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摘要　目的：采用ＨＰＬＣ（高效液相）指纹图谱分析研究葛根芩连汤中药物的成分。方法：在指纹图谱研究方法中采用
ＨＰＬＣＤＡＤ（高效液相二极管阵列检测器），ＨＰＬＣ指纹图谱试验色谱条件：进样量为２０μＬ，色谱柱选择直径５μｍ的Ｕｌｔｉ
ｍａｔｅＡＱＣ１８柱，柱温３０℃，流动相Ａ是００２ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵＋０３％三乙胺＋１％冰醋酸混合而成，最终ＰＨ值为４３；流动
相Ｂ是乙腈，流速统一为０７ｍＬ／ｍｉｎ。检测波长通过预实验不断调整，最终葛根素、大豆苷、大豆苷元、染料木素、甘草酸
铵和甘草次酸的检查波长为２５０ｎｍ；黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和甘草苷检测波长为２８０ｎｍ；余下对照品检测
波长为３４６ｎｍ；并对ＨＰＬＣ精密度试验、重复性试验、稳定性试验、专属性试验、加样回收率试验、线性回归试验等方法学
进行严谨性考察，通过比较混合对照品溶液指纹图谱，葛根芩连汤单味药材指纹图谱和葛根芩连汤指纹图谱，分析研究葛

根芩连汤中的１４个药物成分。结果：１）精密度试验平均相对峰面积ＲＳＤ为０３８％，重复性试验平均相对峰面积ＲＳＤ为
１１４％，稳定性试验平均相对峰面积ＲＳＤ为１０３％，专属性试验结果良好。２）１４个药物成分线性回归良好，且加样回收
试验中平均回收率的范围是９６４５％～１０４６９％，ＲＳＤ的范围是为０６５％～２１１％。３）本研究根据不同的检测波长２５０
ｎｍ、２８０ｎｍ和３４６ｎｍ，将混合对照品指纹图谱分为３张图，便于后续分析，同时标注１４个对照品成分的峰号。４）在检测
波长为２５０ｎｍ时，葛根指纹图谱有１１个特征峰，而甘草有２个特征峰；在检测波长２８０ｎｍ时，黄芩有６个特征峰，而在检
测波长３４６ｎｍ时，黄连有４个特征峰。５）在葛根芩连汤的指纹图谱中显示波长２５０ｎｍ时有１２个特征峰，其中１～１１主
要体现葛根的药物成分特征，而１２主要体现甘草的药物成分特征；波长２８０ｎｍ时有７个特征峰，主要体现甘草和黄芩的
药物成分特征；波长３４６ｎｍ时有４个特征峰，主要体现黄连的药物成分特征。结论：从整体性解析葛根芩连汤剂ＨＰＬＣ指
纹图谱的药物成分来源，为葛根芩连汤中含有的药物成分等物质基础、药理相关性研究提供实验基础。
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　　葛根芩连汤是出自张仲景的代表作 《伤寒论》

中的表里双解的代表方，该方全方共４味药物，分
别为葛根、黄连、黄芩、甘草；《伤寒论》中原文

描述 “太阳病，桂枝证，医反下之，利述不止，脉

促者，表未解也，喘而汗出者，葛根黄连黄芩汤主

之”。说明患者表证未除，邪陷入里，肠热下利，

而葛根芩连汤治之以解表清里、升清止利［１］。葛根

芩连汤现代应用主要为热性传染病、以腹泻为主诉

的疾病等［２３］，而在现代药物分析中有关该方物质

基础和质量控制等方面的研究报道质量参差不齐，

目前中药分析多采用中药指纹图谱这一研究手段，

对中药 （复方）成分进行质量评价体系分析；然

目前的多数研究大多数以个别几个成分入手进行研

究［４］，因此所获得的指纹图谱仅有色谱峰的图谱信

息，或特征性色谱峰与复方药物成分的相关性信息

研究有限［５］。基于此，本课题组从整体角度采用

ＨＰＬＣ指纹图谱的方法分析葛根芩连汤１０种以上多
种药物成分的深入研究，为葛根芩连汤中含有的药

物成分等物质基础、药理相关性研究提供实验基

础。

１　仪器与试药
１１　仪器　购于安捷伦科技（中国）有限公司的
ＨＰＬＣ（高效液相色谱仪，型号：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）和 ＤＡＤ
（二极管阵列检测器，型号：Ｇ１３１５ＤＡＤ）。
１２　试剂　购于上海展云化工有限公司色谱ＨＰＬＣ
乙腈和色谱 ＨＰＬＣ甲醇；中国食品药品检定研究院
提供的超纯水和葛根素对照品（１１０７５２２００４１０）、大
豆苷对照品（１１１７３８２００５０１）、大豆苷元对照品
（４８６６６８）、黄芩苷对照品（１１０７１５２００５１４）、汉黄
芩苷对照品（５１０５９４４０）、黄芩素对照品（１１１５１４
２００４０３）、汉黄芩素对照品（１１１５１４２００４０３）、小檗碱
对照品（１１０７１３２００２０８）、盐酸巴马汀对照品（０７３２
２００００５）、盐酸药根碱对照品（０７３３２００００５）、甘草酸
铵对照品 （１１０７３１２００６１４）、甘草次酸对照品

（１１０７２３２００６１２）、甘草苷对照品（１１１６１０２００６０４）、
染料木素对照品（１１１７０４２００５０１）。
１３　分析样品　葛根芩连汤：葛根、黄连、黄芩、甘
草。

２　方法与结果
２１　色谱条件　ＨＰＬＣ指纹图谱试验进样量为２０
μＬ，色谱柱选择直径５μｍ的 ＵｌｔｉｍａｔｅＡＱＣ１８柱（青
岛君道生物技术有限公司），柱温３０℃，流动相 Ａ
是００２ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵 ＋０３％三乙胺 ＋１％冰醋酸
混合而成，最终ＰＨ值为４３；流动相Ｂ是乙腈，流速
统一为０７ｍＬ／ｍｉｎ，具体洗脱程序见表１。检测波
长通过预实验不断调整，最终葛根素、大豆苷、大豆

苷元、染料木素、甘草酸铵和甘草次酸的检查波长为

２５０ｎｍ；黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和甘草
苷检测波长为２８０ｎｍ；余下对照品检测波长为３４６
ｎｍ。本研究中ＨＰＬＣ方法考察和指纹图谱等均采用
此色谱条件。

表１　梯度洗脱表

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～１０ ８５ １５
１０～２０ ７５ ２５
２０～３０ ７０ ３０
３０～４５ ６０ ４０
４５～５５ ５０ ５０
５５～６５ ３５ ６５
６５～７５ ３５ ６５
７５～９０ ２５ ７５

２２　对照品溶液的制备　精密称量各个对照品，
分别加入６０％的甲醇制作对照品溶液，将１０２９ｇ／
Ｌ葛根素对照品、０２０１ｇ／Ｌ大豆苷对照品、００４９
ｇ／Ｌ大豆苷元对照品、０３８４ｇ／Ｌ黄芩苷对照品、
００６２ｇ／Ｌ汉黄芩苷对照品、０１０６ｇ／Ｌ黄芩素对照
品、００３６ｇ／Ｌ汉黄芩素对照品、００５９ｇ／Ｌ小檗碱
对照品、００４３ｇ／Ｌ盐酸巴马汀对照品、００６０ｇ／Ｌ
盐酸药根碱对照品、０３９２ｇ／Ｌ甘草酸铵对照品、

·４１６２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｏｃｔｏｂｅｒ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．１０



００３８ｇ／Ｌ甘草次酸对照品、０３０３ｇ／Ｌ甘草苷对照
品和００１３２染料木素对照品等不同质量浓度的单
一对照品混合均匀，过滤得混合对照品溶液。

２３供试品溶液的制备：葛根芩连汤的药物饮片分
析样品为葛根３０ｇ、黄芩２０ｇ、炙甘草６ｇ、黄连６ｇ，
均由河北伊康药业有限公司提供。单一药物的供试

品溶液均分别以４００ｍＬ水浸泡 ２０ｍｉｎ后煎煮 ３０
ｍｉｎ，以０４５μｍ过滤膜过滤后获得葛根、黄芩、黄
连、甘草供试品溶液；葛根芩连汤的供试品溶液，同

上法浸泡药物，葛根先煎２０ｍｉｎ后纳入余下几味药
物继续煎３０ｍｉｎ，以０４５μｍ过滤膜过滤后获得葛
根芩连汤供试品溶液。

２４　专属性试验　通过专属性试验检测葛根芩连
汤各味药物的专属性，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，专属性良好。

２５　线性关系考察　精密量取混合对照品溶液
０１、０２、０４、０６、０８、１６ｍＬ，分别置 ２ｍＬ量瓶
中，加６０％甲醇稀释至刻度，摇匀后制得不同质量
浓度的混合对照品溶液，采用 ＨＰＬＣ色谱法，记录峰
面积；以对照品进样量（μｇ）为横坐标（Ｘ，峰面积积
分值为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线，结果显示１４个
对照品线性关系均良好。

２６　中间精密度试验　精密称取同一葛根芩连汤
供试品溶液，连续进样６次，结果显示共有峰的平均
相对峰面积ＲＳＤ为０３８％，表面高效液相色谱仪的
精密度良好。

２７　供试品溶液稳定性试验　将葛根芩连汤室温
放置０、２、４、１２、２４ｈ分别常规进样测定 ＨＰＬＣ色谱
图，结果显示平均相对峰面积 ＲＳＤ为１０３％，表明
葛根芩连汤供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２８　重复性试验　以同一批药材，根据２２配制６
份葛根芩连汤供试品溶液，常规进样测定 ＨＰＬＣ色
谱图，结果显示平均相对峰面积 ＲＳＤ为１１４％，表
明供试品溶液提取方法具有良好重复性，且高效液

相色谱仪重复性良好。

２９　回收率试验　精密称取６份已知含量的同一
批葛根芩连汤样品各约４７５ｇ，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 ９６４５％～１０４６９％，
ＲＳＤ的范围是为０６５％～２１１％，表明 ＨＰＬＣ方法
的准确度良好。见表２。
２１０　样品测定结果
２１０１　混合对照品溶液的指纹图谱　本研究根据

不同的检测波长２５０ｎｍ、２８０ｎｍ和３４６ｎｍ，将混
合对照品指纹图谱分为３张图，便于后续分析，同
时标注１４个对照品成分的峰号。见图１。

图１　混合对照品溶液的指纹图谱
　　注：１葛根素，２大豆苷，３甘草苷，４黄芩苷，５盐酸药根碱，６汉

黄芩苷，７大豆苷元，８盐酸巴马汀，９小檗碱，１０甘草酸胺，１１黄芩

素，１２汉黄芩素，１３染料木苷，１４甘草次酸

表２　加样回收试验结果

成分
样品中量

（ｍｇ）
加样量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

葛根素 １８９９ １８４７ ３７４６ １００３１ ０６８
大豆苷 ４４３ ４４６ ８９９ １０２５６ １２３
大豆苷元 ０４１ ０５１ ０９４ １０４６９ １４７
黄芩苷 １５３ １６３ ３０９ ９６４５ １１６
汉黄芩苷 ０６６ ０７１ １３７ １０１９５ １９４
黄芩素 １８２ １８４ ３６５ １０００８ １５２
汉黄芩素 ０７１ ０８２ １５３ １００７５ ０６５
小檗碱 ０７２ ０８３ １５４ １００７６ ０６６

盐酸巴马汀 １８２ １８３ ３６５ １０００８ １５２
盐酸药根碱 ０９６ １００ １９８ １００１１ ２０４
甘草酸铵 ９７４ ８５９ １９３４ １００１１ １５２
甘草次酸 ００１ ００１ ００３ １０１０６ ２０３
甘草苷 ５１３ ５０２ １００９ ９９０５ ２１１
染料木素 ００３ ００３ ００５ ９８０６ ２１０

２１０２　单一药物供试品溶液的指纹图谱　在检测
波长为２５０ｎｍ时，葛根指纹图谱有１１个特征峰，而
甘草有２个特征峰；在检测波长２８０时，黄芩有６个
特征峰，而在检测波长３４６ｎｍ时，黄连有４个特征
峰。见图２。

图２　葛根、黄芩、黄连、甘草单一药物的指纹图谱
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２１０３　葛根芩连汤药物成分分析　在葛根芩连汤
的指纹图谱中显示波长２５０ｎｍ时有１２个特征峰，
其中１～１１主要体现葛根的药物成分特征，而１２主
要体现甘草的药物成分特征；波长２８０ｎｍ时有７个
特征峰，主要体现甘草和黄芩的药物成分特征；波长

３４６ｎｍ时有４个特征峰，主要体现黄连的药物成分
特征，在与混合对照品指纹图谱比较分析后，由图３
及其注解中可见葛根芩连汤指纹图谱各个峰号对应

的药物成分，我们发现葛根芩连汤未检测出甘草次

酸和染料木苷成分色谱峰。

图３　葛根芩连汤不同检测波长的指纹图谱
　　注：３葛根素，５大豆苷，１１大豆苷元，１２甘草酸胺，１３甘草苷，

１５黄芩苷，１７汉黄芩苷，１８黄芩素，１９汉黄芩素，２０盐酸药根碱，２２
盐酸巴马汀，２３小檗碱

３　讨论
３１　指纹图谱的建立　中药指纹图谱研究目前多
采用ＨＰＬＣ的研究手段，以作为一种多指标的质量
控制模式，通过指纹图谱结合多成分分析，相对全面

体现复方中所含化学成分，这一中药指纹图谱研究

已成为广泛被国内外研究人员认可的中药质量评价

模式［６７］。本研究在３个不同波长里（２５０、２８０、３４６
ｎｍ）考察了葛根芩连汤供试品溶液、葛根芩连汤单
一药物供试品溶液和１４种混合对照品溶液，因为葛
根芩连汤中的药物成分较多较复杂，若只选择一个

波长来检测，可能或漏掉很大一部分的药物成分，而

对结果造成一定的误差，因此本研究选择３个不同
波长进行检测，并为了方便不同波长间指纹图谱的

比较分析，在结果呈现时将指纹图谱根据波长切成

３张图片。葛根芩连汤供试品溶液指纹图谱经多点
校正法标定了２３个共有峰，通过比较混合对照品指
纹图谱、单味药材指纹图谱和葛根芩连汤供试品指

纹图谱出峰位置，２３个共有峰得到归属，１２个共有
峰确定了化学成分，其中染料木苷和甘草次酸未检

测出来，可能与这２个药物成分的含量比较低有关，
需要后续进一步研究探讨。本实验结果也表明，葛

根芩连汤提取方法稳定且药物成分较多。

３２　指标成分的选择　中药复方药效的发挥与其
中的化学成分密不可分，而其中具体的化学成分，以

及各药物成分间含量的高低、药物成分的稳定性等

都与药效的强弱有至关重要的关系［８１１］。通过与多

指标成分定量相结合，中药指纹图谱能够相对全面

且有效的控制中药质量，这一研究通经被大量研究

运用。大量文献报道显示［１２１３］，葛根中的葛根素、大

豆苷、大豆苷元是被普遍认可的植物类雌激素，葛根

素具有抗炎和改善血液流变等作用；大豆苷、大豆苷

元具有镇痛、松弛肌肉等作用缓解腹泻引起的腹痛。

黄芩中的黄芩苷和汉黄芩苷具有抗炎活性，黄芩素

和汉黄芩素可增加血流，改善血液循环。黄连中的

盐酸药根碱、小檗碱和盐酸巴马汀具有抗氧化、抗炎

活性。甘草中的甘草苷、甘草酸铵具有抗炎、抗变态

反应等作用。本研究所选取的１４个成分，均与腹泻
为主的疾病的发病环节有着密切的关系，从有效成

分角度将其作为质量控制的指标成分，对葛根芩连

汤的内在质量作出了更为科学的评价。
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