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·论　著·
ＨＰＬＣＤＡＤＴＯＦ／ＭＳ法测定小柴胡汤中柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸的含量
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［摘要］　目的：建立小柴胡汤药材中柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸含量测定的方法。方法：采用 ＨＰＬＣＤＡＤＴＯＦ／ＭＳ，

ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），水（０．０２５％甲酸）甲醇（０．０２５％甲酸）为流动相，梯度洗脱，流速为

０．１５ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温为２５℃ ，进样量０．２５μｌ；质谱条件为电喷雾电离源（ＥＳＩ），正离子监测，毛细管电压为４０００Ｖ，干燥气流

速为１０．０Ｌ·ｍｉｎ－１，干燥气温度为３５０℃ ，雾化器压力为４０ｐｓｉ（２７５７９２Ｐａ），裂解器电压为２００Ｖ，用于定量分析的柴胡皂苷

ａ离子为ｍ／ｚ８０３．４２００～８０３．４９００。黄芩苷和甘草酸检测波长分别是２７５ｎｍ和２５０ｎｍ。结果：柴胡皂苷ａ线性范围为

０．２１１６～１２７．３μｇ·ｍｌ
－１，线性方程为Ｙ＝４６１１８２Ｘ＋２００００００（ｒ＝０．９９９０）。黄芩苷线性范围为０．７５８～４５５μｇ·ｍｌ

－１，

线性方程Ｙ＝５．９７８９Ｘ－２７．４１８（ｒ＝０．９９９５）。甘草酸单铵盐线性范围为２．２６８１３６．８μｇ·ｍｌ
－１，线性方程Ｙ＝０．９４９９Ｘ－

１．０４６４（ｒ＝０．９９９５）。高、中、低浓度的柴胡皂苷ａ平均回收率分别为（９５．５４±１．６０）％、（９９．３９±３．９７）％、（１０３．８±１．９７）％
和黄芩苷平均回收率分别为（１０２．３±０．４７）％、（１００．９±１．３２）％、（９７．１５±２．１０）％及甘草酸单铵盐平均回收率分别为

（１０２．６±１．９６）％、（１００．３±３．１２）％、（９７．７５±１．２５）％。日内、日间ＲＳＤ均＜５％，２１ｄ内稳定性试验结果表明ＲＳＤ均＜５％。

小柴胡汤中柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸的含量分别为０．７５００、１０．６５和２．５７２ｍｇ／ｇ。结论：该方法简便、灵敏、快速、准确，

适用于小柴胡汤的质量控制。
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２５０ｎｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅＹ＝４６１１８２Ｘ＋２００００００（ｒ＝０．９９９０），Ｙ＝０．９４９９Ｘ－１．０４６４（ｒ＝

０．９９９５）ａｎｄＹ＝５．９７８９Ｘ－２７．４１８（ｒ＝０．９９９５）ｆｏｒｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ（０．２１１６１２７．３μｇ·ｍｌ
－１），ｂａｉｃａｌｉｎ（０．７５８４５５μｇ·

ｍｌ－１）ａｎｄａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ（２．２６８１３６．８μｇ·ｍｌ
－１），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ（９５．５４±１．６０）％，（９９．３９±３．９７）％ ａｎｄ（１０３．８±１．９７）％ｆｏｒｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ，（１０２．３±０．４７）％，
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（５）：５２７５３０］

［基金项目］　全军医药科研基金（０６ＭＢ２０５）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＦｕｎｄａ

ｔｉｏｎｏｆＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＰＬＡ（０６ＭＢ２０５）．
［作者简介］　赵白云，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｂａｉｙｕｎｙａｏｆｅｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｙｆｃｈａｉ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　小柴胡汤（ＸｉａｏｃｈａｉｈｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ）为传统复方
经典方剂，在临床上应用广泛，始见于张仲景《伤寒
论》，具有和解少阳、疏利三焦气机之功效，由柴胡、



·５２８　　 · 第二军医大学学报　２００７年５月，第２８卷

黄芩、炙甘草、人参、制半夏、生姜和大枣组成。现代
研究证实，小柴胡汤具有调节细胞免疫、诱生多种细
胞因子及保肝作用［１４］。柴胡在小柴胡汤中位居君
药，黄芩位居臣药，甘草位居佐药，其主要有效成分
分别是柴胡皂苷Ａ、黄芩苷和甘草酸［５］。目前，国内
已有多种以小柴胡汤配方为基础的中成药制剂，其
质量标准各不相同，多以黄芩苷或柴胡皂苷ａ的含
量测定为主［６８］，同时检测柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草
酸的方法尚无报道。故本研究建立的同时测定小柴
胡汤中柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸的方法对以小
柴胡汤配方为基础的中药复方的质量标准制定有重

要意义。

１　仪器和试药

　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００（在线脱气机、四元泵、自动进样
器、柱温箱、二极管阵列检测器），Ｇ１９６９Ａ ＴＯＦ／

ＭＳ，Ａｇｉｌｅｎｔ色谱数据工作站，ＡｎａｌｙｓｔＱＳ分析软
件，十万分之一ＡＥ２４０型电子天平（梅特勒，美国）。

　　饮片柴胡（ＰＤ０６０７０７）、黄芩（ＨＹ２００６０３０２０４）、
炙甘 草 （ＸＤ０６０８２６）、人 参 （０６０８０４）、制 半 夏
（０６０９１４）和大枣（ＨＰ２００６０７０５０１）由上海华宇药业
有限公司提供，经第二军医大学药学院生药学教研
室孙连娜副教授鉴定。柴胡皂苷 Ａ、黄芩苷和甘草
酸单铵盐对照品购自上海药品检定所；甲醇为色谱
纯，购自Ｆｉｓｈｅｒ公司；水为娃哈哈纯净水。

２　方法和结果

２．１　测定条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢ
Ｃ１８，（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），流动相为水
（０．０２５％甲酸，Ａ液）甲醇（０．０２５％甲酸，Ｂ液），梯
度洗脱程序如下：０～１ｍｉｎ：７０％Ａ３０％Ｂ；１～４５
ｍｉｎ：２５％Ａ７５％Ｂ；４５～５５ｍｉｎ：２０％Ａ８０％Ｂ；５５～
６５ｍｉｎ：１００％Ｂ。流速０．１５ｍｌ／ｍｉｎ，柱温：２５℃，进
样量：０．２５μｌ，运行时间７５ｍｉｎ，离子源为 ＡＰＣＩ
ＥＳＩ源，正离子方式监测，用于定量分析的离子ｍ／ｚ
８０３．４２００～８０３．４９００，干燥气温度为３５０℃，雾化
气压力为２７５７９２Ｐａ，雾化气流速为１０Ｌ／ｍｉｎ，碰撞
碎片电压２００Ｖ。

２．２　标准溶液的配制　分别精密称取柴胡皂苷ａ、
黄芩苷和甘草酸单铵盐对照品３．８１９ｍｇ、１３．６５ｍｇ
和４．０８３ｍｇ，置于１０ｍｌ量瓶中，用甲醇溶液溶解并
稀释至刻度，摇匀，作为标准储备液。取储备液各

５．０ｍｌ于２５ｍｌ量瓶中，经稀释，配成标准溶液，柴

胡皂苷ａ浓度为１２７．３、８４．６７、４２．３３、２１．１６、１０．５８、

２．１１６、０．２１１６μｇ·ｍｌ
－１；黄芩苷浓度为４５５．０、

３０３．３、１５１．６、７５．８０、３７．９０、７．５８、０．７５８μｇ·ｍｌ
－１；

甘草酸单铵盐浓度为１３６．１、９０．７３、４５．３６、２２．６８、

１１．３４、２．２６８μｇ·ｍｌ
－１。

２．３　小柴胡汤的制备　取饮片柴胡１８０ｇ、黄芩

１３５ｇ、炙甘草７５ｇ、人参９０ｇ、制半夏１３５ｇ、大枣９０
ｇ和生姜１３５ｇ，混匀，粉碎，过４０目筛，置５０℃烘箱

１ｈ，密封储藏，备用。

２．４　方法学考察

２．４．１　标准曲线的制备　分别取上述不同浓度标
准溶液，依２．１项下条件进样测定，分别以质谱峰
（柴胡皂苷ａ）和紫外峰面积（黄芩苷和甘草酸单铵
盐）对浓度进行线性回归，柴胡皂苷ａ线性方程：

Ｙ＝４６１１８２Ｘ＋２００００００（ｒ＝０．９９９０），线性范围：

０．２１１６～１２７．３μｇ·ｍｌ
－１；黄芩苷线性方程：Ｙ＝

５．９７８９Ｘ－２７．４１８（ｒ＝０．９９９５），线性范围：

０．７５８～４５５μｇ·ｍｌ
－１；甘草酸单铵盐线性方程：

Ｙ＝０．９４９９Ｘ－１．０４６４（ｒ＝０．９９９５），线性范围为

２．２６８～１３６．８μｇ·ｍｌ
－１。

２．４．２　精密度试验　在２．１项条件下，分别取柴胡
皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸单铵盐高、中、低（１２７．３、

２１．１６、２．１１６；４５５．０、７５．８０、７．５８０和１３６．１、２２．６８、

２．２６８μｇ·ｍｌ
－１）３种浓度的标准液，在１ｄ之内连

续进样５次，考察日内精密度，ＲＳＤ分别为１．０７％、

４．０５％、１．２５％；０．３６％、１．５２％、４．５１％和０．６８％、

２．５１％、１．０４％ （ｎ＝５）。连续测定５ｄ，考察日间精
密 度，ＲＳＤ 分 别 为 １．３２％、３．５２％、１．６３％；

０．６８％、１．８６％、１．２１％和０．３５％、１．２９％、４．１７％
（ｎ＝５）。

２．４．３　稳定性考察　分别配制 高、中、低３种浓度
的柴胡皂苷 ａ、黄芩苷和甘草酸单铵盐标准液
（１２７．３、２１．１６、２．１１６；４５５．０、７５．８０、７．５８０ 和

１３６．１、２２．６８、２．２６８μｇ·ｍｌ
－１）２００μｌ，置２℃ 冰箱

冷藏，分别在１、７、１４、２１ｄ按２．１项下条件检测，结
果表明样品在２１ｄ内基本稳定（ＲＳＤ＜５％）。

２．４．４　最低检测限　经一系列稀释的标准溶液测
定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３１计，柴胡皂苷ａ，黄芩苷
和甘草酸单铵盐的最低检测限分别为１９．１０、１８９．５
ｎｇ·ｍｌ－１和 １．０２μｇ·ｍｌ

－１。以信噪比（Ｓ／Ｎ）为

１０１计，柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸单铵盐的定量
限分别为６９．５、６８９．１ｎｇ·ｍｌ－１和３．７１μｇ·ｍｌ

－１。
甘草酸单铵盐的最低定量限高于线性范围下限。
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２．４．５　加样回收率试验　取已测定含量的小柴胡

汤样品３份，各０．５ｇ，精密称定，分别准确加入高、

中、低浓度的柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸单铵盐对

照品，按２．４．６项下样品测定方法操作，平行操作３
份，计算平均回收率。结果高、中、低浓度的柴胡皂

苷 ａ 平 均 回 收 率 分 别 为 （９５．５４±１．６０）％、

（９９．３９±３．９７）％、（１０３．８±２．０）％，黄 芩 苷 为

（１０２．３±０．５）％、（１００．９±１．３）％、（９７．１５±

２．１０）％，甘 草 酸 单 铵 盐 为 （１０２．６±２．０）％、

（１００．３±３．１）％、（９７．７５±１．２５）％。

２．４．６　样品含量测定　分别取按２．３项下条件自

制的３份小柴胡汤０．５ｇ，精密称定，置１００ｍｌ平底

烧瓶中，加７０％乙醇１０ｍｌ，回流４０ｍｉｎ，放冷至室

温，过滤，收集滤液，重复提取３次，合并滤液，挥干，

甲醇定容至１０ｍｌ，进样前用０．２２μｍ滤膜过滤，弃

去初滤液，取续滤液进样测定。计算各样品中柴胡

皂苷 ａ、黄芩苷 和甘草酸的含量，结果分别为

０．７６２５、０．７７３８、０．７１３６ｍｇ／ｇ；１０．７２、１０．３２、

１０．９２ｍｇ／ｇ和２．５７９、２．４７７、２．６５９ｍｇ／ｇ；ＲＳＤ分别

为４．０１％、３．２７％、２．９２％；１．７６％、２．３３％、２．９３％和

２．７６％、３．２１％、２．８１％。ＨＰＬＣ图谱见图１。

３　讨　论

３．１　前处理条件的考察

３．１．１　提取方式　称取同一批样品０．５ｇ，精密称

定，置１００ｍｌ平底烧瓶中，加１０ｍｌ７０％乙醇，分别

用超声、回流和索氏前处理，提取６０ｍｉｎ，过滤，挥

干，定容１０ｍｌ容量瓶。按上述色谱条件，进样，记

录峰面积，计算柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸含量，

结果表明，回流处理的提取效果优于超声处理，而超

声处理优于索氏处理，因此选用回流处理。

３．１．２　正交实验考察提取参数　采用正交设计法

表１考察提取溶剂乙醇的比例（Ａ）、提取时间（Ｂ）以

及提取次数（Ｃ）对样品中柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草

酸的提取效果的影响。按正交实验计算柴胡皂苷

ａ、黄芩苷和甘草酸含量，极差和方差分析结果表明，

采用 Ａ１Ｂ２Ｃ３对样品中柴胡皂苷ａ提取效果最好。

采用Ａ１Ｂ３Ｃ３对样品中黄芩苷和甘草酸提取效果最

好，但与Ａ１Ｂ２Ｃ３提取效果无显著性差异。综合考虑

柴胡皂苷ａ含量相对较低，最终选择７０％乙醇溶液

回流４０ｍｉｎ，重复提取３次为前处理条件。

图１　柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸

单铵盐标准品和样品谱图

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ，ｂａｉｃａｌｉｎａｎｄ

ａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｓａｍｐｌｅ
Ａ：ＴＯＦＭＳｏｆｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａｓｔａｎｄａｒｄ；Ｂ：ＴＯＦＭＳｏｆＸｉａｏｃｈａｉｈｕ

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ｃ：ＵＶ（２７５ｎｍ）ｏｆｂａｉｃａｌｉｎｓｔａｎｄａｒｄ；Ｄ：ＵＶ（２７５ｎｍ）ｏｆ

ＸｉａｏｃｈａｉｈｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ｅ：ＵＶ（２５０ｎｍ）ｏｆＭｏｎｏａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒ

ｒｈｉｚｉｎａｔｅｓｔａｎｄａｒｄ；Ｆ：ＵＶ（２５０ｎｍ）ｏｆＸｉａｏｃｈａｉｈｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ；１：Ｂａ

ｉｃａｌｉｎ；２：Ｍｏｎｏａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ；３：Ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ
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表１　回流提取的因素与水平表

Ｔａｂ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｆｌｕｘ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

Ｌｅｖｅｌｓ
Ｆａｃｔｏｒｓ

ＥｔｈａｎｏｌＷａｔｅｒ
（Ｖ／Ｖ，Ａ）

Ｒｅｆｌｕｘｔｉｍｅ
（ｔ／ｍｉｎ，Ｂ）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｓ（Ｃ）

１ ７０３０ ２０ １
２ ５０５０ ４０ ２
３ ０１００ ６０ ３

３．２　色谱条件的优化

３．２．１　流动相　流动相有机溶剂选择质子化能力

相对较强的甲醇，有利于待测物的质谱响应。考察

流动相的有机添加剂，发现酸性条件（甲酸，乙酸）和

缓冲盐（乙酸铵，三乙胺）有助于改善黄芩苷和甘草

酸峰形，但缓冲盐严重抑制柴胡皂苷ａ质谱信号（图

２）。实验表明，在０．０２５％甲酸添加剂条件下，检测

灵敏度均能达到令人满意的结果，且结果稳定可

靠。　　　　　　　

图２　不同浓度甲酸条件下柴胡皂苷ａ的质谱响应值

Ｆｉｇ２　ＴＯＦＭＳｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｏｆｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ

ｓｔａｎｄａｒｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ

３．２．２　洗脱程序　小柴胡汤中成分很多，极性较

大，梯度洗脱时流速过高或流动相中甲醇比例上升

过快均会使柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸等中极性

成分保留时间缩短，导致分离度不佳，因此流动相中

甲醇的比例应该是缓慢地上升，经多次实验，确定了

０．１５ｍｌ·ｍｉｎ－１的流速及２．１项下洗脱程序，柴胡

皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸峰形良好且分离度大于

１．５，满足定量分析要求。

３．３　质谱条件　考察大气压电喷雾电离源 （ＡＰＣＩ

ＥＳＩ）、大气压化学电离源（ＡＰＣＩ）和混合离子源

（ＭＭＩ），分别在正负离子条件下的监测，发现 ＡＰ

ＣＩＥＳＩ源正离子模式下柴胡皂苷ａ质谱信号最好；

同时比较不同干燥气流速（６、８、１０Ｌ／ｍｉｎ）和毛细管

碎片电压（１８０、２００、２２０Ｖ）时的质谱信号，实验结果

表明，采用１０Ｌ／ｍｉｎ的氮气和２００Ｖ碎片电压，质

谱响应最好。

３．４　ＤＡＤＴＯＦ／ＭＳ联用　由于小柴胡汤是复方

方剂，成分复杂，紫外检测不能满足多成分分析需

要，其中柴胡皂苷ａ只有末端吸收，采用紫外法检

测，会遇到灵敏度低、基线易漂移及溶剂的干扰等问

题，飞行时间质谱ＴＯＦ／ＭＳ对此类成分的分析具有

明显优势，尤其是微量成分的分析。本研究采用

ＤＡＤ和ＴＯＦ／ＭＳ联用测定和分析ＳＳＴ中柴胡皂

苷ａ、黄芩苷和甘草酸，获得满意结果。

　　中华人民共和国药典中对小柴胡汤的质量控制

方法比较简单，并不能有效地控制其质量。本研究

试验结果表明，采用 ＨＰＬＣＤＡＤＴＯＦ／ＭＳ方法，能

方便准确地测定柴胡皂苷ａ、黄芩苷和甘草酸的含

量，适用于小柴胡汤的质量控制。
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