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传统煎法与现代煎药机制备三黄汤的

高效液相色谱法指纹图谱

张　丽　高　岩
（延安市人民医院药剂科，延安，７１６０００）

摘要　目的：探讨采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）分析三黄汤传统煎法和现代煎药机法的指纹图谱差异。方法：选取１０个
不同批次的三黄汤配方，配制传统煎法三黄汤供试品溶液和现代煎药机三黄汤供试品溶液，色谱条件采用４６ｍｍ×２５０
ｍｍ的ＤＩＡＭＯＮＳＩＬＣ１８保护柱（５μｍ），以３０℃为柱温，进样量为１５μＬ，以甲醇为流动相Ａ，１％磷酸水为流动相Ｂ，检测波
长为２７７ｎｍ，进行ＨＰＬＣ指纹图谱对比研究。结果：三黄汤专属性良好。线性关系考察显示黄芩苷回归方程 Ｙ＝７５６４
Ｘ＋２１３１，ｒ＝０９９９８（ｎ＝５），黄芩苷对照品范围在０５～１２０μｇ／ｍＬ，线性考察结果显示线性关系良好。精密度结果最
终取大于总峰面积５％的色谱峰相对峰面积ＲＳＤ平均值１７７６％，三黄汤供试品溶液精密度良好。稳定性结果显示色谱
峰相对峰面积ＲＳＤ平均值１８４３％，三黄汤供试品溶液２４ｈ内稳定性良好。重复性试验结果显示色谱峰相对峰面积ＲＳＤ
平均值１９１１％，三黄汤的重复性良好。加样回收率检测结果显示平均回收率９９８１％，ＲＳＤ１７９％，高相液相检测方法
所测加样回收率结果可靠。样品测定结果显示在同一色谱洗脱梯度下，传统煎法的三黄汤指纹图谱１２０ｍｉｎ即完成检测，
而现代煎药机法制备的三黄汤指纹图谱在１３１８７ｍｉｎ才完成检测；另外从图谱中可见现代煎药机制备的三黄汤中色谱峰
更多，可能与现代煎药机的高压煎煮设备能析出更多共有峰有关。从各自的指纹图谱相似度中可得，１０批传统煎法三黄
汤的相似度和１０批现代煎药机法三黄汤的相似度均高于０９，其中传统煎法平均相似度为０９７１４，现代煎药机法平均相
似度为０９８１６，略高于传统煎法。结论：传统煎法和现代煎药机法制备的三黄汤的ＨＰＬＣ指纹图谱存在一定差异。
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　　中医中药是我国历史悠久的传统医学文化瑰
宝，利用中药制备的汤剂来治疗相应的疾病源远流

长，早在商朝的伊尹时期就可见相关记载［１４］。因其

中药组方灵活，可根据中医辨证论治的特点，对不同

的患者和疾病证候进行随证加减，故而治疗效果确

切，不良反应较少，而且使用时煎煮方便，吸收起效

迅速，从而受到历代医家的广泛使用，是中医学从古

延续至今重要的治疗方法之一［５］。然而，随着现代

社会的不断发展，生活工作节奏的加快，传统中药煎

剂也面临着一定的问题［６］。部分患者认为传统煎煮

中药的方法用时过长，且对药物先下、后入等操作不

明，故而临床用药选择时对传统煎剂的倾向性不

高［７］，这也成为中药制剂现代发展的一个制约［８］。

中药煎药机的出现则为中药煎剂的改良提出了另外

一种可能，但由于现代煎药机煎煮模式与传统煎法

存在较大差异［９］，且目前临床研究中尚缺乏对二者

之间的差异进行全面、系统、客观的有效性评估，故

部分医师及患者对煎药机制备药剂的使用效果仍存

有疑虑［１０１１］。在明代的《本草纲目》中也提到：“煎

药者，水火不良，火候失度，则药亦无功”。也明确的

提出了煎药方法及其质量的好坏能够极大的影响药

物的疗效。本研究通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹
图谱选择以三黄汤为研究对象，比较使用传统煎药法

与现代煎药机煎药２种不同制备手段所制的三黄汤
煎剂之间的差异，从而对其差异及药物的有效性进行

探讨和分析，以期为临床的药物使用提供参考。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（型号：ＬＣ２０ＡＴ）购于
日本岛津公司、二元泵（型号：ＬＣ２０ＡＴ泵）购于日本
岛津公司等；高端型超纯水机（型号：ＵＬＵＰ）购于杜
伯特（北京）科技有限公司；数控超声清洗器（型号：

ＫＱ５０）购于昆山市超声仪器有限公司。
１２　试剂　于上海信跃化学品有限公司购买色谱
乙腈、色谱甲醇、磷酸分析纯、冰醋酸分析纯等；甲酸

分析纯购于东莞市聚鹏化学有限公司；中国食品药

品检定研究院提供的对照品：黄芩苷（批号：１１０７１５
２００２１２）。

１３　分析样品　三黄汤的药方根据古方剂量，炙大
黄（批号：２０１２１２０１）、黄芩（批号：２０１２１００１）、黄柏
（批号：２０１２１０１４）、甘草（批号：２０１２１０１３），均购自
广东省药材公司中药饮片厂，三黄汤随机抽取１０个
不同批次。

２　方法与结果
２１　色谱条件　采用 ４６ｍｍ×２５０ｍｍ的 ＤＩＡ
ＭＯＮＳＩＬＣ１８保护柱（５μｍ），以３０℃为柱温，无论是
供试品溶液还是对照品溶液均在进样前以流动相梯

度初始条件平衡３０ｍｉｎ，进样量为１５μＬ，以甲醇为
流动相Ａ，１％磷酸水为流动相 Ｂ，具体梯度洗脱程
序见表１，检测波长为２７７ｎｍ。

表１　梯度洗脱程序（流速１０ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

１ １５ ８５
５ １７ ８３
１０ ２０ ８０
１７ ２６ ７４
２５ ２９ ７１
３７ ３７ ６３
５０ ４３ ５７
６５ ４９ ５１
８５ ７０ ３０
１０５ ９２ ８
１３０ ９２ ８

２２　对照品溶液的制备　首先精密称取１２４６ｍｇ
黄芩苷对照品，然后将其放置于６０℃真空干燥，接
着将干燥物转入广口瓶中并加７０％甲醇定容至２５
ｍＬ，经超声重复溶解均匀，制成００２８ｍｇ／ｍＬ的黄
芩苷对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备
２３１　传统煎法供试品溶液制备　根据三黄汤配
伍比例，取除大黄外的全部３味药加１０倍量蒸馏水
浸泡 ３０ｍｉｎ，煎煮方法采用传统煎法加热煮沸
１０ｍｉｎ后，转小火煮 ４０ｍｉｎ，加入炙大黄继续煎煮
１０ｍｉｎ，以 ０４５μｍ微孔滤膜过滤，过滤液密封保
存；剩余药渣再加 ８倍量蒸馏水，煎煮方法同第 １
次，并以０４５μｍ微孔滤膜过滤，合并２次过滤液后
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进行浓缩，定容至２８０ｇ／ｍＬ的三黄汤水煎液。精
密量取０２ｍＬ三黄汤水煎液于１０ｍＬ量瓶中并以
５０％的甲醇定容，充分混合均匀后以０４５μｍ微孔
滤膜滤过，即得传统煎法供试品溶液。

２３２　现代药煎机法供试品溶液制备　根据三黄
汤配伍比例，取全部 ３味药加 １０倍量蒸馏水浸泡
３０ｍｉｎ，加入炙大黄后直接采用现代煎药机（高压）
法加热６０ｍｉｎ后，煎煮所得药液以０４５μｍ微孔滤
膜过滤并密封保存；剩余药渣再加８倍量蒸馏水，以
相同的现代煎药机煎煮相同时长，第２次煎煮所得
药液以０４５μｍ微孔滤膜过滤，合并２次过滤液，浓
缩，定容至２８０ｇ／ｍＬ的三黄汤水煎液。精密量取
０２ｍＬ三黄汤水煎液于１０ｍＬ量瓶中并以５０％的
甲醇定容，充分混合均匀后０４５μｍ微孔滤膜滤过，
即得现代煎药机法供试品溶液。

２４　专属性试验　取同一供试品溶液根据２３制
备的供试品溶液进行专属性试验，结果显示三黄汤

专属性良好。

２５　线性关系考察　精密量取黄芩苷对照品溶液
２０、５０、１００、１５０、２００μＬ，根据２１色谱条件进
行ＨＰＬＣ色谱法检测，记录峰面积；以峰面积积分值
为纵坐标（Ｙ），对照品进样量（μｇ）为横坐标（Ｘ），绘
制标准曲线，黄芩苷回归方程 Ｙ＝７５６４Ｘ＋２１３１，
ｒ＝０９９９８（ｎ＝５），结果表明，黄芩苷对照品范围在
０５～１２０μｇ／ｍＬ，线性考察结果显示线性关系
良好。

２６　精密度试验　精密取同一２３制备的供试品
溶液，在一组相同的测量程序、相同测试地点和相同

的色谱条件等情况下，连续重复测量５次 ＨＰＬＣ检
测，且各色谱峰相对峰面积的 ＲＳＤ＜３％，精密度结
果最终取大于总峰面积 ５％的色谱峰相对峰面积
ＲＳＤ平均值 １７７６％，研究结果显示三黄汤供试品
溶液精密度良好。

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（Ｓ）第１次 第２次 第３次 第４次 第５次 平均值 ＲＳＤ（％）

１ １０００ １０００ １０００ １０００ １０００ １０００ ００００
３ ０３７８ ０３８３ ０３８ ０３９７ ０３８４ ０３８６ ２０４２
４ ０４７ ０４５６ ０４６３ ０４３８ ０４４２ ０４５７ ２７５９
９ ０５１８ ０５１３ ０５１６ ０５０７ ０５２６ ０５２ １５６８
１０ ０４１９ ０３９３ ０３８９ ０４２ ０４３７ ０４２１ ０６９１

２７　稳定性试验　由于固定相的有限稳定性，为确
保每一次研究之间的结果误差最小，进行指纹图谱

对比研究之前，取同一供试品溶液以确定供试品溶

液的稳定性，分别室温放置０、４、８、１２、１６、２４ｈ后进

行ＨＰＬＣ检测，各色谱峰相对峰面积的ＲＳＤ＜３％则
说明稳定性良好。本研究稳定性结果显示色谱峰相

对峰面积ＲＳＤ平均值１８４３％。见表３。提示三黄
汤供试品溶液２４ｈ内稳定性良好。

表３　稳定性相似度评价结果

项目
稳定性

１
稳定性

２
稳定性

３
稳定性

４
稳定性

５
平均

值

ＲＳＤ
（％）

稳定性１１０００ ０９９７ ０９９７ ０９９７ ０９９７ ０９９８ １８２３
稳定性２０９９７ １０００ ０９９９ ０９９９ ０９９９ ０９９９ １８４６
稳定性３０９９７ ０９９９ １０００ １０００ ０９９９ １０００ １８５１
稳定性４０９９７ ０９９９ ０９９９ ０９９９ １０００ ０９９９ １８４７
稳定性５０９９８ ０９９９ １０００ １０００ ０９９９ １０００ １８５０

２８　重复性试验　为确保研究的客观性，进行指纹
图谱对比研究之前，需要进行短时间内的 ＨＰＬＣ连
续重复性测试，精密量取６份同一供试品溶液，连续
进样，各色谱峰相对峰面积的ＲＳＤ＜３％表示重复性
良好。本研究结果显示色谱峰相对峰面积 ＲＳＤ平
均值１９１１％。见表４。提示三黄汤的重复性良好。

表４　重复试验相似度评价结果

项目
重复度

１
重复度

２
重复度

３
重复度

４
重复度

５
平均

值

ＲＳＤ
（％）

重复度１１０００ ０９９４ ０９９２ ０９９５ ０９９０ ０９９７ １９０２
重复度２０９９４ １０００ ０９９６ １０００ ０９９２ ０９９７ １９１５
重复度３０９９２ ０９９６ １０００ ０９９２ ０９９７ ０９９６ １９０９
重复度４０９９５ ０９９６ ０９９２ １０００ ０９９２ ０９９７ １９１２
重复度５０９９０ ０９９７ ０９９７ ０９９２ １０００ ０９９８ １９１７

２９　回收率试验　精密吸取已知含量的三黄汤供
试品溶液６份，加入已知浓度的黄芩苷对照品溶液，
混合均匀后水浴蒸干，残渣放入１０ｍＬ容量瓶中，加
７０％甲醇定容，进行加样回收试验的检测，根据２１
的色谱条件进行检测并计算加样回收率。结果显示

平均回收率９９８１％，ＲＳＤ１７９％，提示高相液相检
测方法所测加样回收率结果可靠。

２１０　样品测定结果　由图１和图２的指纹图谱中
可见三黄汤传统煎法和现代煎药机法的指纹图谱存

在一定的差异，在同一色谱洗脱梯度下，传统煎法的

三黄汤指纹图谱１２０ｍｉｎ即完成检测，而现代煎药
机法制备的三黄汤指纹图谱在１３１８７ｍｉｎ才完成
检测；另外从图谱中可见现代煎药机制备的三黄汤

中色谱峰更多，可能与现代煎药机的高压煎煮设备

能析出更多共有峰有关。从各自的指纹图谱相似度

中和表５可得，１０批传统煎法三黄汤的相似度和１０
批现代煎药机法三黄汤的相似度均高于０９，其中
传统煎法平均相似度为０９７１４，现代煎药机法平均
相似度为０９８１６，略高于传统煎法。
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图１　１０批三黄汤现代煎药机的ＨＰＬＣ指纹图谱

图２　１０批三黄汤传统煎法的ＨＰＬＣ指纹图谱

表５　１０批三黄汤相似度结果

现代煎药机编号 相似度 传统煎法编号 相似度

Ｓ１ ０９７６ ＳＳ１ ０９４３
Ｓ２ ０９７１ ＳＳ２ ０９６７
Ｓ３ ０９７５ ＳＳ３ ０９７９
Ｓ４ ０９８４ ＳＳ４ ０９９５
Ｓ５ ０９６８ ＳＳ５ ０９８８
Ｓ６ ０９８７ ＳＳ６ ０９５１
Ｓ７ ０９８０ ＳＳ７ ０９６
Ｓ８ ０９９５ ＳＳ８ ０９６６
Ｓ９ ０９８６ ＳＳ９ ０９８９
Ｓ１０ ０９９４ ＳＳ１０ ０９７６
平均值 ０９８２ 平均值 ０９７１

３　讨论
使用煎法对中药进行加工从而制成汤剂用以治

疗疾病在我国已有数千年的历史，最早可追溯至商

代伊尹，“伊尹以亚圣之才，撰用神农本草以为汤

液”。千年以来汤剂均为中医治疗的主要手段之

一，如《备急千金要方》中云：“凡古方治疾，全用汤

法……”。《圣济经》中云：“汤液主治，本乎腠理，凡

涤除邪气者，用汤最宜”。由此可见汤剂在中医学

历史中占据着十分重要的地位。历代医家对中药的

煎制方法也均十分重视，李时珍认为：“凡服汤药，

虽品物专精，修治如法……火候失度，则药亦无

功”。徐灵胎在《医学源流论》曾云：“煎药之法，最

宜深讲，药之效不效，全在乎此”。说明古人对煎药

已有较多认识，并认为煎煮质量的好坏将极大影响

药物的疗效。汉代张仲景曾将煎煮中药的用水分为

雨水、千扬水等，同时对药物的各种煎煮方法进行了

详细的记载，但到了现代，由于生活节奏的加快，传

统煎药方法逐渐被现代煎药机所取代。相对于传统

方法，自动煎药机具有其无可忽视的优势。现代煎

药机煎煮的时间较短、使用参数客观，煎煮的过程保

持密闭，安全卫生，同时有效地减少煎煮人员的工作

量［１２１３］。

传统煎煮方法与现代煎药机煎煮中药原则上都

使用纯蒸馏水。有研究表明，中药煎煮的加水量一

般根据中药饮片的质地、煎出物的溶解性来决定，

花、叶、全草等质地松散，加水量一般较大，根茎、矿

物、贝壳等质地坚硬，加水量较小，一般加水量为所

用中药饮片重量的４～１０倍［１４１６］。而理论上最佳煎

煮加水量为中药饮片的吸水量加上煎煮时的蒸发量

及患者所需服用的药液量之和。然而在实际煎煮操

作过程中，加水量精确仍存在一定困难［１７］。本研究

最后综合考量饮片煎煮的加水理论量、药物成分析

出的平衡浓度、患者及煎药室使用的实际情况，最终

选择三黄汤的传统煎法的加水量为药量１０倍蒸馏
水浸泡 ３０ｍｉｎ，加热煮沸 １０ｍｉｎ后，转小火煮
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４０ｍｉｎ，加入炙大黄继续煎煮１０ｍｉｎ，第２次则以８
倍蒸馏水量继续煎煮１次。现代煎药机煎药水量为
１０倍药物重量浸泡３０ｍｉｎ，连续煎煮２次，每次煎
煮时间为６０ｍｉｎ。

本研究中使用ＨＰＬＣ对不同制备方法的三黄汤
进行指纹图谱的对比鉴别，从而对传统煎药和现代

煎药机制备出的汤剂进行质量评价。其中三黄汤的

药物组成包括炙大黄、黄芩、黄柏、甘草，故而三黄汤

组方中的有效药物成分较多。若各有效成分不具有

专属性，则在其他药物干扰的情况下，对后续其他药

物的成分含量检测时，就会因为各个药物间有效成

分的相互影响，使实验结果出现偏倚［１８１９］。故而在

综合考量了ＨＰＬＣ的稳定性、重复性、精密性、回收
率和线性考察的方法严谨性基础之上［２０］，对 ＨＰＬＣ
的最佳色谱条件进行调试。本研究结果显示三黄汤

的专属性良好，提示 ＨＰＬＣ指纹图谱是一种具有灵
敏性高、稳定性佳、重复性好、专属性强且十分简便

的研究方法。
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