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高效液相色谱波长切换法联合梯度洗脱法
同时测定理气散结颗粒中６种成分的研究

王育１，王毅２，严亨波１，魏谭军２，李霞２

（１．达州市食品药品检验所中药检测室，四川 达州　６３５０００；
２．达州市中西医结合医院制剂室，四川 达州　６３５０００）

摘要：目的　探讨高效液相色谱（ＨＰＬＣ）波长切换联合梯度洗脱法同时测定理气散结颗粒中芍药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、
延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱６种成分的含量可行性。方法　采用ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８色谱柱；以乙腈（Ａ）０．１％冰醋酸溶液
（Ｂ）为流动相，梯度洗脱；检测波长分别为２３０ｎｍ（芍药苷）、２１０ｎｍ（柴胡皂苷ａ和柴胡皂苷ｄ）、２８０ｎｍ（延胡索乙素、去氢紫
堇碱和紫堇碱）；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃。结果　芍药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇
碱分别在１４．３９～３５９．７５ｍｇ·Ｌ－１、１．９６～４９．００ｍｇ·Ｌ－１、１．４４～３６．００ｍｇ·Ｌ－１、１．３６～３４．００ｍｇ·Ｌ－１、１．５８～３９．５０ｍｇ·
Ｌ－１、２１２～５３．００ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好，ｒ分别为０．９９９８、０．９９９５、０．９９９９、０．９９９４、０．９９９７、０．９９９９（ｎ＝６），其平均
回收率分别为９９．８７％、９７．７５％、９８．０９％、９７．４６％、９８．２９％和９６．９７％，ＲＳＤ分别为０．８４％、１．７４％、０．７１％、１．３９％、１．０７％和
１．１１％。结论　该方法简便、准确、重复性好，可作为理气散结颗粒全面质量控制方法。
关键词：色谱法，高压液相；理气散结颗粒；芍药苷；柴胡皂苷ａ；柴胡皂苷ｄ；延胡索乙素；去氢紫堇碱；紫堇碱；波长切换法；梯
度洗脱法
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　　理气散结颗粒为达州市中西医结合医院的医
院制剂，是经白芍、柴胡、延胡索等１０味中药材提
取浓缩成稠膏后加入适量辅料制成的颗粒剂。方

中白芍柔肝平肝为君药，配以柴胡、延胡索疏肝解

郁，可恢复肝正常的顺达之性，治疗肝郁血瘀之证。

为有效控制理气散结颗粒的产品质量和疗效一致

性，本文作者采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）波长切换
法联合梯度洗脱法同时测定理气散结颗粒中的芍

药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷 ｄ、延胡索乙素、去氢紫
堇碱和紫堇碱，对理气散结颗粒的全面质量控制具

有重要意义和应用价值。
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１　仪器与试药
１．１　仪器　岛津 ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本
岛津公司）；ＸＳ１０５ＤＵ分析天平（精度：０．０１ｍｇ，
ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；ＫＱ３２００ＤＢ型数控超声
波清洗器（昆山超声仪器有限公司）。

１．２　试药与试剂　对照品芍药苷（批号 １１０７３６
２０１６４０，含量９５．２％，２～１０℃冷处保存）、柴胡皂
苷 ａ（批号 １１０７７７２０１５１０，含量 ９３．２％，冷冻保
存）、柴胡皂苷ｄ（批号１１０７７８２０１５１０，含量９７．３％，
冷冻保存）、延胡索乙素对照品（批号 １１０７２６
２０１６１７，含量９９．８％，２～１０℃冷处保存）均来源于
中国食品药品检定研究院；对照品去氢紫堇碱（批

号３００４５１６０，含量９７．５％）来源于成都德思特生
物技术有限公司；对照品紫堇碱（批号５１８６９４，含
量９８．０％）来源于宝鸡市辰光生物科技有限公司；
理气散结颗粒（每袋装１５ｇ）来源于达州市中西医
结合医院制剂室；乙腈为色谱纯，水为重蒸馏水，其

它试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　供试品溶液的制备　取本品内容物适量，混
匀，研细，取约５．０ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，
精密加入７０％乙醇５０ｍＬ，称定重量，超声处理３０
ｍｉｎ，放冷至室温，用７０％乙醇补足减失重量，摇匀，
过滤，即得供试品溶液。

２．２　对照品溶液的制备　分别精密称取芍药苷、
柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和
紫堇碱对照品各适量，用７０％乙醇制成单一成分对
照品储备溶液（芍药苷２．８７８ｇ·Ｌ－１、柴胡皂苷 ａ
０．３９２ｇ·Ｌ－１、柴胡皂苷ｄ０．２８８ｇ·Ｌ－１、延胡索乙
素０．２７２ｇ·Ｌ－１、去氢紫堇碱０．３１６ｇ·Ｌ－１、紫堇碱
０．４２４ｇ·Ｌ－１）。依次精密量取各对照品储备液５．０
ｍＬ、５．０ｍＬ、５．０ｍＬ、５．０ｍＬ、５．０ｍＬ和２．５ｍＬ，定
容至１００ｍＬ，用７０％乙醇制成混合对照品溶液。
２．３　三种阴性样品溶液的制备　依据理气散结颗
粒的处方和生产工艺，制备缺白芍阴性样品、缺柴

胡阴性样品和缺延胡索阴性样品，依据供试品溶液

制备方法制成白芍阴性样品溶液、柴胡阴性样品溶

液和延胡索阴性样品溶液。

２．４　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８色谱柱（２００ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈０．１％冰醋酸溶液，
梯度洗脱（０～１１ｍｉｎ，１８．０％Ａ；１１～１７ｍｉｎ，１８．０％
Ａ→３２．０％Ａ；１７～２９ｍｉｎ，３２．０％Ａ→５５．０％Ａ；２９～
４４ｍｉｎ，５５．０％Ａ→８０．０％Ａ；４４～５０ｍｉｎ，８０．０％Ａ
→１８．０％Ａ）；０～１７ｍｉｎ在２３０ｎｍ［１４］波长下检测
芍药苷，１７～２９ｍｉｎ在２１０ｎｍ［５６］波长下检测柴胡

皂苷ａ和柴胡皂苷 ｄ，２９～５０ｍｉｎ在２８０ｎｍ［７１１］波
长下检测延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱；流速：

１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃。
２．５　系统适用性及专属性试验　取“２．１供试品溶
液”“２．２对照品溶液”“２．３三种阴性样品溶液”和
空白溶剂，依法进样测定，记录色谱峰，各阴性样品

溶液色谱图中，在所测芍药苷、柴胡皂苷 ａ、柴胡皂
苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱６种成分对
应的位置处无干扰（图１），理论塔板数按芍药苷计
不低于３５００，分离度符合药典要求。
２．６　线性关系考察　精密量取芍药苷、柴胡皂苷ａ、
柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱对照
品储备液各０．１ｍＬ、０．５ｍＬ、１．０ｍＬ、１．５ｍＬ、２．０
ｍＬ、２．５ｍＬ，分别置２０ｍＬ量瓶中，用７０％乙醇定容，
制成２５倍浓度差的６种不同浓度混合对照品溶液，
依法进样测定芍药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡
索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱的峰面积，以芍药苷、柴

胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫
堇碱的质量浓度（ｍｇ·Ｌ－１）为横坐标（ｘ），所测各成
分的峰面积为纵坐标（ｙ），进行线性回归（表１）。

表１　线性关系实验结果

成分 回归方程
线性范围／

ｍｇ·Ｌ－１
ｒ值

芍药苷 ｙ＝１．２５１９×１０６ｘ－３６５．８ １４．３９～３５９．７５ ０．９９９８

柴胡皂苷ａ ｙ＝２．６４５１×１０６ｘ＋２８２．７ １．９６～４９．００ ０．９９９５

柴胡皂苷ｄ ｙ＝１．８０９４×１０６ｘ－２０７．４ １．４４～３６．００ ０．９９９９

延胡索乙素 ｙ＝１．６３７２×１０６ｘ－３９４．１ １．３６～３４．００ ０．９９９４

去氢紫堇碱 ｙ＝２．１８１６×１０６ｘ＋１７５．８ １．５８～３９．５０ ０．９９９７

紫堇碱 ｙ＝１．３８３７×１０６ｘ＋４６３．５ ２．１２～５３．００ ０．９９９９

２．７　加样回收率试验　分别精密称取芍药苷、柴
胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫
堇碱对照品各适量，用７０％乙醇制成单一成分的加
样对照品溶液（芍药苷０．７６１ｇ·Ｌ－１、柴胡皂苷 ａ
０．５３９ｇ·Ｌ－１、柴胡皂苷ｄ０．４０９ｇ·Ｌ－１、延胡索乙
素０．２９９ｇ·Ｌ－１、去氢紫堇碱０．４３１ｇ·Ｌ－１、紫堇碱
０．２４７ｇ·Ｌ－１）。

称取已知含量批号为２０１６０９０９的理气散结颗粒
６份，每份约２．５ｇ，精密称定，分别精密加入上述各
成分对照品溶液５．０ｍＬ、１．０ｍＬ、１．０ｍＬ、１．０ｍＬ、１．
０ｍＬ、１．０ｍＬ、７０％乙醇４０ｍＬ，按供试品溶液制备方
法制备加样回收样品溶液，依法进样测定，计算芍药

苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱
和紫堇碱平均加样回收率及ＲＳＤ值（表２）。
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　　　　注：１为芍药苷，２为柴胡皂苷ａ，３为柴胡皂苷ｄ，４为延胡索乙素，５为去氢紫堇碱，６为紫堇碱

图１　理气散结颗粒ＨＰＬＣ图：Ａ为对照品，Ｂ为供试品，Ｃ为阴性样品（缺白芍），Ｄ为阴性样品（缺柴胡），Ｅ为阴性样品（缺

延胡索），Ｆ为空白溶剂

２．８　精密度试验　取“２．２”项下混合对照品溶液，
连续进样６次，记录峰面积，结果芍药苷、柴胡皂苷
ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱峰
面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为０．６２％、１．１５％、０．７２％、
０．９４％、１．１８％和０．５５％。
２．９　重复性试验　称取批号为２０１６０９０９的理气散
结颗粒６份，按照供试品溶液制备方法制成供试品
溶液，依法进样测定，分别计算芍药苷、柴胡皂苷 ａ、
柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱的含
量，结果 ６种组分含量的 ＲＳＤ分别为 １．２２％、
０８９％、１．３９％、０．６７％、０．４３％和１．７０％。
２．１０　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于室
温下０ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１６ｈ进样测定，结果供试
品溶液室温下１６ｈ内稳定，芍药苷、柴胡皂苷 ａ、柴
胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱峰面积
的 ＲＳＤ分别为 １．０８％、０．６５％、０．８２％、０．９６％、
０．７７％和１．３１％。
２．１１　样品含量测定　取３批次样品，依据供试品
溶液制备方法制备供试品溶液，依法进样测定，结

果见表３。

表３　理气散结颗粒样品含量测定结果／ｍｇ·ｇ－１

批号 芍药苷
柴胡皂

苷ａ

柴胡皂

苷ｄ

延胡索

乙素

去氢紫

堇碱
紫堇碱

２０１６０９０９ １．５２７ ０．２１７ ０．１６１ ０．１１９ ０．１７３ ０．０９６

２０１６０９１０ １．４４９ ０．２４４ ０．１７６ ０．１０３ ０．１９６ ０．１０８

２０１６０９１１ １．６８２ ０．１９７ ０．１３９ ０．１３０ ０．１５８ ０．０８３

３　讨论
３．１　提取方法的选择　在供试品溶液提取方法
上，作者分别尝试了回流提取和超声提取，结果回

流提取和超声提取所测６种成分芍药苷、柴胡皂苷
ａ、柴胡皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱的
测定结果差异无统计学意义，选取操作简便的超声

提取作为供试品溶液的提取方式；在此实验基础

上，作者又考察了不同的超声提取时间（１５ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ）和提取溶剂（５０％乙醇［１］、７０％乙
醇［８］、９５％乙醇、甲醇［９］），结果超声提取１５ｍｉｎ所
测成分含量测定结果偏低，超声提取３０ｍｉｎ和超声
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表２　理气散结颗粒回收率实验结果

成分
取样

量／ｇ

样品

量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均

值／％

ＲＳＤ／

％

芍药苷

２．５００４ ３．８１８１ ３．８０５０ ７．６３５６ １００．３３
２．５０３６ ３．８２３０ ３．８０５０ ７．５９８３ ９９．２２
２．４９７３ ３．８１３４ ３．８０５０ ７．５８５１ ９９．１２
２．４９９６ ３．８１６９ ３．８０５０ ７．６４８０ １００．６９
２．４９８０ ３．８１４４ ３．８０５０ ７．６５０７ １００．８２
２．５０１１ ３．８１９２ ３．８０５０ ７．５８６９ ９９．０２

９９．８７０．８４

柴胡皂苷ａ

２．５００４ ０．５４２６ ０．５３９０ １．０７９３ ９９．５７
２．５０３６ ０．５４３３ ０．５３９０ １．０７４４ ９８．５３
２．４９７３ ０．５４１９ ０．５３９０ １．０５９８ ９６．０９
２．４９９６ ０．５４２４ ０．５３９０ １．０７９５ ９９．６５
２．４９８０ ０．５４２１ ０．５３９０ １．０６２７ ９６．５９
２．５０１１ ０．５４２７ ０．５３９０ １．０６０５ ９６．０７

９７．７５１．７４

柴胡皂苷ｄ

２．５００４ ０．４０２６ ０．４０９０ ０．８０６２ ９８．６８
２．５０３６ ０．４０３１ ０．４０９０ ０．８００７ ９７．２１
２．４９７３ ０．４０２１ ０．４０９０ ０．８０２３ ９７．８５
２．４９９６ ０．４０２４ ０．４０９０ ０．８０３４ ９８．０４
２．４９８０ ０．４０２２ ０．４０９０ ０．８０１６ ９７．６５
２．５０１１ ０．４０２７ ０．４０９０ ０．８０８１ ９９．１２

９８．０９０．７１

延胡索乙素

２．５００４ ０．２９７５ ０．２９９０ ０．５９５３ ９９．６０
２．５０３６ ０．２９７９ ０．２９９０ ０．５９０９ ９７．９９
２．４９７３ ０．２９７２ ０．２９９０ ０．５８４５ ９６．０９
２．４９９６ ０．２９７５ ０．２９９０ ０．５９０７ ９８．０６
２．４９８０ ０．２９７３ ０．２９９０ ０．５８６９ ９６．８６
２．５０１１ ０．２９７６ ０．２９９０ ０．５８５１ ９６．１５

９７．４６１．３９

去氢紫堇碱

２．５００４ ０．４３２６ ０．４３１０ ０．８５８８ ９８．８９
２．５０３６ ０．４３３１ ０．４３１０ ０．８５２１ ９７．２２
２．４９７３ ０．４３２０ ０．４３１０ ０．８５６４ ９８．４７
２．４９９６ ０．４３２４ ０．４３１０ ０．８４９８ ９６．８４
２．４９８０ ０．４３２２ ０．４３１０ ０．８６１５ ９９．６１
２．５０１１ ０．４３２７ ０．４３１０ ０．８５８２ ９８．７２

９８．２９１．０７

紫堇碱

２．５００４ ０．２４００ ０．２４７０ ０．４８３７ ９８．６６
２．５０３６ ０．２４０３ ０．２４７０ ０．４８０３ ９７．１７
２．４９７３ ０．２３９７ ０．２４７０ ０．４７６９ ９６．０３
２．４９９６ ０．２４００ ０．２４７０ ０．４７７５ ９６．１５
２．４９８０ ０．２３９８ ０．２４７０ ０．４７７１ ９６．０７
２．５０１１ ０．２４０１ ０．２４７０ ０．４８１５ ９７．７３

９６．９７１．１１

提取６０ｍｉｎ，所测成分含量较高。以７０％乙醇为提
取溶剂时，所测各成分综合提取率最佳，故最终选

取７０％乙醇超声提取３０ｍｉｎ作为理气散结颗粒供
试品溶液的制备方法。

３．２　流动相的选择　作者在本研究中分别对甲醇
水流动相体系［１２］、乙腈水流动相体系［１３１４］、乙腈
０．１％磷酸溶液流动相体系［９，１５１６］、乙腈０．１％冰醋
酸溶液流动相体系［６］进行了对比考察，以色谱峰基

线平稳情况和所测成分芍药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡皂
苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱的峰形及分
离度为指标，优选最佳的流动相体系，结果以乙腈
０．１％冰醋酸溶液为流动相按照文中的梯度洗脱进

行洗脱时，色谱峰基线平稳，所测各成分峰形较好，

分离度符合中国药典规定。

３．３　测定方法的选择　理气散结颗粒为中药复方
制剂，所含成分复杂，不同活性成分的最大吸收波长

差异较大，单一波长难以同时测定多种活性成分的含

量。本研究采用波长切换技术，提高了所测定成分的

灵敏性和检测结果的准确性，同时联合梯度洗脱技

术，提高了所测各成分的分离效果，缩短了检测时间，

实现了对理气散结颗粒中芍药苷、柴胡皂苷ａ、柴胡
皂苷ｄ、延胡索乙素、去氢紫堇碱和紫堇碱６种成分
的同时测定。同时ＨＰＬＣ波长切换联合梯度洗脱法
对中药复方制剂多成分同时测定存在对照品使用量

较大、检测成本高等不足之处，采用一测多评法对理

气散结颗粒中多成分同时测定还在进一步研究中。
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［１３］何晓梅．ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定大柴胡颗粒中柴胡皂苷 ａ及柴胡

皂苷ｄ的含量［Ｊ］．健康必读杂志，２０１２，１２：４３３，４０６．

［１４］李媛媛，秦雪梅，王玉庆，等．柱前衍生化法评价不同品种和产地柴

胡药材和饮片的质量［Ｊ］．中国中药杂志，２００８，３３（３）：２３７２４０．

［１５］李伟铭，赵月然，杨燕云，等．ＨＰＬＣ波长切换法同时测定白芍饮片

中９个成分的含量［Ｊ］．药物分析杂志，２０１１，３１（１２）：２２０８２２１２．

［１６］史志辉，肖会敏，何悦，等．皮肤病血毒片制备中７种成分转移

率研究［Ｊ］．安徽医药，２０１７，２１（７）：１２０４１２０９．

（收稿日期：２０１７０４０９，修回日期：２０１８０３２４）

·０３０１· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｊｕｎｅ，２２（６）


