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基于 ＨＰＬＣ分析柴胡黄芩配伍的主要化学成分研究
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摘要　目的：基于高效液相色谱法（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）分析柴胡黄芩配伍的主要化学成分，阐
释中药合理配伍的科学内涵。方法：采用ＨＰＬＣ指纹图谱分析进行精密度试验测试ＨＰＬＣ仪器的精密度；重复性试验测试
ＨＰＬＣ指纹图谱方法的重复性；稳定性试验测试样品的稳定性。ＨＰＬＣ指纹图谱：取１０批柴胡黄芩，精密吸取５μＬ按照供
试品溶液制备方法制备供试品溶液，根据色谱条件依次测定并记录１０批柴胡黄芩配伍的色谱图。结果：１）柴胡黄芩精密
度试验中峰面积大于总峰面积５％的峰有２２、３０、３６和４７号峰。２）重复试验和稳定性试验中各主要色峰的相似度均大于
０９９，显示良好的重复性和稳定性。３）１０批柴胡黄芩ＨＰＬＣ指纹图谱中大于总峰面积５％的共有峰面积为２２、３０、３６、４７
号色谱峰，且１０批柴胡黄芩配伍的药液相似度均＞０９９，显示相似度良好。４）柴胡黄芩配伍的水煎液中，大多数物质归
属柴胡，４５ｍｉｎ以后的色谱峰是柴胡的特征峰，而１５～４５ｍｉｎ多集中了黄芩的特征峰；主要化学成分为柴胡皂苷ａ和黄芩
苷。结论：柴胡黄芩配伍的水煎液中主要化学成分为柴胡皂苷ａ和黄芩苷。
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　　化学研究药物的成分及药代动力学是药物配伍
（包括药对）在不同层面及角度的的研究手段，是研

究方剂的突破口［１４］。药对是人类反复临床实践的

结晶，是病患相应症候的真实反映，亦是中药复方的

关键之所在，因此对药对的探索是研究中药复方的

基础，利用现代技术手段研究药对配伍及其化学成

分的变化规律是继“拆解古方”及“组合新方”后又

一研究中药复方的新重点［５８］。

柴胡黄芩药对首载于医圣张仲景名著《伤寒

论》中小柴胡汤方中，是和解少阳的经典名方，目前

仍被广泛运用。张仲景认为柴胡黄芩是和解少阳
的基本结构，二药合用可“透泄半表之邪、清散半里

之热”，后世医家更是在此配伍特点的启发下开发大

量相关中成药，并通过临床或者动物实验证实柴胡、

黄芩药对的疗效［９１３］。今我们化学研究手段对柴胡
黄芩进行化学成分变化规律进行分析，以期进一步

探讨改药对药效作用的最佳配伍关系，现将结果报

道如下。
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１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相（ＨＰＬＣ）（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效
液相色谱仪）。

１２　试剂　乙腈，０１％磷酸。
２　方法与结果
２１　色谱条件　精密量取２０μＬ的样品进样量或
对照品溶液，采用２５０ｍｍ×４６ｍｍ，４μｍ的色谱柱
（ＳｙｎｅｒｇｉＨｙｄｒｏＲＰＣ１８柱），在乙腈和０１％磷酸的流
动相中，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，根据高效
液相色谱仪指纹图谱的梯度洗脱程序进行试验。见

表１。

表１　ＨＰＬＣ指纹图谱梯度洗脱程序（检测波长未３１５ｎｍ）

时间

（ｍｉｎ）
流量

（ｍＬ／ｍｉｎ）
流动相乙腈

（％）
流动相０１％
磷酸（％）

曲线

０ １ １０ ９０
２５ １ ６ ８４ ６
７０ １ ３ ６７ ６
７１ １ ３９ ６１ ６
８０ １ ３９ ６１ ６
８１ １ ６０ ４０ ６
９０ １ ６０ ４０ ６

２２　供试品溶液制备　柴胡药用部位为伞形科植
物柴胡或狭叶柴胡的干燥根，黄芩药用部分为唇形

科黄芩属多年生草本植物的干燥根，柴胡黄芩采用

１∶１配伍，采用回流法煎煮，于敞口药盆中称取２０ｇ
柴胡加２００ｍＬ水，浸泡３０ｍｉｎ，煮沸后文火４５ｍｉｎ
再加入等量黄芩，煮沸后文火１５ｍｉｎ，取１００ｍＬ药
液，在６０℃下减压浓缩，定容至５０ｍＬ，折合柴胡黄
芩药物水煎液浓度未０２ｇ／ｍＬ。取５ｍＬ柴胡黄芩
浓缩液用１００％甲醇定容１０ｍＬ，混合均匀，取２ｍＬ
离心取上清液在０４５μｍ超微膜滤过即可。见图
１。

图１　柴胡黄芩配伍水煎液ＨＰＬＣ图谱主要色谱峰
２３　内参峰Ｓ峰的选择　目前供柴胡和黄芩ＨＰＬＣ
测定用的对照品有柴胡皂苷 ａ和黄芩苷，但由于柴
胡皂苷ａ和黄芩苷在水煎液中的含量较低，故不宜
做本研究的内参峰 Ｓ，因此根据图１中吸收峰面积
最大，保留时间最长的４３ｍｉｎ左右的５号峰作为本
研究的内参峰Ｓ。

２４　高效液相（ＨＰＬＣ）指纹图谱分析
２４１　精密度试验　取同一供试品溶液根据２２
制备的供试品溶液，依照２１的色谱条件，连续５次
进样，测试ＨＰＬＣ仪器的精密度。
２４２　重复性试验　取同一供试品溶液根据２２
制备的供试品溶液，依照２１的色谱条件，连续５次
进样，测试ＨＰＬＣ指纹图谱方法的重复性。
２４３　稳定性试验　取同一供试品溶液根据２２
制备的供试品溶液，依照２１的色谱条件，连续５次
进样，测试样品的稳定性。

２４４　指纹图谱　取１０批柴胡黄芩，精密吸取５
μＬ按照供试品溶液制备方法制备供试品溶液，根据
色谱条件依次测定并记录１０批柴胡黄芩配伍的色
谱图。为了分析柴胡黄芩配伍的主要化学成分，根

据２２供试品溶液制备方法，分别单独制区远志水
煎液（０２ｇ／ｍＬ）和厚朴水煎液（０２ｇ／ｍＬ）。
２５　数据处理　根据国家药典委员会提出的中药
指纹图谱相似度评价系统２００４Ａ进行相似度分析，
采用ＭＡＴＬＡＢ软件进行数据处理和统计。
２６　样品测定结果
２６１　精密度考察结果　柴胡黄芩精密度试验中
各色谱峰相对保留时间和峰面积见图２，其中峰面
积大于总峰面积５％的峰有２２、３０、３６和 ４７号峰。
见表２。

图２　精密度试验各色谱图

表２　大于总峰面积５％的色谱峰相对峰面积精密度结果

峰号 第１次 第２次 第３次 第４次 第５次 平均 ＲＳＤ（％）

１８（Ｓ） １０００ １０００ １０００ １０００ １０００ １０００ ０
２２ ０３６６ ０３７０ ０３６８ ０３８５ ０３７１ ０３７２ ２０２１
３０ ０４５４ ０４４１ ０４５０ ０４２４ ０４３４ ０４４１ ２７５０
３６ ０５０１ ０５０１ ０５０３ ０４９２ ０５１４ ０５０２ １５６４
４７ ０４０１ ０３８６ ０３７９ ０４０６ ０４２７ ０４００ ４６８４

２６２　重复试验考察结果　由图３和表３可知，重
复试验中各主要色峰的相似度均大于０９９，显示良
好的重复性。

２６３　稳定性考察结果　由图３和表３可知，稳定
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性试验中各主要色峰的相似度均大于０９９，显示良
好的稳定性。

图３　重复试验考察结果

表３　重复试验相似度评价结果

重复度１重复度２重复度３重复度４重复度５
对照指纹

图谱

重复度１ １０００ ０９９４ ０９９２ ０９９５ ０９９０ ０９９７
重复度２ ０９９４ １０００ ０９９６ １０００ ０９９２ ０９９７
重复度３ ０９９２ ０９９６ １０００ ０９９２ ０９９７ ０９９６
重复度４ ０９９５ ０９９６ ０９９２ １０００ ０９９２ ０９９７
重复度５ ０９９０ ０９９７ ０９９７ ０９９２ １０００ ０９９８

图４　稳定性考察结果

表４　稳定性相似度评价结果

稳定性１稳定性２稳定性３稳定性４稳定性５
对照指纹

图谱

稳定性１ １０００ ０９９７ ０９９７ ０９９７ ０９９７ ０９９８
稳定性２ ０９９７ １０００ ０９９９ ０９９９ ０９９９ ０９９９
稳定性３ ０９９７ ０９９９ １０００ １０００ ０９９９ １０００
稳定性４ ０９９７ ０９９９ ０９９９ ０９９９ １０００ ０９９９
稳定性５ ０９９８ ０９９９ １０００ １０００ ０９９９ １０００

图５　１０批柴胡黄芩ＨＰＬＣ指纹图谱

２６４　１０批柴胡黄芩水煎液的指纹图谱　１０批柴
胡黄芩水煎液 ＨＰＬＣ指纹图谱详见图５、表５、表６，

１０批柴胡黄芩ＨＰＬＣ指纹图谱中大于总峰面积５％
的共有峰面积为２２、３０、３６、４７号色谱峰，且１０批柴
胡黄芩配伍的药液相似度均 ＞０９９，显示相似度良
好。

表５　１０批柴胡黄芩ＨＰＬＣ指纹图谱中大于
总峰面积５％的共有峰面积

峰号 １８（Ｓ） ２２ ３０ ３６ ４７

第１批（Ｓ１） １０００ ０３９１ ０４３４ ０４９５ ０３８８
第２批（Ｓ２） １０００ ０３７３ ０３９６ ０４６９ ０４０１
第３批（Ｓ３） １０００ ０３６６ ０４５４ ０５０１ ０３９５
第４批（Ｓ４） １０００ ０４２２ ０４３９ ０４８７ ０３８６
第５批（Ｓ５） １０００ ０３８５ ０４００ ０４６０ ０３９０
第６批（Ｓ６） １０００ ０３７０ ０４４１ ０５０１ ０３７９
第７批（Ｓ７） １０００ ０３６８ ０４３４ ０５０３ ０４０６
第８批（Ｓ８） １０００ ０３６４ ０４５０ ０４９２ ０４０４
第９批（Ｓ９） １０００ ０３７１ ０４２４ ０５４７ ０４２７
第１０批（Ｓ１０） １０００ ０３９５ ０４３１ ０５１４ ０４００

平均 １０００ ０３８１ ０４３９ ０４７２ ０３９８
ＲＳＤ（％） ００００ ４７８７ ４４８９ ５０９０ ３３３６７

表６　１０批柴胡黄芩药液相似度结果

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０
对照指

纹图谱

Ｓ１１００００９９７０９９７０９９７０９９８０９９４０９９５０９９６０９９５０９９６０９９７
Ｓ２０９９７１００００９９９０９９９０９９９０９９２０９９６０９９４０９９７０９９８０９９８
Ｓ３０９９７０９９９１００００９９９０９９６０９９８０９９３０９９７０９９５０９９４０９９３
Ｓ４０９９７０９９９０９９９１００００９９７０９９５０９９８０９９３０９９６０９９４０９９５
Ｓ５０９９８０９９９０９９６０９９７１００００９９６０９９４０９９７０９９３０９９１０９９６
Ｓ６０９９４０９９２０９９８０９９５０９９６１００００９９９０９９９０９９８０９９７０９９８
Ｓ７０９９５０９９６０９９３０９９８０９９４０９９９１００００９９９０９９９０９９９０９９７
Ｓ８０９９６０９９４０９９７０９９３０９９７０９９９０９９９１００００９９５０９９８０９９７
Ｓ９０９９５０９９７０９９５０９９６０９９３０９９８０９９８０９９５１００００９９９０９９５
Ｓ１００９９６０９９８０９９４０９９４０９９１０９９７０９９６０９９８０９９９１００００９９６

２６５　柴胡黄芩配伍 ＨＰＬＣ指纹图谱各主要化学
成分分析　由图６、７可得，柴胡黄芩配伍的水煎液
中，大多数物质归属柴胡，４５ｍｉｎ以后的色谱峰是柴
胡的特征峰，而 １５～４５ｍｉｎ多集中了黄芩的特征
峰，主要化学成分为柴胡皂苷ａ和黄芩苷。

图６　柴胡黄芩配伍中归属于柴胡所含化学成分的指纹图谱

３　讨论
药对配伍是复方发挥临床疗效的核心，大量临

床文献已证实柴胡、黄芩药对配伍有协同增强疗效

的作用［１４１５］，本研究对该药对的化学成分物质变化
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情况进行探析。基于 ＨＰＬＣ技术测定柴胡、黄芩配
伍前后柴胡的主要有效成分柴胡皂苷 ａ和黄芩主要
有效物质是黄芩苷的含量。本研究利用乙腈和

０１％磷酸进行梯度洗脱，结果显示分离效果理想，
保留时间适中。在所选择的色谱柱条件下我们发现

柴胡及黄芩各成分分离度高，色谱峰尖锐，分离时间

亦理想，实验结果充分可靠。该研究采用各地的１０
批柴胡及黄芩进行指纹图谱检查分析，结果显示不

同批次的图谱结果基本一致，在相似度检测中各批

药材的相似度尚可，这说明经过国家药物质量监督

部分的努力，现中药药材市场上的柴胡及黄芩质量

较前明显改善。

图７　柴胡黄芩配伍中归属于黄芩所含化学
成分的指纹图谱

表７　柴胡黄芩配伍对指纹图谱中色谱峰的归属（珋ｘ±ｓ）

序号 ＲＴ（ｍｉｎ） 成分归属 成分来源

１５ １６３５±００２４ 黄芩苷 黄芩

２２ ２５７６±００２６ 黄芩苷 黄芩

１８ ４３０８±００１４ 柴胡皂苷ａ 柴胡

３０ ５１１２±０２３ 柴胡皂苷ａ 柴胡

３６ ６０２３±０２７ 柴胡皂苷ａ 柴胡

４７ ６８３７±０２２ 柴胡皂苷ａ 柴胡

　　本研究在获取的色谱的条件下快速、准确的分
析柴胡、黄芩及其同煎液的化学成分，实验结果体现

了该方法具有理想的精密度、可重复性及稳定性，在

药液煎煮过程中并无产生新的化学成分，１０批柴胡
的主要成分均是柴胡皂苷 ａ，而黄芩的主要成分也
只是黄芩苷，这说明此次研究的柴胡及黄芩药材稳

定均一，在有效化学成分分析中我们发现柴胡黄芩

配伍的水煎液中，大多数物质归属柴胡，４５ｍｉｎ以后
的色谱峰是柴胡的特征峰，而１５～４５ｍｉｎ多集中了
黄芩的特征峰，因此我们认为该要对的理想煎煮时

间应集中于１５～４５ｍｉｎ，才可充分体现柴胡、黄芩的
最大药效。

ＨＰＬＣ完整体现了柴胡、黄芩的组成特征，同时
验证了该药对产生最大药物效价的时间，以期指导

临床运用。
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