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基于超高效液相色谱分析黄连、吴茱萸

配伍药对的有效成分

虞文妹　周宝玉
（南京中医药大学附属常州市武进中医医院中药房，南京，２１３１６１）

摘要　目的：评价通过超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）分析黄连、吴茱萸配伍药对的有效成分。方法：选取４对不同产地的黄连、
吴茱萸配伍药对进行研究，采用 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８作为本研究的色谱柱（１７μｍ，１００ｍｍ×２１ｍｍ），柱温为４０
℃；加入２μＬ１０℃的样品后，以乙腈（流动相Ａ）纯水加００５％甲酸（流动相Ｂ），流速为０４ｍＬ／ｍｉｎ进行梯度洗脱，建立
ＵＰＬＣ质谱（ＭＳ）指纹图谱分析方法。结果：在黄连、吴茱萸配伍药对的对照指纹图谱和样品指纹图谱的比较中，相对保留
时间标定１６个较有特征的共有峰分别与单味黄连药物及单味吴茱萸的指纹图谱特征峰比较，发现９、１５和１６号共有峰
是黄连、吴茱萸都存在的特征峰，而１、２、１３、１４号共有峰仅吴茱萸方有的特征峰，余下共有峰为黄连药物的特征峰。９、１５
和１６号黄连、吴茱萸配伍药对共有的特征峰，结合质谱分析和化合物质裂解规律，推测出木兰花碱、格陵兰黄连碱和１甲
基２壬基４（１Ｈ）奎若酮等３中化合物。结论：采用ＵＰＬＣＭＳ技术建立黄连、吴茱萸配伍药对有效成分，为黄连和吴茱萸
药材的有效成分和质量评估提供参考。
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　　药对又名对药，是医师在长期的临床疾病诊疗
过程归纳和总结出来的宝贵用药经验，是临床用药

复方的最小配伍单位［１］。药对配伍一直是传统中药

学的主要组成部分，历代医家对其十分重视，并一直
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在进行研究和改进；通过不同形式的配伍使用，药对

或可通过相须、相使的作用以增强疗效、并对主药提

供相辅作用而增强疗效，使方中诸药直达病所；或可

通过相畏相杀而对组方中的药物进行相互制约而降

低药物的不良反应［２４］。黄连和吴茱萸的配伍使用

由来已久，历朝历代均多有记载，《丹溪心法》中将

其配伍６∶１使用，用以治疗肝火犯胃，这体现寒热配
伍使用的经典药对组合［５］。黄连是多年生草本植

物，为毛莨科黄连属，最早记载见于《神农本草经》，

因其根茎呈连珠状而色黄，故而谓之，具有清热燥

湿，泻火解毒之功效。吴茱萸为芸香科吴茱萸属、具

有散热止痛、降逆止呕之功效。通过相似度评价对

数据进行比较分析，分析指纹图谱中的有效信息，建

立相对应的指纹图谱，以期为黄连和吴茱萸药的物

质基础、配伍机制和临床应用提供相应的科学依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）仪（型号：ＡＣ
ＱＵＩＴＹ，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），质谱检测器（型号：Ｘｅｖｏ
ＴＱ，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）。
１２　试剂　研究中购于中国食品药品检定研究院
的对照品有盐酸小檗碱（１１０７１３２０１２１２），盐酸巴马
汀（１１０７３２２０１３０９），盐酸药根碱（１１０７３３２０１１０８），
吴茱萸碱（１１０８０２２０１４０９），吴茱萸次碱（１１０８０１
２０１２０７），吴茱萸内酯（１１０８００２０１２０５）；购于上海纯
优生物科技有限责任公司的对照品有黄连碱（３４８６
６６６），表小檗碱（６８７３０９２）。乙腈色谱纯、甲酸色
谱纯、纯水均购于上海睿鹰生物科技有限公司。

１３　分析样品　不同产地的黄连吴茱萸配伍药
对，药对配伍比例均按照《丹溪心法》中６∶１的比较，
研究共选择４种不同来源，样品１（Ｓ１）重庆石柱黄
连和江西樟树吴茱萸，样品２（Ｓ２）四川峨眉山黄连
和贵州印江吴茱萸，样品３（Ｓ３）湖北利川黄连和浙
江磐安吴茱萸，样品４（Ｓ４）贵州羊昌黄连和贵州金
沙吴茱萸；各药对样品均研磨成粉代用。

２　方法与结果
２１　色谱条件　选用 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８作
为本次研究的色谱柱（１７μｍ，１００ｍｍ×２１ｍｍ），
柱温为４０℃；加入２μＬ１０℃的样品后，以乙腈（流
动相Ａ）纯水加 ００５％ 甲酸（流动相 Ｂ），流速为
０４ｍＬ／ｍｉｎ进行梯度洗脱，具体梯度洗脱程序。见
表１。
２２　对照品溶液的制备　精密称取适量１２中所
有的对照品，用１００％甲醇溶解并制成混合对照品
溶液。

表１　梯度洗脱程序

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０００ １０ ９０
１０００ １５ ８５
２０００ ２０ ８０
３０００ ２７ ７３
３８００ ３５ ６５
４５００ ６５ ３５
５０００ ６５ ３５
６０００ ８０ ２０
６５００ ９０ １０

２３　供试品溶液的制备　以３号筛筛取并精密称
量１３样品粉末０２ｇ于锥形瓶中，用５０ｍＬ１００％
甲醇进行溶解，为加速溶解进程，可先浸泡１ｈ后再
采用超声法３０ｍｉｎ，超声期间摇匀溶液，待冷却后用
０２２μｍ的微孔滤膜滤过，制成供试品溶液。
２４　专属性试验　取同一供试品溶液根据２３制
备的供试品溶液各５μＬ，采用薄层层析方法（ＴＬＣ）
对黄连、吴茱萸配伍药对进行专属性试验，分别点与

同一片硅胶Ｇ薄层色谱板，经过展开后，晾干硅胶Ｇ
薄层色谱板，喷上含有 ２％对二甲氨基苯甲醛的
４０％硫酸溶液，加热１００℃，５ｍｉｎ后将色谱板放置
于３６５ｎｍ的紫外光灯下观察，专属性试验结果显示
黄连、吴茱萸配伍药对的专属性良好。

２５　线性关系考察　精密量取混合对照品溶液２０
μＬ，进行ＵＰＬＣ反应并以混合对照品进样量（μｇ）为
横坐标（Ｘ），峰面积积分值为纵坐标（Ｙ），绘制标准
曲线，结果表明，黄连回归方程为 Ｙ＝３３１０８Ｘ＋
８３４４，相关系数为 ０９９９５，线性范围为 ００８６～
２７７５；吴茱萸回归方程为 Ｙ＝１３７３６Ｘ＋２１８，相关
系数为０９９９７，线性范围为０００４１～０１３２６。
２６　中间精密度试验　精密吸取１０μＬ同一供试
品溶液，连续进样５次，结果显示平均 ＲＳＤ（相对标
注偏差）是１８％，仪器精密度良好。
２７　供试品溶液稳定性试验　精密吸取１０μＬ同
一供试品溶液，配置后分别放置０、２、４、８、１２ｈ后进
样检测，结果显示平均ＲＳＤ是１８％，试验条件稳定
性良好。

２８　重复性试验　精密吸取１０μＬ同一供试品溶
液，在相同ＵＰＬＣ仪器和色谱条件上检测５次，结果
显示平均ＲＳＤ为１９％，重复性良好。
２９　回收率试验　采用加样回收法，精密称取６份
已知含量的同一批号样品各约０５ｇ，分别精密加入
２０ｍＬ混合对照品溶液，进行回收率试验测定，计算
结果显示平均回收率为９９６％，ＲＳＤ为１４％。
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２１０　样品测定结果
２１０１　指纹图谱　在黄连、吴茱萸配伍药对的对
照指纹图谱和样品指纹图谱的比较中，研究根据相

对保留时间标定１６个较有特征的共有峰；这１６个
共有峰分别与单味黄连药物及单味吴茱萸的指纹图

谱特征峰比较，发现９、１５和１６号共有峰是黄连、吴
茱萸都存在的特征峰，而１、２、１３、１４号共有峰仅吴
茱萸方有的特征峰，余下共有峰为黄连药物的特征

峰。见图１和图２。

图１　黄连、吴茱萸配伍药对的对照指纹图谱

图２　黄连、吴茱萸配伍药对的样品指纹图谱

２１０２　黄连、吴茱萸配伍药对有效成分鉴定　研
究采用ＵＰＬＣ和质谱技术联合分析黄连、吴茱萸配
伍药对的有效成分进行定性分析，结果显示如表２，
其中９、１５和１６号黄连、吴茱萸配伍药对共有的特
征峰，在结合质谱分析和化合物质裂解规律，推测出

木兰花碱、格陵兰黄连碱和 １甲基２壬基４（１Ｈ）
奎若酮等３中化合物。

表２　黄连、吴茱萸配伍药质谱数据及有效成分鉴定

编号
保留时间

（ｍｉｎ）
成分鉴定

电喷雾质谱

［Ｍ＋Ｈ］＋（ｍ／ｚ）
１ ９２６０ 吴茱萸内酯 ４７１０２
２ １０３４５ 异鼠李素 ４０１６８
３ １０９９６ 黄连碱 ３２００４
４ １３２１９ 表小檗碱 ３３６１２
５ ２５００１ 盐酸药根碱 ３３８１０
６ ２９６７４ 盐酸小檗碱 ３３６０８
７ ３０２１３ 盐酸巴马汀 ３５２１３
８ ３０５２５ 小檗碱 ３４４３７
９ ３１４４６ 木兰花碱 ３４２２０
１０ ３５０２２ 小檗红碱 ３３９１５
１１ ３６３０１ 甲基黄连碱 ３２６０９
１２ ４７８００ 掌叶防已碱 ３４６１１
１３ ４８３８３ 吴茱萸碱 ３０４１６
１４ ４９３０５ 吴茱萸次碱 ２８８１２
１５ ６１７２７ 格陵兰黄连碱 ３２２０８

１６ ６２１６４
１甲基２壬基４
（１Ｈ）奎若酮

２８６１１

３　讨论
３１　提取的优化分析　分别通过以下条件的比较
分析，包括：１）提取溶剂［６９］：提取溶剂需要根据中药

各成分在溶剂中的溶解性而选择，溶解剂必须最大

限度溶剂研究所需的有效成分而对不需要的成分仅

有最小溶解度，溶解剂选择中一般以强极性溶解剂

水为首要考虑，其次根据所提取成分的亲水性和亲

脂性而选择不同的溶剂，在本研究中尝试以亲水性

大于亲脂性的甲醇和乙醇，不同比例甲醇（２５％、
５０％、７５％、１００％）、乙醇、水进行前期研究，寻找最
佳提取浓度和比例，结果显示１００％甲醇的提取率
和提取纯度最高；２）提取方法主要有冷提和热提２
组方法［１０１３］，其中超声、微波、加热回流、煎煮等属于

热提法，最终发现超声法提取过程中无需中途过滤，

且使用的溶剂量最少，最大限度节约研究时间和研

究成本；因此在超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）检测研究
中，对色谱峰数、峰形、峰面积、分离度、基线指标进

行分析后，最后将甲醇作为最后的提取溶剂，并用超

声波加速整个提取进程。

３２　色谱和质谱的指纹图谱条件优化分析　梯度
洗脱的不但调整流动相的浓度配比条件优化，能够

最大限度的缩短分析周期，并改善峰型减少其拖尾

现象，提高药物成分的分离程度及增加其灵敏

度［１４１６］。本实验尝试了水乙腈、不同浓度甲酸水如
００５％甲酸水、０１０％ 甲酸水、０２０％ 甲酸水、
０５０％甲酸水、１００％甲酸水与乙腈的流动相浓度
配比，水甲醇、０１０％甲酸水分别与０１０％甲酸乙
腈、甲醇、０１０％甲酸甲醇等流动相配比，结果以
００５％甲酸水乙腈这一流动相系统为最优的色谱
和质谱的指纹图谱分析条件，得到较好且稳定的色

谱峰峰形；而在梯度洗脱程序中必须有稳定的流速

来保证其进程的有序进行，研究中采用恒流泵来保

证流速的稳定性，本研究最终选择０４０ｍＬ／ｍｉｎ获
得色谱峰较好峰形且具有较好分离度。

３３　超高效液相色谱质谱／质谱（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）
定性分析　本研究中采用 ＵＰＬＣ较普通的高效液相
色谱法（ＨＰＬＣ），具有更高的分离度，更高的速度以
及更强的灵敏度［１７］，同时本研究结合液相色谱质
谱联用仪，利用质谱对化合物鉴定的专门技术建立

黄连、吴茱萸配伍药对指纹图谱，丰富黄连、吴茱萸

配伍药对指纹图谱色谱峰的信息量、出峰数目、分离

度，更加全面的反映了黄连、吴茱萸配伍药对有效化

学成分［１８２０］。黄连吴茱萸药对配伍历代医家向来
对其十分重视，历代医家及现代医学均不断的在研
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究黄连吴茱萸药对是通过相须、相使的作用以增强
疗效；亦或是通过相畏相杀而起到相互制约而降低

药物的不良反应。本质谱研究中质荷比选择了１００
～１０００和 ２００～８００２个条件进行优化，结果显示
１００～１０００范围内的质荷比能获得相对较多色谱峰
数，以Ｓ１黄连、吴茱萸配伍药对为样品采用 ＵＰＬＣ
ＭＳ技术进行检测，鉴定１６个特征色谱峰中主要成
分和化合物，通过分析ＵＰＬＣＭＳ与ＭＳ系统分析，同
时结合色谱峰参考文献［２１２５］，结果显示除了９、１５和
１６号特征色谱峰外，来源于黄连的成分和化合物有
分别归属其来源，其中盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐

酸药根碱、黄连碱和表小檗碱；来源于吴茱萸的成分

和化合物有吴茱萸内酯、吴茱萸碱和吴茱萸次碱；结

合化合物质谱裂解规律，推测出３种化合物，分别为
木兰花碱、格陵兰黄连碱和 １甲基２壬基４（１Ｈ）
喹诺酮。
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［１６］ＷａｎｇＹ，ＺｈａｏＪ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆβ，βｄｉｍｅｔｈｙｌ

ａｃｒｙｌｏｙｌａｌｋａｎｎｉｎｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎａｎｉｍｉｑｕｉｍｏｄｉｎ

ｄｕｃｅｄｐｓｏｒｉａｓｉｓｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１５，８

（６）：６６６５６６７３．

［１７］李迎秋，王旭东，龚宇，等．ＳＵＭＯ化修饰调控Ｔ细胞免疫突触形

成和Ｔ细胞活化［Ｊ］．中国科学基金，２０１６（４）：３１５３１９．

［１８］赵海慧，赵阴环．Ｔ细胞异常活化在系统性红斑狼疮中的分子免

疫机制［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，２０１２，１７（４）：４５２４５７．

（２０１８－０５－２４收稿　责任编辑：杨觉雄）
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