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HPLC 法测定心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、
藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA 
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摘  要：目的  建立高效液相色谱梯度洗脱法同时测定心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、

丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA的方法。方法  采用 Hydrosphere C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A：甲醇–

乙腈（2∶1），流动相 B：0.2%冰醋酸溶液，梯度洗脱（0～11 min，45.0% A；11～26 min，45.0%→68.0% A；26～39 min，
68.0%→82.0% A；39～45 min，82.0%→45.0% A）；检测波长：280 nm；体积流量：0.9 mL/min；柱温：30 ℃；进样量为 10 
μL。结果  洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA的线性范围分别为 2.08～
41.60 μg/mL（r＝0.999 3），3.36～67.20 μg/mL（r＝0.999 8），4.29～85.80 μg/mL（r＝0.999 9），6.26～125.20 μg/mL（r＝0.999 6），
3.49～69.80 μg/mL（r＝0.999 2），49.08～981.60 μg/mL（r＝0.999 7），7.17～143.40 μg/mL（r＝0.999 5）；平均加样回收率分

别为 96.81%、98.19%、99.24%、98.93%、97.39%、100.19%、98.63%，RSD 值分别为 1.51%、1.24%、0.98%、1.12%、0.84%、

0.74%、1.44%。结论  建立的 HPLC 梯度洗脱法同时测定心无忧片中心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯

A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA 7 个成分的测定方法，供试品溶液处理简便，溶液稳定性好，检测方法快捷、

准确、灵敏度高，为心无忧片质量标准的提高提供了参考。 
关键词：心无忧片；洋川芎内酯 H；洋川芎内酯 I；洋川芎内酯 A；藁本内酯；丹参素；丹酚酸 B；丹参酮ⅡA；高效液

相色谱 
中图分类号：R927.2      文献标志码：A      文章编号：1674 - 5515(2018)03 - 0464 - 05 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-5515.2018.03.004 

Determination of senkyunolide H, senkyunolide I, senkyunolide A, ligustilide, 
danshensu, salvianolic acid B, and tanshinoneⅡA in Xinwuyou Tablets by HPLC 
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Abstract: Objective  To develop HPLC gradient elution method for simultaneous determination of senkyunolide H, senkyunolide I, 
senkyunolide A, ligustilide, danshensu, salvianolic acid B, and tanshinoneⅡA in Xinwuyou Tablets. Methods  The determination was 
carried out on Hydrosphere C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). The mobile phase was methanol-acetonitrile (2∶1) and 0.2% 
acetic acid glacial solution with gradient elution. The elution procedures were as following: 0 — 11 min with 45.0% A, 11 — 26 min 
with 45.0%→68.0% A, 26 — 39 min with 68.0%→82.0% A, and 39 — 45 min with 82.0%→45.0% A. The detection wavelengths 
were set at 280 nm. The flow rate was 0.9 mL/min, temperature of column was set at 30 ℃, and volume of injection was 10 µL. 
Results  Senkyunolide H, senkyunolide I, senkyunolide A, ligustilide, danshensu, salvianolic acid B, and tanshinoneⅡA had good 
linearities in the range of 2.08 — 41.60 μg/mL (r=0.999 3), 3.36 — 67.20 μg/mL (r=0.999 8), 4.29 — 85.80 μg/mL (r=0.999 9), 
6.26 — 125.20 μg/mL (r=0.999 6), 3.49 — 69.80 μg/mL (r=0.999 2), 49.08 — 981.60 μg/mL (r=0.999 7), and 7.17 — 143.40 μg/mL 
(r=0.999 5), respectively. The average recoveries were 96.81%, 98.19%, 99.24%, 98.93%, 97.39%, 100.19%, and 98.63%, 
respectively. And the corresponding RSD values were 1.51%, 1.24%, 0.98%, 1.12%, 0.84%, 0.74%, and 1.44%, respectively. 
Conclusion  The established method of HPLC gradient elution method for simultaneous determination of senkyunolide H, senkyunolide 
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I, senkyunolide A, ligustilide, danshensu, salvianolic acid B, and tanshinone ⅡA in Xinwuyou Tablets is simple for the solution 
treatment, stable for the solution, and fast for the detection method. The method is accurate and sensitive which can be applied to 
reference for the quality control of Xinwuyou Tablets. 
Key words: Xinwuyou Tablets; senkyunolide H; senkyunolide I; senkyunolide A; ligustilide; danshensu; salvianolic acid B; tanshinone
ⅡA; HPLC 

 
心无忧片由黄杨木、射干、细辛、川芎、青木

香、丹参、瓜蒌皮、茵陈 8 味中药加工而成的中药

复方制剂，临床上主要用于胸痛、胸闷、心悸、气

短、头昏、乏力等胸痹气滞血瘀症的治疗，也可用

于冠心病、心绞痛的治疗[1-2]。心无忧片处方来源于

《卫生部药品标准》中药成方制剂第 13 册[3]，方中

丹参、川芎和黄杨木行气止痛、活血化瘀通络，为

方中主要组分；茵陈、青木香和瓜蒌皮具有利气宽

胸、祛风燥的功效，细辛和射干具有温中通阳、开

窍宣痹的功效，诸药合用，共达理气活血、宽胸止

痛之功效[1, 4]。心无忧片质量标准中仅对丹参酮ⅡA

进行了薄层色谱鉴别研究，未对处方中的任何成分

进行定量测定，文献报道中也仅有对该制剂中所含

丹参酮ⅡA 进行了定量测定[5-6]。中药复方制剂所含

成分较为复杂，单一成分难以有效控制心无忧片的

质量均一性和有效性，采用高效液相色谱梯度洗脱

法对中药复方制剂中多成分进行同时测定，已被广

泛应用。因此本实验根据心无忧片的处方组成，选

取该制剂主要药味川芎所含洋川芎内酯 H、洋川芎

内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯和丹参所含丹参

素、丹酚酸 B、丹参酮ⅡA 作为定量测定目标，对

流动相体系进行不断摸索，建立了 HPLC 梯度洗脱

法同时测定心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯

I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B、
丹参酮ⅡA 7 个成分的方法，所建立的供试品溶液处

理方法简便，溶液稳定性好，检测方法快捷，准确，

灵敏度高，为心无忧片质量标准的提高提供了参考

依据。 
1  仪器与试药 

Waters E2695 高效液相色谱仪（美国 Waters 公
司）；BP110S 型电子天平（德国 Sartorius 公司）；

KQ-500DE 型台式数控超声波清洗器（东莞市科桥

超声波设备有限公司）。 
心无忧片（规格 0.25 g/片，批号 20160711、

20161001、20170405）购自杭州天目山药业股份有

限公司；洋川芎内酯 H（批号 94596-27-7，质量分

数 97.0%）、洋川芎内酯 I（批号 94596-28-8，质量

分数 97.0%）、洋川芎内酯 A（批号 62006-39-7，质

量分数 97.0%）、丹参素（22681-72-7，质量分数

98.0%）对照品购自上海纯优生物科技有限公司；

藁本内酯（批号 111737-201608，质量分数 100.0%）、

丹酚酸 B（批号 111562-201716，质量分数 94.1%）、

丹参酮ⅡA（批号 110766-201721，质量分数 99.5%）

对照品购自中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈

为色谱纯，其他试剂为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  对照品溶液的制备 

精密称取洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川

芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B、丹参酮

ⅡA 对照品适量，用 70%甲醇制成质量浓度分别为

0.416、0.672、0.858、1.252、0.698、9.816、1.434 mg/mL
的单成分对照品贮备液；依次精密量取各对照品储

备液适量，置同一量瓶中，用 70%甲醇制成洋川芎

内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、

丹参素、丹酚酸 B、丹参酮ⅡA质量浓度分别为 10.4、
16.8、42.9、62.6、34.9、490.8、71.7 μg/mL 的混合

对照品溶液。 
2.2  供试品溶液的制备 

取心无忧片适量，除去糖衣后，精密称定，研

成细粉（全部通过 80 目筛），取约 3.0 g，精密称定，

置 50 mL 量瓶中，加 70%甲醇 40 mL，超声提取 30 
min，放冷至室温，加 70%甲醇至刻度，摇匀，滤

过，取续滤液，即得。 
2.3  阴性样品溶液的制备 

按照心无忧片标准中规定的处方和制法，分别

制备缺川芎、丹参的阴性样品，再按照供试品溶液

的制备项下方法制成缺川芎、丹参的阴性样品溶液。 
2.4  色谱条件及系统适用性试验 

Hydrosphere C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相 A：甲醇–乙腈（2∶1），流动相 B：
0.2%冰醋酸溶液，采用梯度洗脱（0～11 min，
45.0% A；11～26 min，45.0%→68.0% A；26～39 
min，68.0%→82.0% A；39～45 min，82.0%→45.0% 
A）；检测波长：280 nm[7-9]；体积流量：0.9 mL/min；
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柱温：30 ℃；进样量为 10 μL。 
精密量取混合对照品溶液、心无忧片供试品溶

液、缺川芎和丹参的阴性样品溶液各适量，进样测

定。结果显示，阴性样品溶液对测定无干扰，理论

塔板数按照所测各色谱峰计均不低于 3 500，所测各

成分洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、

藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B、丹参酮ⅡA 的分离

度均大于 1.5，色谱图见图 1。 
 

 

1-洋川芎内酯 H  2-洋川芎内酯 I  3-洋川芎内酯 A  4-藁本内酯  5-丹参素  6-丹酚酸 B  7-丹参酮ⅡA 
1-senkyunolide H  2-senkyunolide I  3-senkyunolide A  4-ligustilide  5-danshensu  6-salvianolic acid B 7-tanshinone ⅡA 

图 1  混合对照品（A）、心无忧片（B）、缺川芎阴性样品（C）和缺丹参阴性样品（D）的 HPLC 色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of mixed reference substance (A), Xinwuyou Tablets (B), negative sample without Chuanxiong 

Rhizoma (C), and negative sample without Salviae Miltiorrhizae Radix (D) 

2.5  线性范围考察 
分别精密吸取对照品储备液各 2.5 mL，置于 20 

mL 量瓶中，用 70%甲醇稀释至刻度，制成混合对

照品溶液Ⅰ。精密吸取混合对照品溶液Ⅰ各适量，

用 70%甲醇分别稀释 5、10、15、20、25 倍，依次

制成混合对照品溶液Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ，依法进

样，测定洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内

酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA

的峰面积。以质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，

绘制标准曲线，得线性方程，结果见表 1。 
 

表 1  线性方程、相关系数和线性范围 
Table 1  Linear equation, correlation coefficient, and linear range 

成分 线性方程 r 线性范围/(μg·mL−1) 

洋川芎内酯 H Y＝7.064 1×105 X－426.0 0.999 3 2.08～41.60 

洋川芎内酯 I Y＝5.973 3×105 X＋291.7 0.999 8 3.36～67.20 

洋川芎内酯 A Y＝6.387 6×105 X＋166.2 0.999 9 4.29～85.80 

藁本内酯 Y＝7.394 6×105 X－470.8 0.999 6 6.26～125.20 

丹参素 Y＝3.957 2×105 X－321.9 0.999 2 3.49～69.80 

丹酚酸 B Y＝4.359 4×105 X－282.5 0.999 7 49.08～981.60 

丹参酮ⅡA Y＝9.357 4×105 X＋337.4 0.999 5 7.17～143.40 

 
2.6  精密度试验 

取混合对照品溶液，连续进样 6 次，测定并记

录洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、

藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA 的峰面

积，结果所测各成分峰面积的RSD值分别为 1.16%、

1.08%、0.93%、0.88%、1.06%、0.57%、0.76%。 
2.7  重复性试验 

取心无忧片样品（批号 20160711）6 份，制备

供试品溶液，依法进样测定，记录洋川芎内酯 H、

洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、

丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA 的峰面积，计算所测各成分

的质量分数，结果所测各成分质量分数的 RSD 值分

别为 1.35%、0.78%、1.19%、0.95%、1.47%、0.84%、

1.10%。 
2.8  稳定性试验 

取心无忧片样品（批号 20160711），制备供试

品溶液，于室温下 0、2、4、6、8、16、24 h 分别

依法进样测定，记录洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、
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洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B、丹

参酮ⅡA 的峰面积，结果心无忧片供试品溶液在室

温下 24 h 稳定，所测各成分峰面积的 RSD 值分别

为 1.20%、1.07%、0.87%、0.85%、1.12%、0.60%、

0.74%。 
2.9  加样回收率试验 

取心无忧片样品（批号 20160711）6 份，除去

糖衣后，研成细粉（全部通过 80 目筛），每份约 1.5 g，
精密称定，分别精密加入 0.293 mg/mL 洋川芎内酯

H 对照品溶液 1.0 mL、0.479 mg/mL 洋川芎内酯 I
对照品溶液 1.0 mL、1.267 mg/mL 洋川芎内酯 A 对

照品溶液 1.0 mL、1.691 mg/mL 藁本内酯对照品溶

液 1.0 mL、0.974 mg/mL 丹参素对照品溶液 1.0 mL、
3.696 mg/mL 丹酚酸 B 对照品溶液 4.0 mL、1.942 

mg/mL 丹参酮ⅡA对照品溶液 1.0 mL，制备供试品

溶液，依法进样测定，计算得洋川芎内酯 H、洋川

芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹

酚酸 B、丹参酮ⅡA 的平均加样回收率分别为

96.81%、98.19%、99.24%、98.93%、97.39%、100.19%、

98.63%，RSD 值分别为 1.51%、1.24%、0.98%、

1.12%、0.84%、0.74%、1.44%。 
2.10  样品测定 

取批号分别为 20160711、20161001、20170405
心无忧片样品，制备供试品溶液，依法进样，测定

洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁

本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA的峰面积，

采用外标法计算所测各成分的质量分数，结果见

表 2。 
 
表 2  心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA的测定结果（n＝3） 
Table 2  Determination of senkyunolide H, senkyunolide I, senkyunolide A, ligustilide, danshensu, salvianolic acid B, and 

tanshinoneⅡA in Xinwuyou Tablets (n = 3) 

质量分数/(mg·g−1) 
批号 

洋川芎内酯 H 洋川芎内酯 I 洋川芎内酯 A 藁本内酯 丹参素 丹酚酸 B 丹参酮ⅡA 

20160711 0.194 0.317 0.843 1.129 0.651 9.867 1.304 

20161001 0.182 0.272 0.775 1.065 0.743 10.339 1.363 

20170405 0.210 0.331 0.944 1.179 0.593 9.358 1.192 

 
3  讨论 

在实验过程中，通过对比试验对心无忧片供试

品溶液制备方法进行了优化，首先考察了不同提取

溶剂 50%甲醇、70%甲醇[8,10]、甲醇[4-6]、40%乙醇[11]、

80%乙醇[7]对心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内

酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B
和丹参酮ⅡA 提取率的影响，结果以 70%甲醇为提

取溶剂时，所测各成分的综合提取率最佳；同时对

提取方式（超声提取[10,12]、加热回流提取[11]）和提

取时间（20、30、40 min）进行了对比研究，最终

优选以 70%甲醇超声提取 30 min 作为心无忧片供

试品溶液的制备方法。 
在实验过程中，参考相关文献首先对比考察了

甲醇–水流动相系统[5]、乙腈–水流动相系统、甲

醇–乙腈（2∶1）与水流动相系统[11]，以所测各成

分洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 A、

藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹参酮ⅡA的峰形、

分离效果、色谱峰基线平稳等为考察指标，结果甲

醇–乙腈（2∶1）与水流动相系统优于甲醇–水流

动相系统和乙腈–水流动相系统，但所测成分洋川

芎内酯 H、丹酚酸 B 峰形不对称，存在拖尾现象，

洋川芎内酯 A 分离效果欠佳；在此基础上，在流动

相中加入适量酸（0.2%冰醋酸溶液[12]、0.1%磷酸溶

液[4]、0.1%甲酸溶液[8]），通过对比试验和不断摸索，

最终选取以甲醇–乙腈（2∶1）与 0.2%冰醋酸溶液

为流动相，对心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内

酯 I、洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B
和丹参酮ⅡA 进行梯度洗脱，此条件下所记录色谱

峰基线平稳，所测各成分峰形对称，分离度符合规

定要求。 
本实验建立的 HPLC 梯度洗脱法同时测定心无

忧片中心无忧片中洋川芎内酯 H、洋川芎内酯 I、
洋川芎内酯 A、藁本内酯、丹参素、丹酚酸 B 和丹

参酮ⅡA 7 个成分的测定方法，供试品溶液处理简

便，溶液稳定性好，检测方法快捷、准确、灵敏度

高，为心无忧片质量标准的提高提供了参考。 
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