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摘要　目的：采用高效液相色谱法对小青龙颗粒进行组方特点的研究，观察其组方是否具有预测小青龙颗粒制剂质量水
平的特点。方法：首先制备小青龙颗粒供试品溶液、４种组方药材供试品溶液并优化色谱条件：进样量为２μＬ，研究中选
用２５０ｍｍ×４６ｍｍ的Ｃ１８色谱柱，柱温为３５℃，而流动相Ａ为０１％磷酸水＋００２％庚烷磺酸钠；流动相Ｂ为８２乙腈：
１０无水乙醇：８（水＋０２４％磷酸），检测波长为２２０ｎｍ。接着从考察精密度、重复性、稳定性、专属性、加样回收率等５个
维度对ＨＰＬＣ的方法严谨性进行研究；最后建立小青龙颗粒的指纹图谱，并结合组方模式预测小青龙颗粒质量水平的特
点。结果：１）精密度研究结果显示共有峰相对保留时间ＲＳＤ为００８％，重复性研究结果显示共有峰相对保留时间ＲＳＤ为
０３％，稳定性结果显示共有峰相对保留时间ＲＳＤ为０４％，表明高效液相色谱仪具有良好的精密度、重复性和稳定性；２）
专属性结果显示小青龙颗粒各味药物在相对保留时间内各个峰之间不存在杂质峰，具有良好的专属性；３）加样回收结果
显示平均回收率的范围是９６５２％～１０４７３％，ＲＳＤ的范围是为０６７％～２１４％，表明高效液相色谱方法具有良好的准确
度；４）２２批小青龙颗粒供试品溶液指纹图谱共有４０个共有峰，其中Ｓ１３、Ｓ１４、Ｓ１９和Ｓ２１等４个批次的小青龙颗粒质量相
对较次；５）组方色谱中组方全相加模式比组方最大化模式质量较低；单位质量药物色谱中全相加模式比最大化模式质量
等级低；组方色谱预测能力和单位质量药物色谱的预测能力相当，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），进而从 ＣＭＦ和 ＰＭＦ的
平均值２与ＲＦＰ比较发现，２组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：可通过高效液相色谱检测方法对单位药物指纹图
谱的分析预测小青龙颗粒制剂质量水平的组方特点。

关键词　高效液相色谱；小青龙颗粒；组方特点；系统指纹定量评价法；麻黄；桂枝；芍药；炙甘草
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　　小青龙颗粒是由出自 《伤寒论》的经典方小

青龙汤制成颗粒剂而来，近年来颗粒剂逐渐在各大

医院流行，以满足想服用中药而没时间煎药的患

者。小青龙颗粒的药物组成和原方小青龙汤一样，

由麻黄、芍药、桂枝、炙甘草、细辛、半夏、生姜

和五味子组成，主要用于治疗太阳伤寒兼里停水饮

证，原文中记载 “伤寒表不解，心下有水气，干

呕，发热而咳，或渴，或利，或噎，或小便不利、

少腹满，或喘者，小青龙汤主之”，而现代研究中

发现小青龙汤／小青龙颗粒对具有改善肺通气功能，
缓解气道平滑肌的痉挛而降低其高反应作用，对支

气管哮喘急性发作期［１２］、急慢性支气管炎发作

期［３５］和慢性阻塞性肺疾病发作期［６］等有显著疗效。

小青龙汤的组方配伍特点可以看出，麻黄、桂枝均

为性温之药，温能走表，温能散寒，除外感之风

寒；干姜、半夏、五味子也均属于性温之药，然其

温能走里，化里之寒邪，其中干姜温中回阳以固

本，温肺化饮以祛肺寒之邪；半夏性温而化寒痰，

使邪出有道而不滞于内；细辛性温而入表里；全方

以温药为主配以炙甘草调和诸药［７８］。而小青龙颗

粒经过制备后是否具有良好的中药质量水平，其质

量水平是否能通过小青龙颗粒的组方特点进行预

测，基于上述疑问展开本课题研究，在中药单味药

物及复方研究中高效液相色谱是目前比较公认的研

究手段，本研究结果显示，可通过高效液相色谱检

测方法对单位药物指纹图谱的分析预测小青龙颗粒

制剂质量水平的组方特点。现报道如下。

１　仪器与试药
１１　仪器　购买于 Ａｇｉｌｅｎｔ科技有限公司的高效液
相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１００，应用 ＣｈｅｎｍＳｔａｔｉｏｎ工作站），
购买于北京赛多利斯天平有限公司的０１ｍｇ分析
天平（型号：ＳａｒｔｕｒｉｕｓＢＳ１１０Ｓ）。
１２　试剂　甲醇（色谱纯）、无水乙醇（色谱纯）、乙
腈（色谱纯）、磷酸（色谱纯）和去离子水均购于天津

市康科德技术有限公司。

１３　分析样品　２２个不同批次小青龙颗粒（四川
泰乐制药有限公司，国药准字 Ｚ１０９８３０８５）；麻黄、芍
药、桂枝、甘草均本院药房提供。

２　方法与结果
２１　色谱条件　进样量为 ２μＬ，研究中选用 ２５０
ｍｍ×４６ｍｍ的 Ｃ１８色谱柱（型号：ＡｒｃｕｓＥＰ），柱温
为３５℃，而流动相Ａ为０１％磷酸水 ＋００２％庚烷
磺酸钠；流动相 Ｂ为８２乙腈：１０无水乙醇：８（水 ＋
０２４％磷酸），检测波长为２２０ｎｍ。

表１　梯度洗脱表（流速１０ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０ ９２ ８
１０ ８２ １８
２０ ６７ ３３
２５ ５０ ５０
３０ ４７ ５３
５０ ２０ ８０

２２　供试品溶液的制备
２２１小　青龙颗粒供试品溶液制备　小青龙颗粒
适量加入２５ｍＬ甲醇，采用回流提取的方式提取小
青龙颗粒１ｈ，取第１次过滤液，残渣中继续加入等
量甲醇提取３０ｍｉｎ，取第２次过滤液，混合两次过滤
液并以甲醇定容５０ｍＬ，制取小青龙颗粒供试品溶
液［９１０］。

２２２　４种组方药材供试品溶液制备
２２２１　组方量制备法　根据小青龙颗粒组方量
（即配方中单味药材的含量）配制法取麻黄（约１５
ｇ）、芍药（１５ｇ）、桂枝（１５ｇ）、炙甘草（１５ｇ）机械
粉碎后，过筛于烧瓶中回流提取，同１２１的方法经
两次过滤混合定容后，获得组方量药材供试品溶液。

２２２２　单位质量制备法　单位质量即１ｇ，麻黄、
芍药、桂枝和炙甘草均分别精密称取１ｇ，同２２２１
方法，机械粉碎和回流提取，获得单位质量药材供试

品溶液。

２３　专属性试验　通过专属性试验检测小青龙颗
粒各味药物的专属性，相互间是否存在干扰因素，结

果显示在相对保留时间内各个峰之间不存在杂质

峰，具有良好的专属性。

２４　中间精密度试验　精密称取同一小青龙颗粒
供试品溶液，连续进样６次，结果显示共有峰相对保
留时间ＲＳＤ为００８％，表明高效液相色谱仪具有良
好的精密度。
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２５　供试品溶液稳定性试验　将小青龙颗粒供试
品溶液室温放置０、２、４、１２、２４ｈ分别常规进样测定
ＨＰＬＣ色谱图，结果显示共有峰相对保留时间 ＲＳＤ
为０４％，表明小青龙颗粒供试品溶液在２４ｈ内具
有良好的稳定性。

２６　重复性试验　以同一批小青龙颗粒，根据
１２１配制６份小青龙颗粒供试品溶液，常规进样测
定ＨＰＬＣ色谱图，结果显示共有峰相对保留时间ＲＳＤ
为０３％，表明高效液相色谱仪具有良好的重复性。
２７　回收率试验　精密称取６份已知含量的同一
批小青龙颗粒样品各约６ｇ，分别精密加入１０ｍＬ混
合对照品甲醇溶液，采用加样回收法测定，计算结果

显示平均回收率的范围是９６５２％～１０４７３％，ＲＳＤ
的范围是为０６７％～２１４％，表明高效液相色谱方
法具有良好的准确度。

２８　样品测定结果
２８１　小青龙颗粒指纹图谱的建立　根据１３色
谱条件检测２２批小青龙颗粒供试品溶液，检测波长
为２２０ｎｍ，以１５号峰甘草苷作为参照峰，共有４０个
共有峰的出现率均达到１００％。根据系统指纹定量
评价法［１１１２］，以宏定性相似度（Ｓｍ）、宏定量相似度
（Ｐｍ）和指纹均化性变动误差控制系数 α三者相结
合来评价中药质量，２２批小青龙颗粒供试品溶液经
系统指纹定量法鉴定，结果发现其中 Ｓ１３、Ｓ１４、Ｓ１９
和Ｓ２１等４个批次的小青龙颗粒质量相对较次；因
此由Ｓ１Ｓ１２和 Ｓ１５Ｓ１８及 Ｓ２０、Ｓ２２共１８批小青龙
颗粒供试品溶液重新用“中药色谱指纹图谱定量相

似度数字化评价体统３０”分析生成对照指纹图谱，
记作ＲＦＰ。具体详细见图１和表２、表３。

图１　２２批小青龙颗粒指纹图谱（波长２２０ｎｍ）

２８２　组方色谱　根据１２２１配制的组方量药
材供试品溶液进行高效液相色谱检测，检测波长

２２０ｍ，将检测所得的指纹图谱导入“中药色谱指纹

图谱定量相似度数字化评价体统３０”分析软件中，
设置０１ｍｉｎ为时间漂移窗，根据全相加模式，将输
入某一范围的时间域值，采用全相累加的方式将各

单味药色谱法累加，获得组方指纹图谱对应的峰，从

而形成组方指纹图谱，记作 ＣＳＦ１；根据最大化模式，
将将输入某一范围的时间域值，将各单味药色谱峰

取最大峰作为组方指纹图谱，记作 ＣＳＦ２。组方药物
烧瓶化学混合记作 ＣＭＦ，组方药物直接物理混合记
作ＰＭＦ。具体详细见图２。
２８３　单位质量药物色谱　根据１２２２配制的
单位质量药材供试品溶液进行高效液相色谱检测，

检测波长２２０ｍ，将检测所得的指纹图谱导入“中药
色谱指纹图谱定量相似度数字化评价体统３０”分
析软件中，设置０１ｍｉｎ为时间漂移窗，根据全相加
模式，将输入某一范围的时间域值，采用全相累加的

方式将各单味药色谱法累加，获得组方指纹图谱对

应的峰，从而形成组方指纹图谱，记作 ＣＳＦ３；根据最
大化模式，将将输入某一范围的时间域值，将各单味

药色谱峰取最大峰作为组方指纹图谱，记作 ＣＳＦ４。
具体详细见图２。

图２　４种组方融合预测模式的指纹图谱

２８４　组方模式预测小青龙颗粒质量结果　从表４
可得，在组方模式预测小青龙颗粒质量结果中可以

看出，组方色谱中组方全相加模式比组方最大化模

式质量较低；单位质量药物色谱中全相加模式比最

大化模式质量等级低；而比较平均值１和平均值３
发现组方色谱预测能力和单位质量药物色谱的预测

能力相当，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），进而从
ＣＭＦ和ＰＭＦ的平均值２与ＲＦＰ比较发现，２组间差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），综合研究结果显示，可
通过高效液相色谱检测方法对单位药物指纹图谱的

分析预测小青龙颗粒制剂质量水平的组方特点。团
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表２　２２批小青龙颗粒系统指纹定量法评价质量结果

指标 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ Ｓ１１ Ｓ１２

Ｓｍ ０９７ ０９８ ０９４ ０９９ ０９８ ０９６ ０９６ ０９９ ０９５ ０９６ ０９６ ０９８
Ｐｍ ９７１１ ９９１７ ９９０２ １０１８１ ９７１６ １０２１５ ９９９２ １０４３ １０８０２ ９９５ １０３３ １００９
α ００４０ ０００４ ０００５ ００３０ ００１４ ００３７ ００５５ ００３５ ００２９ ００５２ ００４５ ０００３
等级 １ １ ２ １ １ １ ２ １ ２ ２ １ １
质量 极好 极好 很好 极好 极好 极好 很好 极好 很好 很好 极好 极好

表３　２２批小青龙颗粒系统指纹定量法评价质量结果

指标 Ｓ１３ Ｓ１４ Ｓ１５ Ｓ１６ Ｓ１７ Ｓ１８ Ｓ１９ Ｓ２０ Ｓ２１ Ｓ２２ ＲＦＰ 平均值

Ｓｍ ０８３ ０８７ ０９９ ０９８ ０９１ ０９５ ０８８ ０９７ ０８９ ０９７ １ ０９５
Ｐｍ ９０１２ ８７４４ ９８５２ ９８４８ ９４９３ ９３６８ ７３１６ ９６４８ ９００６ ８２２１ １００ ９６５４
α ００２４ ００６５ ００２３ ０００６ ００５７ ００６６ ００８４ ０００８ ００６３ ００２４ ０ ００３８
等级 ３ ３ １ １ ２ ２ ５ １ ３ ２ １ １８
质量 好 好 极好 极好 很好 很好 中等 极好 好 很好 极好 很好

表４　组方模式预测小青龙颗粒质量结果

指标
组方色谱

ＣＳＦ１ ＣＳＦ２ 平均值１ ＲＦＰ ＣＭＦ ＰＭＦ 平均值２
单位质量药物色谱

ＣＳＦ３ ＣＳＦ４ 平均值３
Ｓｍ ０９２ ０９３ ０９３ １ ０９６ ０９５ ０９６ ０９３ ０９３ ０９３
Ｐｍ １０６７１ １０００５ １０３３８ １００ １０３２５ ９９９３ １０１５９ １０２３６ １１００１ １０６１９
α ０１０２ ０００８ ０１１０ ０ ０００２ ０００７ ０００５ ０１４７ ００７６ ０１１１
等级 ３ ２ ２ １ １ １ ２ ３ ２ ２５
质量 好 很好 很好 极好 极好 极好 很好 好 很好 很好

队在此次小青龙颗粒组方特点的研究中未对半夏、

生姜、细辛和五味子进行分析，主要由于在此色谱条

件及检测波长下未检测出这４味药物的特征峰，因
此未对这４味药物进行展开研究。
３　讨论
３１　麻黄桂枝组方　麻黄与桂枝组方的作用会随
着组方的比例不同而不同，如《伤寒论》中麻黄汤，

麻黄用药比例比桂枝大，其作用即以发汗解表为主；

而在桂枝去芍药加麻黄细辛附子汤中，麻黄用药比

例比桂枝小，即呈现温胃化饮之效；而在本研究中的

小青龙汤组方中，麻黄与桂枝用药比例相同，表里同

治，即解表以治太阳伤寒证，又温里以化寒饮郁肺

证。高效液相色谱研究表明［１３１４］，在小青龙汤研究

中，取单味桂枝水煎液、麻黄桂枝多比例组方水煎
液以及小青龙汤水煎液的供试品溶液计算香豆素、

桂皮醇和桂皮醛的含量，研究结果发现随着桂枝的

比例增加，麻黄桂枝多比例组方水煎液中的５种麻
黄生物碱的含量也随之增加，而在桂枝单煎液中，５
种麻黄生物碱的含量、香豆素、桂皮醇和桂皮醛的含

量均出现不同程度的降低，此研究与《伤寒杂病论》

中麻黄与桂枝的比例不同、作用不同这一理论遥相

呼应。

３２　麻黄甘草组方　麻黄甘草组方在《伤寒论》

及《金匮要略》各经典方剂中出现的频次最多，本研

究中的小青龙汤仅是其中一个出现麻黄甘草组方
的经典方。麻黄甘草组方，以水煎法制备麻黄甘草
组方供试品溶液的 ＨＰＬＣ研究中发现，随着甘草配
比量的增加５种麻黄类生物碱的含量出现不同程度
地降低，研究中发现中当４倍麻黄：１倍甘草时，５种
麻黄类生物碱的含量含量最高；当２倍麻黄：１倍甘
草时，５种麻黄类生物碱的含量含量适中；当１倍麻
黄：１倍甘草时，５种麻黄类生物碱的含量最低；这一
研究结果与“甘草调和诸药”的药理相吻合。此时

当我们反观麻黄甘草组方后甘草苷、甘草酸的含量
随着配伍比例的改变情况，发现麻黄甘草水煎液中

当麻黄配伍的比例逐渐减少时，甘草中的甘草苷、甘

草酸的含量也逐渐降低。而本研究中的小青龙汤原

方是１倍麻黄：１倍甘草，体现其解表而不伤气的组
方特点。

３３　白芍桂枝组方　《伤寒论》中桂枝、白芍组方
多有调和营卫、温阳止汗之功。在指纹图谱研究中

当桂枝、白芍组方的配比不同时指纹图谱上出现的

特征峰也会不同。白芍桂枝组方主要的化学成分
包括没食子酸、氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯

甲酰芍药苷、肉桂酸、香豆素等随着比例的不同而出

现不同的峰高。研究发现［１５］小青龙汤芍药桂枝组
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方配比为１∶１时，肉桂酸和芍药苷在指纹图谱中的
特征峰高比为７。
３４　白芍甘草组方　白芍甘草组方有一个著名
的缓急止痛代表方剂，即芍药甘草汤，方中白芍与炙

甘草配伍比例为１∶１，ＨＰＬＣ指纹图谱研究芍药甘草
汤发现，白芍中的芍药苷和苯甲酰芍药苷起到药效

作用，而甘草中的甘草苷和甘草酸含量最高［１６］。小

青龙汤中白芍与炙甘草组方配比同芍药甘草汤，为

１∶１，有研究表明０６∶１、１∶１、３∶１等３个不同配比的
白芍炙甘草组方，以３∶１配比中的芍药苷、甘草苷
和甘草酸的溶出率最高，其次为１：１配比的白芍炙
甘草组方，０６∶１配比的白芍炙甘草组方最低［１７］。
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