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HPLC法同时测定白芍中芍药苷、芍药苷亚硫酸酯成分含量
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摘要:目的 建立能同时测定芍药苷以及芍药苷亚硫酸酯成分含量的 HPLC 法，为白芍中的芍药苷以及芍药苷亚硫酸酯成分含量测定提供一
种新的方法。方法 以 Inertsil ( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm) ODS-2 色谱柱为固定相; 以乙腈-0. 1%磷酸水溶液( 14∶ 86 ) 为流动相; 检测波长为
235 nm; 流速为 1. 0 mL·min －1 ; 进样量为 10 μL; 柱温 35 ℃。结果 芍药苷、芍药苷亚硫酸酯分别在( 0. 0282 ～ 1. 128 μg、0. 0196 ～ 0. 784 μg) 的
范围内与其峰面积呈现良好的线性关系，平均加样回收率分别为 96. 64%、96. 78% ; ＲSD 分别为 2. 64%、2. 49%。结论 所建立的 HPLC 法能
同时测定白芍及其饮片中的芍药苷以及芍药苷亚硫酸酯成分的含量，方法简单、准确，可考虑作为白芍药材及其饮片的质量控制方法。
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ABSTＲACT: OBJECTIVE To establish an HPLC method that can simultaneously determine the content of paeon-
iflorin and paeoniflorin sulfite，and provide a new method for the determination of paeoniflorin and paeoniflorin sulfite
in Paeoniae Ｒadix Alba. METHODS Using Inertsil ( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm) ODS-2 column was the stationary
phase; using acetonitrile-0. 1% phosphoric acid aqueous solution ( 14∶86) as the mobile phase; detection wavelength
was 235 nm; flow rate was 1. 0 mL·min －1 ; the injection volume was 10 μL and column temperature was 35 ℃.
ＲESULTS The content of paeoniflorin and paeoniflorin sulfite showed a good linear relationship with its peak area
in the range of ( 0. 0282-1. 128 μg，0. 0196-0. 784 μg ) ，respectively. The average sample recovery rates were
96. 64% and 96. 78% ; ＲSD were 2. 64% and 2. 49%，respectively. CONCLUSION The established HPLC meth-
od can simultaneously determine the content of paeoniflorin and paeoniflorin sulfite in Paeoniae Ｒadix Alba and its
decoctions. The method was simple，accurate，it can be considered as the quality control method of Paeonia lactiflora
and its decoction pieces.
KEY WOＲDS: Paeonia lactiflora; Sulfur fumigation; Paeoniflorin; Paeoniflorin sulfite; Content determination

硫磺熏蒸会导致中药的化学成分及其药理作用发生改 变，且在熏蒸中药的过程中会产生大量的二氧化硫，可能引起

慢性支气管炎、哮喘和心血管病等多种疾病，故其残留的二氧
化硫被认为是主要的有害物质〔1〕。有研究报道〔2〕表明，白芍

经硫磺熏制后产生的新成分芍药苷亚硫酸酯不具有芍药苷的

抗血小板凝聚和松弛平滑肌的作用。而目前在诸多的硫磺熏
蒸白芍的相关研究以及报道中，多以硫磺熏蒸导致白芍中有

效成分芍药苷含量显著下降以及产生新的化学成分芍药苷亚

硫酸酯作为其影响白芍药材及其饮片质量的评判依据，甚至
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有人提出以芍药苷亚硫酸酯的色谱峰作为判断白芍在加工过
程中是否使用硫磺熏蒸，并以芍药苷亚硫酸酯的含量作为硫
磺熏蒸白芍质量控制的程度〔3〕。
目前 2020 版《中国药典》在白芍中保留了其硫磺熏蒸加

工方法，并规定了其二氧化硫残留量的标准，不得超过 400
mg·kg －1，但是没有收载白芍因硫磺熏蒸而生成的芍药苷亚
硫酸酯的含量测定方法及其限度标准。笔者在前期研究中探
讨了硫磺熏蒸对白芍中芍药苷含量的影响，以及白芍硫磺熏
制品在储藏过程中其芍药苷、二氧化硫残留量的变化规
律〔4〕，在此基础上，拟建立一种能同时测定硫磺熏蒸白芍中
的芍药苷、芍药苷亚硫酸酯成分含量的 HPLC法; 为白芍中的
芍药苷以及芍药苷亚硫酸酯成分含量测定提供一种新的方
法; 为白芍的质量控制提供实验依据，这是目前没有报道的。
1 仪器与材料
1. 1 仪器 20A-VP 型高效液相色谱仪、SPD-M20A 型二极
管阵列检测器和 SIL-20A型自动进样器( 日本岛津) ; 800A型
多功能粉碎机; ME155DU型十万分之一天平( 瑞士梅特勒-托
利多仪器有限公司) 。
1. 2 药材 白芍药材，生长期为 3 年，分别采挖于安徽亳州
市谯城区谯东镇余集、安徽亳州市颍上县十八里铺镇，经中国
中医科学院中药研究所主管药师何希荣老师鉴定为毛茛科植
物白芍 Paeonia lactiflora的根，按当地药农传统产地加工方法
制得白芍硫磺熏蒸药材; 按 2020 年版《中国药典》项下方法
制备得硫磺熏蒸白芍饮片。此外，分别从中药饮片公司购买
了 4 批白芍饮片( 北京盛世龙药业有限公司购买了白芍饮片、
炒白芍饮片; 北京本草方源药业有限公司购买了白芍饮片、酒
白芍饮片) ，实验所用的白芍以及饮片样品供试品( 见表 1) 。
表 1 实验所用的样品来源

样品编号 批号 来源 产地

S1 白芍饮片 1906015 北京盛世龙药业
有限公司 安徽亳州

S2 炒白芍饮片 1912185 北京盛世龙药业
有限公司 安徽亳州

S3 白芍饮片 20191029 北京本草方源药业有限公司 安徽亳州

S4 酒白芍饮片 20200401 北京本草方源药业有限公司 安徽亳州

S5 硫磺熏蒸不去皮药材 － 谯城区谯东镇余集 安徽亳州

S6 硫磺熏蒸去皮药材 － 谯城区谯东镇余集 安徽亳州

S7 硫磺熏蒸不去皮饮片 － 谯城区谯东镇余集 安徽亳州

S8 硫磺熏蒸去皮饮片 － 谯城区谯东镇余集 安徽亳州

S9 硫磺熏蒸不去皮药材 － 颍上县十八里铺镇 安徽亳州

S10 硫磺熏蒸去皮药材 － 颍上县十八里铺镇 安徽亳州

S11 硫磺熏蒸不去皮饮片 － 颍上县十八里铺镇 安徽亳州

S12 硫磺熏蒸去皮饮片 － 颍上县十八里铺镇 安徽亳州

1. 3 对照品 芍药苷( 批号: 23180-57-9，HPLC≥98%，购于
北京北纳创联生物技术研究院) ; 芍药苷亚硫酸酯( 批号:
MUST-19102911 纯度 99. 15%，购于成都曼思特生物科技有限
公司) ，供含量测定用。
1. 4 试剂 水为重蒸馏水，乙腈为色谱纯，其他试剂均为分
析纯。
2 方法与结果

2. 1 白芍药材供试品制备 笔者于秋季亲往安徽亳州谯城
区、十八里铺分别采挖白芍的根，将其洗去泥土，除去头尾两
端和细根，只保留其药用部位。将其投入沸水中煮至透心，快
速取出，分别制备得去皮、不去皮白芍药材供试品。
2. 2 硫磺熏蒸白芍药材供试品制备 将 2. 1 项下晒干至一
定程度的去皮、不去皮白芍药材供试品，在当地药农的指导
下，按照产地加工方法用硫磺熏蒸后，晒干，制备得硫磺熏蒸
去皮、不去皮白芍药材供试品。
2. 3 白芍饮片供试品制备 将 2. 1 与 2. 2 项下的硫磺熏蒸
去皮、不去皮白芍药材供试品，各分别取一部分，按照 2020 年
版《中国药典》白芍项下规定方法，分别制备得硫磺熏蒸去
皮、不去皮白芍饮片。
2. 4 水分测定〔5〕 按 2020 年版《中国药典》附录水分测定
法( 通则 0832 第二法) 项下“烘干法”对实验中所制备的白芍
药材及其饮片，以及购买的 4 批白芍饮片分别进行水分测定，
结果( 见表 4) 。
2. 5 二氧化硫残留测定〔5〕 按 2020 年版《中国药典》( 四部
通则 2331 第一法) ，分别取本实验中的白芍、以及白芍饮片各
约 10 g，精密称定，置于 500 mL 圆底烧瓶中，进行蒸馏，将所
收集的各样品馏出液用氢氧化钠滴定液滴定，分别以干燥品
计算其煎煮液中二氧化硫残留量，结果( 见表 4) 。
2. 6 芍药苷、芍药苷亚硫酸酯含量测定〔6〕

2. 6. 1 色谱条件: Inertsil ODS-2色谱柱( 4. 6 mm ×250 mm，5
μm) ; 流动相: 乙腈-0. 1%磷酸水溶液( 14∶ 86) ; 流速 1. 0 mL·
min －1，检测波长为 235 nm，进样量为 10 μL，柱温 35 ℃。按上
述色谱条件进样，结果:对照品、供试品溶液中芍药苷和芍药苷
亚硫酸酯两个峰不仅能完全分离，而且峰型良好( 见图 1 ～6) 。

图 1 混合对照品 HPLC色谱
1. 芍药苷亚硫酸酯; 2. 芍药苷

图 2 芍药苷亚硫酸酯对照品 HPLC色谱
1. 芍药苷亚硫酸酯

图 3 芍药苷对照品 HPLC色谱
2. 芍药苷
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图 4 硫磺熏蒸白芍药材供试品 HPLC色谱
1. 芍药苷亚硫酸酯; 2. 芍药苷

图 5 硫磺熏蒸白芍饮片供试品 HPLC色谱
1. 芍药苷亚硫酸酯; 2. 芍药苷

图 6 白芍饮片供试品 HPLC色谱
1. 芍药苷亚硫酸酯; 2. 芍药苷

2. 6. 2 供试品溶液制备: 分别精密称定 1. 2 项下表 1 中的样
品中粉各 0. 1 g，置于 100 mL锥形瓶中，加稀乙醇 50 mL，于天
平上称量总重量，超声处理 30 min( 功率 240 W，频率 45 kHz)
后放冷，再一次在天平上称重，以稀乙醇补足损失的重量，放

冷，摇匀之后滤过，取续滤液过 0. 22 μm 微孔滤膜，即得供试
品溶液。
2. 6. 3 对照品溶液的制备: 分别精密称取芍药苷对照品
14. 1 mg、芍药苷亚硫酸酯对照品 9. 8 mg 置同一量瓶中加甲
醇溶解，定容至 10 mL，制备得芍药苷、芍药苷亚硫酸酯混合
对照品储备液( 每 1 mL 含芍药苷 1410 μg、含芍药苷亚硫酸
酯 980 μg) 。精密吸取适量，置 50 mL 量瓶中以甲醇定容至
刻度，配制成每 1 mL 含芍药苷 28. 2 μg、芍药苷亚硫酸酯
19. 6 μg的混合对照品溶液。
2. 6. 4 线性关系考察: 分别精密吸取 2. 6. 3 项下混合对照品
溶液 1 μL、2 μL、5 μL、10 μL、40 μL注入高效液相色谱仪，按
2. 6. 1 项下色谱条件分别测定芍药苷、芍药苷亚硫酸酯含量。
以芍药苷、芍药苷亚硫酸酯进样量( μg) 为横坐标，峰面积为
纵坐标，绘制标准曲线，结果( 见表 2) 。
表 2 芍药苷、芍药苷亚硫酸酯成分线性关系考察结果

成分 回归方程 线性范围( μg) r

芍药苷 Y =3E + 07X + 18578 0. 0282 ～ 1. 128 0. 9999

芍药苷亚硫酸酯 Y =790596X + 1898 0. 0196 ～ 0. 784 0. 9999

2. 6. 5 精密度试验: 分别精密吸取 S12( 硫磺熏蒸去皮饮片)
供试品溶液 10 μL，连续进样 6 次，按 2. 6. 1 项下色谱条件进
样，测定计算得芍药苷、芍药苷亚硫酸酯面积的 ＲSD 分别为
0. 31%，0. 47%，表明该方法精密度良好。
2. 6. 6 稳定性实验: 精密吸取 S12( 硫磺熏蒸去皮饮片) 供试
品溶液 10 μL，分别在 0 h、2 h、4 h、8 h、12 h 以及 24 h，按
2. 6. 1 项下色谱条件测定计算得芍药苷、芍药苷亚硫酸酯峰
面积的 ＲSD 分别为 1. 12%，1. 34%，表明供试品溶液在测定
的 24 h内稳定。
2. 6. 7 重复性试验: 精密称取 S12( 硫磺熏蒸去皮饮片) 供试
品中粉 0. 1 g，按 2. 6. 2 项下方法制备得供试品溶液，按 2. 6. 1
项下色谱条件进样，测得芍药苷、芍药苷亚硫酸酯平均含量的
ＲSD分别为 1. 41%，1. 27%，表明该方法重复性良好。
2. 6. 8 加样回收率实验: 取 2. 2 项下相同量的 S12 ( 硫磺熏
蒸去皮饮片) 供试品粉末 9 份，每份 0. 1 g，精密称定，置 50
mL带塞锥形瓶中，分别按( 低、中、高) 3 个剂量精密加入 0. 7
mL，0. 9 mL，1. 0 mL混合对照品储备溶液各 3 份，按 2. 6. 2 项
下方法制备供试品溶液，分别测定得芍药苷含量平均回收率

为 96. 64%，ＲSD为 2. 64% ; 芍药苷亚硫酸酯含量平均回收率
为 98. 38%，ＲSD为 1. 54%，表明此方法准确度良好，结果( 见
表 3) 。
表 3 芍药苷、芍药苷亚硫酸酯加样回收率测定结果( n = 3)

成分 取样量/ g
原有量
/mg
加入量
/mg
测得量
/mg
加样
回收率
/%

平均加样
回收率
/%

ＲSD
/%

芍药苷 0. 1000 1. 2222 0. 9870 2. 2038 99. 45 96. 64 2. 64
0. 1000 1. 2222 0. 9870 2. 2120 100. 28
0. 1000 1. 2222 0. 9870 2. 2016 99. 23
0. 1000 1. 2222 1. 2690 2. 3920 92. 18
0. 1000 1. 2222 1. 2690 2. 4456 96. 41
0. 1000 1. 2222 1. 2690 2. 4199 94. 38
0. 1000 1. 2222 1. 4100 2. 5599 94. 87
0. 1000 1. 2222 1. 4100 2. 5671 95. 38
0. 1000 1. 2222 1. 4100 2. 5975 97. 54

芍药苷 0. 1000 0. 8502 0. 6860 1. 5051 95. 46 96. 78 2. 49

亚硫酸酯 0. 1000 0. 8502 0. 6860 1. 5353 99. 87
0. 1000 0. 8502 0. 6860 1. 5340 99. 68
0. 1000 0. 8502 0. 8820 1. 7000 96. 35
0. 1000 0. 8502 0. 8820 1. 6779 93. 84
0. 1000 0. 8502 0. 8820 1. 6900 95. 21
0. 1000 0. 8502 0. 9800 1. 7775 94. 62
0. 1000 0. 8502 0. 9800 1. 7849 95. 38
0. 1000 0. 8502 0. 9800 1. 7970 100. 61

2. 6. 9 供试品溶液测定: 分别精密吸取 1. 2 项下表 1 中的白
芍及其饮片供试品溶液各 10 μL 注入液相色谱仪，进行含量
测定。测定其芍药苷、芍药苷亚硫酸酯成分的含量，结果( 见
表 4) 。
3 讨论
3. 1 提取溶剂、提取方法的考察〔7〕 实验中分别以稀乙醇、
75%乙醇、95%乙醇以及甲醇作为溶剂，以超声提取、回流提
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取 2 种方法进行了比较。结果表明，以 50%乙醇超声提取中
色谱的基线较平稳，所测指标成分芍药苷、芍药苷亚硫酸酯的

峰面积较大，杂质峰较少，且分离度较好，故选择 50%乙醇为
提取溶剂进行超声提取。

表 4 各供试品中水分、芍药苷、芍药苷亚硫酸酯含量测定结果 ( x ± s，n = 3)

样品编号 水分( % ) 芍药苷( % ) 芍药苷亚硫酸酯( % ) 二氧化硫残留
( mg·kg －1 )

S1 白芍饮片 7. 3027 ± 0. 0318 1. 7614 ± 0. 2627 0. 6652 ± 0. 7745 11. 1825 ± 0. 7668
S2 炒白芍饮片 7. 1931 ± 0. 0398 1. 5808 ± 0. 2123 0. 5448 ± 1. 1640 10. 6875 ± 0. 8229
S3 白芍饮片 7. 2164 ± 0. 0448 1. 9018 ± 0. 1719 0. 5128 ± 1. 2218 10. 4307 ± 0. 7781
S4 酒白芍饮片 7. 1647 ± 0. 0567 1. 4627 ± 0. 1807 0. 4387 ± 1. 0045 9. 4258 ± 0. 8148

S5 硫磺熏蒸不去皮药材 8. 2132 ± 0. 0463 2. 2283 ± 0. 1048 1. 2868 ± 0. 8967 152. 1905 ± 1. 2158
S6 硫磺熏蒸去皮药材 8. 1123 ± 0. 0272 1. 8038 ± 0. 0328 0. 9953 ± 0. 9121 134. 2027 ± 0. 8867
S7 硫磺熏蒸不去皮饮片 7. 9362 ± 0. 0581 1. 4713 ± 0. 2025 0. 9487 ± 0. 9924 111. 0061 ± 1. 0867
S8 硫磺熏蒸去皮饮片 7. 8492 ± 0. 0162 1. 4089 ± 0. 0674 0. 8882 ± 0. 8438 96. 6684 ± 0. 8172
S9 硫磺熏蒸不去皮药材 8. 1014 ± 0. 0651 1. 9017 ± 0. 2927 1. 1687 ± 0. 6621 148. 2832 ± 0. 9121
S10 硫磺熏蒸去皮药材 8. 0123 ± 0. 0627 1. 7928 ± 0. 3015 0. 9867 ± 0. 4158 131. 6824 ± 0. 9683
S11 硫磺熏蒸不去皮饮片 7. 9263 ± 0. 0468 1. 4163 ± 0. 2146 0. 9398 ± 0. 7008 100. 0243 ± 0. 8827
S12 硫磺熏蒸去皮饮片 7. 9048 ± 0. 0513 1. 3271 ± 0. 5932 0. 9232 ± 0. 5568 96. 8579 ± 1. 0125

3. 2 色谱条件的选定 对甲醇-0. 1% 磷酸溶液、乙腈-
0. 025% ( 0. 05%、0. 1% ) 磷酸溶液等不同流动相系统进行了
筛选，考察了不同柱温( 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃ ) 对色谱峰
的影响，同时以 SPD-M20A检测器比较了 190 nm、235 nm、254
nm、265 nm、274 nm处的色谱图，发现以乙腈-0. 1%磷酸水溶
液( 14∶86) 为流动相进行等梯度洗脱，在波长为 235 nm 时基
线最平稳，而芍药苷、芍药苷亚硫酸酯两主峰峰面积较大，干
扰少，分离度最好。由于 35 ℃、45 ℃的柱温对各色谱峰影响
不明显，故选择柱温为 35 ℃。
综上，本实验通过等梯度洗脱，以 HPLC法同时测定白芍

中芍药苷、芍药苷亚硫酸酯成分含量，不仅避免了梯度洗脱的
繁琐以及对芍药苷、芍药苷亚硫酸酯分别进行方法学考察，而
且为实验节省了时间和成本。该方法操作起来不仅简单，稳
定性、重复性良好，而且能使芍药苷和芍药苷亚硫酸酯完全分
离，达到同时测定硫磺熏蒸白芍中药及其饮片中的芍药苷和

芍药苷亚硫酸酯成分的目的，可为白芍及其饮片的质量控制

提供新的方法，是有意义的。
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山七降脂通脉胶囊中三七、石菖蒲的显微鉴别及质量评价
李旭桂1，林晓春1，刘 萌2，郑锦坤1，李庆德1 ( 1. 粤北人民医院，广东韶关 512025; 2. 韶关市食品药品检验

所，广东韶关 512025)

摘要:目的 建立山七降脂通脉胶囊处方中三七、石菖蒲的显微鉴别规范并对制剂进行质量评价。方法 采用 60 目药筛过筛山七降脂通脉
胶囊内容物，混匀过筛后的粉末、水合氯醛透化，并用稀甘油封藏，放置在显微镜下观察、鉴别; 按药典胶囊剂检查项，测定山七降脂通脉胶囊的

水分、装量差异、崩解时限。结果 显微镜下，可见树脂道碎片含黄色分泌物、梯纹导管、网纹导管及螺旋导管直径 15 ～ 55 μm、草酸钙簇晶等三
七显微特征; 显微镜下，见纤维束周围细胞中含草酸钙方晶，形成晶纤维。分泌细胞呈圆形或长圆形，胞内充满黄绿色、橙红色或红色分泌物等
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