
书书书

·１０１０　 ·
第二军医大学学报　２０１０年９月第３１卷第９期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｅｐ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．９

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．０１０１０ ·研究快报·

高效液相色谱法测定小柴胡汤中黄芩苷、汉黄芩苷的含量
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　　［摘要］　目的　采用高效液相色谱法测定小柴胡汤中黄芩苷、汉黄芩苷的含量。方法　饮片粉末用水回流提取，色谱
柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈和水；Ａ相为０．２％磷酸水，Ｂ相为乙腈，梯度洗脱；流速

１ｍｌ／ｍｉｎ，柱温２５℃，检测波长２７５ｎｍ，进样量１５μｌ。结果　黄芩苷和汉黄芩苷在３０ｍｉｎ内基线分离。以峰面积（Ｙ）对浓
度（Ｘ）的标准曲线分别为：黄芩苷Ｙ＝４４．１６Ｘ－３６．２２（ｒ＝０．９９９９）；汉黄芩苷Ｙ＝５２．０８Ｘ－２８．６９（ｒ＝０．９９９９）。日内及日间

精密度均小于１％，黄芩苷和汉黄芩苷的定量限分别为０．６１５６μｇ／ｍｌ和０．２２０８μｇ／ｍｌ，黄芩苷和汉黄芩苷加样回收率（ｎ＝６）

分别为９５．７３％（ＲＳＤ＝０．８％）及９７．０２％（ＲＳＤ＝１．５６％）。结论　该方法稳定性好，测定结果准确可靠，可用于小柴胡汤的
质量控制研究。

　　［关键词］　高压液相色谱法；小柴胡汤；黄芩苷；汉黄芩苷；含量测定
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　　小柴胡汤出自东汉张仲景的《伤寒论》，由柴胡、

黄芩、人参、半夏、炙甘草、生姜、大枣等７味药材组

成，用于治疗伤寒少阳证。小柴胡汤组方精良，配伍

严谨，在长期的医疗实践中，广泛用于肝胆、消化、内

分泌、血液、免疫等系统疾病的治疗［１３］。小柴胡汤

中黄芩苷及汉黄芩苷含量较高，且有广泛的药理作
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用。药理学研究表明黄芩苷可能通过抑制超级抗原

激活的信号途径起到抗菌效果，对百日咳杆菌引起

的神经细胞损害，预先给予黄芩苷可起到保护作

用［４］。同时，黄芩苷还具有抗癌、调节免疫系统等作
用［５］。药理研究发现，汉黄芩苷具有抗氧化作用，能

抑制不同体系诱导的线粒体氧化损伤，同时它对黄

嘌呤氧化酶有较好的抑制作用［６］。由此可见，黄芩

苷和汉黄芩苷均为小柴胡汤中的重要化学成分，其

含量的多少对小柴胡汤质量影响显著，而２０１０年版

《中华人民共和国药典》（一部）中小柴胡片及小柴胡

颗粒均以黄芩苷的含量作为质量控制标准［７］，有必

要建立一种简便、科学、有效的分析方法测定小柴胡

汤中黄芩苷和汉黄芩苷的含量。采用高效液相色谱

法测定小柴胡汤剂中黄芩苷的含量已经有多篇文献

报道［８１０］，赵白云等［１１］用 ＨＰＬＣＤＡＤＴＯＦ／ＭＳ法

测定小柴胡汤中柴胡皂苷ａ、黄芩苷、甘草酸的含量。

本研究采用高效液相色谱紫外检测器建立小柴胡汤

中黄芩苷和汉黄芩苷含量测定方法，为更好地提高

小柴胡汤及其不同制剂的质量控制标准提供参考。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司），包括在线脱气机、四元泵、自动进样

器、柱温箱、ＶＷＤ检测器；十万分之一电子天平（德

国梅特勒公司）；高速离心机（美国雅培公司）；ＤＪ０４
药材粉碎机（上海淀久中药机械制造有限公司）；

ＳＢ３２００Ｔ超声发生器（美国必能信公司）。

１．２　 试 药 　 小 柴 胡 汤 所 用 药 材 饮 片 柴 胡

（ＰＤ０６０７０７，内蒙古）、黄芩（ＨＹ２００６０３０２０４，河北）、

炙甘草（ＸＤ０６０８２６，新疆）、人参（０７１２２４，辽宁）、制

半夏（０６０９１４，四川）及大枣（ＨＰ２００６０７０５０１，山东）

购自上海华宇制药有限公司，生姜（２００８１１０４３１，贵

州）购自上海雷允上大药房，所有饮片均经第二军医

大学药学院生药学教研室孙莲娜副教授鉴定。黄芩

苷、汉黄芩苷购自中国药品生物制品检定所，纯度＞
９８．０％，乙腈为色谱纯（Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ，ＵＳＡ），水为娃哈

哈纯净水，其余试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　溶液的制备

２．１．１　对照品溶液的制备　精密称取黄芩苷对照

品０．０１０２６ｇ，汉黄芩苷对照品０．００７３６ｇ，分别置

于１０ｍｌ容量瓶中，加入甲醇溶解并定容至刻度，配

成浓度分别为黄芩苷１．０２６ｍｇ／ｍｌ、汉黄芩苷０．７３６

ｍｇ／ｍｌ的对照品储备液。分别精密量取黄芩苷对照

品储备液３ｍｌ，汉黄芩苷对照品储备液１．５ｍｌ置１０

ｍｌ容量瓶中，混合，加甲醇定容至刻度，配成浓度为

黄芩苷３０７．８μｇ／ｍｌ及汉黄芩苷１１０．４μｇ／ｍｌ的对

照品混合溶液，逐步稀释，制得５个浓度梯度的对照

品混合溶液，黄芩苷浓度分别为６．１５６、１６．４２、

１０２．６、２０５．２、３０７．８μｇ／ｍｌ，汉黄芩苷浓度分别为

２．２０８、５．８９０、３６．８０、７３．６０、１１０．４μｇ／ｍｌ。

２．１．２　样品溶液的制备　分别取柴胡、黄芩、人参、

炙甘草、半夏饮片，粉碎，过４０目筛，置５０℃烘箱烘

１ｈ。取粉末柴胡１５ｇ、黄芩５ｇ、人参５ｇ、炙甘草

５ｇ、半夏５ｇ混匀备用。分别精密称取混合粉末约

０．５ｇ、大枣约０．０５ｇ、生姜约０．０９ｇ，加水３０ｍｌ，回

流１ｈ，过滤，残渣重复操作两次，每次３０ｍｉｎ，合并

提取液，用少量水洗涤容器及残渣，移至１００ｍｌ容

量瓶中，加水定容至刻度，经０．４５μｍ 微孔滤膜过

滤，取续滤液即得供试品溶液。

２．２　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈水，Ａ相

为 ０．２％ 磷 酸水，Ｂ 相 为 乙 腈，梯 度 洗 脱：

０～２０ｍｉｎ，１５％～２３％Ｂ；２０～３５ｍｉｎ，２３％～３５％

Ｂ；３５～４５ｍｉｎ，３５％～９０％Ｂ；４５～５０ｍｉｎ，保持

９０％Ｂ不变。进样１５μｌ，进样前以流动相梯度初始

条件平衡１５ｍｉｎ，流速１ｍｌ／ｍｉｎ，柱温２５℃，检测波

长２７５ｎｍ，运行时间５０ｍｉｎ。

２．３　方法学考察

２．３．１　系统适用性实验　分别精密吸取黄芩苷和汉

黄芩苷混合对照品溶液及小柴胡汤样品溶液１５μｌ进

样分析，根据各对照品和样品溶液色谱峰中各成分的

保留时间和紫外吸收，可确定小柴胡汤样品色谱图中

黄芩苷和汉黄芩苷所对应的色谱峰，如图１所示。

２．３．２　标准曲线的制备　分别吸取５个浓度梯度

的对照品混合溶液１５μｌ，注入 ＨＰＬＣ分析，以各对

照品溶液的浓度为横坐标，以各成分色谱峰面积为

纵坐标，计算被测化合物的线性回归方程。黄芩苷

回归方程为Ｙ＝４４．１６Ｘ－３６．２２，线性范围６．１５６～
３０７．８μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９９）；汉黄芩苷回归方程Ｙ＝

５２．０８Ｘ－２８．６９，线性范围２．２０８～１１０．４μｇ／ｍｌ
（ｒ＝０．９９９９）。结果表明黄芩苷和汉黄芩苷在相应的

线性范围内呈良好的线性关系。

２．３．３　精密度实验　分别精密吸取黄芩苷和汉黄
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芩苷低（１６．４２，５．８９μｇ／ｍｌ）、中（１０２．６，３６．８μｇ／

ｍｌ）、高（３０７．８，１１０．４μｇ／ｍｌ）３个浓度的对照品混

合溶液，按上述色谱条件于１ｄ内连续进样５次，以

及连续３ｄ分别进样，计算各浓度点的相对标准偏

差，考察日内精密度和日间精密度。结果黄芩苷、汉

黄芩苷的对照品溶液的低、中、高３个浓度的日内精

密度分别为０．３２％、０．１５％及０．０４％和０．３３％、

０．１５％及 ０．０３％；日间精密度分别为 ０．６７％、

０．１８％及０．１９％和０．７６％、０．３７％及０．２０％。结果

表明方法的精密度良好。

图１　混合对照品溶液（Ａ）及

小柴胡汤样品溶液（Ｂ）的ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ）

ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＸｉａｏｃｈａｉｈｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（Ｂ）

１：Ｂａｉｃａｌｉｎ；２：Ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ

２．３．４　检测限及定量限　经一系列稀释的标准溶

液测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）３１计，黄芩苷和汉黄芩苷

的最低检测限分别为２０５．２ｎｇ／ｍｌ和７３．６ｎｇ／ｍｌ。

以信噪比（Ｓ／Ｎ）１０１计，黄芩苷和汉黄芩苷的定量

限分别为０．６１５６μｇ／ｍｌ和０．２２０８μｇ／ｍｌ。

２．３．５　稳定性考察　分别精密称取混合饮片粉末

约０．５ｇ、大枣０．０５ｇ、生姜０．０９ｇ，按照上述样品溶

液制备方法操作，分别在０、２、４、６、８、１２、２４ｈ测定

黄芩苷和汉黄芩苷的峰面积和保留时间，计算相对

标准偏差，进行稳定性考察。结果表明被测化合物

的保留时间与含量测定的ＲＳＤ均小于２％，表明两

种成分在２４ｈ内稳定。

２．３．６　重复性实验　取混合饮片粉末约０．５ｇ、大

枣０．０５ｇ、生姜０．０９ｇ，精密称定，共５份。按照样

品溶液制备方法操作，测定其中黄芩苷和汉黄芩苷

的含量和保留时间，计算相对标准偏差。结果表明，

各成分保留时间和含量测定结果的 ＲＳＤ 均小于

２％，表明测定方法的重复性良好。

２．３．７　加样回收率　取混合饮片粉末约０．２５ｇ、大

枣０．０２５ｇ、生姜０．０４５ｇ，精密称定，共６份。分别

精密加入黄芩苷和汉黄芩苷对照品，按照样品溶液

制备方法操作，测定其中黄芩苷和汉黄芩苷的含量，

计算回收率。结果黄芩苷和汉黄芩苷的回收率分别

为９５．７３％ （ＲＳＤ＝０．８０％，ｎ＝６）及 ９７．０２％
（ＲＳＤ＝１．５６％，ｎ＝６），见表１。

２．４　样品的测定　取混合饮片粉末约０．５ｇ、大枣

０．０５ｇ、生姜０．０９ｇ，精密称定，按上述样品制备方

法操作，按液相色谱条件测定样品中黄芩苷和汉黄

芩 苷 的 含 量。 结 果 小 柴 胡 汤 中 含 黄 芩 苷

１２．７７ｍｇ／ｇ，汉黄芩苷２．４０３ｍｇ／ｇ。

表１　小柴胡汤黄芩苷和汉黄芩苷加样回收率实验结果

Ｔａｂ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎａｎｄｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅｉｎＸｉａｏｃｈａｉｈｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

Ｃｏｍｐｄ． Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｍ／ｍｇ

Ａｄｄｅｄ
ｍ／ｍｇ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｍ／ｍｇ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）
ＲＳＤ

（ｎ＝６，％）

Ｂａｉｃａｌｉｎ ４．１６４ ４．１０４ ８．１０５ ９６．１０ ９５．７３ ０．８０
４．１４ ４．１４７ ８．０８５ ９５．１０
４．１２６５ ４．１７１ ８．０７ ９５．００
４．０８１ ４．１２１５ ８．０１ ９５．４０
４．０５９５ ４．１０５ ８．０１ ９６．２０
４．０５２５ ４．０９６５ ８．０１ ９６．６０

Ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ ０．７８６５ ０．７３６ １．５０８５ ９８．１０ ９７．０２ １．５６
０．７８２ ０．７３１ １．５０５５ ９９．００
０．７７９５ ０．７３４５ １．４９８５ ９７．９０
０．７６７ ０．６７３５ １．４０９ ９５．３０
０．７５９ ０．６８ １．４０９ ９５．６０
０．７６３５ ０．６８３５ １．４２０５ ９６．２０
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３　讨　论

３．１　小柴胡汤的制备　关于小柴胡汤的制备方法，

不同的方剂学教材记载不同。本实验查阅了《伤寒

论》中关于小柴胡汤原方的记载，为“柴胡（半斤）、黄

芩（三两）、人参（三两）、半夏（半升洗）、炙甘草（三

两）、生姜（三两）、大枣（十二枚）组成，上七味以水一

斗二升，煮取六升，去滓，再煎取三升，温服一升，日

三服”，并查阅药物剂量折算的相关文献［１２］，得出自

制小柴胡汤各味饮片及水的配比，采用回流法制备

小柴胡汤。经过３次回流提取后的药渣，再加入适量

水如上述方法进行回流提取，提取液过滤后注入

ＨＰＬＣ分析。３次回流提取后，在被测化合物保留时

间处无明显色谱峰，表明被测化合物基本提取完全。

３．２　柱温的选择　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，通过考察柱温

（２０、２５、３０℃）对各成分峰分离度的影响，发现随着

温度的降低，分离度增加，但是保留时间也相应延

长，综合考虑选择２５℃作为分离柱温。

３．３　流动相的选择　在预实验中，分别采用甲醇
水或乙腈水系统作为流动相，由于汉黄芩苷色谱峰

处总有干扰峰而影响测定，采用乙腈水系统可以使

被测化合物得到较好的分离，分离度符合要求，故使

用乙腈水系统作为流动相。由于黄芩苷和汉黄芩

苷偏酸性，加入适当的磷酸可以抑制被分析物的解

离，有助于改善黄芩苷和汉黄芩苷的峰型。

　　本研究建立了采用 ＨＰＬＣ法同时测定小柴胡

汤中黄芩苷和汉黄芩苷的含量测定方法，并对该方

法进行了系统的方法学验证，方法学验证结果表明

该含量测定方法适合于小柴胡汤中黄芩苷和汉黄芩

苷的含量测定。从小柴胡汤液相色谱图中可以看

出，小柴胡汤中黄芩苷、汉黄芩苷占有较大比重，对

这两个成分含量的测定，有助于提高中药复方小柴

胡汤质量控制水平。ＨＰＬＣ灵敏度高、稳定性好、价

格低廉，通用性强，本方法可以用于小柴胡汤的质量

控制研究。
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