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　　［摘要］　目的　采用高效液相色谱法同时测定四逆汤中苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰乌头次碱、异甘草

素、甘草酸和６姜酚６个成分的含量。方法　采用 ＷａｔｅｒｓＴｅｒｒａＣ１８色谱柱（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ），检测波长：除异甘
草素外的５种成分采用２３５ｎｍ检测，异甘草素采用３７０ｎｍ的检测波长；流动相为Ａ：９５％乙腈和５％水的混合溶液（０．１％甲

酸＋５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵），Ｂ：０．１％甲酸水溶液（５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵），梯度洗脱，Ａ相随时间的变化：２５％～３５％（０～５ｍｉｎ），

３５％～５０％（５～１５ｍｉｎ），５０％～８５％（１５～２０ｍｉｎ）；流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温２５℃；进样量５μＬ。四逆汤按照传统煎煮方法提

取。结果　６个指标性成分苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰乌头次碱、异甘草素、甘草酸、６姜酚分别在５．６００～
１１２．０、６．５６０～１３１．２、６．１３０～１２２．６、４．５９０～９１．８、３１．００～６２０．０、４．９２０～９８．４μｇ／ｍＬ范围内线性良好（ｒ＞０．９９９０），在１５

ｍｉｎ内实现完全分离。方法学考察表明，日内及日间精密度ＲＳＤ＜５％，加样回收率（ｎ＝６）分别为１０１．０７％ （ＲＳＤ＝１．３％）、

９８．７２％（ＲＳＤ＝１．１％）、１０１．５７％（ＲＳＤ＝１．８％）、１０１．７１％（ＲＳＤ＝３．６％）、１０２．１２％（ＲＳＤ＝２．３％）、９９．５８％（ＲＳＤ＝３．８％）。

结论　该方法简便、准确、实用性强，可用于四逆汤中６个指标性成分的含量测定。

　　［关键词］　四逆汤；高压液相色谱法；中药理化鉴定
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　　四逆汤是《伤寒论》中的经典名方，由附子、干

姜、甘草组成，具有回阳救逆之功效［１］，现代药理和

临床实践表明四逆汤具有很好的心血管活性，常用

于心肌梗死和心力衰竭［２３］。其中附子大辛大热，具

有回阳救逆、补火助阳、散寒止痛的功效，为君药，其

主要成分为二萜类生物碱，分为双酯型乌头碱、单酯

型乌头碱和胺醇型乌头碱，其中双酯型乌头碱的毒

性最大，但活性也最强，单酯型乌头碱毒性较小，活

性较强，而醇胺型生物碱毒性较小，活性仅为双酯型

生物碱的１／２０００，活性较弱［４］；干姜性味辛热，具有

温中散寒、回阳通脉的功效，在四逆汤中可助附子回

阳，为臣药，其主要成分为６姜酚等姜辣素类成

分［５］；甘草和中益气，既能缓解附子、干姜的暴烈，又

能协助附子、干姜的回阳救逆之功效，为佐使药，其

主要 成 分 为 甘 草 酸、异 甘 草 素 等 甘 草 黄 酮 类

成分［６］。　　　　

　　目前国内外学者对四逆汤进行了不同层面的研

究［７２０］，主要包括有效成分的定性定量、临床研究、药

效学以及化学成分溶出层面的配伍研究，特别是其

心血管活性的研究取得了令人瞩目的进展，相继从

四逆汤降低心衰大鼠血清内皮素水平与升高降钙素

基因相关肽［７］；活化蛋白激酶Ｃ和减少线粒体Ｓｍａｃ
蛋白释放［８］；减少血管紧张素Ⅱ的生成和抑制转化

生长因子β１水平
［９］；减少去磷酸化ＮＦＡＴｃ蛋白的

相对表达［１０］等角度报道了四逆汤心血管作用。然

而，这些研究在化学层面上并没有对四逆汤其中的

关键药效成分进行明确定量，缺乏量化依据，而２０１０
年版《中国药典》所收载四逆汤含量测定项下仅有甘

草酸一个检测指标，这与四逆汤的作用药效成分与

作用机制不符。我们前期对附子的研究证明附子经

水煎煮后，大部分双酯型生物碱都转变成了单酯型

生物碱，仅有的少量双酯型生物碱口服给药后，经肠

道菌群的代谢也转变成了单酯型生物碱，所以控制

四逆汤的质量应重点控制其中单酯型生物碱的含

量；甘草的主要药效成分为黄酮和皂苷类成分，甘草

酸和异甘草素是甘草的主要代表性成分，另外，干姜

的代表性成分６姜酚。本研究采用ＨＰＬＣ法对四逆

汤中６个成分同时进行了含量测定，该法操作简便、

快速、准确，为控制四逆汤质量及后期的作用机制研

究提供了基础。

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Ｇ１３７９Ａ真空脱气机，Ｇ１３１１Ａ
四元泵，Ｇ１３６７Ａ 自动进样器，Ｇ１３１６Ａ 柱温箱和

Ｇ１３１５ＢＤＡＤ检测器；ＫＵＤＯＳＳＫ２２００Ｈ超声发生

器（上海科导超声仪器公司）；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０型

十万分之一电子天平（德国梅特勒公司）；ＤＪ０４药材

粉碎机（上海淀久公司）。

１．２　药品与试剂　苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头

原碱、苯甲酰乌头次碱、异甘草素、甘草酸铵和６姜

酚购 自 中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 （纯 度 均 ＞

９８．０％），淡附片（产地：江苏，批号：２０１１０７０１０７）、甘

草（炙）（产地：内蒙，批号：２０１１１００１０７）和干姜（产地：

四川，批号：ＹＴ１００７２６１１）购自上海雷允上中药饮片

厂，经第二军医大学药学院生药学教研室孙莲娜副教

授鉴定，均符合２０１０年版中国药典标准。ＨＰＬＣ级甲

醇购自 Ｂｕｒｄｉｃｋ＆Ｊａｃｋｓｏｎ公司（Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ，ＵＳＡ），

ＨＰＬＣ级乙腈购自 Ｍｅｒｃｋ公司（Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａ

ｎｙ），ＨＰＬＣ级甲酸购自Ｆｌｕｋａ公司（Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉｔｚｅｒ

ｌａｎｄ），水为娃哈哈纯净水，其余试剂为分析纯。

２　方法和结果

２．１　溶液的配制

２．１．１　对照品溶液的制备　精密称取苯甲酰新乌

头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰乌头次碱、异甘草

素、甘草酸铵和６姜酚各１１．２０、１３．１２、１２．２６、９．１８、

１５．５０、９．８４０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并定

容至刻度，摇匀，即得浓度分别为１．１２０ｍｇ／ｍＬ、

１．３１２ｍｇ／ｍＬ、１．２２６ｍｇ／ｍＬ、９１８μｇ／ｍＬ、１．５５０

ｍｇ／ｍＬ、９８４μｇ／ｍＬ的母液。精密吸取取上述对照

品溶液各１００、１００、１００、１００、４００、１００μＬ，分别置

１ｍＬ量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得６个成

分的混合对照品溶液，然后依次用甲醇逐级稀释，即

得系列浓度的混合对照品溶液，置于４℃冰箱保存。

２．１．２　四逆汤样品溶液的制备　依据２０１０年版

《中国药典》四逆汤制剂规范，制得每１ｍＬ含生药量

１ｇ的汤剂，将提取的汤剂至离心机中１５００×ｇ离

心１０ｍｉｎ。精密吸取上清液１５０μＬ加８５０μＬ乙

腈，涡旋３０ｓ，至离心机中１３８００×ｇ离心５ｍｉｎ，取



·６８４　　 · 第二军医大学学报　２０１３年６月，第３４卷

上清液用于 ＨＰＬＣ分析。

２．２　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＴｅｒｒａＣ１８色谱柱

（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ）；流动相为Ａ相：９５％
乙腈和５％水的混合溶液（０．１％甲酸＋５ｍｍｏｌ／Ｌ醋

酸铵），Ｂ：０．１％甲酸水溶液（５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵），梯

度洗脱，Ａ 相随时间的变化：２５％～３５％（０～５

ｍｉｎ），３５％～５０％（５～１５ｍｉｎ），５０％～８５％（１５～２０

ｍｉｎ），流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２３５或３７０ｎｍ；

柱温２５℃；进样量５μＬ。按出峰顺序６种成分苯甲

酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰乌头次碱、

异甘草素、甘草酸和 ６姜酚的保留之间分别为

２．８５８、３．７６２、４．３６４、９．３６４、１０．３３２、１２．２３８ｍｉｎ。

根据样品溶液的色谱图中６个峰的相关参数计算系

统适用性，其理论塔板数分别为 １００５４、９４５１、

１０８７６、２０１１４２、１２８２４４、９２４５２，分离度分别为

１．４２、１．６２、１．６５、６．５８、１．５６，１．８２，脱尾因子分别为

０．９４７、０．９１１、０．９４７、０．９７１、０．９４９、０．９４５。混合对

照品、四逆汤样品的 ＨＰＬＣ色谱图如图１所示。

图１　对照品（Ａ，２３５ｎｍ检测波长）、对照品（Ｂ，３７０ｎｍ检测波长）、

四逆汤样品溶液（Ｃ，２３５ｎｍ检测波长）、四逆汤样品溶液（Ｄ，３７０ｎｍ检测波长）的ＨＰＬＣ色谱图

１：苯甲酰新乌头原碱；２：苯甲酰乌头原碱；３：苯甲酰乌头次碱；４：异甘草素；５：甘草酸；６：６姜酚

２．３　线性关系的考察　分别将２．１．１项下制备的

不同浓度的系列对照品溶液按２．２项下色谱条件依

次连续进样，分别重复５次，以对照品溶液浓度（ｘ，

μｇ／ｍＬ）对峰面积（ｙ）进行线性回归，呈良好的线性

关系，见表１。

表１　６种指标性成分的线性关系考察结果

成分 回归方程 线性范围ρＢ／（μｇ·ｍＬ－１） ｒ

苯甲酰新乌头原碱 ｙ＝１２．３８ｘ＋０．１４０２ ５．６０～１１２．０ ０．９９９９
苯甲酰乌头原碱 ｙ＝１１．２５ｘ－１．２１５ ６．５６０～１３１．２ ０．９９９４
苯甲酰乌头次碱 ｙ＝１０．２５ｘ＋１．０８８ ６．１３０～１２２．６ ０．９９９６
异甘草素 ｙ＝４．８７４ｘ－０．６８４１ ４．５９０～９１．８ ０．９９９８
甘草素 ｙ＝１１．９２ｘ－１．０１５ ３１．００～６２０．０ ０．９９９５

６姜酚 ｙ＝９．２６８ｘ＋０．７９１ ４．９２０～９８．４ ０．９９９６

２．４　精密度实验　取２．１．１项下制备的系列混合

对照品溶液，连续３ｄ每天３次和１ｄ内连续进样６
次，根据所得峰面积分别考察日间精密度和日内精

密度。结果６个指标性成分的日内、日间精密度

ＲＳＤ均＜５％，表明方法的精密度良好。

２．５　定量限和检测限考察　将６个对照品溶液依

次进行稀释，以信噪比１０１时，确定其最低定量

限；以信噪比３１时，确定其最低检测限。６个指

标性成分的最低定量限分别为５．６０、６．５６、６．１３、

４．５９、６．２５、４．９２μｇ／ｍＬ；最低检测限分别为２．８００、

３．２８０、２．０６５、２．２４５、３．１２５、２．４６０μｇ／ｍＬ。

２．６　稳定性实验　取制备的四逆汤样品溶液，分别
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在０、２、４、６、８、１２、２４ｈ测定６个成分的峰面积，考

察其稳定性。结果６个成分峰面积的ＲＳＤ分别为

２．５５％、３．７２％、３．５５％、１．８７％、１．８２％、１．４１％，表

明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

２．７　重复性实验　精密称取同一批次附子、干姜、

甘草药材样品５份，按２．１．２项方法分别制成样品

溶液，进样分析。四逆汤中６种成分的平均含量和

ＲＳＤ（ｎ＝５）分别为６４．０５μｇ／ｍＬ（ＲＳＤ＝０．３３％）、

２２．６１μｇ／ｍＬ （ＲＳＤ＝１．９５％）、１８．２３μｇ／ｍＬ
（ＲＳＤ＝１．５７％）、１２．９２μｇ／ｍＬ （ＲＳＤ＝１．４８％）、

４５１．４μｇ／ｍＬ （ＲＳＤ＝２．３３％）、２７．７４ μｇ／ｍＬ
（ＲＳＤ＝２．９０％），表明方法的重复性良好。

２．８　加样回收率实验　精密吸取已知含量的同一

批次四逆汤样品６份各５ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，精

密加入各对照品溶液１ｍＬ，定容到１０ｍＬ。依法测

定，计算回收率。苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原

碱、苯甲酰乌头次碱、异甘草素、甘草酸和６姜酚的

加样回收率和 ＲＳＤ （ｎ＝６）分别为 １０１．０７％
（ＲＳＤ＝１．３％）、９８．７２％ （ＲＳＤ＝１．１％）、１０１．５７％
（ＲＳＤ ＝１．８％）、１０１．７１％ （ＲＳＤ ＝３．６％）、

１０２．１２％ （ＲＳＤ＝２．３％）、９９．５８％ （ＲＳＤ＝３．８％）。

结果表明，采用本法同时测定６种成分的含量，其加

样回收率结果良好。

２．９　样品测定　按２．１．２项下方法制备３个批次

的四逆汤样品溶液，再按２．２项下色谱条件进样分

析，计算样品含量，结果见表２。

表２　３个批次四逆汤中６个指标性成分的含量测定结果

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（μｇ·ｍＬ－１）

批号 苯甲酰新乌头原碱 苯甲酰乌头原碱 苯甲酰乌头次碱 异甘草素 甘草素 ６姜酚

２０１１１２０１１ ６２．８５±０．５５ ２３．５１±０．１２ １８．０３±１．３２ １２．４１±０．０９ ４６４．３±１．８ ２８．５５±０．２６

２０１１１２０１２ ６９．４５±１．１２ ２０．７０±１．１０ １６．５９±０．７５ １６．１７±０．６７ ４８９．５±２．２ ２６．７５±０．３２

２０１１１２０１３ ７４．４０±１．５０ ２２．５８±１．１３ １７．１４±０．４５ １３．７８±０．３３ ５３８．５±４．２ ２５．１４±０．１４

３　讨　论

３．１　提取方法的选择　对提取方法的选择，考察了

煎煮法和超声法，发现煎煮法和超声法都能提取出

３种药材中相应的有效成分，但考虑到传统中药的

制备方法，还是采用传统的煎煮法，保证与传统给药

方案的一致性。

３．２　液相条件的选择

３．２．１　色谱柱的选择　在色谱柱的选择上，分别考

察了 反 相 色 谱 柱 ２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ；

１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ；１００ｍｍ×３．０ｍｍ，３．５

μｍ以及 ＨＩＬＬＩＣ色谱柱１５０ｍｍ×２．０ｍｍ，５μｍ
等４种规格的柱子，由于待分离成分极性差别较大，

在 ＨＩＬＬＩＣ色谱柱上很难将其同时一一分离，因此

选择反相色谱柱进行优化。在反相色谱柱上，长柱

有利于提高分离度但会延长分析时间，３．５μｍ小粒

径的短柱能有效地提高柱效并缩短分析时间，还能

获得良好的分离度。因此选用１００ｍｍ×３．０ｍｍ，

３．５μｍ粒径的色谱柱进行分析。

３．２．２　流动相的选择　流动相的选择比较了甲醇
水和乙腈水系统，后者的洗脱效果要明显好于前

者，并且由于乙腈黏度小，可以有效降低系统压力，

于是采用乙腈水系统。由于乌头碱类成分具有弱

碱性，仅仅采用乙腈水系统难免造成各乌头碱成分

的拖尾出现，因此考虑在流动相中加入甲酸铵、醋酸

铵、甲酸、乙酸或三乙胺等含有机酸或盐，结果表明

在流动相中加入５ｍｍｏｌ／Ｌ的醋酸铵和０．１％的甲

酸水溶液后能够明显缓解乌头碱的拖尾现象，并且

实现对各个成分的完全分离，所以最终选择乙腈和

水系统，在其中添加５ｍｍｏｌ／Ｌ的醋酸铵及０．１％的

甲酸水溶液作为流动相。

３．２．３　色谱条件的优化　选择合适的梯度是分离

的关键，本研究中６个成分色谱分离的难点在于３
个单酯型乌头碱成分的极性非常相似且极性较大，

而甘草和干姜中的成分极性相对较小。实验中采用

１００ｍｍ ×３．０ｍｍ，３．５μｍ的色谱柱，考察出了最

佳的梯度比例，Ａ 相（９５％乙腈和５％水）２５％～
３５％（０～５ｍｉｎ），在保证峰形和柱效的前提下在较

短时间内完成了３种乌头碱的基线分离，后面通过

增加乙腈的比例，Ａ相３５％～５０％（５～１５ｍｉｎ）来分

离甘草和干姜中极性相对较小的成分。

３．２．４　温度和流速的选择　温度和流速对分离的

影响较大，实验结果表明，降低温度能有效提高皂苷

的分离度，但由于降低温度会增加流动相的黏度，明

显增加系统的压力，综合考虑选择室温２５℃为运行

温度。低流速有利于提高分离度但会延长分析时
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间，选择０．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速既能保证分离度又良

好地控制了分析时间，因此选为最佳流速。

　　本实验对３个批次的四逆汤中６个成分进行了

含量测定，其结果符合《中华人民共和国药典》（２０１０
年版）中人参项下 ＨＰＬＣ法对甘草酸的要求。方法

学考察表明，日内及日间精密度、最低检测限、加样

回收率的范围均符合相关标准。结果表明，在本文

介绍的供试品制备方法和色谱条件下，６个指标性

成分在较短时间内分离良好，所建立的方法快速简

便，稳定可靠，可以用于四逆汤的质量控制。
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