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表 6  加速试验结果 

Tab. 6  Results of accelerated test 

观察内容 0 月 1 月 2 月 3 月 6 月 差值(D)

酸碱度  6.95 6.68 6.51 6.42 6.37 0.58 

利巴韦林含量/% 100.3 99.8 99.0 98.4 97.9 2.4 

溶液色泽 微黄 微黄 微黄 微黄 黄 

表 7  长期试验结果 

Tab. 7  Results of long term test 

观察内容 0 月 1 月 2 月 3 月 6 月 差值(D)

酸碱度  6.95 6.84 6.76 6.70 6.68 0.27 

利巴韦林含量/% 100.3 100.0 99.7 99.5 99.0 1.3 

溶液色泽 微黄 微黄 微黄 微黄 微黄 

根据以上两项试验数据来看，产品在存放 6

个月后的 pH 值分别下降了 0.58 和 0.27，利巴韦

林含量分别下降 2.4%和 1.3%。 

3  讨论 

通过对产品质量稳定性各主要因素及影响路

径的分析和试验，确定了中间品溶液 pH、灭菌温

度和金属离子为 可能影响产品质量稳定性的 3

个因素，从而采用 L9(3
4)正交试验进行工艺条件的

优化。结果显示，因素 A、B、C 的 R 值分别为

2.30，0.34，0.21，即因素 A>B>C，证明中间品溶

液的 pH 值对灭菌后产品在 25 ℃/60% RH 条件下

放置 1 个月后产品的 pH 值变化的影响 大，灭菌

温度对其 pH 值的影响其次，而金属离子的存在对

其 pH 值的影响相对 小，但也不容忽视。优选

佳工艺条件为中间品 pH 值 7.0，105 ℃/30 min 灭

菌并用 EDTA-2Na 处理。由此制得的产品，经过 6

个月的加速试验 (40 ℃，75% RH)和长期试验

(25 ℃，60% RH)，产品的 pH 值、利巴韦林含量

以及溶液色泽均较稳定，较好地提升了该产品的

工艺水平和质量稳定性。 

根据以上研究结果，综合考虑制备过程中的

实际情况，确定复方利巴韦林口服液工艺条件为

中间品的 pH 值 6.9~7.0，105 ℃/30 min 灭菌，纯

化水为溶剂，并用 EDTA-2Na 对接触药液的容器

具进行严格处理。以此为该产品的优选工艺条件，

所得产品质量稳定可靠，较目前市售产品的稳定

性有显著提升。 
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HPLC 同时测定补肾活血颗粒中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮

醛的含量 
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摘要：目的  采用 HPLC 波长切换法，建立同时测定补肾活血颗粒中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛 3 成分含量

的分析方法。方法  采用 Zorbax Extend-C18 柱(4.6 mm×150 mm，5 μm)；以乙腈-水为流动相梯度洗脱，松脂醇二葡萄糖

苷、苦杏仁苷、桂皮醛的检测波长分别为 227，210，290 nm；进行样品前处理工艺和方法学考察。结果  松脂醇二葡萄

糖苷、苦杏仁苷和桂皮醛均得到很好分离，浓度分别在 0.426 0~2.88 6 µg·mL1，7.455~86.60 µg·mL1 和 0.440 6~13.22 µg·mL1

内线性关系良好(r≥0.999)；平均加样回收率分别为 98.3%(RSD=1.6%)，101.4%(RSD=1.1%)和 100.0%(RSD=1.2%)；精密

度试验峰面积 RSD 均≤1.4%。结论  该方法预处理简单，方法灵敏、准确、重复性好，可用于补肾活血颗粒及相关制剂

的质量控制。 
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Simultaneous Determination of Pinoresinol Diglucoside, Amygdalin and Cinnamylaldehyde in Bushen 
Huoxue Granule 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for determination of pinoresinol diglucoside, amygdalin, and 
cinnamylaldehyde in Bushen Huoxue granule. METHODS  Agilent Zorbax Extend-C18(4.6 mm×150 mm, 5 μm) was adopted; 

the mobile phase was acetonitrile-water with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min1, and the detection wavelength was 

210 nm(05 min) for amygdalin, 227 nm(510 min) for pinoresinol diglucoside, 290 nm(1014 min) for cinnamylaldehyde. The 
methodological study included sample pre-treatment process and method validation. RESULTS  The components of pinoresinol 
diglucoside, amygdalin, and cinnamylaldehyde were well separated, the method had a good linearity in the range of 

0.426 02.88 6 µg·mL1, 7.45586.60 µg·mL1 and 0.440 613.22 µg·mL1(r≥0.999); the average recoveries were 98.3% 

(RSD=1.6%), 101.4%(RSD=1.1%), 100.0%(RSD=1.2%), respectively, and the RSDs of intra-day and inter-day assays were all 

≤1.4%. CONCLUSION  This method was simple, sensitive and reproducible and can be used for the quality control of 

Bushen Huoxue granule and its related preparation. 
KEY WORDS: Bushen Huoxue granule; HPLC; wavelength switching; content determination 

 

补肾活血颗粒组方为熟地、杜仲、附子、肉桂、

山茱萸、枸杞、桃仁、红花、山药、甘草等 10 味

中药。其中杜仲为君药，具有调节骨代谢作用，对

血压有“双向调节”功能，其生理活性成分为松脂

醇二葡萄糖苷等木脂素类成分和黄酮类成分[1-2]。

肉桂为臣药，具有扩张血管、调节血液循环，通过

调节神经体液来调节机体的物质能量代谢，改善机

体的应激状态等作用，其生理活性成分为桂皮醛、

桂皮酸等[3-4]。桃仁为佐药，具有活血化瘀作用，

其生理活性成分主要为苦杏仁苷[5]。在前期研究的

基础上，鉴于制备工艺分为水提和醇提两部分，故

终确定以杜仲的有效成分松脂醇二葡萄糖苷、肉

桂的有效成分桂皮醛、桃仁的有效成分苦杏仁苷作

为补肾活血颗粒的含量测定指标。本文采用较为简

便的前处理工艺，通过在合适的时间点切换检测波

长，建立多成分同时定量分析的方法，并将其用于

补肾活血颗粒中上述 3 种成分的含量测定，以较全

面地反映和控制补肾活血颗粒的质量。 

1  仪器与试药 

Water 高效液相色谱系统 1525-2998(美国

Waters 公司，二元梯度泵，二极管阵列检测器，

Empower 色谱工作站)；BD211D 电子天平(德国塞

多利斯)；ELGA 纯水机(英国 ELGA)；R204 旋转

蒸发仪(上海申生科技有限公司)；DZKW-4 型电子

恒温不锈钢水浴锅(上海东星建材实验设备有限公

司)；PHS-3TC(0.01 级)精密数显酸度计(上海天达

仪器有限公司)。 

松脂醇二葡萄糖苷对照品 (批号： 11537- 

200501，供含量测定用)、苦杏仁苷对照品(批号：

110820-9910，供含量测定用 )、桂皮醛 (批号：

110710-200714，供含量测定用)对照品均购自中国

药品生物制品检定所；甲醇、乙腈(色谱纯)；其他

试剂均为分析纯；补肾活血颗粒制剂(中药标准化研

究实验室，批号：20100203，规格：15 g·包1)；水

为过 0.22 μm 滤膜的纯化水。 

2  方法和结果[5-8] 

2.1  对照品溶液的制备    

分别取松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮

醛对照品适量，精密称定，加甲醇制成每 1 mL 分

别含松脂醇二葡萄糖苷 1.065 mg、苦杏仁苷

1.443 mg、桂皮醛 0.440 6 mg 的混合对照品储备液。 

2.2  供试品溶液的制备   

取补肾活血颗粒约 1.5 g，精密称定，置圆底

烧瓶中，加入乙腈-水(13∶87)25 mL，回流提取

30 min，放冷，滤过，精密吸取续滤液 1 mL 置 5 mL

量瓶中，用流动相稀释并定容，摇匀，用 0.45 µm

微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.3  色谱条件 

Zorbax Extend-C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm，

5 μm)；流动相为乙腈(A)-水(B)，梯度洗脱：0~ 
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8.0 min，13%A，8.0~8.5 min，13%A→55%A，8.5~ 

13.0 min，55%A，13.0~13.5 min，55%A→13%A；

松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛检测波长

分别为：227，210，290 nm；波长切换时间为：

0~5 min，210 nm，5~10 min，227 nm，10~14 min，

290 nm；流速 1.0 mL·min1；柱温 25 ℃；进样量

20 μL。上述色谱条件下，3 个成分的分离度均>1.5；

理论板数≥1 000。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  专属性试验  按补肾活血颗粒的制备方法

制成缺杜仲的阴性制剂，再按“2.2”项下方法制

成缺杜仲、桃仁、肉桂的阴性对照溶液。混合对

照品溶液、补肾活血颗粒样品溶液、阴性对照溶

液分别进样分析，补肾活血颗粒供试品色谱图中，

在与对照品色谱图相应的位置上，有 3 个相同保

留时间的色谱峰；而缺杜仲、桃仁、肉桂的阴性

对照溶液在相应保留时间处无色谱峰，说明补肾

活血颗粒中其他药味对松脂醇二葡萄糖苷、苦杏

仁苷、桂皮醛的测定不产生干扰，方法专属性好，

色谱图见图 1。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A供试品；B混合对照品；C阴性对照溶液；1苦杏仁苷；2松脂醇二葡萄糖苷；3桂皮醛。 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Asample solution; Bstandard solution; Cblank; 1amygdalin; 2pinoresinol diglucoside; 3cinnamyl aldehyde. 

2.4.2  线性关系考察  分别精密吸取松脂醇二葡

萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛对照品溶液适量，制

备得 8 个浓度的系列混合对照品溶液。按照混合

对照品溶液浓度由低到高，按“2.3”项下色谱条

件测定，以各成分的浓度(X)对峰面积(Y)进行线性

回归，回归方程分别为 Y 松脂醇二葡萄糖苷=1.507×103X 

2.982× 103(r=0.999 0)， Y 苦 杏 仁 苷 =1.331× 106X 

5.705×104(r=0.999 5)，Y 桂皮醛=1.215×104X3.921

× 104(r=0.999 5) ； 线 性 范 围 依 次 为 0.426 0~ 

2.88 6 µg·mL1，7.455~86.60 µg·mL1，0.440 6~ 

13.22 µg·mL1。 

2.4.3  精密度试验   精密吸取混合对照品溶液

20 μL，在确定的 佳色谱条件下，连续重复进样

6 次，并分别于当天和 2，3，4，5 d 进样，计算

各成分的平均峰面积及峰面积的 RSD。松脂醇二

葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛的混合对照品溶液

峰面积的日内精密度分别为 1.4%，0.92%，0.49%，

峰面积的日间精密度分别为 1.3%，0.48%，0.49%，

表明各成分对照品溶液的日内精密度和日间精密

度均良好。 

2.4.4  稳定性试验   精密吸取供试品溶液各

20 μL，按“2.3”项下色谱条件，分别于 0，1，2，

4，8，20，24，48 h 进样测定，记录各成分的峰面

积。48 h 内供试品溶液中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏

仁苷、桂皮醛峰面积的 RSD 分别为 1.3%，0.081%，

0.30%，表明供试品溶液在 48 h 内均保持稳定。 

2.4.5  重复性试验  取同一批次补肾活血颗粒(批

号：20100228)6 份，每份约 1.5 g，精密称定，按

“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3”项下

色谱条件进样测定，6 份补肾活血颗粒中松脂醇二

葡萄糖苷的平均含量为 0.438 9 mg·g1，RSD 为

1.0%；苦杏仁苷的平均含量为 6.148 mg·g1，RSD

为 0.56%；桂皮醛的平均含量为 0.649 4 mg·g1，

RSD 为 0.53%，表明 3 个成分重复性良好。 

2.4.6 加样回收率试验 取已知含量的补肾活血

颗粒(批号：20100228)6 份，每份 0.75 g，精密称

定，分别精密加入 1.065 mg·mL1 松脂醇二葡萄糖

苷对照品溶液 0.35 mL、1.443 mg·mL1 苦杏仁苷

对照品溶液 3.5 mL、0.440 6 mg·mL1 桂皮醛对照

品溶液 1.2 mL，按“2.2”项下方法处理，按“2.3”

项下色谱条件进样测定，结果补肾活血颗粒中松

脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛的平均回收

率分别为 98.3%，101.4%，100.0%，其 RSD 分别

为 1.6%，1.1%，1.2%，结果见表 1。 
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表 1 加样回收试验结果(n=6) 

Tab. 1 The results of recovery test(n=6) 

成分 
原有量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

0.329 0 0.372 8 0.686 6 95.92 

0.330 8 0.372 8 0.702 4 99.68 

0.328 6 0.372 8 0.692 2 97.53 

0.336 0 0.372 8 0.704 7 98.90 

0.328 1 0.372 8 0.691 2 97.40 

松脂醇二 

葡萄糖苷 

0.337 4 0.372 8 0.710 7 100.1 

 98.3 1.6

4.608 5.050 9.761 102.0 

4.633 5.050 9.763 101.6 

4.603 5.050 9.760 102.1 

4.706 5.050 9.758 100.0 

4.596 5.050 9.775 102.6 

苦杏仁苷 

4.727 5.050 9.771 99.88 

101.4 1.1

0.486 7  0.528 7 1.018 2  100.5 

0.489 4 0.528 7 1.022 2 100.8  

0.486 2 0.528 7 1.019 3 100.8 

0.497 1  0.528 7 1.018 2 98.56 

0.485 5 0.528 7 1.018 4 100.8 

桂皮醛 

0.499 3 0.528 7  1.019 1 98.32 

100.0 1.2

2.5 样品测定 

取 3 个批号的补肾活血颗粒，每批各 2 份，

每份约 1.5 g，精密称定，按“2.2”项下方法制备

供试品溶液，按“2.3”项下色谱条件进样测定，

计算样品中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮

醛的含量，结果见表 2。 

表 2  三成分含量测定结果(n=2) 

Tab. 2  Results of sample determination(n=2) 
含量/mg·g1 

批号 
松脂醇二葡萄糖苷 苦杏仁苷 桂皮醛 

20100203 0.444 4 6.341 0.676 8 

20100228 0.439 9 6.293 0.671 2 

20100304 0.439 8 6.261 0.667 2 

3  讨论 

前期分别研究了补肾活血颗粒的提取、纯化

及成型工艺，确定了补肾活血颗粒的 佳制备工

艺[9-10]。在进行质量标准研究时发现，3 个成分的

紫外 大吸收波长相差较大，松脂醇二葡萄糖苷

227 nm、苦杏仁苷 210 nm、桂皮醛 290 nm，无法

以一个固定波长同时测定 3 成分的含量；而分别

在每个组分的 大吸收波长下进行样品中各个单

组分的含量测定虽易实现，但工作量大大增加，

且耗时耗材。本实验采用梯度洗脱波长切换技术，

在各个组分的出峰段选择相应的 大吸收波长作

为检测波长，可在同一色谱系统同时检测松脂醇

二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛 3 个成分含量，

并实现各成分分别在其 大吸收波长下进行检

测，提高了多组分体系检测的灵敏度。通过比较

不同的溶剂和调节流动相比例，在水 -乙腈

(87∶13~45∶55)梯度洗脱下，松脂醇二葡萄糖苷、

苦杏仁苷、桂皮醛 3 个成分的峰形较佳，与相邻

峰分离良好。 

根据制剂中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏仁苷、

桂皮醛的含量测定结果，以 3 批制剂平均含量的

80%作为补肾活血颗粒中松脂醇二葡萄糖苷、苦杏

仁苷、桂皮醛的含量限度，故规定制剂中松脂醇

二葡萄糖苷、苦杏仁苷、桂皮醛的含量限度分别

为 0.353，5.04，0.537 mg·g1。 
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