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基于指纹图谱技术分析四神丸中吴茱萸的有效成分

乌曰根　王　阳
（内蒙古医科大学附属医院药学部，呼和浩特，０１００００）

摘要　目的：基于指纹图谱技术分析探讨四神丸中吴茱萸的有效成分，阐释中药合理配伍的科学内涵。方法：精密量取１０
μＬ的样品进样量或对照品溶液，采用２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ的色谱柱，选择流动相的条件是在乙腈、甲醇和水中以１
ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行梯度洗脱，柱温为３０℃，检测波长为２２５ｎｍ，根据高效液相（ＨＰＬＣ）指纹图谱的梯度洗脱程序进行试
验，并在ＨＰＨＰＬＣ（３Ｄ）化学工作站上进行指纹图谱分析四神丸中吴茱萸的有效成分。结果：四神丸ＨＰＬＣ指纹图谱检测
精密度、重复性和稳定性均良好。不同批次四神丸中的吴茱萸的有效成分是吴茱萸碱和吴茱萸次碱，不同厂家四神丸中

吴茱萸的有效含量有明显差异有统计学意义（Ｐ＜００５），以同仁堂四神丸中吴茱萸的有效成分含量为最多，其次为仲景
牌四神丸。结论：基于指纹图谱技术用高效液相色谱法分析四神丸中吴茱萸的有效成分测定，发现其有效成分主要是吴

茱萸碱和吴茱萸次碱，进而对该药物进行质量控制。
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　　四神丸是治疗脾肾阳虚证型首见于《内科摘
要》的著名方剂，临床上用于肾泄、肠炎等疗效独

到［１３］。四神丸的方药组成主要由以下四种药物组

成，分别是吴茱萸、补骨脂、肉苁蓉和五味子［４５］，其

中吴茱萸药性属于辛苦大热，具有除湿燥脾之功效，

由于归经属少阴经，因此药效能入少阴气分而补肾

阳，四神丸中佐吴茱萸，以其辛温之性顺肝木欲散之

势，为肾阳水气开滋生之路，滋补肾阳；肝顺则不乘

土，而先天之本肾阳得滋，供后天之本脾阳之需，相

辅相成脾肾阳虚得解，疾病自愈［６８］。吴茱萸单味中

药的主要化学成分有挥发油、吴茱萸碱和吴茱萸次

碱等生物碱组成［９］，然而在四神丸中吴茱萸发挥药

效的有效成分是否为这２种生物碱还有待研究，因
此本课题基于指纹图谱技术分析探讨四神丸中吴茱

萸的有效成分，为四神丸的质量控制提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（型号：１１００Ｓｅｒｉｅｓ，厂
家：ＡＧＩＬＥＮＴ安捷伦科技有限公司）；５μｍ的色谱
柱（型号：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＣ１８柱，厂家：ＡＧＩＬＥＮＴ安捷
伦科技有限公司）。
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１２　试剂　由Ｆｉｓｈｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司提供的甲醇（批
号ＬＯＴ：１１１２８０）和乙腈（批号ＬＯＴ：０９６３２８）；中国食
品药品检定研究院提供的超纯水、中国食品药品检

定研究院吴茱萸碱对照品（批号：８０２９４０１）和吴茱
萸次碱对照品（批号：８０１９００１）。
１３　分析样品　取３个不同厂家不同批次的四神
丸每个厂家各２取两批不同生产批次（Ａ厂家：北京
同仁堂天然药物（唐山）有限公司，国药准字

Ｚ１３０２０６５；Ｂ厂家：山西华康药业股份有限公司，国
药准字Ｚ１４０２００１７；Ｃ厂家：河南省宛西制药股份有
限公司，国药准字Ｚ４１０２１９２３）的四神丸用研磨器研
细，精密取２ｇ四神丸粉末。
２　方法与结果
２１　色谱条件　精密量取１０μＬ的样品进样量或
对照品溶液，采用２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ的色谱柱
（ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＣ１８柱），选择流动相的条件是在乙
腈、甲醇和水中以 １ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行梯度洗脱
（详见表１），柱温为３０℃，检测波长为２２５ｎｍ，根据
高效液相（ＨＰＬＣ）指纹图谱的梯度洗脱程序进行试
验，并在ＨＰＬＣ（３Ｄ）化学工作站上进行指纹图谱分
析。

表１　流动相梯度

时间（ｍｉｎ） 乙腈（％） 甲醇（％） 水（％）

０００ ４０ ３０ ３０
１０００ ４０ ３０ ３０
１５００ ７０ ０ ３０
２５００ ７０ ０ ３０
２７００ ４０ ３０ ３０

２２　对照品溶液制备　１）对照品溶液制备：精密称
取购于中国食品药品检定研究院吴茱萸碱对照品

（批号：８０２９４０１）和吴茱萸次碱对照品（批号：８０１
９００１）置于容量瓶中，甲醇溶解，采用０４５μｍ有机
滤膜滤过，取续滤液，即得对照品溶液。２）阴性对照
溶液的制备：按照四神丸的处方比例制备缺少吴茱

萸的浓缩药液，采用０４５μｍ有机滤膜滤过，取续滤
液，即为阴性对照溶液。

２３　供试品溶液制备　３个不同厂家不同批次的
四神丸中每个厂家各取２批不同生产批次，精密取２
ｇ四神丸粉末浸泡于甲醇中０５ｈ，随后采用索氏法
提取约２ｈ，将过滤液置于精准的５０ｍＬ容量瓶中以
甲醇定容后加塞密封，摇匀，采用０４５μｍ有机滤膜
滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

２４　专属性试验　取同一供试品溶液根据２３制
备的供试品溶液，采用薄层层析的方法对四神丸进

行专属性试验，结果显示四神丸专属性良好。

２５　线性关系考察　精密量取混合对照品的甲醇
溶液（０１０７２ｍｇ／ｍＬ）３０、６０、１２０、１８０、２４０
ｍＬ，分别置５０ｍＬ量瓶中。加甲醇稀释至刻度，摇
匀，分别精密吸取１０μＬ，注入液相色谱仪，记录峰
面积；以混合对照品进样量（ｕｇ）为横坐标（Ｘ），峰
面积积分值为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线，回归方程
ｙ＝２５８１５３０８９Ｘ１２６７０４８，ｒ＝０９９９９（ｎ＝５），结果
表明，混合对照品在００６４３２～０１４５６μｇ范围内线
性关系良好。

２６　中间精密度试验　取同一供试品溶液，连续５
次进样，测试ＨＰＬＣ仪器的精密度，四神丸供试品溶
液检测出３０多个共有峰，一下仅选择６个特征峰进
行共有峰结果统计报道。见表２。

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（％）

１ ０８８ ０８４ ０８５ ０８９ ０８６ ０８７ ４６８７
２ ０７３ ０７８ ０７４ ０７５ ０７７ ０７６ ３０２１
３ ０５５ ０５４ ０５５ ０５６ ０５５ ０５４ ２７５４
４ ０３９ ０３７ ０４１ ０３８ ０４０ ０３８ ２０１２
５ ０３０ ０３２ ０２９ ０３１ ０３０ ０２９ １５６４
６ ０４６ ０４８ ０４７ ０４６ ０４７ ０５０ ２１８４

２７　供试品溶液稳定性试验　取同一供试品溶液
根据２３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，由表３得，稳定
性试验中各主要色峰的相似度均大于０９９，显示良
好的稳定性。

表３　稳定性相似度评价结果

次数 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９９９ ０９９７ ０９９９ ０９９９ １０００ ０９９９
稳定性５ ０９９９ ０９９９ １０００ １０００ ０９９８ １０００

２８　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，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。见表４。

表４　重复试验相似度评价结果

次数 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９９６ １０００ ０９９４ 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
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２９　回收率试验　采用加样回收法，精密称取５份
已知含量的同一批号样品各约０５ｇ，分别精密加入
２０ｍＬ混合对照品甲醇溶液（０００５３６ｍｇ／ｍＬ），进
行回收率试验测定，计算结果显示平均回收率为

９８５４％，ＲＳＤ为０７６％。
２１０　样品测定结果　四神丸中吴茱萸有效成分含
量测定四神丸指纹图谱建立如图１～３所示，不同批
次四神丸中的吴茱萸的有效成分是吴茱萸碱和吴茱

萸次碱，不同厂家四神丸中吴茱萸的有效含量有明

显差异（Ｐ＜００５），以同仁堂四神丸中吴茱萸的有
效成分含量为最多，其次为仲景牌四神丸。见表５。

图１　四神丸指纹图谱色谱图

图２　阴性对照指纹图谱色谱图

图３　吴茱萸碱和吴茱萸次碱对照品指纹图谱色谱图

表５　四神丸中吴茱萸有效成分含量测定

批次 吴茱萸碱（ｍｇ／ｇ） 吴茱萸次碱（ｍｇ／ｇ）

Ａ厂家００１ １７１７ ０９９６
Ａ厂家００２ １６９９ ０９８７
Ｂ厂家００３ ０３２５ ０３８２
Ｂ厂家００４ ０３４９ ０４０１
Ｃ厂家００５ ０９６７ ０６６１
Ｃ厂家００６ ０９７８ ０６５９

３　讨论
３１　流动相的选择　本研究前期工作中四神丸中
吴茱萸有效成分测定中流动相进行 ＨＰＬＣ严谨性考
察试验研究，首先是溶剂的选择，根据大量的文献查

阅后分析［１０１２］，可能溶解吴茱萸的溶剂有以下５种，
分别是水、酸水、碱水、甲醇和乙醇，分别以五种溶剂

以同样条件浸泡吴茱萸０５ｈ，结果发现水、酸水、碱
水浸泡０５ｈ后吴茱萸提取率检测几乎没有，而甲
醇和乙醇中吴茱萸提取率均较前三者高，而甲醇中

吴茱萸的提取不仅提取率较乙醇高，且杂质更

少［１３１４］，因此本课题研究选取甲醇作为吴茱萸的提

取溶剂。由于甲醇对吴茱萸的提取率高，因此在梯

度洗脱条件中比较乙腈磷酸水和乙腈甲醇水中，
是乙腈甲醇水系统的对吴茱萸中的吴茱萸碱和吴
茱萸次碱的分离度更高［１５１６］，所产生的干扰性特异

性倒峰少，基线较好［１７１８］，保证了四神丸后期指纹图

谱分析中的良好重复性和稳定性。

３２　不同厂家吴茱萸有效成分差异性分析　四神
丸一直秉承经典古方，对药物配伍一丝不苟的继承

原方原剂量，而在剂型方面展开了积极的规范化研

究，目前临床上四神丸的剂型研发主要有水丸剂和

滴丸剂，滴丸剂相对水丸剂而言是一种新型的制备

工艺，其设备要求较高较昂贵，且技术人员要求有纯

熟的提取技能，因此滴丸剂相对水丸剂起效更快，药

物的生物利用度也更高［１９］。而本研究中同仁堂所

生产的四神丸中吴茱萸有效成分，吴茱萸碱和吴茱

萸次碱的含量均较其他２个药厂高，可能和同仁堂
高精量、高质量、高技术和高设备等完备的制备工

艺，制备流程和制备技术有关。
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性好、操作简便［１４１６］。本实验建立ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测
定黄芪白术配伍前后黄芪中黄芪甲苷含有量，结果

准确可靠，适合黄芪及其制剂中黄芪甲苷含有量的

测定。黄芪甲苷成分在含水正丁醇中溶解度较大，

故本实验参照《中华人民共和国药典》，应用该溶剂

从水煎液中萃取黄芪甲苷类成分，效果较好。另外，

还将《中华人民共和国药典》中大孔吸附树脂分离

纯化黄芪皂苷改为氧化铝，可减少前者反复洗涤纯

化的不便，也取得了理想的效果，并为其他相关研究

提供借鉴。本研究结果显示，黄芪白术配伍前后黄

芪甲苷与其他成分的基线分离良好，且内蒙古产地

的黄芪白术配伍中黄芪甲苷的含量最高。
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