，以峰面积积

分值为纵坐标，绘制标准曲线，计算线性回归方程，见

表 1。结果表明在一定进样量范围内，9 个成分均有

较好的线性关系。

表 1　9 个成分的回归方程及线性范围

Tab. 1　Regression equations and linear ranges of nine components

成分

（component）

回归方程

（regression equation）
r

线性范围

（linear range）/ng

香蒲新苷（typhaneoside） Y=7 908.8X+3 412.6 0.999 8 1.92~36.94

毛蕊异黄酮苷（calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside） Y=11 694X+1 330.4 0.999 9 1.90~36.63

异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷（isorhamnetin-3-O-neohesperidoside） Y=9 496.3X+2 602.5 0.999 6 1.88~36.20

芒柄花苷（ononin） Y=1 2091X-639.2 0.999 2 0.99~19.09

三七皂苷 R1（notoginsenoside R1） Y=932.07X+2 093.2 0.999 8 40.04~770.05

人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1） Y=1 084X+1 271.8 0.999 8 107.78~2 072.68

人参皂苷 Re（ginsenoside Re） Y=478.99X-5 283.5 0.999 1 31.74~610.34

人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1） Y=782.61X+3 433.8 0.999 9 81.33~1 564.08

人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd） Y=824.55X+1 215.2 0.999 9 19.71~379.06

2.3.3　仪器精密度试验　精密吸取混合对照品溶液

2 μL，在“2.1”项色谱条件下，连续进样 6 次，记录

色谱图，计算峰面积的 RSD，结果香蒲新苷、毛蕊异

黄酮苷、异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷、芒柄花苷、三七

皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1、

人 参 皂 苷 Rd 峰 面 积 的 RSD 分 别 为 0.55%、1.4%、

0.25%、1.2%、1.0%、1.2%、0.44%、1.2%、0.65%，均符

合要求，表明仪器精密度良好。

2.3.4　稳定性试验　精密吸取供试品溶液（样品

批 号 20160901），分 别 于 0、2、4、6、12、16、18、24 h
按“2.1”项色谱条件进样 2 μL，记录峰面积，结果

香蒲新苷、毛蕊异黄酮苷、异鼠李素 -3-O- 新橙皮

苷、芒柄花苷、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷

Re、人参皂苷 Rb1、人参皂苷 Rd 峰面积的 RSD 分别

为 2.1%、2.1%、2.2%、1.8%、0.94%、1.7%、0.58%、

1.8%、0.77%，表 明 在 24 h 内 供 试 品 溶 液 稳 定 性

较好。

2.3.5　重 复 性 试 验　 取 批 号 20160901 的 样 品 按

“2.2.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，精密吸

取 2 μL 进样测定，记录色谱图。按外标法计算香蒲

新苷、毛蕊异黄酮苷、异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷、芒

柄花苷、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人

参皂苷 Rb1、人参皂苷 Rd 的平均含量分别为 0.261、

0.196、0.193、0.111、2.728、12.196、3.235、8.464、2.229 
mg·g-1，RSD 分别为 0.60%、0.98%、1.8%、0.90%、

1.2%、0.59%、1.9%、0.99%、0.68%，表明该方法重复

性良好。

2.3.6　加样回收率试验　精密称取“2.3.5”项下已

测知含量的样品（批号 20160901）0.5 g，共 6 份，分

别精密加入“2.2.1”项下制备的混合对照品储备液

5 mL，再精密加入甲醇 15 mL，按“2.2.2”项下方法制

备加样供试溶液，精密吸取 2 μL 进样测定，记录色

谱图，计算回收率。结果表明该方法准确度良好，见

表 2。
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表 2　9 个成分的加样回收率试验结果（n=6）

Tab. 2　Results of recovery tests of nine components

成分

（component）

样品中平均含量

（average amount of 

sample）/mg

加入量

（added amount）/mg

平均测得量

（average detected 

amount）/mg

平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

香蒲新苷（typhaneoside） 0.131 0.092 0.223 100.0 1.6

毛 蕊 异 黄 酮 苷（calycosin-7-O-β-D-

glucopyranoside）

0.099 0.092 0.194 104.5 2.6

异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷（isorhamnetin-

3-O-neohesperidoside）

0.097 0.090 0.187 99.2 1.8

芒柄花苷（ononin） 0.056 0.048 0.099 91.8 2.1

三七皂苷 R1（notoginsenoside R1） 1.370 1.925 3.188 94.4 1.3

人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1） 6.127 5.182 11.257 99.0 0.92

人参皂苷 Re（ginsenoside Re） 1.625 1.526 3.158 100.4 1.8

人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1） 4.252 3.910 8.074 97.7 1.3

人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd） 1.120 0.948 2.001 93.0 0.99

2.4　样品含量测定

精密吸取 3 批三黄睛视明丸制得的供试品溶液各

2 μL，在“2.1”项色谱条件下进样测定，记录峰面积，

按外标法计算样品中 9 个成分的含量，结果见表 3。

表 3　3 批样品中 9 个成分的含量（n=2）

Tab. 3　Contents of nine components of three samples

成分

（component）

含量（content）/（mg·g-1）

批号

20160901

（lot No. 

20160901）

批号

20160902

（lot No. 

20160902）

批号

20160903

（lot No. 

20160903）

香蒲新苷（typhaneoside） 0.261 0.282 0.294

毛蕊异黄酮苷（calycosin-7-

O-β-D-glucopyranoside）

0.196 0.200 0.209

异鼠李素 -3-O- 新橙皮苷

　（ i s o r h a m n e t i n - 3 - O -

neohesperidoside）

0.193 0.189 0.192

芒柄花苷（ononin） 0.111 0.101 0.108

三七皂苷 R1（notoginsenoside 
R1）

2.728 2.773 2.738

人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1） 12.196 12.051 12.192

人参皂苷 Re（ginsenoside Re） 3.235 3.272 3.313

人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1） 8.464 8.317 8.410

人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd） 2.229 2.136 2.131

3　讨论

随着社会经济的发展和国际交流的增加，如何

建立一个现代化、国际化的现代中药质量控制体系是

中药研究的重中之重。目前，由于中药对照品缺乏等

一些客观因素的存在，大多对代表性成分进行定量分

析，一定程度上能够有效保证中药质量，但无法从整

体上对其进行控制［12］。因此，本课题前期建立了三

黄睛视明丸指纹图谱质量控制方法，并对共有峰进行

了指认［13］。由于指纹图谱的模糊性，很难精确比较

制剂批次间质量［14］，故本研究在结合指纹图谱质控

方法的基础上，建立了三黄睛视明丸中 9 个共有峰同

时定量测定的方法，尽可能全面地表现出该复方的内

在质量［15］，所建立的方法快速准确，简便高效，重复

性好，可作为三黄睛视明丸质量控制和评价的方法。
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