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ＨＰＬＣ法同时测定野木瓜片中
木通苯乙醇苷 Ｂ和绿原酸的含量
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摘要　目的：建立同时测定野木瓜片中木通苯乙醇苷Ｂ和绿原酸含量的高效液相色谱法。方法：采用 Ｔｈｅｒ
ｍｏＢＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８色谱柱（４６ｍｍ ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱温为３５℃；以甲醇０１％磷酸水溶液为流动
相，梯度洗脱；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为３２７ｎｍ；进样体积为１０μＬ。结果：木通苯乙醇苷Ｂ和绿原
酸分别在０５１～２０６０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝１０００）和０５２～２０６３μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝１０００）内呈良好线性关系；平均
回收率分别为１００３％（ＲＳＤ为１１％）和１０５９％（ＲＳＤ为１４％）。测定５批次样品，木通苯乙醇苷Ｂ和绿
原酸含量分别为００８３～１１１５ｍｇ·ｇ－１和０１６１～１２０４ｍｇ·ｇ－１。结论：本法可为野木瓜片的质量评价标
准提高提供参考依据。

关键词：野木瓜片；高效液相色谱法；木通苯乙醇苷Ｂ；绿原酸；含量测定
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ａｃｉｄｉｎＣａｕｌｉｓＳｔａｕｎｔｏｎｉａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓｔａｂｌｅｔｓｂｙＨＰＬＣＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＴｈｅｒｍｏＢＤＳ
ＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）ｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｔ３５℃Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｍｅｔｈ
ａｎｏｌａｎｄ０１％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ３２７ｎｍ，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅＢａｎｄ
ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｗｅｒｅ０５１－２０６０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝１０００）ａｎｄ０５２－２０６３μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝１０００），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ１００３％ ｗｉｔｈＲＳＤａｓ１１％ ａｎｄ１０５９％ ｗｉｔｈＲＳＤａｓ１４％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｕｌｉｓＳｔａｕｎｔｏｎｉａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓｔａｂｌｅｔｓｗｅｒｅ００８３－１１１５ｍｇ·ｇ－１ｆｏｒｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅ
Ｂａｎｄ０１６１－１２０４ｍｇ·ｇ－１ｆｏｒｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｑｕａｌｉ
ｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｏｆＣａｕｌｉｓＳｔａｕｎｔｏｎｉａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓｔａｂｌｅｔｓ．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣａｕｌｉｓＳｔａｕｎｔｏｎｉａｅＣｈｉｎｅｎｓｉｓｔａｂｌｅｔｓ；ＨＰＬＣ；ｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅＢ；ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；ｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　野木瓜片是木通科植物野木瓜 Ｓｔａｕｎｔｏｎｉａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＤＣ的干燥带叶茎枝经水煎煮、浓缩、干燥
成干浸膏后加辅料压制而成的片剂。野木瓜片具有

祛风止痛、舒经活络的功效，临床上常与其他药物联

合应用于三叉神经痛、坐骨神经痛、风湿关节痛等的

治疗［１４］。野木瓜片全国共有１３个批准文号，涉及１１
个生产厂家，其现行标准为《中华人民共和国卫生部

药品标准》中药成方制剂第十四册、国家药监局散件

标准以及注册标准。各标准均只对黄酮类成分进行

显色鉴别、采用野木瓜对照药材进行薄层鉴别，以及

片剂通则检查项。本文在相关标准和文献研究的基

础上，首次建立了同时测定野木瓜片中木通苯乙醇苷

Ｂ和绿原酸含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，可为进
一步完善野木瓜片的质量标准提供参考依据。

１　材料
１１　仪器

赛默飞 Ｕ３０００高效液相色谱仪、梅特勒
ＡＧ２０４万分之一电子天平、赛多利斯 ＢＴ１２５Ｄ十万
分之一电子天平、上海科导 ＳＫ５２１０ＬＨＣ超声波清
洗器。

１２　试药与试剂
对照品木通苯乙醇苷 Ｂ（批号：１１１９１０２０１６０４，

含量以９８２％计）和绿原酸（批号：１１０７５３２０２１１９，
含量以９６３％计）购于中国食品药品检定研究院；５
批市售野木瓜片规格均为每片含野木瓜干浸膏

０４ｇ，涉及４个生产厂家，分别为Ａ（批号２２０９１２）、
Ｂ（批号２２０８０１）、Ｃ（批号２２１１０２）、Ｄ（批号２２０９１３
和２２１１１０）；色谱纯甲醇，分析纯磷酸等试剂，以纯
化水作为实验用水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

赛默飞Ｕ３０００高效液相色谱仪，配备二极管阵
列检测器。ＴｈｅｒｍｏＢＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８色谱柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱温为３５℃，甲醇（Ａ）
和 ０１％ 磷酸水溶液 （Ｂ）为流动相，流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，１２％Ａ→３３％
Ａ；１０～２０ｍｉｎ，３３％ Ａ；２０～２２ｍｉｎ，３３％Ａ→８０％Ａ；
２２～２７ｍｉｎ，８０％ Ａ；２７～３０ｍｉｎ，８０％Ａ→１２％Ａ；
３０～３５ｍｉｎ，１２％ Ａ）；检测波长为３２７ｎｍ；进样体积

为１０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　对照品溶液　分别精密称取木通苯乙醇苷
Ｂ对照品和绿原酸对照品适量置量瓶中，加甲醇溶
解并稀释制成每１ｍＬ含０４１２ｍｇ的木通苯乙醇苷
Ｂ储备液和每１ｍＬ含０２０６ｍｇ的绿原酸储备液。
精密量取木通苯乙醇苷Ｂ储备液１０ｍＬ和绿原酸
储备液２０ｍＬ，置同一２０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释
制成每１ｍＬ中含木通苯乙醇苷Ｂ２０６０μｇ、绿原酸
２０６３μｇ的混合对照品溶液。精密量取木通苯乙
醇苷Ｂ储备液２５ｍＬ和绿原酸储备液５０ｍＬ，置
同一２０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释制成每１ｍＬ中含木
通苯乙醇苷Ｂ５１４９μｇ、绿原酸５１５７μｇ的回收率
考察溶液。

２２２　供试品溶液　取本品２０片，除去包衣，精
密称定，研细，取约０２ｇ，精密称定，置于２５ｍＬ量
瓶中，加甲醇约２０ｍＬ，超声（功率２００Ｗ，频率３５
ｋＨｚ）处理４０ｍｉｎ，取出，放冷，用甲醇稀释至刻度，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２２３　阴性对照溶液　根据处方中的比例及工
艺，制备缺野木瓜的阴性样品，照“２２２”供试品溶
液制备方法同法制成缺野木瓜的阴性对照溶液。

２３　系统适用性试验
取“２２２”项下的供试品溶液照“２１”项下的

色谱条件进样分析，供试品色谱图表明，２种待测组
分色谱峰峰形良好，均能与相邻色谱峰实现分离，理

论塔板数均大于３００００。取“２２１”项下的混合对
照品溶液，按“２１”项下色谱条件连续进样５次，计
算２种待测组分峰面积的 ＲＳＤ。结果显示，木通苯
乙醇苷Ｂ色谱峰平均峰面积为１６１２，ＲＳＤ为０６％
（ｎ＝５）；绿原酸色谱峰平均峰面积为２７１６，ＲＳＤ为
０８％（ｎ＝５），表明色谱系统连续进样时的重复性
良好。

２４　方法学验证
２４１　专属性考察　精密量取混合对照品溶液、
供试品溶液、阴性对照溶液和空白溶剂各１０μＬ，注
入液相色谱仪，照“２１”项下的色谱条件进样分析，
记录色谱图。结果表明，阴性对照溶液和空白溶剂

在木通苯乙醇苷 Ｂ和绿原酸对照品色谱峰保留时
间处无色谱峰，阴性对照物和溶剂对测定无干扰，方

法专属性良好，色谱图见图１。
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１．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　２．木通苯乙醇苷Ｂ（ｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅＢ）

图１　对照品（Ａ）、供试品（Ｂ）和阴性样品（Ｃ）色谱图
Ｆｉｇ１　 ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ），ｔｅｓｔ
ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ（Ｃ）

２４２　线性关系考察　精密量取“２２１”项下的
混合对照品溶液 ０５ｍＬ置于 ２０ｍＬ量瓶中、
１０ｍＬ置于２０ｍＬ量瓶中、１０ｍＬ置于１０ｍＬ量
瓶中、５０ｍＬ置于 ２０ｍＬ量瓶中、５０ｍＬ置于
１０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，制成２种
待测组分浓度分别约为 ０５、１０、２０、５０、１０和
２０μｇ·ｍＬ－１的混合系列溶液，精密量取１０μＬ注
入液相色谱仪。分别以绿原酸和木通苯乙醇苷 Ｂ
的质量浓度（Ｘ）为横坐标，以相应峰面积（Ｙ）为纵
坐标，绘制标准曲线，计算绿原酸和木通苯乙醇苷

Ｂ的回归方程：
Ｙ＝０５２２０Ｘ００１１７０　ｒ＝１０００
Ｙ＝０３１２９Ｘ＋０００４８００　ｒ＝１０００
表明绿原酸在０５２～２０６３μｇ·ｍＬ－１、木通苯

乙醇苷 Ｂ在 ０５１～２０６０μｇ·ｍＬ－１内线性关系
良好。

２４３　重复性试验　取同一批次的供试品（厂家
Ｄ，批号２２０９１３），按“２２２”项下方法平行制备供

试品溶液６份，照“２１”项下色谱条件进样分析，记
录峰面积，带入回归方程计算，绿原酸平均含量为

５７４４７μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为１４％（ｎ＝６）；木通苯乙醇
苷Ｂ平均含量为 ４３３５９μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为 １３％
（ｎ＝６），结果表明本方法的重复性良好。
２４４　回收率试验　精密称取供试品（厂家Ｄ，批
号２２０９１３，绿原酸含量５７４４７μｇ·ｇ－１，木通苯乙醇
苷Ｂ含量４３３５９μｇ·ｇ－１）０１ｇ，共６份，分别精密
加入“２２１”项下的回收率考察溶液（绿原酸浓度
５１５７μｇ·ｍＬ－１，木通苯乙醇苷 Ｂ浓度５１４９μｇ·
ｍＬ－１）１０ｍＬ，照“２２２”项方法平行制备供试品溶
液，按“２１”项下色谱条件测定，分别计算绿原酸和木
通苯乙醇苷Ｂ的平均回收率、ＲＳＤ，结果见表１。结果
表明，两组分的加样回收率良好，本方法测定结果准

确可靠。

２４５　检测限和定量限考察　取“２２１”项下
的混合对照品溶液适量，稀释后进样，以信噪比 Ｓ／
Ｎ＝３时的溶液浓度计算方法的检测限（ＬＯＤ），以
信噪比 Ｓ／Ｎ＝１０时的溶液浓度计算方法的定量限
（ＬＯＱ），结果绿原酸和木通苯乙醇苷 Ｂ的 ＬＯＤ分
别为 １２８９、１２８７μｇ·ｇ－１，ＬＯＱ分别为 ３２２３、
３２１８μｇ·ｇ－１。
２４６　稳定性试验　取“２２２”项下制备的供试
品溶液，分别于制备后０、２、４、８、１２、２４ｈ进样分析，
记录两组分峰面积。结果显示，绿原酸平均峰面积

为２４４５，ＲＳＤ为０９０％（ｎ＝６）；木通苯乙醇苷 Ｂ
平均峰面积为１１０４，ＲＳＤ为１０％（ｎ＝６），表明供
试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２５　样品测定

取４家生产企业共５批次样品，按照“２２２”
项下方法制备供试品溶液，按照“２１”项下色谱条
件测定，记录峰面积，分别计算绿原酸和木通苯乙醇

苷Ｂ的含量，结果见表２。

３　讨论
３１　指标成分的选择

野木瓜片是将药材野木瓜加水煎煮，浓缩干燥

成干浸膏后加辅料压片而成，处方单一且制法简单。

根据《中华人民共和国药典》２０２０年版一部［５］收载

的中药材野木瓜薄层色谱鉴别及含量测定项下的指

标成分，选择木通苯乙醇苷 Ｂ作为本试验的目标检
测成分。同时，参考相关文献［６］，增加绿原酸为指
标成分，建立了同时测定野木瓜片中木通苯乙醇苷

Ｂ和绿原酸的ＨＰＬＣ方法。



中 国 药 品 标 准 ＤｒｕｇＳｔａｎｄａｒｄｓｏｆＣｈｉｎａ２０２４，２５（１）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ·９３　　　 ·
表１　回收率试验结果
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

组分　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　

编号

（Ｎｏ．）

称样量

（ｗｅｉｇｈｔ）／
ｇ

组分含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

加入量

（ａｄｄｅｄ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／
％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／
％

ＲＳＤ／
％

绿原酸 １ ０１０２０ ２３４ ２０６ ４５１ １０５２２ １０５９ １４

（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ） ２ ０１０２８ ２３６ ４５７ １０７０７

３ ０１０４８ ２４１ ４５６ １０４５５

４ ０１０３５ ２３８ ４５３ １０４０７

５ ０１０４４ ２４０ ４６０ １０６５４

６ ０１０５０ ２４１ ４６４ １０７８５

木通苯乙醇苷Ｂ １ ０１０２０ １７７ ２０６ ３８５ １００８５ １００３ １１

（ｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅＢ） ２ ０１０２８ １７８ ３８７ １０１１３

３ ０１０４８ １８２ ３８７ ９９６２

４ ０１０３５ １８０ ３８３ ９８８６

５ ０１０４４ １８１ ３８６ ９９６１

６ ０１０５０ １８２ ３９２ １０１７８

表２　样品含量测定结果／（ｍｇ·ｇ－１）
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ

厂家

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ｂａｔｃｈＮｏ）

绿原酸

ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）

木通苯乙醇苷Ｂ

（ｃａｌｃｅｏｌａｒｉｏｓｉｄｅＢ）

Ａ ２２０９１２ １２０４ １１１５

Ｂ ２２０８０１ ０３２９ ０１０２

Ｃ ２２１１０２ ０１６１ ００８３

Ｄ ２２０９１３ ０６０２ ０５０７

２２１１１０ ０６８３ ０３５２

３２　提取条件的选择
提取溶剂分别比较了甲醇、５０％甲醇水和水

的提取效果。实验发现甲醇对木通苯乙醇苷 Ｂ的
提取效率最高，而５０％甲醇水对绿原酸的提取效
率略高于甲醇。考虑到野木瓜片中木通苯乙醇苷

Ｂ的含量低于绿原酸，故优先选择甲醇作为提取溶
剂。进一步对提取方式（超声、回流）、提取时间

（２０、３０、４０、６０ｍｉｎ）以及超声频率（２８、３５、５３
ｋＨＺ）等因素进行了考察。最终确定甲醇超声处理
（功率２００Ｗ，频率３５ｋＨｚ）４０ｍｉｎ为供试品提取
条件。

３３　检测波长的选择
采用二极管阵列检测器分别对木通苯乙醇苷Ｂ

和绿原酸对照品溶液在１９０～４００ｎｍ波长范围内进
行扫描。结果显示，木通苯乙醇苷Ｂ在１９３９ｎｍ和
３２７１ｎｍ波长处有最大吸收，绿原酸在２１７６ｎｍ和
３２６９ｎｍ波长处有最大吸收。两组分均在３２７ｎｍ波
长附近有最大吸收，同时空白溶剂和辅料在此波长处

均无干扰，因此，最终确定检测波长为３２７ｎｍ。

４　结论
野木瓜片的现行标准简单且质控指标少，不能全

面有效地反映出药品的真实质量情况。本研究建立了

野木瓜片中２种指标成分的同时测定方法，结果准确、
可靠且操作简单，对涉及４厂家的５批市售野木瓜片
进行了含量测定。各厂家产品中木通苯乙醇苷Ｂ含量
在００８３～１１１５ｍｇ·ｇ－１之间，绿原酸含量在０１６１～
１２０４ｍｇ·ｇ－１之间，质量差异较大。提示野木瓜片的质
量标准亟待提高，以利于对药品质量进行更好的监督。
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