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HPLC-DVD变波长法同时测定跌打止痛散中 6种指标成分 
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摘  要：目的  建立 HPLC-DVD波长切换联合梯度洗脱法同时测定跌打止痛散（DZS）中 6种指标成分羟基红花黄色素 A、

薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的量。方法  采用 HPLC-DVD法，Diamonsil C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；乙腈-0.4%甲酸水溶液为流动相，体积流量 0.9 mL/min，梯度洗脱；羟基红花黄色素 A

的检测波长为 403 nm，薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的检测波长为 203 nm；进

样量为 20 μL。结果  6种指标成分羟基红花黄色素 A在 3.46～69.20 μg/mL（r＝0.999 4）、薯蓣皂苷在 9.52～190.40 μg/mL

（r＝0.999 7）、原薯蓣皂苷在 8.74～174.80 μg/mL（r＝0.999 6）、甲基原薯蓣皂苷在 4.45～89.00 μg/mL（r＝0.999 9）、伪原

薯蓣皂苷在 2.64～52.80 μg/mL（r＝0.999 5）、纤细薯蓣皂苷在 3.28～65.60 μg/mL（r＝0.999 8）质量浓度与峰面积具有较好

的线性关系；精密度、重复性良好，RSD 均小于 2.0%；供试品溶液在室温条件下 12 h 内稳定；平均加样回收率和相应的

RSD分别为 98.57%、1.59%；97.64%、1.28%；99.43%、1.07%；97.98%、1.64%；98.57%、1.16%；97.17%、1.37%。结论  建

立的 HPLC波长切换联合梯度洗脱法同时测定 DZS中的 6种成分，方法操作简便、快速、准确，可作为 DZS全面可靠的质

量控制方法。 
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Determination of six kinds of index components in Dieda Zhitong San by 
HPLC-DVD variable wavelength method 
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Abstract: Objective  To develop an HPLC-DVD wavelength switching combined with gradient elution method for the determination 

of the contents of hydroxysafflor yellow A, protodioscin, dioscin, methylprotodioscin, pseudoprotodioscin, and gracillin in Dieda 

Zhitong San (DZS) simultaneously. Methods  The chromatographic separation was achieved on a Diamonsil C18 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm) with acetonitrile (A)-0.4% formic acid solution (B) as mobile phase at the flow rate of 0.9 mL/min for gradient elution; 

Hydroxysafflor yellow A was detected at 403 nm; Protodioscin, dioscin, methylprotodioscin, pseudoprotodioscin, and gracillin were 

                                         
收稿日期：2016-03-13 

作者简介：高  森（1980—），男，硕士，副主任药师，主要从事医院药学、药物质量控制和药物评价研究。 

*通信作者  房志仲（1959—），男，教授，硕士生导师，主要从事药物制剂与质量控制研究。 

Tel: 15822574995  E-mail: fangzhizhong4995@163.com 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47卷 第 16期 2016年 8月 

  

·2864·

detected at 203 nm; Sample quantity was 20 μL. Results  The six active components were well separated and showed good linearity, 

such as hydroxysafflor yellow A 3.46—69.20 μg/mL (r = 0.999 4), protodioscin 9.52—190.40 μg/mL (r = 0.999 7), dioscin 8.74—

174.80 μg/mL (r = 0.999 6), methylprotodioscin 4.45—89.00 μg/mL (r = 0.999 9), pseudoprotodioscin 2.64—52.80 μg/mL (r = 

0.999 5), and gracillin 3.28—65.60 μg/mL (r = 0.999 8). The precision and repeatability were good, and RSD values were less than 

2.0%. The stability was good in 12 h. The average recoveries and the corresponding RSD values were 98.57% (1.59%), 97.64% 

(1.28%), 99.43% (1.07%), 97.98% (1.64%), 98.57% (1.16%), and 97.17% (1.37%), respectively. Conclusion  An HPLC wavelength 

switching combined with gradient elution method has been successfully established for simultaneous determination of six components 

in DZS. The method is simple, quick, accurate, and helpful for the quality control of DZS. 

Key words: HPLC-DVD wavelength method; Dieda Zhitong San; hydroxysafflor yellow A; protodioscin; dioscin; 

methylprotodioscin; pseudoprotodioscin; gracillin 

 

跌打止痛散（DZS）的功效是散瘀止痛，主要

用于跌打损伤、瘀滞肿痛，是由红花、穿山龙、大

黄（酒炒）、儿茶等 13味中药材加工而成的复方制

剂，收载于卫生部颁药品标准《中药成方制剂》第

七册[1]，现行标准仅规定了性状、显微鉴别及散剂

通则的检查项[1-2]，未对该制剂处方中的任何药物所

含成分进行定量测定，现文献报道[3]中仅有该品种

中大黄素的定量测定，但关于 DZS中多指标成分同

时定量测定方法的研究尚未见报道，不能全面地控

制本品的质量。红花具有活血通经、散瘀止痛的功

效，是治疗跌打损伤、瘀滞肿痛的首选药物，为 DZS

中的君药；穿山龙具有祛风除湿、舒筋通络、活血

止痛、止咳平喘的功效，用于跌扑损伤、风湿痹病、

关节肿胀、疼痛麻木、闪腰岔气、咳嗽气喘等，为

DZS中的臣药。 

本实验采用 HPLC-DVD 波长切换联合梯度洗

脱法，首次建立了 HPLC-DVD同时测定 DZS中羟

基红花黄色素 A（红花）、薯蓣皂苷（穿山龙）、原

薯蓣皂苷（穿山龙）、甲基原薯蓣皂苷（穿山龙）、

伪原薯蓣皂苷（穿山龙）和纤细薯蓣皂苷（穿山龙）

6 种指标成分的测定方法，实现了极性和紫外吸收

特性相差较大成分的同时测定，方法简便、快速，

避免了重复制备和测定样品，且结果准确、重现性

好，可用于羟基红花黄色素 A、薯蓣皂苷、原薯蓣

皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣

皂苷 6种指标成分的同时测定，为提高 DZS质量标

准提供有效依据。 

1  仪器与材料 

Waters 高效液相色谱仪，美国 Waters 公司；

DAD检测器，安捷伦科技有限公司；AL104型电子

天平，梅特勒 -托利多仪器上海有限公司；

SB-25-12DT型超声波清洗仪，宁波新芝公司。 

羟基红花黄色素 A对照品（质量分数 96.5%，

批号 111637-201308，具有引湿性，打开包装后一

次性使用完毕）、薯蓣皂苷对照品（质量分数 96.2%，

批号 111707-201402，有引湿性，开封后一次使用

完毕）、原薯蓣皂苷对照品（质量分数 94.9%，批号

111937-201201）、伪原薯蓣皂苷对照品（质量分数

92.0%，批号 111855-201403，极具引湿性，引湿后

潮解，打开包装后一次使用完毕），以上 4种对照品

均购于中国食品药品检定研究院；甲基原薯蓣皂苷

对照品（质量分数 98.0%，批号 54522-52-0）和纤

细薯蓣皂苷对照品（批号 19083-00-2，质量分数

98.0%）购于上海士锋生物科技有限公司。乙腈（色

谱纯），甲酸、甲醇（分析纯），水（重蒸馏水）。 

DZS，每袋装 3.5 g，鞍山制药有限公司生产，

批号分别为 150807、150813、150901、150902、

151007、151023、151204、160107、160115、160201。 

2  方法与结果 

2.1  供试品溶液的制备 

取 DZS适量，研成细粉，取 3.0 g，精密称定，

置 50 mL具塞锥形瓶中，精密加入 80%甲醇溶液 50 

mL，密塞，称定质量，超声处理 30 min，超声功率

500 W，超声频率 400 kHz，放冷，再次称定质量，

用 80%甲醇补充减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，即得 DZS的供试品溶液。 

2.2  混合对照品溶液的制备 

分别精密称取羟基红花黄色素 A、薯蓣皂苷、

原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤

细薯蓣皂苷 6种对照品，用 80%甲醇溶液分别溶解

并稀释，制成含羟基红花黄色素 A 0.692 mg/mL、

薯蓣皂苷 1.904 mg/mL、原薯蓣皂苷 1.748 mg/mL、

甲基原薯蓣皂苷 0.890 mg/mL、伪原薯蓣皂苷 0.528 

mg/mL、纤细薯蓣皂苷 0.656 mg/mL的 6种对照品

储备溶液。再分别依次量取 6种对照品储备液 5.0、

7.5、7.5、5.0、2.5、5.0 mL，置同一 100 mL量瓶

Administrator
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中，加 80%甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，即得含羟

基红花黄色素 A 34.6 μg/mL、薯蓣皂苷 142.8 

μg/mL、原薯蓣皂苷 131.1 μg/mL、甲基原薯蓣皂苷

44.5 μg/mL、伪原薯蓣皂苷 13.2 μg/mL和纤细薯蓣

皂苷 32.8 μg/mL的混合对照品溶液。 

2.3  阴性对照样品的制备 

分别称取除红花和除穿山龙外的其他 12 味药

材各 1份，严格按照 DZS质量标准项下载明的生产

工艺过程，分别配制红花空白样品和穿山龙空白样

品，再按照“2.1”项方法分别制得缺红花阴性对照

溶液和缺穿山龙阴性对照溶液。 

2.4  色谱条件 

采用 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

色谱柱；体积流量 0.9 mL/min；进样量为 20 μL；

流动相为乙腈-0.4%甲酸水溶液，梯度洗脱[4-8]：0～

19 min，22%乙腈；19～25 min，22%～35%乙腈；

25～42 min，35%乙腈；42～63 min，35%～60%乙

腈；63～75 min，60%～22%乙腈；检测波长：0～

25 min，在 403 nm[9-10]波长下检测羟基红花黄色素

A；25～75 min，在 203 nm[11]波长下检测薯蓣皂苷、

原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤

细薯蓣皂苷。 

在该色谱条件下所测各组分分离效果良好，且

峰形较好，理论塔板数按所测各组分峰计均应大于

2 500，分离度均应大于 1.5。 

根据该色谱条件，分别取“2.3”项下的 2种阴

性对照溶液、“2.2”项下的混合对照品溶液和“2.1”

项下的供试品溶液，在“2.4”项的色谱条件下依法

进行测定。结果显示，在与上述 6种对照品色谱峰

相应的保留时间处，阴性对照溶液没有对应的色谱

峰，说明阴性无干扰，色谱图见图 1。 

2.5  方法学考察 

2.5.1  标准曲线的制备  分别精密吸取“2.2”项下

的 6种对照品储备液各 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 mL，

将其置于 20 mL量瓶中并用 80%甲醇溶液稀释至刻

度，摇匀，即得到 5个质量浓度的混合对照品溶液，

按照上述测定方法进行测定，以质量浓度作为横坐

标（X），测得的峰面积作为纵坐标（Y），绘制标准
曲线，计算得线性回归方程、相关系数及线性范围，

结果分别为羟基红花黄色素 A Y＝7.992 7×105 X－
199.1，r＝0.999 4，线性范围 3.46～69.20 μg/mL；

薯蓣皂苷 Y＝1.257 1×106 X＋456.5，r＝0.999 7，

线性范围 9.52～190.40 μg/mL；原薯蓣皂苷 Y＝ 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

1-羟基红花黄色素 A  2-原薯蓣皂苷  3-薯蓣皂苷  4-甲基原薯

蓣皂苷  5-伪原薯蓣皂苷  6-纤细薯蓣皂苷 

1-hydroxysafflor yellow A  2-protodioscin  3-dioscin  

4-methylprotodioscin  5-pseudoprotodioscin  6-gracillin 
 
图 1  混合对照品 (A)、DZS样品 (B)、缺红花 (C) 及缺穿

山龙 (D) 阴性样品的 HPLC图 

Fig. 1  HPLC of mixed reference substances (A), DZS 

samples (B), blank sample without Carthami Flos (C), and 

blank sample without Dioscoreae Nipponicae Rhizoma (D) 

 

1.138 9×106 X＋282.9，r＝0.999 6，线性范围 8.74～

174.80 μg/mL；甲基原薯蓣皂苷 Y＝8.591 4×105  

X－375.7，r＝0.999 9，线性范围 4.45～89.00 μg/mL；

伪原薯蓣皂苷 Y＝6.958 7×105 X＋281.6，r＝0.999 5，

线性范围 2.64～52.80 μg/mL；纤细薯蓣皂苷 Y＝
7.167 3×105 X－408.8，r＝0.999 8，线性范围 3.28～

65.60 μg/mL。 

2.5.2  精密度试验  取“2.2”项下的混合对照品溶

液，按“2.4”项下色谱条件重复进样 6次，记录羟

基红花黄色素 A、薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原

薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的峰面积，

分别计算这 6 个组分峰面积的 RSD 值，结果这 6
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个组分峰面积的 RSD依次为 1.23%、0.76%、0.92%、

1.06%、1.18%、1.09%，结果显示仪器精密度良好。 

2.5.3  重复性试验  取批号为 150807的DZS适量，

按“2.1”项制备方法制备 6份供试品溶液，按“2.4”

项的色谱条件进行测定，分别计算 DZS中的羟基红

花黄色素 A、薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣

皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的量，并计算

这 6个组分质量分数的 RSD依次为 1.23%、1.09%、

0.92%、1.12%、1.14%、1.07%。结果表明本方法重

复性良好。 

2.5.4  稳定性试验  取批号为 150807的 DZS同一

份供试品溶液，在室温下放置 0、1、2、4、8、12 h，

按“2.4”色谱条件测定羟基红花黄色素 A、薯蓣皂

苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷

和纤细薯蓣皂苷的峰面积值，求得这 6种组分的峰

面积的 RSD依次为 1.15%、0.96%、0.88%、1.02%、

1.17%、1.03%，表明供试样品溶液在制备后 12 h内

稳定。 

2.5.5  加样回收率试验  取批号为 150807 的 DZS

适量，称取 6份，每份 1.5 g，分别置 50 mL具塞锥

形瓶中，精密加入混合对照品溶液 25 mL、80%甲

醇溶液 25 mL，密塞，称定质量，超声处理 30 min，

超声功率 500 W，超声频率 400 kHz，放冷，再次

称定质量，用 80%甲醇补充减失的质量，摇匀，滤

过，取续滤液，作为加样回收样品试液。按照“2.4”

项色谱条件测定，计算这 6个组分羟基红花黄色素

A、薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪

原薯蓣皂苷、纤细薯蓣皂苷的回收率分别为

98.57%、97.64%、99.43%、97.98%、98.57%、97.17%，

RSD分别为 1.59%、1.28%、1.07%、1.64%、1.16%、

1.37%。 

2.6  供试品的测定 

取 10个批次的 DZS，按“2.1”项制备方法制

备供试品溶液，按“2.4”项的色谱条件进样测定，

结果见表 1。从所测得的实验结果可以看出，本实

验首次建立的HPLC法同时测定DZS中 6种成分定

量测定方法，结果准确、重复性好，为 DZS的质量

控制提供了更全面的方法。 
 

表 1  10批 DZS定量测定结果 

Table 1  Quantitative determination of 10 batches of DZS 

批号 
质量分数/(mg·g−1) 

羟基红花黄色素 A 薯蓣皂苷 原薯蓣皂苷 甲基原薯蓣皂苷 伪原薯蓣皂苷 纤细薯蓣皂苷 

150807 0.632 2.394 2.039 0.746 0.207 0.512 

150813 0.659 2.203 1.989 0.725 0.197 0.486 

150901 0.635 2.405 2.031 0.744 0.205 0.518 

150902 0.628 2.388 2.046 0.752 0.203 0.515 

151007 0.607 2.415 2.137 0.719 0.215 0.504 

151023 0.634 2.396 2.094 0.734 0.199 0.497 

151204 0.599 2.421 1.991 0.727 0.207 0.481 

160107 0.621 2.274 2.105 0.743 0.211 0.506 

160115 0.593 2.336 2.097 0.756 0.219 0.511 

160201 0.647 2.417 2.135 0.721 0.198 0.479 
 
3  讨论 

3.1  检测波长的选择 

DZS 由 13 味中药组成，且每味又含有多种组

分，本实验综合考虑，利用 DAD 检测器，确定了

羟基红花黄色素 A 的检测波长为 403 nm，薯蓣皂

苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷

和纤细薯蓣皂苷的检测波长为 203 nm，有效地分离

并定量了 DZS中的 6个有效成分，为 DZS更全面

的质量评价和控制提供了参考。 

3.2  样品溶液超声时间的选择 

为能兼顾 DZS中这 6个组分对提取溶剂要求，

参考文献资料，选取 80%甲醇溶液为提取溶剂，同

时考察了超声提取时间对DZS中 6个组分提取率的

影响，分别选取超声提取 20、30、40 min进行考察，

考察不同提取和回流时间下样品中 6个成分的提取

率，结果超声提取 30 min和超声提取 40 min时 6

个成分的提取率相差不大，但明显高于超声提取 20 

min时的各成分提取率，故选取超声处理 30 min作
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为 DZS中 6个成分同时测定的样品处理方法，该方

法操作简便，快速。因此，DZS样品溶液制备的提

取方法和提取时间优选为 80%甲醇溶液超声提取

30 min。 

3.3  流动相的选择 

对于 DZS中的多指标成分的同时测定，流动相

体系的筛选十分关键，在参考文献的基础上，根据

指标性成分的理化性质和色谱行为，曾采用甲醇- 

0.5%磷酸水溶液、乙腈-水、乙腈-0.1%甲酸水溶液、

乙腈-0.4%甲酸水溶液不同比例为流动相构成的洗

脱系统，优选最佳的梯度洗脱流动相。结果表明，

乙腈-0.4%甲酸水溶液系统进行梯度洗脱的分析效

果较好，DZS中薯蓣皂苷、原薯蓣皂苷、甲基原薯

蓣皂苷、伪原薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷各成分的分

离效果较好，各色谱峰的分离度和理论塔板数均符

合要求。 
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