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R1= Cl, H, CH3OCH2, CH3等;
R2= H, i-PrO, PhO, PhS等;
R3= H, PhCH2O, i-PrO等 ;
R4= H;
R5= CH3, HOCH2, i-Pr, Bn等;
R6= H, CH3

WR1= CH3O, OH, NH2, (CH3)2N等;
R2= H, i-PrO;
R3= H, i-PrO

R1= H, i-PrO;
R2= H, i-PrO

R1= Br, Cl, H, 4-CH3OPhS, PhNH2, CH3等;
R2= PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R3= H, PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R4= H, Ph;
R5= H, Ph; 
R6= OH, CH3O, EtO, Ph, PhCH2O等;
R7= H, CH3, CH2COOH
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This process technology has several advantages such as cheap material and high yield in the industrial production.

Design of synthesis

1.Selecting a cyclized site and 
choose the first amino
2.Choose the condensation 
reagent
3.Determine the order of 
cutting and protection

Analysis and purification

1.RP-HPLC analysis
2.RP-HPLC purification
3.mass spectrometry and 
nuclear magnetism analysis

Solid-phase synthesis

1.linear peptide synthesis
2.Remove ,cyclization and 
deprotection
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A new synthetic route of trifluoromide was reported, and the total yield was 63.9%. 
It provided a better choice for industrial production.
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The inhibition zone was displayed after the assay plates was placed for 0 d, 3 d, 7 d, 10 d and 14 d in 4℃.
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元胡止痛系列制剂由延胡索 ( 醋制 ) 与白芷 2

味中药组成，主要用于治疗气滞血瘀的胃痛、胁痛、

头痛等，是中医临床常用药。元胡止痛系列制剂的

君药为元胡，有显著的镇痛、镇静作用，其主要活

性成分为延胡索乙素 (1)、四氢小檗碱 (2)、延胡

索甲素 (4) 等生物碱类物质 [1] ；白芷可排脓生肌、

一测多评法测定元胡止痛系列制剂中 5 种成分的含量

刘瑞洁
1,2
，张  雪

2
，叶晓霞

2
，乐  健

2,3*
(1. 中国医药工业研究总院，上海 201203；2. 上海市食品药品检验所，上海 201203；3. 复旦大学药学院，上海 201203)

摘要：建立并验证一测多评 (QAMS) 法同时测定元胡止痛制剂 (包括滴丸、片剂、胶囊、软胶囊、颗粒剂和口服液 )中

延胡索乙素 (1)、四氢小檗碱 (2)、欧前胡素 (3)、延胡索甲素 (4) 和异欧前胡素 (5) 的含量。以 1 为内参物，确立其与 2、

3、4、5 的相对校正因子 (RCFs)。分别采用外标法和一测多评法计算元胡止痛系列制剂不同批次中 2、3、4、5 的含量，

结果表明，各成分外标法测定的含量值与采用校正因子计算的含量值之间 RSD 均小于 3.5％。说明在对照品缺乏的情况下，

一测多评法能准确、方便测定多成分的含量，可用于元胡止痛系列制剂的质量评价。

关键词：一测多评；元胡止痛系列制剂；相对校正因子；方法学验证；中药制剂
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Simultaneous Determination of Five Components in Yuanhu Zhitong Series 
Preparations by QAMS

LIU Ruijie1,2, ZHANG Xue2, YE Xiaoxia2, LE Jian2,3*
(1. China State Institute of Pharmaceutical Industry, Shanghai 201203; 2. Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203; 

3. School of Pharmacy, Fudan University, Shanghai 201203)

ABSTRACT: A new simultaneous determination of five main components, tetrahydropalmatine(1), 
tetrahydroberberine(2), imperatorin(3), corydaline(4), and isoimperatorin(5), in Yuanhu Zhitong preparations including 
guttate pills, tablets, capsules, soft capsules, granules and oral liquidby multi-components by single marker(QAMS) was 
established and validated. The contents of compounds 2, 3, 4, and 5 were calculated by comparing their peak areas to that 
of compound 1with the relative correction factors(RCFs). The contents of four compounds(2, 3, 4, and 5)in different 
batches of Yuanhu Zhitong series preparations were calculated by the established QAMS method, and compared with 
their results determined by external standard method. The RSD were less than 3.5％ in the quantitative results of four 
components between external standard method and QAMS . QAMS is a convenient and accurate method to determine 
multi-components when some authentic standard substances are unavailable. It can be used to control the quality of 
Yuanhu Zhitong series preparations.

Key Words: multi-components by single marker(QAMS); Yuanhu Zhitong series preparations; relative correction 
factor(RCF); methodological investigation; Traditional Chinese Medicine preparations
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活血止痛，作为臣药可增强止痛药效，其主要的活

性成分为欧前胡素 (3)、异欧前胡素 (5) 等香豆素

类物质 [2]。

在现行的《中华人民共和国药典》(ChP)2015

年版 ( 一部 ) 中，仅利用 HPLC 法分别测定 1、3
的含量来控制该系列制剂质量。元胡系列制剂的药

效是各成分的综合作用，仅用 1、3 作为指标，不

足以评价其质量。因此探讨多指标成分综合评价体

系非常有必要。目前，多成分含量测定评价元胡系

列制剂的研究已有报道 [3-5]，但这些方法存在操作

复杂、对照品消耗多的问题 [6]。为此，我们在明确

了这 5 种成分为主要药性、药效成分的基础上，提

出一测多评法解决此问题：即只测定其中一个成分

1，通过建立该成分与其他成分 (2、3、4、5) 间的

相对校正因子，计算出其他成分的含量，实现多成

分的同时定量，此法能较好体现中药多指标含量测

定，且有效降低分析成本 [7-9]。

1   仪器与试药

Shimadzu LC-20AD 高效液相系统，Dionex Ultimate 

3000 高效液相系统，Waters Alliance 高效液相系统，

Sartorius BS 2202S 天平仪，Mettler Toledo pH 计、XS204 天

平仪，Kudos SK8210HP 超声仪，Millipore 纯水仪。

1( 纯度 98％，批号 101016)、2( 纯度 98％，批号

101979)、3( 纯度 97.60％，批号 200524-170213)、5( 纯

度 90.90％，批号 200424-161114) 对照品均购于江苏永健

医药科技有限公司，4 对照品 ( 纯度 98％，批号 518-69-

4) 购于诗丹德标准品有限公司；元胡止痛滴丸 ( 甘肃陇神

戎发药业有限公司，规格每丸 0.05 g，批号 20180138166、

20170536019、21070503126) ；元胡止痛片 (广西世彪药业

有限公司，规格 0.26 g，批号 160806) ；元胡止痛胶囊 (四

川泰乐制药有限公司，规格 0.25 g，批号 170801) ；元胡

止痛软胶囊 ( 江苏康缘阳光药业有限公司，规格 0.5 g，批

号 170902) ；元胡止痛颗粒 (沈阳飞龙药业有限公司，规格

5 g，批号 20161001040) ；元胡止痛口服液 (河南福森药业

有限公司，规格 10 ml，批号 17010111) ；乙腈、甲醇 (分

析纯，Merck 公司 )；磷酸 (批号 20170814)、三乙胺 (批

号 20170703)、氨水 (批号 20161123) 均为分析纯 (上海凌

峰化学试剂有限公司 )。

2   方法与结果

2.1   色谱分离系统的确定

2.1.1   色谱条件

Shimadzu LC-20AD 高效液相系统，色谱柱 
Agilent EclipseXDB-C18 柱(4.6 mm×150 mm，3.5 µm)；

流动相 0.1％磷酸溶液 (用三乙胺调至 pH 5.8，A)-

乙腈 (B)，线性梯度洗脱 (表 1) ；流速 1 ml/min ；

柱温 30 ℃；检测波长 289 nm ；进样量 20 µl。上

述色谱条件下，混合对照品溶液及滴丸供试品溶液

HPLC 图谱见图 1。1、2、3、4、5 相邻色谱峰的分

离度均大于 1.5，理论板数以各色谱峰计均在 3 000

以上。

表 1   线性梯度洗脱程序

Tab.1   Linear Gradient Elution Procedure
t/min A/％ B/％

0 70 30
10 70 30
15 60 40
30 60 40
40 51 49
50 51 49

2.1.2   供试品溶液的制备

取元胡止痛滴丸适量，研细，取约 1 g，精密

称定，置具塞锥形瓶中，精密加入浓氨水 - 甲醇

(1 ∶ 20) 的混合溶液 (50 ml)，称重，超声处理

(功率 250 W，频率 53 kHz)30 min，放冷，称重后

用浓氨水 - 甲醇 (1 ∶ 20) 的混合溶液补足，过滤，

精密量取续滤液 25 ml，蒸至近干，加水 50 ml，溶

解残渣并转移至具塞锥形瓶中。用乙酸乙酯等比例

萃取 3 次，取上层蒸至近干，残渣用甲醇溶解并转

移至 10 ml 量瓶，加甲醇稀释并定容，摇匀，过滤，

取续滤液即得。元胡止痛片、元胡止痛胶囊、元胡

止痛颗粒样品处理方法同上。

取元胡止痛口服液 10 ml，置具塞锥形瓶中，

加水 40 ml，称定重量，超声处理 ( 功率 250 W，

频率 53 kHz)10 min，放冷，称重后加水补足失重。

用乙酸乙酯等比例萃取 3 次，取上层蒸至近干，残

渣用甲醇溶解并转移至 10 ml 量瓶中，加甲醇稀释

并定容，摇匀，过滤，取续滤液即得。
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取元胡止痛软胶囊内容物约 1 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 50 ml，称定重量，

超声处理 (功率 250 W，频率 53 kHz)30 min，放冷，

称重后加甲醇补足失重，过滤，精密量取续滤液

25 ml，蒸至近干，加水 50 ml，溶解残渣并转移至

具塞锥形瓶中。用乙酸乙酯等比例萃取 3 次，取上

层蒸至近干，残渣用甲醇溶解并转移至 10 ml 量瓶

中，加甲醇稀释并定容，摇匀，过滤，取续滤液即得。

2.1.3   对照品溶液的制备

分别取 1 ～ 5 的对照品适量，精密称定，加

甲醇溶解并定容，分别制成每 1 ml 含 1 608 µg、2 
772 µg、3 625 µg、4 653 µg、5 726 µg 的溶液，即

得对照品贮备溶液。

精密量取上述 5 个对照品贮备溶液适量，置同

一 25 ml 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，制得 1 ～ 5
浓度分别为 97.3、74.1、50.0、182.8、29.0 µg/ml

的混合对照品贮备溶液，分别精密量取 0.125、0.25、
0.5、1、2、3、5、10 ml，置 10 ml 量瓶中，以甲

醇稀释并定容，制得系列混合对照品溶液，避光冷

藏保存。

2.1.4   线性范围

分别精密吸取系列质量浓度的混合对照品溶液

20 µl，注入液相色谱仪，按上述色谱条件测定，记

录峰面积，以进样量(X，µg)为横坐标，以峰面积(Y)
为纵坐标，绘制标准曲线，系列浓度范围内线性良

好。同系列混合对照品制备方法逐级稀释，分别以

S/N=3、10 考察检测限和定量限，结果见表 2。
2.1.5   进样精密度

精密吸取同一混合对照品 20 µl，连续进样 6 次，

记录成分 1 ～ 5 峰面积，得出日内精密度 RSD 值

分别为 0.72％、0.75％、0.88％、0.84％、0.81％。

连续进样 3 d，每天 3 次，记录各成分峰面积，得

出日间精密度 RSD 分别为 0.92％、0.90％、0.86％、

0.84％、0.89％，表明仪器精密度良好。

2.1.6   重复性

称取同批元胡止痛滴丸剂约 1 g，共 6 份，精

密称定，按“2.1.2”项下平行制备 6 份样品溶

液，测定 1 ～ 5 的平均含量分别为 578.6、127.7、
335.9、475.7、155.7 µg/g，RSD 值分别为 1.06％、

1.19％、0.92％、1.35％、2.76％，表明方法重复性

良好。

2.1.7   稳定性

取同一供试品溶液，分别于 0、4、8、16、20、
24 h 进样 20 µl，依法测定，记录各成分峰面积，

A ：混合对照品溶液，B ：滴丸供试品溶液

1-1 ；2-2 ；3-3 ；4-4 ；5-5

图 1   对照品 (A)、滴丸供试品 (B)色谱图

Fig.1   HPLC Chromatograms of Reference Substance(A) and Guttate Pills Sample(B)

表 2   元胡止痛滴丸剂中 5 种成分的标准曲线

Tab.2   Standard Curves of Six Components
有效成分 标准曲线 R2 线性范围/µg 检测限/ng 定量限/ng

1 Y=774 396X+1 993.6 0.999 7 0.024～1.946 0.29 0.97
2 Y=943 923X+1 233.5 0.999 7 0.018～1.482 0.74 1.48
3 Y=2 197 151X+2 121.5 1.000 0 0.012～1.000 0.15 0.50
4 Y=789 663X+2 067.8 0.999 7 0.046～3.656 0.55 1.83
5 Y=1 771 078X+1 316.3 1.000 0 0.007～0.580 0.29 0.73
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得出成分 1 ～ 5 峰面积的 RSD 值依次为 1.55％、

1.83％、1.07％、1.27％、1.23％，表明供试品溶液

在室温条件下 24 h 内稳定。

2.1.8   加样回收率

取“2.1.6”项下已测知含量的同批元胡止痛滴

丸 9 份，每份约 0.5 g，精密称定，分成 3 组，每组

分别按 50％、100％和 150％ 3 个水平精密添加含

1 146、2 31、3 75、4 131 和 5 44 µg/ml 的混合对照

品溶液 1 ml、2 ml、3 ml，按“2.1.2”项下方法制

备供试品溶液，测定并计算各成分的加样回收率和

RSD，结果见表 3，表明本法回收率良好。

表 3   加样回收率试验结果 (n=9)
Tab.3   Results of Recovery Tests(n=9)

成分 平均回收率/％ RSD/％
1 102.6 1.86
2 102.5 1.01
3 103.2 1.47
4 102.8 1.20
5 101.3 2.25

2.1.9   耐用性

考察改变流速 (1±0.1)ml/min，采用 2 种不同品

牌的色谱 Agilent EclipseXDB-C18(4.6 mm×150 mm，

3.5 μm)、Waters sunfire C18(4.6 mm×150 mm，3.5μm)

以及 2 台不同品牌高效液相色谱仪 Shimadzu LC-
20AD 高效液相系统、Dionex Ultimate 3000 高效液

相系统，色谱行为的变化。测定同一批样品中各

成分含量及 RSD，结果表明各条件下所测含量的

RSD 均小于 3％，分离效果良好，因此该方法具有

良好的耐用性。

2.2   校正因子的计算

2.2.1   多点校正法

以多个质量浓度点计算所得的 f i/s 取平均值作

为定量用 f i/s。在上述色谱条件下，分别测定不同浓

度的系列混合对照品溶液进样时各成分的峰面积，

按公式 fi/s= fi/fs=(Ws×Ai)/ (Wi×As) 计算。式中 As 为

内参物峰面积，A i 为其他组分 i 的峰面积，Ws 为内

参物的质量或浓度，Wi 为其他组分 i 的质量或浓度。

以 1 为内参物，计算其对成分 2、3、4、5 的校正因子，

得出 f2/1、f3/1、f4/1、f5/1 分别为 1.212、2.825、1.012、

2.287，RSD 值分别为 0.74％、0.56％、0.88％、0.38％。

2.2.2   斜率校正法

各成分的线性标准回归曲线均为 Y=aX+b，但

是截距 (b) 通常为误差引起。X=(Y-b)/a ＝ Y/a-b/a，
b/a 值小于 1/100 时，可忽略不计，公式简化成 X=Y/a，
根据斜率直接计算质量或浓度。由“2.2.1”已知 fi/s

计算公式，代入公式 W=A/a，推导出 fi/s=ai/as，其中

as 为内参物斜率，ai 为其他组分斜率，即校正因子

可以由二者的斜率 a 之比直接计算。待测成分质量

或浓度计算公式为 Wi=(Ws×Ai)/( fi/s×As)，代入公式

W=A/a，推导出 Wi=Ai/(as×fi/s)，即可根据内参物斜率、

相对校正因子快速推算其余待测成分含量。当各成

分标准曲线中 a/b 值均大于 100 才能应用此法，应

用时第一步需建立内参物的标准曲线获得其 as。本

试验计算延胡索乙素对其他目标成分的 f i/s 分别为

1.219、2.837、1.020、2.287。
2.2.3   校正因子重现性考察

本试验考察了 4 种不同的色谱柱，Agilent 
Eclipse XDB-C18 柱 (4.6 mm×150 mm，3.5 µm)、

Waters Sunfire C18 柱 (4.6 mm×150 mm，3.5 µm)、

Waters XBridge C18 柱 (4.6 mm×150 mm，3.5 µm)、

Dikma Diamonsil plus C18 柱 (4.6 mm×150 mm，5 µm)

对 f i/s 的影响，结果其 RSD 均小于 1％。表明 f i/s 在

不同色谱柱均有良好的重现性。

2.3   待测组分色谱峰的定位

本文利用相对保留时间作为定位标准：知道

内参物 1 的保留时间，加上其对成分 2、3、4、5
的相对保留时间，再根据峰型、紫外吸收进行判

断，即可定位。考察了 ShimadzuLC-20AD、Dionex 
Ultimate 3000、Waters Alliance 共 3 种高效液相系统，

Agilent Eclipse XDB-C18 和 Waters sunfire C18 色谱柱

的相对保留时间，结果分别为 1.592、1.878、1.963、
2.279，RSD 分别为 1.65％、2.54％、1.58％、1.97％。

表明不同仪器和不同色谱柱下各成分间的相对保留

时间 RSD 小于 3％，利用相对保留时间进行峰的定

位是可行的。

2.4   一测多评法与常规方法的比较

分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各

20 µl，进样测定，记录 1 ～ 5 的峰面积，分别用外
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标法和 2 种一测多评法计算，结果见表 4，元胡止

痛系列各剂型成分含量差异较明显，推测主要由于

工艺及使用药材不同造成。同时，各成分常规外标

法实测含量值与一测多评计算的含量值 RSD 均小

于 3.5％，表明一测多评法可用于元胡止痛系列制

剂的多成分质量评价研究。

3   讨论

元胡止痛系列制剂为中药复方制剂，剂型间工

艺和辅料不同，因此不同于单个品种的中药材，对

于一测多评法的应用难度较大。本研究考察了不同

流动相 pH 值、不同梯度洗脱程序，结果表明在上

述色谱条件下，元胡系列制剂均具有良好的色谱行

为，5 个成分出峰时间均一致，且与相邻色谱峰分

离度均大于 1.5，保证了含量结果的准确性和重复

性，从而最终能建立统一通用无差异的元胡系列制

剂中 5 种成分的测定方法。

表 4   外标法和一测多评法测定元胡止痛制剂中 5 种成分含量的比较 (n=3)
Tab.4   Contents of Six Components by External Standard Method and QAMS(n=3)

剂型 样品批号 1 2 3 4 5
滴丸 20170536019 外标法 578.6 126.3 334.9 471.5 155.6
(µg/g) 一测多评多点校正 - 127.7 335.9 475.7 155.7

一测多评斜率校正 - 127.6 335.9 474.1 156.4
21070503126 外标法 536.1 123.0 316.4 464.3 120.6

一测多评多点校正 - 124.4 317.3 468.4 120.8
一测多评斜率校正 - 124.3 317.4 466.9 121.4

20180138166 外标法 608.3 144.9 428.8 719.2 269.1
一测多评多点校正 - 146.4 429.8 724.4 268.7
一测多评斜率校正 - 146.2 429.8 721.8 269.9

胶囊 170801 外标法 372.7 21.4 718.5 105.3 472.7
(µg/g) 一测多评多点校正 - 22.7 717.7 108.0 470.2

一测多评斜率校正 - 22.7 719.4 107.9 473.5
颗粒剂 20161001040 外标法 102.4 19.5 226.2 140.3 78.8
(µg/g) 一测多评多点校正 - 20.4 222.6 140.5 77.6

一测多评斜率校正 - 20.8 227.2 142.9 79.6
软胶囊 170902 外标法 958.8 158.9 577.0 1031.2 334.6
(µg/g) 一测多评多点校正 - 160.6 579.0 1039.1 334.5

一测多评斜率校正 - 160.2 577.9 1033.7 335.3
片剂 160806 外标法 403.9 - 65.4 58.0 103.3
(µg/g) 一测多评多点校正 - - 66.2 60.6 103.3

一测多评斜率校正 - - 66.4 60.6 104.0
口服液 17010111 外标法 90.8 13.8 - 123.5 -
(µg/ml) 一测多评多点校正 - 13.9 - 124.4 -

一测多评斜率校正 - 13.8 - 123.6 -

1 为元胡止痛制剂中主要药效成分，且定量用

对照品价廉易得，因此本试验选用 1 为内参物。3、
5 为香豆素类成分，保留时间易受温度影响，为了

使各成分分离度恰好达到要求，因此将柱温设为

30 ℃。元胡止痛系列制剂成分复杂，常规样品处理

方法易造成色谱柱污染、引起较大误差，本试验引

入经典提取净化技术 ( 液 - 液萃取 )，可除去大极

性杂质的干扰，色谱基线更平稳，同时主成分含量

并无变化。本试验根据内参物的保留时间、各成分

的相对保留时间、峰形及紫外吸收来判断目标峰的

准确位置，结果表明，该方法进行峰定位是可行的。

本文建立了 1 与其余 4 种成分的相对校正因子，并

计算各成分的含量，结果表明，QAMS 与外标法含

量值之间 RSD 小于 3.5％，表明一测多评法可用于

元胡止痛系列制剂中主要成分的含量测定。
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