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摘要# 目的!建立[KEO法同时测定柴胡桂枝汤 "柴胡) 桂枝) 黄芩等# 中肉桂酸) 芍药苷) 黄芩苷) 汉黄芩素) 甘
草苷) 甘草酸的含有量( 方法!该药物水提液的分析采用 ]543:>M51O"*色谱柱 ")D- 33i#’( 33’ ’ $3#$ 流动相
(D"!磷酸+乙腈’ 梯度洗脱$ 体积流量 "D( 3E&35>$ 柱温 #, e$ 检测波长 #$() #-() #*( >3( 结果!- 种成分在各自
范围内线性关系良好 "*k(D... (#’ 平均加样回收率 ..D(-!f"((D$,!’ AG]"D,’!f#D#-!( 结论!该方法稳定
可靠’ 可用于柴胡桂枝汤的质量控制(
关键词! 柴胡桂枝汤$ 肉桂酸$ 芍药苷$ 黄芩苷$ 汉黄芩素$ 甘草苷$ 甘草酸$ [KEO
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!!柴胡桂枝汤源自 *伤寒论+’ 为小柴胡汤和桂
枝汤的合方’ 以前者和解枢机治少阳’ 后者调和营
卫治太阳’ 从而达到太) 少双解’ 临床上主要用于
太阳少阳合病引起的发热恶寒) 肢体疼痛等
症%"+#& ’ 也可治疗发热%$+)& ) 循环系统病症%’& ) 消

化系统病症%-& ) 内分泌系统病症%,& ) 植物神经功
能紊乱及妇科疾病%*+.& (

目前’ 对柴胡桂枝汤指标性成分含有量测定的
研究尚不全面( 为了全面考察及评价该方内在质
量’ 本实验在中药质量标志物%"(&的基础上’ 选择
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桂枝 "君#) 白芍 "臣#) 黄芩 "臣#) 甘草 "佐#
作为代表性药材’ 其代表性成分肉桂酸) 芍药苷)
黄芩苷) 汉黄芩苷) 甘草苷) 甘草酸作为检测指
标’ 建立[KEO法同时测定上述成分的含有量’ 为
相关复方颗粒研制及质量控制奠定基础(
MN材料
"D"!仪器!B?510>6"#-( [KEO色谱仪 "配置四元
泵) 在线脱气机) 自动进样器) 柱温箱) ]B]检
测器#$ B2#)( 型电子天平 "十万分之一’ 瑞士梅
特勒+托利多公司#(
"D#!试药!肉桂酸 "BB(*(,]B") #) 芍药苷
"#,I*O("-##) 黄芩苷 "]#$G,I#"-)(#) 汉黄芩
苷 "K()B,I"*.$$#) 甘草苷 "]#’S,I"*$#*# 对
照品均购自上海源叶生物科技有限公司$ 甘草酸铵
"""(,$"+#("-".# 对照品购自中国食品药品检定研
究院’ 含有量均%.*!( 桂枝) 黄芩) 党参) 甘
草) 半夏) 白芍) 大枣) 生姜) 柴胡均购自山东省
中医院’ 由山东中医药大学李峰教授鉴定均符合
#("’ 年版 *中国药典+ 规定( 乙腈为色谱纯$ 其
他试剂均为分析纯$ 水为娃哈哈纯净水(
%N方法与结果
#D"!溶液制备
#D"D"!对照品溶液!精密称取对照品肉桂酸
"D$. 3?) 芍药苷 #D(( 3?) 黄芩苷 "’D,- 3?) 汉
黄芩苷 (D*, 3?) 甘草苷 (D-* 3?) 甘草酸铵
"D-* 3?’ 置于 - 个 " 3E量瓶中’ 甲醇定容至" 3E
"质量浓度分别为 "D$.) #D(() "’D,-) (D*,)
(D-*) "D-* 3?&3E#’ 各精密吸取 (D’ 3E’ 置于同
一 ’ 3E量瓶中’ 混匀后甲醇定容得贮备液 "质量
浓度分别为 (D"$.) (D#(() "D’,-) (D(,*) (D(-*)
(D"-* 3?&3E#’ 各精密吸取适量’ 甲醇稀释成不同
质量浓度’ 即得"编号&f-’ 分别含肉桂酸 (D",))
(D($’) (D(,() (D"()) (D"$. 3?&3E’ 芍药苷 (D(#’)
(D(’() (D"(() (D"’() (D#(( 3?&3E) 黄芩苷 (D".,)
(D$.)) (D,**) "D"*#) "D’,- 3?&3E’ 汉 黄 芩 素
(D("") (D(##) (D())) (D(-’) (D(*, 3?&3E’ 甘草
苷 (D((.) (D(",) (D($)) (D(’") (D(-* 3?&3E’ 甘
草酸铵 (D(#") (D()#) (D(*)) (D"#-) (D"-* 3?&3E#(
#D"D#!供试品溶液!根据汤剂处方称取桂枝
)D’ ?) 黄芩 )D’ ?) 党参 )D’ ?) 甘草 $ ?) 半夏
"法半夏# ,D’ ?) 白芍 )D’ ?) 大枣 - 枚 "擎#
)D’ ?) 干姜 )D’ ?) 柴胡 "# ?’ 加入 "( 倍量水浸
泡 $( 35>后煎煮 )( 35>’ 滤过’ 同法共煎煮 $ 次’
合并滤液’ 浓缩并定容至 ’(( 3E’ 平行 ’ 份’ 即

得 "编号&f-#’ 使用前过 (D)’ $3微孔滤膜(
#D"D$!阴性供试品溶液!按 .#D"D#/ 项下方法’
制备缺白芍) 桂枝) 黄芩) 甘草的阴性供试品
溶液(
#D#!色谱条件与专属性考察!]543:>M51O"*色谱柱
")D- 33i#’( 33’ ’ $3#$ 流动相 (D"!磷酸+乙
腈’ 梯度洗脱 "( f’ 35>’ #! f"#!乙腈$ ’ f
#( 35>’ "#! f#)!乙腈$ #( f#’ 35>’ #)! f
#,!乙腈$ #’ f$* 35>’ #,! f$*!乙腈$ $* f
)* 35>’ $*! f,)!乙腈$ )* f’( 35>’ ,)! f
"((!乙腈#$ 体积流量 "D( 3E&35>$ 柱温 #, e$
检测波长 #$( >3 "芍药苷和甘草苷#) #-( >3 "甘
草酸#) #*( >3 "肉桂酸) 黄芩素和汉黄芩素#$
进样量 "( $E( 取 .#D"D"/ 项下对照品溶液’)
.#D"D#/ 项下供试品溶液&) .#D"D$/ 项下阴性
供试品溶液’ 在上述色谱条件下进样测定’ 结果见
图 " f$’ 可知各成分分离度理想’ 不受其他组分
干扰’ 表明该方法专属性良好(

"%芍药苷!#%甘草苷!$%黄芩苷!)%肉桂酸!’%甘草酸
-%汉黄芩素
"%R40:>5_1:;5>!#%15?75;565>!$%N459415>!)%95>>4359495a

’%?1=9=;;@5m59495a!-%b:?:>5>

图 MN各成分ETIB色谱图 $%O_ .;&
S,W(M N ETIB 4/8+;71+W87;5+3678,+>54+.51,1>2.15

$%O_ .;&
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"%芍药苷!#%甘草苷!$%黄芩苷!)%肉桂酸!’%甘草酸!-%汉

黄芩素
"%R40:>5_1:;5>!#%15?75;565>!$%N459415>!)%95>>4359495a!’%?1=+

9=;;@5m59495a!-%b:?:>5>

图 %N各成分ETIB色谱图 $%&_ .;&
S,W(%NETIB4/8+;71+W87;5+3678,+>54+.51,1>2.15

$%&_ .;&

"%芍药苷!#%甘草苷!$%黄芩苷!)%肉桂酸!’%甘草酸!

-%汉黄芩素
"%R40:>5_1:;5>!#%15?75;565>!$%N459415>!)%95>>4359495a!

’%?1=9=;;@5m59495a!-%b:?:>5>

图 ON各成分ETIB色谱图 $%Y_ .;&
S,W(O N ETIB 4/8+;71+W87;5+3678,+>54+.51,1>2.15

$%Y_ .;&

#D$!方法学考察
#D$D"!线性关系考察!取 .#D"D"/ 项下对照品
溶液& f-’ 在 .#D#/ 项色谱条件下进样测定(

以峰面积为纵坐标 "V#’ 质量浓度为横坐标 "Q#
进行回归’ 结果见表 "’ 可知各成分在各自范围内
线性关系良好(

表 MN各成分线性关系
A70(MNI,.27882:71,+.5/,<5+3678,+>54+.51,1>2.15

成分 回归方程 *
线性范围&

"$?,3Eh"#

肉桂酸 Vg"#D’-#Qq(D$*) . (D... , ")D, f"$.D#

芍药苷 Vg".D(-$Qq-$D.)" (D... $ #’ f#((

黄芩苷 Vg$)D*(*Qq#-$D)- (D... - "., f" ’,-

汉黄芩素 Vg.D’., .Qh,D,$" , (D... # "(D. f*,D#

甘草苷 Vg$#D,.,Qq-,D,", (D... # *D’ f-*

甘草酸 Vg"’D())Qq",D("$ (D... " #" f"-*

#D$D#!精密度试验!取 .#D"D"/ 项下对照品溶
液’’ 在 .#D#/ 项色谱条件下进样测定 ’ 次’ 测
得肉桂酸) 芍药苷) 黄芩苷) 汉黄芩素) 甘草苷)
甘草 酸 峰 面 积 AG] 分 别 为 (D$)!) "D"!)
(D$.!) (D#*!) (D)#!) (D$#!’ 表明仪器精密
度良好(
#D$D$!稳定性试验!取 .#D"D#/ 项下供试品溶
液&’ 在 .#D#/ 项色谱条件下于 () )) *) "#)
"-) #) @ 进样测定’ 测得肉桂酸) 芍药苷) 黄芩
苷) 汉黄芩素) 甘草苷) 甘草酸峰面积 AG]分别
为 (D,)!) "D),!) "D’,!) (D"’!) $D$!)
"D.!’ 表明溶液在 #) @内稳定性良好(
#D$D)!重复性试验!取 .#D"D#/ 项下供试品溶
液&’ 在 .#D#/ 项色谱条件下进样测定’ 测得肉
桂酸) 芍药苷) 黄芩苷) 汉黄芩素) 甘草苷) 甘草
酸含有量 AG]分别为 #D"$!) (D$’!) (D**!)
(D#,!) "D#"!) (D),!’ 表明该方法重复性
良好(
#D$D’!加样回收率试验!精密吸取 .#D"D#/ 项
下含有量已知的供试品溶液&’ 按 *(!) "((!)
"#(!水平分别加入各对照品’ 混匀后过 (D)’ $3
微孔滤膜’ 在 .#D#/ 项色谱条件下进样测定’ 计
算回收率( 结果’ 肉桂酸) 芍药苷) 黄芩苷) 汉黄
芩苷) 甘草苷) 甘草酸平均加样回收率分别为
..D(-!) "((D$,!) "((D$)!) ..D$(!) ..D-$!)
"((D"-!’ AG]分别为 #D#-!) #D()!) #D(.!)
"D,,!) "D,’!) "D*#!(
#D)!样品含有量测定!取 .#D"D#/ 项下供试品
溶液& f-) .#D"D"/ 项下对照品溶液’’ 在
.#D#/ 项色谱条件下进样测定’ 外标法计算含有
量’ 结果见表 #(
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表 %N各成分含有量测定结果 $;W\;I% $QO&
A70(%N"25>:15+34+.12.1*2128;,.71,+.+3678,+>54+.51,1!

>2.15$;W\;I% $QO&

编号 肉桂酸 芍药苷 黄芩苷 汉黄芩素 甘草苷 甘草酸
" (D(," (D"(" (D,(’ (D("* (D($$ (D(-’
# (D(’, (D"($ (D,-$ (D(". (D(#. (D(-#
$ (D(-# (D(.* (D-)) (D(", (D($. (D(-$
) (D(’. (D"(" (D-’* (D(". (D($$ (D(-)
’ (D(-, (D"(" (D-#) (D(". (D(#( (D(-#

!!注!甘草酸含有量g甘草酸铵含有量&"D(#( ,

ON讨论
$D"!检测波长选择!柴胡桂枝汤中肉桂酸) 芍药
苷) 黄芩苷) 汉黄芩素) 甘草苷) 甘草酸结构不
同’ 紫外吸收差别较大( 为了提高检测灵敏度’ 本
实验采用二极管阵列检测器 "]B]# 在 #(( f
)(( >3范围内进行全波长扫描’ 最终确定为
.#D#/ 项下检测波长(
$D#!流动相选择!本实验考察了 (D"!磷酸+甲醇)
"!甲酸+甲醇) (D"!磷酸+乙腈) "!甲酸+乙腈等
流动相系统’ 发现 (D"!磷酸+乙腈洗脱时各待测成
分分离度良好’ 而且峰形对称(
$D$!提取工艺选择!本实验通过正交试验’ 对煎
煮时间 ")() -() *( 35>#) 煎煮次数 "") #) $
次#) 加水量 "-) *) "( 倍# 进行优化’ 确定最优
工艺为煎煮时间 )( 35>’ 煎煮次数 $ 次’ 加水量
"( 倍(
’N结论

目前’ 有关柴胡桂枝汤成分含有量测定的研究
大多见于小柴胡汤和桂枝汤%""+"$& ( 本实验首次通
过[KEO法对柴胡桂枝汤中肉桂酸) 黄芩苷) 汉黄
芩素) 甘草苷) 甘草酸的含有量同时进行测定’ 该
方法准确可靠’ 重复性好’ 可为其质量控制提供科
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