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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定十三味和中丸 （柴胡、 枳壳、 延胡索等） 中芍药苷、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、
柚皮苷、 橙皮苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ 的含有量。 方法　 该药物 ７０％ 甲醇提取液的分析采用

Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎｆｉｒｅＴＭＣ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱

温 ３０ ℃； 检测波长 ２１０、 ２３０、 ２８３、 ３４５ ｎｍ。 结果　 ９ 种成分在各自范围内线性关系良好 （Ｒ２≥０􀆰 ９９９ １）， 平均加样

回收率 ９５􀆰 １％ ～１０２􀆰 ３％ ， ＲＳＤ ０􀆰 ４８％ ～３􀆰 １１％ 。 结论　 该方法简便可靠， 可用于十三味和中丸的质量控制。
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　 　 十三味和中丸是由安徽中医药大学第二附属医

院研制的特色院内制剂， 由柴胡、 枳壳、 延胡索、
炒白芍、 陈皮、 酒黄连、 酒黄芩、 川楝子、 姜半

夏、 吴茱萸、 茯苓、 砂仁、 甘草 １３ 味药材组成， 具

有疏肝理气、 和胃止痛之功效［１］， 主要用于治疗胃

脘胀痛、 嘈杂、 嗳气等症， 临床应用二十多年， 疗

效显著。 但该方药味较多， 组成复杂， 单一成分分

析很难全面反映其特征， 而且不同成分吸收波长也
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有很大差异， 目前尚无完整的质量评价体系［２⁃３］。
多波长 ＨＰＬＣ 法测定复杂体系含有量已有很多

相关报道［４⁃６］， 目前主要依据复方中君臣佐使关系

选择君药或臣药， 或成方中用量较大的药材、 特殊

用药作为考察指标［７］， 并依据 ２０１５ 年版 《中国药

典》 一部选择具体药材的指标成分。 本实验在此

基础上， 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定十三味和中丸中芍

药苷、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、 橙皮

苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ 的

含有量， 以期提供多指标评价该制剂质量的方法。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｕ⁃３０００ 高效液相色谱仪 （配置 ＤＡＤ
检测器）、 ＦＢ１５０６５ 超声波清洗器 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； ＸＰＥ⁃２０５ 电子分析天平 （ ０􀆰 ００１ ｍｇ， 瑞士

Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 十三味和中丸（批号 ２０１７０６１６、
２０１７０９１５、 ２０１７１２１４、 ２０１８０３１８、 ２０１８０６１５， 编号

ＳＳＷ１～ＳＳＷ５， 每 １０ 丸重 １􀆰 ５ ｇ） 购于安徽中医药

大学第二附属医院制剂室。 芍药苷 （批号 １１０７３６⁃
２０１６４０， 质量分数 ９５􀆰 ２０％ ）、 延胡索乙素 （批号

１１０７２６⁃２０１０１１， 质量分数 ９９􀆰 ９０％ ）、 盐酸小檗碱

（批号 １１０７１３⁃２０１２１２， 质量分数 ８６􀆰 ７０％ ）、 柚皮

苷 （批号 １１０７２２⁃２０１７１４， 质量分数 ９４􀆰 ３０％ ）、 橙

皮苷 （批号 １１０７２１⁃２０１３１６， 质量分数 ９５􀆰 ３０％ ）、
黄芩苷（批号 １１０７１５⁃２０１３１８， 质量分数 ９３􀆰 ３０％ ）、
甘 草 酸 铵 （ 批 号 １１０７３１⁃２０１４１８， 质 量 分 数

９３􀆰 １０％ ）、 柴胡皂苷 ａ （批号 １１０７７７⁃２０１３０９， 质

量分 数 ９２􀆰 ００％ ）、 柴 胡 皂 苷 ｄ （ 批 号 １１０７７８⁃
２０１４０９， 质量分数 ９６􀆰 ００％ ） 对照品均购于中国食

品药品检定研究院。 甲醇、 乙腈为色谱纯， 购于美

国 Ｔｅｄｉａ 公司； 磷酸为分析纯， 购于国药集团化学

试剂有限公司； 水为超纯水 ［屈臣氏集团 （香港）
有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 供试品溶液制备　 称取本品干燥粉末 （过 ３ 号

筛） 约 ０􀆰 ５０ ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中， 精密量取

７０％甲醇 ２０ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超声处理 ４０ ｍｉｎ
（２５０ Ｗ、 ５０ ｋＨｚ）， 放冷， ７０％ 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 取续滤液，
即得。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取芍药苷、 延胡索

乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、 橙皮苷、 黄芩苷、 甘

草酸铵、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ 对照品适量， 置

于 ２５ ｍＬ 量瓶中， ７０％ 甲醇定容至刻度， 分别制成

１０􀆰 ５９１、 １８􀆰 １７６、 ７６􀆰 １６７、 ５８􀆰 ８４２、 ９９􀆰 １７２、
２７５􀆰 ８２５、 ４２􀆰 ４０８、 ５１􀆰 ２４４、 ５８􀆰 ６７８ μｇ ／ ｍＬ 对照品

溶液 （甘草酸质量＝甘草酸铵质量 ／ １􀆰 ０２０ ７）。
２􀆰 ３　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎｆｉｒｅＴＭ Ｃ１８色谱柱（４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈（Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸（Ｂ），
梯度洗脱， 程序见表 １； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３０ ℃； 检测波长 ２１０、 ２３０、 ２８３、 ３４５ ｎｍ； 进样量

１０ μＬ。 色谱图见图 １。
表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 ２％ 磷酸 ／ ％ 时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 ２％ 磷酸 ／ ％

０～９ １０ ９０ ８２～８７ ２８～３０ ７２～７０
９～２９ １０～１５ ９０～８５ ８７～９２ ３０～３３ ７０～６７
２９～３７ １５～１８ ８５～８２ ９２～９９ ３３～５０ ６７～５０
３７～４６ １８ ８２ ９９～１１０ ５０ ５０
４６～５１ １８～２０ ８２～８０ １１０～１１５ ５０～５３ ５０～４７
５１～７２ ２０～２８ ８０～７２ １１５～１１８ ５３～７０ ４７～３０
７２～８２ ２８ ７２ １１８～１２８ ７０ ３０

２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取对照品溶液 ０􀆰 ５、
１、 ２、 ５、 １０ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， ７０％ 甲醇定

容， 混匀， 得到系列质量浓度溶液 Ｂ１ ～ Ｂ５， 在

“２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定。 以峰面积为纵坐

标 （Ｙ）， 溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归，
信噪比 （ Ｓ ／ Ｎ） ≥１０ 为定量限， Ｓ ／ Ｎ≥３ 为检测

限， 结果见表 ２， 表明各成分在各自范围内线性关

系良好。

２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液 （Ｂ３）
５􀆰 ０ μＬ， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定 ６ 次，
测得芍药苷、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、
橙皮苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷

ｄ 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ２􀆰 ０４％ 、 １􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ２３％ 、
０􀆰 ９１％ 、 ０􀆰 ７７％ 、 ０􀆰 ５６％ 、 ０􀆰 ９７％ 、 １􀆰 ６３％ 、 １􀆰 ５４％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验　 取供试品溶液 （ＳＳＷ１）， 分

别于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条
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注： Ａ 为供试品 （ＳＳＷ１）， Ｂ 为对照品。
１． 芍药苷　 ２． 延胡索乙素　 ３． 盐酸小檗碱　 ４． 柚皮苷　 ５． 橙

皮苷　 ６． 黄芩苷　 ７． 甘草酸　 ８． 柴胡皂苷 ａ　 ９． 柴胡皂苷 ｄ
１． ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ　 ２． ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐａｌｍａｔｉｎｅ　 ３． ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
４． ｎａｒｉｎｇｉｎ ５． ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ　 ６． ｂａｉｃａｌｉｎ　 ７． ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ
８． ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎ ａ　 ９． ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎ ｄ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

　 　 　 　

件下进样测定， 测得芍药苷、 延胡索乙素、 盐酸小

檗碱、 柚皮苷、 橙皮苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂

苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ９３％ 、
１􀆰 ６９％ 、 １􀆰 ０３％ 、 ０􀆰 ８９％ 、 ０􀆰 ８６％ 、 ０􀆰 ４１％ 、 ０􀆰 ９４％ 、
１􀆰 ５３％ 、 １􀆰 ３７％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 重复性试验　 取同一批本品 （ＳＳＷ１） 粉末

６ 份， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测得芍药苷、 延

胡索乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、 橙皮苷、 黄芩

苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ 峰面积 ＲＳＤ
分别为 ０􀆰 ９７％ 、 ０􀆰 ８８％ 、 ０􀆰 ７１％ 、 ０􀆰 ６３％ 、 ０􀆰 ６６％ 、
０􀆰 ２４％ 、 ０􀆰 ６１％ 、 ０􀆰 ６８％ 、 ０􀆰 ７８％ ， 表明该方法重

复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 称取含有量已知的本品

（ＳＳＷ１） 粉末约 ０􀆰 ５０ ｇ， 精密加入适量对照品溶

液， 按 “ ２􀆰 １ ” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 测

得芍药苷、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、 橙

皮苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ
平均加样回收率分别为 １００􀆰 １％ 、 ９９􀆰 ７％ 、 ９９􀆰 ３％ 、
９９􀆰 ８％ 、 １００􀆰 ４％ 、 ９９􀆰 ５％ 、 ９５􀆰 １％ 、 １０２􀆰 ３％ 、 ９７􀆰 ７％ ，
ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ６４％ 、 １􀆰 ８９％ 、 １􀆰 ４３％ 、 ０􀆰 ７４％ 、
０􀆰 ８５％ 、 １􀆰 ７６％ 、 ０􀆰 ８４％ 、 ０􀆰 ４８％ 、 ３􀆰 １１％ 。
２􀆰 ５　 样品含有量测定 　 取 ５ 批本品， 按 “２􀆰 １”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件

下进样测定， 外标法计算含有量， 结果见表 ３。
３　 讨论

３􀆰 １　 指标成分选择　 中成药组分较多， 制备工艺

复杂， 使其质量难以得到较好的控制［８⁃９］。 十三味

和中丸由四逆散、 左金丸、 金铃子散、 二陈汤四方

相合， 配伍黄芩、 砂仁 ２ 味药材而成， 以四逆散为

疏肝理气之母方， 并以大量枳壳替代枳实， 全方以

枳壳为君药， 柴胡、 炒白芍、 姜半夏、 陈皮、 延胡

索为臣药［１０］。 前期曾考虑选择母方中 ３ 味药材

（柴胡、 炒白芍、 甘草）、 君药与臣药 （枳壳、 柴

　 　 　 　 　表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 定量限 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 检测限 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

芍药苷 Ｙ＝ ２８􀆰 ８１９Ｘ＋３􀆰 ９９６ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ５３０～１０􀆰 ５９１ ０􀆰 １３ ０􀆰 ０４
延胡索乙素 Ｙ＝ １８􀆰 ７８９Ｘ－１􀆰 ６５４ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ９０９～１８􀆰 １７６ ０􀆰 １４ ０􀆰 ０４
盐酸小檗碱 Ｙ＝ １９􀆰 ６３６Ｘ＋４􀆰 ５６３ ０􀆰 ９９９ ７ ３􀆰 ８０８～７６􀆰 １６７ ０􀆰 ４２ ０􀆰 １３
柚皮苷 Ｙ＝ ５０􀆰 ６７Ｘ－１０􀆰 ９８ ０􀆰 ９９９ ８ ２􀆰 ９４２～５８􀆰 ８４２ ０􀆰 ４２ ０􀆰 １３
橙皮苷 Ｙ＝ ６１􀆰 ２３１Ｘ＋４􀆰 ９０７ ０􀆰 ９９９ ６ ４􀆰 ９５９～９９􀆰 １７２ ０􀆰 ４５ ０􀆰 １４
黄芩苷 Ｙ＝ ７１􀆰 ０１２Ｘ－１１􀆰 ０２３ ０􀆰 ９９９ ５ １３􀆰 ７９１～２７５􀆰 ８２５ １􀆰 ５６ ０􀆰 ４７
甘草酸 Ｙ＝ ６８􀆰 １９Ｘ－１７􀆰 ３８ ０􀆰 ９９９ ３ ２􀆰 １２０～４２􀆰 ４０８ ０􀆰 ４０ ０􀆰 １２
柴胡皂苷 ａ Ｙ＝ ９􀆰 ８８３Ｘ－０􀆰 ３６６ ７ ０􀆰 ９９９ １ ２􀆰 ５６２～５１􀆰 ２４４ ０􀆰 ４６ ０􀆰 １４
柴胡皂苷 ｄ Ｙ＝ １３􀆰 ２６４Ｘ＋０􀆰 １１２ ０􀆰 ９９９ ７ ２􀆰 ９３４～５８􀆰 ６７８ ０􀆰 ５０ ０􀆰 １５
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表 ３　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ）

编号 芍药苷 延胡索乙素 盐酸小檗碱 柚皮苷 橙皮苷 黄芩苷 甘草酸 柴胡皂苷 ａ 柴胡皂苷 ｄ
ＳＳＷ１ ０􀆰 ３７９ ０ ０􀆰 ４２２ ７ ３􀆰 ０４９ ８ １􀆰 ８９７ ７ ３􀆰 ８４１ ２ ９􀆰 ０３３ ５ ０􀆰 ９２９ ０ ０􀆰 ８３４ ６ ０􀆰 １１７ ２
ＳＳＷ２ ０􀆰 ３８１ ４ ０􀆰 ４１１ ４ ３􀆰 ０３５ ６ １􀆰 ９０１ ２ ３􀆰 ９７７ １ ９􀆰 １０２ １ ０􀆰 ９３１ ２ ０􀆰 ８４０ ７ —
ＳＳＷ３ ０􀆰 ３５２ ４ ０􀆰 ４４２ １ ３􀆰 ０５１ ２ １􀆰 ８８９ ３ ３􀆰 ８５４ ６ ８􀆰 ９６３ ５ ０􀆰 ９０３ ２ ０􀆰 ８２１ ４ —
ＳＳＷ４ ０􀆰 ３６９ ８ ０􀆰 ３９９ ８ ２􀆰 ９７８ １ １􀆰 ９０９ ３ ３􀆰 ７９９ ３ ８􀆰 ９８１ ２ ０􀆰 ８９７ ４ ０􀆰 ８１７ ６ ０􀆰 １１９ ８
ＳＳＷ５ ０􀆰 ３７８ ４ ０􀆰 ４０１ ２ ２􀆰 ９９８ ９ １􀆰 ８８２ ７ ３􀆰 ５６８ ４ ８􀆰 ８６５ ４ ０􀆰 ８８５ ６ ０􀆰 ８０９ ３ —

　 　 注：—表示未检测出该成分。

胡、 炒白芍、 姜半夏、 陈皮、 延胡索）、 额外配伍

药 （酒黄芩、 砂仁） 作为研究对象， 但砂仁有效

成分大多为挥发性物质， ２０１５ 年版 《中国药典》
采用 ＧＣ 法进行定量测定， 而半夏含有量在药典中

采用电位滴定法进行测定， 故未选择两者作为质控

指标。 结合处方用量 （酒黄连用量较大）， 本实验

最终选择枳壳、 柴胡、 炒白芍、 陈皮、 延胡索、 酒

黄连、 酒黄芩、 甘草 ８ 味药材， 并参考药典方法对

其特征性成分 （如枳壳中柚皮苷、 炒白芍中芍药

苷等） 进行分析。
３􀆰 ２　 提取条件选择　 本实验以不同体积分数甲醇、
乙醇为溶剂， 考察了超声、 回流、 索氏提取及不同

提取时间。 综合考虑方法稳定性、 便捷性、 提取效

率， 最终选择 ７０％ 甲醇超声处理 ４０ ｍｉｎ 作为供试

品溶液提取方法。
３􀆰 ３　 流动相选择　 本实验考察了不同比例甲醇 ／乙
腈⁃磷酸盐缓冲液系统， 最终选择乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸

作为流动相， 此时色谱峰分离度、 峰形良好。 同

时， 将洗脱时间延长到 １２８ ｍｉｎ， 也为指纹图谱

（或特征图谱） 等后续研究提供基础。
３􀆰 ４　 检测波长选择　 根据不同成分在紫外光下的

吸收情况， 本实验选择最大吸收波长 （或其左右）
以避免其他物质干扰， 保证测定准确性。 结合

２０１５ 年版 《中国药典》， 最终确定各成分检测波长

分别为 ２１０ ｎｍ（柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ）、 ２３０ ｎｍ
（芍药苷、 甘草酸）、 ２８３ ｎｍ （芍药苷、 柚皮苷、
橙皮苷、 黄芩苷）、 ３４５ ｎｍ （盐酸小檗碱）， 此时

色谱峰分离度、 峰形理想， 可用于定量分析。
４　 结论

本实验建立了 ＨＰＬＣ 法同时测定十三味和中丸

中芍药苷、 延胡索乙素、 盐酸小檗碱、 柚皮苷、 橙

皮苷、 黄芩苷、 甘草酸、 柴胡皂苷 ａ、 柴胡皂苷 ｄ
的含有量， 该方法简便， 重复性好， 可为该制剂质

量控制提供参考， 并为今后特征图谱、 中药标准物

质的研究［１１⁃１４］奠定了一定的理论基础。
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