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软坚清脉颗粒中 5种主要成分的含量测定

董文敏 1，2，安叡 1，宋舒雨 1，王新宏 1，陈颖 1，2，梁琨 1 （1. 上海中医药大学，上海 201203；2. 上海中医药

大学附属上海市中西医结合医院，上海 200082）

摘要：目的 建立软坚清脉颗粒中香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素含量的高

效液相测定方法，并比较其水解前后 5 种成分含量的变化。方法 采用 Diamonsil Plus C18 色谱柱 （250 mm ×
4.6 mm，5 μm）；以 0.2%磷酸水溶液（A）-乙腈（B）为流动相，梯度洗脱；流速：1.0 mL·min-1；柱温：35 ℃；检

测波长：360 nm。结果 软坚清脉颗粒中香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素在

一定浓度范围内呈良好的线性关系，r 均大于 0.999 6，未水解样品的平均加样回收率为 97.60%~101.2%；水解

样品的平均加样回收率为 97.55%~98.66%，两样品的 RSD < 3.2%，在 24 h 内稳定性良好，经水解处理后，槲

皮素、山柰酚、异鼠李素 3 种成分含量显著增加。结论 该方法的准确度高、重复性好，可为软坚清脉颗粒的

质量控制提供参考。
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Determination of Five Main Components in Ruanjian Qingmai Granules
DONG Wenmin1，2， AN Rui1， SONG Shuyu1， WANG Xinhong1， CHEN Ying1，2， LIANG Kun1 （1. Shanghai
University of Traditional Chinese Medicine， Shanghai 201203， China； 2. Shanghai Hospital of Integrated
Traditional Chinese and Western Medicine Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，
Shanghai 200082，China）
Abstract：Objective By establishing a high performance liquid chromatography method， the content changes of
Typhaneoside，Isorhamnetin-3-O-neohesperidoside，Quercetin，Kaempferol and Isorhamnetin in Ruanjian Qingmai

Granules before and after hydrolysis were detected. Methods Diamonsil Plus C18 column（250 mm × 4.6 mm，5 μm）
was used. Gradient elution was carried out with 0.2% phosphoric acid aqueous solution（A）- acetonitrile（B）as a
mixture of mobile phase. The flow rate was 1.0 mL·min-1 throughout the run，and the column temperature was 35 ℃.
The detection wavelength was 360 nm. Results The results of linear regression analysis on the five components
showed that the coefficient estimation of the standard curves were larger than 0.999 6. The average recoveries of the
unhydrolyzed samples were in the range of 97.60% -101.2%；and for hydrolyzed samples， the average recoveries
were in the range of 97.55% -98.66%. All the relative standard deviation（RSD）values were less than 3.2%. Each
sample was stable within 24 h. After hydrolysis，the contents of Quercetin，Kaempferol and Isorhamnetin increased
significantly. Conclusion The established method has high accuracy and good repeatability. It would provide
reference for the quality control of Ruanjian Qingmai Granules.
Keywords：Ruanjian Qingmai Granules；high performance liquid chromatography；content determination；quality
control
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下肢动脉硬化闭塞症（arteriosclerosis obliterans，

ASO）是动脉粥样硬化累及下肢的一种表现，主要为

脂质持续沉积在动脉内膜中，形成粥样斑块并继发

血栓，导致动脉管腔变窄甚至阻塞，最终导致动脉

远端相应的缺血症状[1-2]，是截肢的主要原因[3]。中医

认为 ASO 属“脱疽”范畴，多由痰湿凝滞脉络所

致。上海市名中医奚九一教授经过多年临床实践发

现软坚清脉颗粒可以有效治疗下肢动脉粥样硬化闭

塞症[4-6]，可明显降低截肢率[7]。软坚清脉颗粒由垂盆

草、蒲黄、豨莶草、煅牡蛎、海藻 5 味中药组成 [8]，

方中的主要活性成分有槲皮素、异鼠李素、山柰酚

等，其中槲皮素具有抗血栓和抗动脉粥样硬化作

用[9-12]，异鼠李素具有抗炎、抗氧化、保护内皮细胞

并缩小动脉粥样硬化斑块等作用[13-14]，山柰酚具有抗

炎抗氧化等作用[15-16]。中药复方制剂的疗效依赖于多

组分的共同作用，多组分的含量测定是新药质量标

准制定的核心内容[17-18]。目前软坚清脉颗粒质量控制

的研究较少，为了有效地控制软坚清脉颗粒的质

量，本研究采用高效液相色谱法同时测定软坚清脉

颗粒中香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮

素、山柰酚、异鼠李素 5 种成分。结合 2020 年版

《中华人民共和国药典》和前期文献研究 [19-20]发现，

软坚清脉颗粒中饮片的成分多以苷元结合不同糖苷

的形式存在，加酸水解后，可使苷元含量增加，故

本研究同时考察了水解前后黄酮苷和苷元含量的变

化，以期为软坚清脉颗粒质量的控制与评价提供

参考。

1 仪器与试药

1.1 仪器 Agilent 1260 HPLC 色谱仪（美国 Agilent 公
司）；LD-UPW-10 超纯水机（上海砾鼎水处理设备有

限公司）；R206 旋转蒸发器（上海申生科技有限公

司）；SB-5200D 超声波清洗器（宁波新芝生物科技股

份有限公司）；XS105 分析天平（瑞士 Mettler-Toledo
公司）。

1.2 试药 对照品香蒲新苷（批号：18-2015）、异鼠

李素-3-O-新橙皮苷（批号：12-2008），上海中药标

准化研究中心；槲皮素（批号：B20527）、山柰酚（批

号：MB6888），上海中药标准化研究中心；异鼠李

素（批号：B21554），中国食品药品检定研究院，

纯 度均＞98% ； 软 坚 清 脉 颗 粒（批号：20200401、
20200801、20191101、20190701、 20190401），上海

中医药大学附属中西医结合医院；乙腈、磷酸（色谱

纯，天津迪马科技有限公司）；实验用水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件 色谱柱：Diamonsil Plus C18（250 mm ×
4.6 mm，5 μm）；流动相：0.2%磷酸水溶液（A）-乙
腈（B），梯度洗脱（0~3 min，5% B；3~5 min，5%~
10% B； 5~9 min， 10% B； 9~12 min， 10% ~12%
B；12~50 min，12% B；50~55 min，12%~16% B；
55~100 min， 16% B； 100~105 min， 16% ~21% B；
105~140 min，21%~27% B）；流速：1.0 mL·min-1；

柱温：35 ℃；检测波长：360 nm。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备 分别取香蒲新苷、异鼠李

素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素对照

品适量，精密称定，用甲醇配制成对照品储备液，

精密移取各对照品储备液，甲醇分别稀释成 29.70、
33.95、7.310 、5.330、8.890 μg·mL-1 的混合对照品

溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备

（1）未水解样品：取软坚清脉颗粒剂约 10 g，精

密称定，加入适量甲醇，称质量，超声提取 60 min，
冷却后称质量，甲醇补足减失的质量。以离心半径

为 6 cm、6 000 r·min-1 离心 10 min，上清浓缩定容

至 25 mL，过 0.45 μm 尼龙滤膜，即得未水解供试品

溶液。进样量 10 μL。
（2）水解样品：取软坚清脉颗粒剂约 4 g，精密称

定，加入甲醇-25%盐酸溶液（4∶1）混合溶液 25 mL，
称质量。加热回流提取 60 min，冷却，称质量。甲

醇-25%盐酸溶液（4∶1）混合溶液补足减失的质量。摇

匀，以离心半径为 6 cm、6 000 r·min-1离心 10 min，
取上清过 0.45 μm 尼龙滤膜，即得水解供试品溶

液。进样量 5 μL。
2.2.3 阴性样品溶液的制备 按软坚清脉颗粒处方工

艺制备缺蒲黄、缺垂盆草及两者均缺的阴性样品溶

液，分别按供试品溶液制备方法制备未水解及水解

阴性样品溶液。

2.3 专属性试验 分别精密吸取混合对照品溶液、供

试品溶液（未水解、水解）、阴性样品溶液（未水解、

水解），按“2.1”项下色谱条件进行分析，软坚清脉

颗粒 HPLC 图见图 1。结果表明，阴性样品无干扰，

供试品溶液中 5 个目标峰达到较为理想的分离效

果，分离度均大于 1.5，方法专属性好。
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2.4 线性关系考察 分别精密吸取混合对照品溶液

1、2、5、10、15、20 μL，按“2.1”项下色谱条件

进样分析。以各对照品质量为横坐标（X，μg），峰面

积为纵坐标（Y）进行线性回归，得各回归方程，结果

见表 1。
2.5 精密度试验 精密吸取混合对照品溶液，平行进

样 6 次，测得各成分的峰面积。结果香蒲新苷、异

注：A. 混合对照品；B. 未水解样品；C. 水解样品；D. 缺蒲黄阴性样品（未水解）；E. 缺蒲黄阴性样品（水解）；F. 缺垂盆草阴性样品（未水解）；

G. 缺垂盆草阴性样品（水解）；H. 缺垂盆草和蒲黄阴性样品（未水解）；I. 缺垂盆草和蒲黄阴性样品（水解）。1. 香蒲新苷；2. 异鼠李素-3-O-新橙皮

苷；3. 槲皮素；4. 山柰酚；5. 异鼠李素

图 1 软坚清脉颗粒高效液相色谱图

Figure 1 HPLC chromatograms of Ruanjian Qingmai Granules
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表 1 5种成分的线性关系

Table 1 Linear regressive equations of five compounds
成分

香蒲新苷

异鼠李素-3-O-新橙皮苷

槲皮素

山柰酚

异鼠李素

回归方程

Y=2 159.8X+3.144 5
Y=2 293.2X+0.167 1
Y=4 113.5X-0.999 8
Y=3 122.5X-0.511 1
Y=3 828.7X-1.991 1

r

0.999 9
0.999 6
1
0.999 9
1

线性范围/μg
0.029 700~0.594 0
0.033 950~0.679 0
0.007 310~0.146 2
0.005 330~0.106 6
0.008 890~0.177 8
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鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素

峰面积的 RSD 分别为 1.2%、1.1%、1.1%、1.2%、

1.4%，表明仪器精密度良好。

2.6 重复性试验 取软坚清脉颗粒（批号：20200401），
分别制备水解和未水解样品溶液各 6 份，在“2.1”
项色谱条件下进样分析。结果未水解时样品中香蒲

新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、

异鼠李素的平均含量分别为 66.02、70.15、2.33、
2.15、4.27 μg·g-1，RSD 分别为 1.2%、0.82%、1.8%、

1.7%、1.3%；样品水解后，均未检测到香蒲新苷、

异鼠李素-3-O-新橙皮苷，槲皮素、山柰酚及异鼠李

素平均含量分别为 167.86、89.40、199.77 μg·g- 1，

RSD 分别为 1.9%、0.87%、2.1%，表明该方法重复

性良好。

2.7 稳定性试验 分别取未水解和水解的供试品溶

液（批号：20200401），于 0、4、8、12、18、24 h，
进样分析，测定峰面积，结果未水解样品中香蒲新

苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异

鼠李素峰面积的 RSD 分别为 1.5%、0.95%、1.9%、

1.5%、0.81%；水解样品中槲皮素、山柰酚、异鼠李

素峰面积的 RSD 分别为 1.2%、1.1%、1.7%，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定性良好。

2.8 加样回收率 精密称取已知含量的软坚清脉颗

粒（批号：20200401），每份约 5 g，加入对照品溶液

1 mL（香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮

素、山柰酚、异鼠李素含有量分别为 329、349、
11.5、10.2、22.1 μg·mL-1），分别按未水解供试品溶

液制备方法制备。同时精密称取已知含量的软坚清

脉颗粒（批号：20200401），每份约 2 g，加入对照品

溶液 1 mL（槲皮素、山柰酚、异鼠李素含有量分别为

324、197、403 μg·mL-1），分别按水解供试品溶液制

备方法制备，在“2.1”项色谱条件下进样测定，结

果见表 2~表 3。
2.9 样品含有量测定 精密称取 5 个批次的软坚清脉

颗粒适量，制备未水解及水解供试品溶液，在

“2.1”项色谱条件下进样分析，分别计算香蒲新苷、

表 2 软坚清脉颗粒未水解样品中 5 种成分加样回收率试验

结果（n=6）
Table 2 Recovery analysis of five compounds in unhydrolyzed
samples（n=6）
成分

香蒲新苷

异鼠李素-3
-O-新橙皮苷

槲皮素

山柰酚

异鼠李素

称样量
/g

5.025 3
5.130 6
4.989 5
4.855 9
5.060 7
5.034 8
5.025 3
5.130 6
4.989 5
4.855 9
5.060 7
5.034 8
5.025 3
5.130 6
4.989 5
4.855 9
5.060 7
5.034 8
5.025 3
5.130 6
4.989 5
4.855 9
5.060 7
5.034 8
5.025 3
5.130 6
4.989 5
4.855 9
5.060 7
5.034 8

样品含
量/μg
331.8
338.7
329.4
320.6
334.1
332.4
352.5
359.9
350.0
340.6
355.0
353.2
11.7
12.0
11.6
11.3
11.8
11.7
10.8
11.0
10.7
10.4
10.9
10.8
21.5
21.9
21.3
20.7
21.6
21.5

加入量
/μg
329
329
329
329
329
329
349
349
349
349
349
349
11.5
11.5
11.5
11.5
11.5
11.5
10.2
10.2
10.2
10.2
10.2
10.2
22.1
22.1
22.1
22.1
22.1
22.1

测得量
/μg
660.1
663.7
653.9
645.2
657.3
660.3
702.9
699.9
710.3
700.9
706.3
710.2
23.0
23.1
22.8
23.3
22.8
22.9
21.1
20.9
21.3
20.5
21.0
20.7
42.8
42.9
43.0
42.9
43.2
43.1

回收率
/%

99.79
98.78
98.63
98.66
98.24
99.67

100.40
97.42

103.20
103.20
100.70
102.30
98.26
96.52
97.39

104.40
95.65
97.39

101.00
97.06

103.90
99.02
99.02
97.06
96.38
95.02
98.19

100.50
97.74
97.74

平均回
收率/%
98.96

101.20

98.27

99.51

97.60

RSD/%
0.63

2.2

3.2

2.7

1.9

表 3 软坚清脉颗粒水解样品中 3 种成分加样回收率试验

结果（n=6）
Table 3 Recovery analysis of three compounds in hydrolyzed
samples（n=6）
成分

槲皮素

山柰酚

异鼠李素

称样量/g
2.097 2
1.820 1
1.894 7
1.838 2
2.052 2
1.937 4
2.097 2
1.820 1
1.894 7
1.838 2
2.052 2
1.937 4
2.097 2
1.820 1
1.894 7
1.838 2
2.052 2
1.937 4

样品
含量/μg
352.0
305.5
318.0
308.6
344.5
325.2
187.5
162.7
169.4
164.3
183.5
173.2
419.0
363.6
378.5
367.2
410.0
387.0

加入量
/μg
324
324
324
324
324
324
197
197
197
197
197
197
403
403
403
403
403
403

测得量
/μg
659.9
626.3
635.8
625.7
657.2
645.3
379.2
359.6
358.4
360.9
379.2
369.4
806.7
771.9
777.5
774.8
795.6
779.4

回收率
/%
95.03
99.01
98.09
97.87
96.51
98.80
97.31
99.95
95.94
99.80
99.34
99.59
96.20

101.30
99.01

101.10
95.68
97.37

平均
回收率/%
97.55

98.66

98.44

RSD/%
1.6

1.7

2.5
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异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李

素的含量。结果见表 4。
表 4 软坚清脉颗粒未水解及水解样品含量测定结果（μg·g-1）

Table 4 Determination results of unhydrolyzed and hydrolyzed
samples（μg·g-1）

处理方法

未水解

水解

批次

20200401
20200801
20191101
20190701
20190401
20200401
20200801
20191101
20190701
20190401

香蒲
新苷

66.02
67.22
64.91
66.56
63.28

-
-
-
-
-

异鼠李素-3-
O-新橙皮苷

70.15
71.27
70.03
69.89
68.36

-
-
-
-
-

槲皮素

2.33
2.46
2.28
2.31
2.23

167.86
170.21
167.29
168.06
159.35

山柰酚

2.15
2.29
2.17
2.11
2.06

89.40
90.65
88.31
88.68
88.04

异鼠
李素

4.27
4.36
4.31
4.25
4.22

199.77
205.85
190.15
200.28
198.24

3 讨论
本研究采用高效液相色谱法同时测定了软坚清脉

颗粒中香蒲新苷或异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮

素、山柰酚、异鼠李素 5 种成分的含量。

3.1 待测成分及前处理条件的选择 根据 2020 年版

《中华人民共和国药典》[19]规定，香蒲新苷、异鼠李

素-3-O-新橙皮苷为蒲黄中的指标成分。垂盆草中指

标成分为异鼠李素、山柰酚和槲皮素，检测时样品

先进行了酸水解处理。考虑到颗粒剂提取制备过程

中，部分糖苷会转换为苷元，如香蒲新苷水解后转

化为异鼠李素苷元，而香蒲新苷也是指标成分之

一，若只考虑水解样品，则无法说明香蒲新苷和异

鼠李素-3-O-新橙皮苷的含量情况，若不考虑水解样

品，则垂盆草中所含苷元无法充分检测。同时，水

解过程与药物进入体内经胃酸作用水解过程类似，

提示颗粒剂中苷元含量虽低，但其进入体内后转化

为苷元的含量较高，而这些苷元类成分很可能是治

疗 ASO 的活性成分。因此，本实验确定了以香蒲新

苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮素、山柰酚、异

鼠李素 5 种成分作为软坚清脉颗粒质量控制的指

标，同时兼顾水解前后质控指标含量的变化情况。

3.2 供试品溶液提取方法选择 考察了不同的提取方

式（超声、加热回流）、不同的提取溶剂（100%甲醇、

90%甲醇、50%甲醇）、不同的超声提取时间（30、
60、90 min）及不同的加热回流提取时间（30、60、
90、120、150、180 min）对 5 种待测成分提取的影

响。结果发现，未水解样品在采用 100%甲醇超声提

取 60 min 时 5 种成分已充分提取，含量不再随提取

时间增加而增加；水解样品在采用甲醇-25%盐酸溶

液（4∶1）混合溶剂加热回流 60 min 前处理条件时，苷

已水解完全，且苷元含量不随加热回流时间的延长

而增加，因此最终选用“2.2.2”项下的前处理方法。

3.3 色谱条件选择 考察了不同的波长（254 nm、

360 nm）及不同的流动相体系（甲醇-0.1%磷酸水、甲

醇-0.2%磷酸水、乙腈-0.1%磷酸水、乙腈-0.2%磷酸

水）对 5 种待测成分分离测定的影响。结果显示在波

长 254 nm 下干扰峰较多，而各成分在波长 360 nm
下有较好吸收，故采用波长 360 nm 检测；采用乙

腈-0.2%磷酸水的流动相时，各峰峰型、分离效果及

对称性较好，因此选用“2.1”项下的色谱条件。

3.4 水解前后成分差异分析 从表 4 可知，未水解样

品中黄酮苷（香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷）含

量较高，两种苷均来源于蒲黄，其结构特点是以异

鼠李素为苷元，在 3 位与芸香糖、新橙皮糖等糖以

氧苷键的形式相连。水解样品中黄酮苷元（槲皮素、

山柰酚、异鼠李素）含量较高，其原因可能是黄酮苷

类成分加酸水解后，苷键断裂，水解为异鼠李素；

据本课题组预试验，蒲黄中含有异鼠李素-3-O-葡萄

糖苷、异鼠李素-3-O-β-半乳糖苷、异鼠李素-3-O-
芸香糖苷等成分，垂盆草中含有异鼠李素-3-O-β-
葡萄糖苷、异鼠李素-3，7-O-二葡萄糖苷等成分，

也可水解为异鼠李素。因此异鼠李素来源于方中含

异鼠李素苷元的多种成分。同时还发现，垂盆草中

含槲皮素的糖苷类成分，如槲皮素-3-O-α-鼠李糖

苷、槲皮素-3-O-β-D-葡萄糖苷等，其加酸也可水

解为槲皮素。结合阴性样品结果，槲皮素主要来源

于垂盆草的水解产物。蒲黄中含有山柰酚-3-O-新橙

皮糖苷、山柰酚-3-O-芸香糖苷等成分，垂盆草药材

中含有山柰酚-3-α-阿拉伯糖苷、山奈酚-3-（葡萄糖

基-（1→2）-鼠李糖）-7-鼠李糖苷等成分，酸水解后

均可生成山柰酚；因此，山柰酚在缺垂盆草（水解）

阴性样本或缺蒲黄（水解）阴性样本中均可检测到。

本研究建立了 HPLC 同时测定水解前、后软坚清

脉颗粒中香蒲新苷、异鼠李素-3-O-新橙皮苷、槲皮

素、山柰酚、异鼠李素 5 种主要成分的含量测定方

法，经方法学验证，该方法准确、专属性好、操作

简单、重复性好，可为软坚清脉颗粒的质量控制提

供参考。
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