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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定加味四妙颗粒 （大血藤、 黄柏、 甘草等） 中红景天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡

索乙素、 盐酸小檗碱、 甘草苷的含有量。 方法 　 该药物 ８０％ 甲醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 以乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸为流动相， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长

２２０、 ２８０、 ２５０ ｎｍ。 结果　 ６ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９９ ０）， 平均加样回收率 ９８􀆰 ９８％ ～ １００􀆰 １１％ ，
ＲＳＤ ０􀆰 ８１％ ～１􀆰 ５２％ 。 结论　 该方法简便准确、 专属性强， 可用于加味四妙颗粒的质量控制。
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　 　 中药颗粒临床应用广泛， 其克服了传统汤剂煎

煮不便、 服用量大、 不易保存携带等缺陷， 而且可

保持中药汤剂吸收快、 显效迅速等优势。 但该制剂

大多由经方、 验方等加减而成， 药味多样， 成分复
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杂， 含有多个化学组分群， 单一成分含有量测定难

以保证其整体质量［１］。 而多成分定量测定能有效

全面地优化制剂工艺， 提升质量标准， 尤其是采用

ＨＰＬＣ 法时， 不仅精密度高， 重复性好， 还具有成

本低、 耗时短等优势， 可为中药制剂多组分含有量

测定提供科学依据［２⁃３］。
加味四妙颗粒是成都中医药大学附属医院研发

的新制剂， 它以四妙散为基础， 由大血藤、 延胡

索、 黄柏、 甘草、 苍术、 川牛膝、 薏苡仁 ７ 味药材

组成， 方中大血藤、 延胡索为君药， 具有活血化

瘀、 行气止痛、 清热解毒之功效， 其中前者药效成

分红景天苷具有抗炎、 改善血液微循环、 抗病毒等

作用［４］， 而后者药效成分延胡索乙素具有显著的

镇痛、 镇静作用［５］； 臣以黄柏苦寒燥湿， 专清下

焦湿热， 而黄柏碱、 盐酸小檗碱是其主要活性成

分， 具有广谱抗菌、 抗炎、 镇痛等作用［６］； 苍术、
甘草等为佐使药， 可使全方具有燥湿、 清热、 活

血、 止痛之功效， 其中甘草苷和甘草酸铵作为甘草

中最重要的有效成分， 前者可抑制炎症因子， 而后

者具有较强的抑制病毒增殖作用［７⁃８］。 前期已有测

定加味四妙颗粒中各药材所含成分含有量的报

道［５， ９⁃１１］。 本实验采用 ＨＰＬＣ 法同时测定其中红景

天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸小檗

碱、 甘草苷的含有量， 以期为该制剂的质量控制和

评价提供科学依据。
１　 仪器与试药

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （美国安

捷伦科技公司）； ＢＰ⁃２１１Ｄ 电子天平 ［十万分之

一， 赛多利斯科学仪器 （ 中国） 有 限 公 司 ］；
ＬＥ２０４Ｅ 电子天平 （万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多

公司）； ＫＨ⁃２５０Ｂ 超声波清洗器 （昆山禾创超声仪

器有限公司）； ＤＫ⁃９８⁃Ⅱ电热恒温水浴锅 （天津市

泰斯特仪器有限公司）。
１􀆰 ２ 　 试药 　 红景天苷 （批号 １７０３１２， 含有量

９８􀆰 ０％ ）、 盐 酸 小 檗 碱 （ 批 号 １６１２０３， 含 有 量

９８􀆰 ０％ ） 对照品均购自成都植标化纯生物科技有限

公司； 黄 柏 碱 （ 批 号 １１１８９５⁃２０１５０４， 含 有 量

９４􀆰 ９％ ）、 甘草酸铵 （批号 １１０７３１⁃２００６１５， 含有量

１００％ ）、 延胡索乙素 （批号 １１０７２６⁃２０１１１２， 含有

量 ９９􀆰 ６％ ）、 甘草苷 （批号 １１１６１０⁃２０１１０６， 含有

量 １００％ ） 对照品均购自中国食品药品检定研究

院。 加味四妙颗粒 （批号 ２０１８０１０５、 ２０１８０１０９、
２０１８０１１６） 由成都中医药大学附属医院药剂科制

剂室生产。 甲醇、 乙腈、 磷酸为色谱纯 （美国

Ｔｅｄｉａ 公司）； 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水

（自制）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃
０􀆰 １％磷酸 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ １０ ｍｉｎ， ８％ ～ １１％
Ａ； １０～２３ ｍｉｎ， １１％ ～ １３％ Ａ； ２３ ～ ２８ ｍｉｎ， １３％ ～
１９％ Ａ； ２８ ～ ３５ ｍｉｎ， １９％ ～ ２０％ Ａ； ３５ ～ ５０ ｍｉｎ，
２０％ ～ ２３％ Ａ； ５０ ～ ６０ ｍｉｎ， ２３％ ～ ２６％ Ａ； ６０ ～
７０ ｍｉｎ， ２６％ ～６５％ Ａ； ７０ ～ ７５ ｍｉｎ， ６５％ Ａ）； 检测

波长 ２２０ ｎｍ （０～２５、 ３７ ～ ４５ ｍｉｎ）、 ２８０ ｎｍ （２５ ～
３７、 ４５～６０ ｍｉｎ）、 ２５０ ｎｍ （６０ ～ ７５ ｍｉｎ）； 体积流

量１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取对照品红景天苷

４􀆰 ７８ ｍｇ、 黄柏碱 １０􀆰 ４２ ｍｇ、 甘草酸铵 ６􀆰 １７ ｍｇ、
延胡索乙素 ５􀆰 １７ ｍｇ、 盐酸小檗碱 １９􀆰 ６４ ｍｇ、 甘草

苷 ９􀆰 ９２ ｍｇ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容，
摇匀， 即得相应贮备液， 分别精密吸取 １、 ２、 ２、
１、 ２、 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容， 摇匀，
即得 （ 含 有 红 景 天 苷 ９３􀆰 ６９ μｇ ／ ｍＬ、 黄 柏 碱

３９５􀆰 ５４ μｇ ／ ｍＬ、 甘草酸铵 ２４６􀆰 ８０ μｇ ／ ｍＬ、 延胡索

乙素２５􀆰 ７５ μｇ ／ ｍＬ、 盐酸小檗碱 ７６９􀆰 ８９ μｇ ／ ｍＬ、 甘

草苷 １９８􀆰 ４０ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取样品适量， 研细， 精密称

取约 １􀆰 ０ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ８０％ 甲

醇 １０ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 加热回流 ２０ ｍｉｎ， 放

冷， ８０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀， ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性供试品溶液　 按加味四妙颗粒处方比

例和制备工艺， 分别制得缺大血藤、 黄柏、 甘草、
延胡索的阴性颗粒， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备相

应阴性供试品溶液。
２􀆰 ３　 系统适应性试验与专属性考察 　 取 “２􀆰 ２”
项下对照品、 供试品、 阴性供试品溶液适量， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。 由图

可知， 各成分与相邻色谱峰的分离度均大于 １􀆰 ５，
理论塔板数以各色谱峰计均大于 ３ ０００， 阴性无干

扰， 表明该方法专属性良好。
２􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对

照品溶液 ５、 ５、 ２、 ３、 ２、 １ ｍＬ， 置于 ５、 １０、 ５、
１０、 １０、 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容， 摇匀， 得到 ６
个不同质量浓度溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定。 以质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵
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１． 红景天苷　 ２． 黄柏碱　 ３． 甘草酸铵　 ４． 延胡索乙素　 ５． 盐酸小檗碱　 ６． 甘草苷

１． ｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ　 ２． ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ　 ３． ａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ　 ４． ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐａｌｍａｔｉｎｅ　 ５． ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　 ６． ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可知各成分在

各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
红景天苷 Ｙ＝ １５􀆰 ６８８ ０Ｘ＋１􀆰 ３０９ １ ０􀆰 ９９９ ９ ９􀆰 ３７～９３􀆰 ６９
黄柏碱 Ｙ＝ １１􀆰 ６８３Ｘ－３􀆰 ９１５ ９ ０􀆰 ９９９ ９ ３９􀆰 ５５～３９５􀆰 ５４
甘草酸铵 Ｙ＝ １４􀆰 ０００Ｘ＋９􀆰 １９３ ０ １􀆰 ０００ ０ ２４􀆰 ６８～２４６􀆰 ８０
延胡索乙素 Ｙ＝ ３０􀆰 ９８７Ｘ＋７􀆰 ７２３ ８ ０􀆰 ９９９ ９ ２􀆰 ５７～２５􀆰 ７５
盐酸小檗碱 Ｙ＝ １７􀆰 ２４４Ｘ－８􀆰 ３３６ ４ ０􀆰 ９９９ ９ ７６􀆰 ９９～７６９􀆰 ８９
甘草苷 Ｙ＝ １２􀆰 ３７７Ｘ－７􀆰 ９３８ ７ １􀆰 ０００ ０ １９􀆰 ８４～１９８􀆰 ４０

２􀆰 ５　 精密度试验

２􀆰 ５􀆰 １　 日内精密度 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对

照品溶液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下于 １ ｄ
内进样测定， 测得红景天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、
延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 甘草苷峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ９８％ 、 ０􀆰 ７７％ 、 １􀆰 ２８％ 、 １􀆰 ０９％ 、 １􀆰 ７９％ 、
１􀆰 ９２％ ， 表明仪器日内精密度良好。
２􀆰 ５􀆰 ２　 日间精密度 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对

照品溶液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下于 １、 ２、
３、 ４、 ５、 ６ ｄ 进样测定， 测得红景天苷、 黄柏碱、
甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 甘草苷峰面

积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２２％ 、 ０􀆰 ５３％ 、 １􀆰 ０５％ 、 １􀆰 １２％ 、
２􀆰 ０１％ 、 １􀆰 ６１％ ， 表明仪器日间精密度良好。
２􀆰 ６　 稳定性试验 　 取样品 （批号 ２０１８０１０５） 适

量， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、
３、 ６、 ９、 １２、 １８、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 测得红景天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、 延

胡索乙素、 盐酸小檗碱、 甘草苷峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ９２％ 、 ０􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ７１％ 、 １􀆰 ４６％ 、 １􀆰 ７３％ 、 １􀆰 ６２％ ，
表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。

２􀆰 ７　 重复性试验 　 取样品 （批号 ２０１８０１０５） ６
份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得红景天苷、
黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 甘

草苷含有量 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ６７％ 、 １􀆰 ２２％ 、
１􀆰 ５０％ 、 １􀆰 ２９％ 、 １􀆰 ４８％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ８　 加样回收率试验　 取含有量已知的样品 （批
号 ２０１８０１０５） 适量， 研细， 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ， 共 ９
份， 置于具塞锥形瓶中， 每 ３ 份加入高、 中、 低质

量浓度对照品溶液 １ ｍＬ， 并使其加入量与供试品

中成分量的比例分别为 １􀆰 ５ ∶ １、 １ ∶ １、 ０􀆰 ５ ∶ １，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 红景

天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸小檗

碱、 甘草 苷 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 ９８􀆰 ９８％ 、
１００􀆰 ０３％ 、 ９９􀆰 ３４％ 、 １００􀆰 １１％ 、 ９９􀆰 ００％ 、 １００􀆰 ０３％ ，
ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ３５％ 、 ０􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ５２％ 、
１􀆰 ３０％ 、 １􀆰 １０％ 。
２􀆰 ９　 样品含有量测定　 取 ３ 批样品（批号 ２０１８０１０５、
２０１８０１０９、 ２０１８０１１６）适量， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法

制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 计算含有量， 结果见表 ２。
表 ２　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ
ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

批号 红景天苷
盐酸黄

柏碱
甘草酸铵

延胡索

乙素

盐酸小

檗碱
甘草苷

２０１８０１０５ ０􀆰 ２０１ ８ １􀆰 ７７８ ７ １􀆰 ０５０ ７ ０􀆰 ０６４ ８ ５􀆰 １７７ ８ ０􀆰 ６９２ １
２０１８０１０６ ０􀆰 ２０３ １ １􀆰 ７７９ ６ １􀆰 ０５２ ６ ０􀆰 ０６２ ９ ５􀆰 １８１ ２ ０􀆰 ６９３ ９
２０１８０１０７ ０􀆰 ２００ ２ １􀆰 ７６８ １ １􀆰 ０５８ ３ ０􀆰 ０６５ １ ５􀆰 １６２ ８ ０􀆰 ６９０ １
平均值 ０􀆰 ２０１ ７ １􀆰 ７７５ ５ １􀆰 ０５３ ９ ０􀆰 ０６４ ３ ５􀆰 １７３ ９ ０􀆰 ６９２ ０
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ３８ １􀆰 ８６ ０􀆰 １９ ０􀆰 ２７
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３　 讨论

３􀆰 １　 指标成分选择［１２⁃１６］ 　 本实验选择红景天苷、
黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 甘

草苷作为指标成分， 其药理活性大多以抗炎、 抗

菌、 抗病毒、 改善血液微循环、 镇痛为主， 与治疗

湿热瘀结型盆腔炎性疾病的原则相符， 而且均专属

性强、 重复性好。 同时， 加味四妙颗粒中薏苡仁、
牛膝、 苍术因指标成分不明确、 含有量较低、 热稳

定性较差等因素， 未纳入本实验定量测定中， 而是

采用 ＴＬＣ 法作定性鉴别。 另外， 方中活性成分绿

原酸虽然具有抗菌、 抗病毒、 抗氧化等药理作

用［１７］， 但在大血藤、 黄柏、 苍术中均能检出， 不

具有专属性， 故也不予考虑。
３􀆰 ２　 检测波长选择　 加味四妙颗粒中 ６ 种成分的

吸收波长差异较大， 在单一波长下难以同时检测，
而且可能导致极性相似成分的干扰， 而波长切换技

术能在不同时间段切换为待测组分较佳的吸收波

长， 从而可在同一色谱图中有效准确地显示出其色

谱峰信息。 本实验通过 ＤＡＤ 检测器对 ６ 种成分进

行全波长扫描， 确定 ０～２５ ｍｉｎ 时采用 ２２０ ｎｍ 检测

红景天苷和黄柏碱， ２５ ～ ３７ ｍｉｎ 时采用 ２８０ ｎｍ 检

测甘草酸铵， ３７ ～ ４５ ｍｉｎ 时采用 ２２０ ｎｍ 检测延胡

索乙素， ４５ ～ ６０ ｍｉｎ 时采用 ２８０ ｎｍ 检测盐酸小檗

碱， ６０～ ７５ ｍｉｎ 时采用 ２５０ ｎｍ 检测甘草苷， 此时

各成分响应信号强而稳定， 与相邻峰无干扰。
３􀆰 ３　 供试品溶液制备方法选择　 本实验对提取方

法 （加热回流、 超声、 索氏、 振摇）、 溶剂种类

（甲醇、 乙醇、 １％ 盐酸甲醇）、 溶剂体积分数

（４０％ 、 ６０％ 、 ８０％ 、 １００％ ）、 提取时间 （２０、 ４０、
６０、 ８０、 １００、 １２０ ｍｉｎ）、 液料比 （１０ ∶ １、 ２０ ∶ １、
３０ ∶ １、 ４０ ∶ １、 ５０ ∶ １） 进行考察， 发现提取方法

和溶剂种类的影响较大， 而溶剂体积分数、 提取时

间、 液料比的影响较小， 同时考虑到便于操作、 节

约溶剂、 提高效率等方面， 最终采用 “２􀆰 １􀆰 ３” 项

下方法制备供试品溶液。
４　 结论

本实验采用 ＨＰＬＣ 法同时测定加味四妙颗粒中

红景天苷、 黄柏碱、 甘草酸铵、 延胡索乙素、 盐酸

小檗碱、 甘草苷的含有量， 该方法简单可靠， 具有

较好的精密度、 稳定性、 重复性， 可为其内在质量

的全面控制和评价提供科学依据。
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