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补阳还五汤出自清代王清任《医林改错》，全方由黄芪、当

归尾、赤芍、川芎、红花、桃仁、地龙组成，主要用于治疗气虚血

瘀、中风后遗症，为益气活血法之代表方剂[1]。现代药理学研

究表明，处方中赤芍的活性成分芍药苷以及当归尾和川芎中

共有成分阿魏酸是抑制血小板凝集的主要有效成分，具有明

确的抗凝血及抗血小板聚集作用[2-4]；毛蕊异黄酮苷为本方中

黄酮类代表性成分，具有良好的清除氧自由基、减少细胞脂质

过氧化物及血浆中的总胆固醇、升高细胞超氧化物歧化酶

（SOD）活性及维持细胞正常代谢功能的作用[5-6]。目前对补阳

还五汤多指标成分的质量控制方法研究较少[7-8]，故笔者以芍

药苷、毛蕊异黄酮苷和阿魏酸为补阳还五汤的定量指标，采用
反相高效液相色谱（RP-HPLC）法同时对其测定，为该方剂的
质量控制及新药开发提供参考。
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声 清 洗 仪（宁 波 科 生 仪 器 厂）；R-1001N 旋 转 蒸 发 仪 、

SHB-B95A真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；98-I-B电子调

温电热套（天津泰斯特仪器有限公司）。
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摘 要 目的：建立同时测定补阳还五汤中芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸含量的方法。方法：采用反相高效液相色谱法。色谱柱

为Odyssil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-水-0.1％磷酸（16 ∶ 64 ∶ 20，V/V/V），检测波长为230 nm（芍药苷）、260 nm（毛

蕊异黄酮苷）、328 nm（阿魏酸），流速为1.0 ml/min，柱温为30℃。结果：芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸的进样量分别在0.096 4～0.964 0 μg

（r＝0.999 2）、0.099 0～0.990 0 μg（r＝0.999 6）、0.008 36～0.083 6 μg（r＝0.999 4）范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系；三

者的平均加样回收率分别为99.72％、99.14％和97.96％，RSD分别为0.5％、1.1％和1.4％（n均为6）。结论：本方法简便、快速、灵

敏度高、重复性好，适用于补阳还五汤的质量控制。

关键词 反相高效液相色谱法；补阳还五汤；芍药苷；毛蕊异黄酮苷；阿魏酸；含量测定

Simultaneous Determination of 3 Index Components in Buyang Huanwu Decoction by RP-HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of paeoniflorin，calycosin and ferulic acid in

Buyang huanwu decoction. METHODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on Odyssil C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）column with mobile phase consisted of acetonitrile-water-0.1％ phosphate acid（16 ∶ 64 ∶ 20，V/V/V）at the flow rate

of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 230 nm（paeoniflorin），260 nm（calycosin）and 328 nm（ferulic acid）. The col-

umn temperature was 30 ℃. RESULTS：The linear ranges were 0.096 4-0.964 0 μg（r＝0.999 2）for paeoniflorin，0.099 0-0.990 0 μg

for calycosin（r＝0.999 6）and 0.008 36-0.083 6 μg for ferulic acid（r＝0.999 4），respectively. The average recoveries were 99.72％

for paeoniflorin（RSD＝0.5％，n＝6），99.14％ for campanulin（RSD＝1.1％，n＝6）and 97.96％ for ferulic acid（RSD＝1.4％，n＝

6）. CONCLUSION：The method is simple，quick，sensitive and reproducible for the quality control of Buyang huanwu decoction.
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1.2 试剂

芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸对照品（成都曼斯特生物

科 技 有 限 公 司 ，纯 度 均≥98％ ，批 号 分 别 为 20633674、

23180576、1135246）；乙腈（色谱纯，美国天地有限公司）；水为

超纯水，其余试剂均为分析纯。

1.3 药材

黄芪、赤芍、川芎、当归尾、桃仁、红花、地龙均购于中南大

学湘雅医院中药房，经中南大学湘雅医院药剂科刘韶副教授

鉴定为真品。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Odyssil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-水-0.1％磷酸（16 ∶ 64 ∶ 20，V/V/V）；柱温：30 ℃；检测波长：

230 nm（芍药苷）、260 nm（毛蕊异黄酮苷）、328 nm（阿魏酸）；

流速：1.0 ml/min；进样量：10 μl。

2.2 系统适用性试验

在“2.1”项下色谱条件下，样品中芍药苷、毛蕊异黄酮苷和

阿魏酸与相邻色谱峰均可达到基线分离。理论板数均不低于

5 000。色谱见图1。

2.3 对照品溶液的制备

精密称取对照品芍药苷 4.82 mg、毛蕊异黄酮苷 4.95 mg，

分别置 50 ml量瓶中，加甲醇溶解并定容，得芍药苷和毛蕊异

黄酮苷的对照品溶液。精密称取阿魏酸对照品 10.45 mg，置

50 ml量瓶中，加甲醇溶解并定容，得阿魏酸对照品贮备液；再

精密移取阿魏酸对照品贮备液2.0 ml，置50 ml量瓶中，加甲醇

定容，得阿魏酸对照品溶液。将上述3种对照品溶液按1 ∶ 1 ∶ 1
（V/V/V）混合，即得混合对照品溶液。

2.4 补阳还五汤的制备

称取生黄芪 20 g、当归尾 3 g、赤芍 3 g、川芎 2 g、桃仁 3 g、

红花 3 g、地龙 3 g，加水回流提取 2次（10倍量、8倍量），每次

45 min。趁热滤过，合并提取液，减压浓缩至100 ml，即得补阳

还五汤浓缩液。

2.5 供试品溶液的制备

精密量取“2.4”项下补阳还五汤浓缩液2.0 ml，置25 ml量

瓶中，加 70％甲醇约 20 ml，超声（功率：300 W，频率：40 kHz）

处理30 min。取出，放冷，以70％甲醇定容，微孔滤膜滤过，取

续滤液，即得供试品溶液。

2.6 阴性对照溶液的制备

照处方量分别制备缺黄芪、缺赤芍、缺当归尾和川芎的阴

性样品，按“2.5”项下方法制备阴性对照溶液。

2.7 线性关系考察

分别精密吸取芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸对照品溶液

1、2、4、6、8、10 μl，按“2.1”项下色谱条件依次进样测定，记录峰

面积。以峰面积积分值（Y）对进样量（X）进行线性回归，得芍

药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸的回归方程分别为Y＝ 104.90X+

11.736（r＝0.999 2，n＝6）、Y＝140.17X+5.128（r＝ 0.999 6，n＝

6）、Y＝37.247X+4.76（r＝0.999 4，n＝6）。结果表明，芍药苷、

毛蕊异黄酮苷、阿魏酸的进样量分别在 0.096 4～0.964 0、

0.099 0～0.990 0、0.008 36～0.083 6 μg范围内与各自峰面积积

分值呈良好线性关系。

2.8 精密度试验

精密吸取混合对照品溶液10 μl，按“2.1”项下色谱条件连

续进样 6次，记录峰面积。结果，芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏

酸峰面积的RSD分别为0.7％、0.6％和0.5％（n均为6），表明仪

器精密度良好。

2.9 稳定性试验

取同一供试品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件分别于 0、

2、4、8、10、12 h进样，记录峰面积。结果，芍药苷、毛蕊异黄酮

苷、阿魏酸平均含量的RSD分别为0.7％、1.7％和1.2％（n均为

6），表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.10 重复性试验

取同一批样品适量，按“2.5”项下方法平行制备 6份供试

品溶液，照“2.1”项下色谱条件测定，记录峰面积，计算样品含

量。结果，芍药苷、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸平均含量的RSD分

别为0.9％、2.2％和1.8％（n均为6），表明本方法重复性良好。

2.11 加样回收率试验

精密量取已知含量的同一批补阳还五汤浓缩液1.0 ml，共

6份，分别精密加入适量对照品溶液，按“2.5”项下方法制成

供试品溶液，照上述色谱条件测定，计算加样回收率，结果见
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C.缺黄芪阴性对照；D.缺赤芍阴性对照；E.缺

川芎和当归尾阴性对照；1.芍药苷；2.毛蕊异黄酮苷；3.阿魏酸

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed control；B. test samples；C. negative control without Astragali

Radix；D. negative control without Paeoniae Radix Rubra；E. negative

control without Ligusticum Chuanxiong and Angelica sinensis；1. peoni-

florin；2. calycosin；3.ferulic acid
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表 1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

指标成分
芍药苷

毛蕊异黄酮苷

阿魏酸

样品含量，μg

327.62

327.62

327.62

327.62

327.62

327.62

82.62

82.62

82.62

82.62

82.62

82.62

20.60

20.60

20.60

20.60

20.60

20.60

加入量，μg

327.76

327.76

327.76

327.76

327.76

327.76

89.10

89.10

89.10

89.10

89.10

89.10

20.90

20.90

20.90

20.90

20.90

20.90

测得量，μg

652.66

655.02

654.79

652.50

654.56

657.32

170.08

172.66

171.01

170.01

171.37

170.58

41.16

40.94

41.54

40.99

40.70

41.13

回收率，％
99.17

99.89

99.82

99.12

99.75

100.59

98.16

101.06

99.20

98.08

99.61

98.72

98.36

97.28

100.16

97.56

96.17

98.23

x，％

99.72

99.14

97.96

RSD，％

0.5

1.1

1.4

2.12 样品含量测定

按处方比例称取各药材，照“2.5”项下方法制备补阳还五

汤浓缩液，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，以峰面积计算样品中芍药

苷、毛蕊异黄酮苷和阿魏酸的含量。同一样品进行3次平行试

验，以3次测得的平均值计，结果见表2。

表2 样品中指标成分的含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Content determination of index components in sam-

ples（n＝3）

样品号

1

2

3

4

芍药苷
含量，mg/剂

35.33

42.04

53.09

45.88

RSD，％
0.8

0.9

1.9

1.2

毛蕊异黄酮苷
含量，mg/剂

8.91

9.89

8.88

11.27

RSD，％
1.3

1.2

1.6

0.9

阿魏酸
含量，mg/剂

4.44

3.22

3.83

3.02

RSD，％
1.5

1.7

0.8

1.1

3 讨论
3.1 指标成分的选择

补阳还五汤中化学成分众多，本试验首次以芍药苷、毛蕊

异黄酮苷和阿魏酸分别作为本方中萜类、黄酮类、有机酸类 3

类成分的定量指标，建立了RP-HPLC法用于同时测定其含量，

方法简便、可靠。

3.2 流动相的选择

本试验考察了水-甲醇、水-乙腈以不同比例作流动相的结

果，并参考了相关文献[7-9]进行操作。结果，3种指标成分峰形

差，分离效能相对较低。在添加磷酸盐缓冲液后，峰形和柱效

均有明显改善，故最终确定流动相为乙腈-水-0.1％磷酸（16 ∶
64 ∶ 20，V/V/V）等度洗脱。在此条件下，3种指标成分均保持了

较高的分离效能。

3.3 提取溶剂的选择

试验中对比了60％、70％、80％、100％甲醇及乙醇作为提

取溶剂，超声提取 30 min对浓缩液中指标成分的提取率。结

果，不同浓度的甲醇对3种指标成分的提取率明显高于同浓度

的乙醇。再对比不同浓度的甲醇，发现 70％甲醇的提取率相

对高于其他浓度的甲醇，故最终采用70％甲醇作为提取溶剂。

3.4 检测波长的选择

设定单波长测定时，仅能保证一种指标成分的峰面积最

大，其他两种指标成分无法达到最大紫外吸收。因此，为了能

真实、准确地反映补阳还五汤中芍药苷、毛蕊异黄酮苷和阿魏

酸的含量，本试验中设定检测波长为 230 nm、260 nm 及 328

nm，以保证3种指标成分的紫外吸收均在最大处，从而保证了

本试验方法的准确性。
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