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摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)用于某中药复方制剂中

有效成分的质量控制及稳定性评价。方法  采用 C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 以乙腈-0.1%磷酸水溶液

为流动相梯度洗脱, 流速 1.0 mL/min, 检测波长 254 nm, 柱温 30 ℃, 进样量 10 μL。对样品进行含量测定(重

复 6 次), 以及专属性、线性、精密度、回收率、稳定性试验, 并考察加速[(40±2) ℃, RH (75%±5%)]和长期

[(25±2) ℃, RH (60%±10%)]条件下主要成分的含量变化。结果  HPLC 法分离度(resolution, R)良好(R>1.5), 专

属性强 , 主要成分黄芪甲苷、芍药苷在线性范围内相关系数 (r)分别为 0.9998、0.9997, 加样回收率

98.8%~101.0%。加速 6 个月及长期 12 个月样品中有效成分含量均符合规定(大于等于标示量的 90%), 水分、

有关物质无显著变化。结论  建立的 HPLC 法准确、可靠, 可用于该制剂的质量控制; 制剂在加速及长期条

件下稳定性良好, 有效期可定为 24 个月。 
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0  引  言 

药品质量控制属于保证临床用药安全有效的重要环

节, 现代分析技术的发展, 使得准确稳定地检测药品质量

评价的作用越来越大, 高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography, HPLC)由于具有分离效率高、灵敏度

高、重复性好、应用范围广等优点, 被广泛应用于中药及

化学药物的成分分析、含量测定和质量控制研究中, 已经

成为目前药品质量标准研究的重要技术手段之一[1]。尤其

是在中药复方制剂的研究领域, 由于其来源于多种天然药

材, 药效成分种类多、结构复杂, 不同的成分之间还存在

协同或者拮抗的作用, 因此其质量控制难度远大于单一成

分药物, 建立科学可靠的检测方法对保证中药制剂质量有

重大意义。近些年来国内外学者对中药复方制剂的质量评

价进行很多研究, 并且 HPLC 技术也已被用来对主要活性

成分进行检测以及质量标准的制定, 但是目前的研究大多

只针对单一的成分或者少数指标性的成分进行测定, 缺少

对于多活性成分协同检测系统性研究 , 同时在稳定性考

察、方法学验证、长期储存条件评价等方面仍然存在研究

深度不够的问题, 不能很好地体现复方制剂在生产、贮存 

过程中质量变化规律, 因此需要对检测方法进行改进并做

系统的稳定性研究来提高中药复方制剂质量评价的科学

性、准确性[2]。本研究以某中药复方制剂(含有黄芪甲苷、

芍药苷等重要的药理活性成分)为研究对象, 通过对样品

在不同条件下的稳定性进行系统考察, 建立稳定的 HPLC
含量测定方法[3]对其主要活性成分进行同步检测, 从而为

该制剂的质量标准完善、生产过程质量控制、有效期确定

提供科学依据, 同时也为中药复方制剂质量评价方法的优

化提供一定的参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售某中药复方颗粒剂[批号 20230101、20230201、
20230301, 每袋 10 g(相当于生药量 20 g), 北京同仁堂股份

有限公司]; 黄芪甲苷(批号 20221205, 纯度≥98%, 中国食

品药品检定研究院); 芍药苷(批号 20221108, 纯度≥98%, 
成都曼思特生物科技有限公司); 甲醇(色谱纯, 天津市科

密欧化学试剂有限公司); 乙腈(色谱纯, 山东禹王实业有

限公司); 磷酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 超
纯水(杭州娃哈哈集团有限公司)。 
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1.2  仪器与设备 

LC-2030C 高效液相色谱仪、SPD-20A 紫外检测器(检
测波长范围 190~800 nm, 误差±2 nm)[日本岛津企业管理

(中国)有限公司]; FA2004B 电子分析天平(精度 0.1 mg, 上
海舜宇恒平科学仪器有限公司); KQ-500DE 超声波清洗器

(频率 40 kHz, 功率 500 W, 昆山市超声仪器有限公司); 
SHH-1000SD 恒温恒湿箱(温度波动±0.5 ℃, 湿度波动±5%, 
上海一恒科学仪器有限公司); TGL-16M 高速离心机(转速

16000 r/min, 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司); Agilent 
ZORBAXSB-C18 [250 mm×4.6 mm, 5 μm, 安捷伦科技(中
国)有限公司]。 

1.3  方  法 

1.3.1  高效液相色谱含量测定方法 
(1)供试品溶液制备。取本品内容物约 2 g, 精密称定, 

置于具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 50 mL, 称定重量, 超声

处理(功率 500 W, 频率 40 kHz) 30 min, 放冷, 再称定重量, 
用甲醇补足减失的重量, 摇匀滤过后取续滤液, 即得[4]。 

(2)对照品溶液制备。精密称取黄芪甲苷对照品

10 mg、芍药苷对照品 20 mg, 分别置于 100 mL 量瓶

中 , 加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 作为储备液。精密

量取上述储备液各 5 mL, 置同一 25 mL 量瓶中, 加甲醇稀释

至刻度, 摇匀, 即得混合对照品溶液(黄芪甲苷 0.02 mg/mL, 
芍药苷 0.04 mg/mL)。 

(3)色谱条件。色谱柱: Agilent ZORBAXSB-C18 (250 mm× 
4.6 mm, 5 μm); 流动相: A 相为 0.1%磷酸水溶液, B 相为乙

腈; 梯度洗脱程序: 0~15 min, B 相 20%→40%; 15~30 min, 
B 相 40%→60%; 30~35 min, B 相 60%→80%; 35~40 min, B
相 80%→20%; 流速 1.0 mL/min, 检测波长 254 nm, 柱温

30 ℃, 进样量 10 μL。 
(4)测定方法。分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液

各 10 μL, 注入液相色谱仪, 记录色谱图, 按外标法以峰面

积计算含量[5]。 
1.3.2  稳定性试验方法 

(1)加速试验。取 3 批样品(批号 20230101、20230201、
20230301), 模拟市售包装 , 置于恒温恒湿箱 [(40±2) ℃, 
RH (75%±5%)]中, 分别于 0、1、2、3、6个月取样, 按 1.3.1(4)
项下方法测定含量。 

(2)长期试验。同批次样品置于恒温恒湿箱[(25±2) ℃, 
RH (60%±10%)]中, 分别于 0、3、6、9、12、18、24 个月

取样, 测定含量[6]。 
1.3.3  观察指标 

(1) HPLC 方法学验证参数。涵盖专属性、线性、精

密度、回收率及耐用性。专属性通过空白溶剂、阴性样品

与供试品对比, 验证目标峰与杂质的分离能力; 线性考察

黄芪甲苷(0.01~0.08 mg/mL)、芍药苷(0.02~0.16 mg/mL)的

质量浓度—峰面积关系, 要求相关系数(r)≥0.999; 精密度

包括日内、日间重复性 [相对标准偏差(relative standard 
deviation, RSD)≤2.0%]; 加样回收率通过加样试验评估准

确度(目标值 98%~102%); 耐用性则考察流动相比例、柱温

等微小变动对结果的影响, 确保方法稳健性[7]。 
(2)稳定性试验中活性成分动态变化。通过加速试验

[(40±2) ℃, RH (75%±5%)]和长期试验 [(25±2) ℃, RH 
(60%±10%)], 定期监测 0~24 个月内黄芪甲苷、芍药苷的

含量衰减趋势, 结合药典规定的含量下降限度(≤10%)评
估有效期[8]。 

(3)物理化学稳定性指标。包括水分(烘干法, 限度≤

5.0%)及有关物质(HPLC 法, 参照《中国药典》2020 年版

通则 0831, 单一杂质≤0.5%, 总杂质≤1.0%), 全面反映制

剂在储存过程中的质量变化趋势。 

1.4  数据处理 

采用 SPSS 26.0 软件分析数据, 计量资料以“ x s± ”表
示, 组间比较采用 t 检验, P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  高效液相色谱法方法学验证结果 

专属性: 空白溶剂、阴性样品(缺黄芪、缺芍药药材的

模拟样品)及供试品溶液中, 目标峰保留时间分别为 12.5 min 
(黄芪甲苷)、25.3 min(芍药苷), 与相邻杂质峰分离度均大

于 1.5, 理论板数按黄芪甲苷峰计算大于等于 5000, 表明方

法专属性良好。进样后测得峰面积(Y)与质量浓度(X, mg/mL)
呈 良 好 线 性 关 系 : 黄 芪 甲 苷 Y=1.25×106X+3.21×103 
(r=0.9998), 芍药苷 Y=2.03×106X+5.67×103 (r=0.9997)。精

密度: 同一供试品溶液连续进样 6 次, 黄芪甲苷峰面积

RSD=1.2%, 芍药苷 RSD=1.3%。加样回收率: 精密称取已

知含量的样品(批号 20230101) 9 份, 每份约 1 g, 分别加入

低、中、高浓度的对照品溶液(黄芪甲苷: 0.8、1.0、1.2 mg; 
芍药苷: 1.6、2.0、2.4 mg), 按 1.3.1 项下方法制备供试品溶

液, 测定含量并计算回收率。见表 1。 

2.2  样品含量测定结果 

本研究对 3 批市售中药复方颗粒剂(批号 20230101、
20230201、20230301)中的主要活性成分黄芪甲苷和芍药

苷进行了含量测定。结果显示, 黄芪甲苷的平均含量为

1.05 mg/g, 相当于标示量的 105.0%; 芍药苷的平均含量

为 2.10 mg/g, 相当于标示量的 105.0%。根据《中国药典》

2020 年版四部通则的相关规定, 该制剂中黄芪甲苷和芍药

苷的含量应控制在标示量的 90.0%~110.0%范围内。本次测

定的结果均处于该标准区间内, 表明所测样品的活性成分

含量符合质量要求。 
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表 1  加样回收率试验结果(n=9) 

成分 样品中量/mg 加入量/mg 测得量/mg 加样回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

黄芪甲苷 

1.02 0.80 1.81  98.8 

 99.8 1.2 1.02 1.00 2.03 101.0 

1.02 1.20 2.22 100.0 

芍药苷 

2.05 1.60 3.63  98.8 

100.1 1.3 2.05 2.00 4.07 101.0 

2.05 2.40 4.48 100.4 

 
含量测定的重复性良好, 3 批样品中黄芪甲苷含量的

RSD 为 1.8%, 芍药苷含量的 RSD 为 1.5%, 说明试验方法

的稳定性和可靠性较高。此外, 样品的提取效率和色谱分

离效果均满足分析要求, 未观察到明显的基质干扰或降解

产物峰。这一结果不仅验证了制剂生产工艺的稳定性, 也
为后续稳定性研究和临床用药提供了关键的质量依据。 

2.3  稳定性试验结果 

加速试验: 6 个月内, 3 批样品中黄芪甲苷、芍药苷含

量均维持在标示量的 95.2%~97.8%, 水分≤5.0%, 有关物

质≤0.5%, 无显著变化。见表 2。长期试验: 12 个月内, 含
量 维 持 在 标 示 量 的 94.5%~96.3%, 24 个 月 时 为

92.8%~93.5%, 仍符合规定; 水分、有关物质无异常升高。 
 

表 2  加速试验含量变化结果(n=3) 

时间/月 黄芪甲苷含量/% 芍药苷含量/% 水分/% 有关物质/%

0 105.0±1.2 105.0±1.5 4.2±0.1 0.3±0.05 

1 103.5±1.0 104.2±1.3 4.3±0.2 0.3±0.06 

2 102.8±0.9 103.5±1.2 4.4±0.2 0.4±0.07 

3 101.5±0.8 102.8±1.1 4.5±0.3 0.4±0.08 

6  97.8±0.7  95.2±1.0 4.6±0.3 0.5±0.09 
 

3  讨论与结论 

本研究建立的 HPLC 分析方法, 经由对梯度洗脱条件

进行改善之后, 在中药复方颗粒剂里成功将黄芪甲苷、芍

药苷分离出[9]。根据方法学验证结果, 该法准确度、精密

度、线性范围和专属性均符合中国药典的要求, 说明此法

可以用来对该复方制剂中多成分质量进行控制。稳定性试

验结果显示, 在加速条件下(40 ℃、75% RH, 6 个月)以及长

期条件下(25 ℃、60% RH, 24 个月), 有效成分含量、水分

和有关物质都保持稳定, 说明该制剂化学和物理性质都很

稳定, 推荐有效期为 24 个月, 同以往的相关研究相比, 本
研究创造性地使用国内生产的色谱柱、试剂、仪器, 降低

了检测成本, 保证了供应链的稳定性; 另外, 针对中药复

方复杂的基质特性, 改进了梯度洗脱程序, 提高了分析效

率和分离分辨率, 研究中还存在一定的局限性, 仅对两种

主要活性成分进行测定, 没有覆盖复方中其他可能具有药

理活性的成分[10]; 另外不同批次复方颗粒中基质复杂度会

使得方法的精密度出现偏差, 以后可以进一步扩展到甘草

酸、黄酮类等多组分的同步测定, 以完善质量控制体系。

本研究给中药复方颗粒剂的质量控制提供一种可行的方法, 
并且给企业节约检测费用, 为保证产品安全性提供了理论

与实践依据。后续可以将该方法应用到更多的中药复方制

剂检测, 实现对多种成分的在线监控以及动态的质量评价, 
进而提高中药制剂现代化生产和监管水平。 
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