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ＲＰＨＰＬＣ法测定栀子大黄汤中多种成分的含量及其
在方剂配伍研究中的应用
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摘　要　在前期对经方栀子大黄汤中的化学成分进行定性研究基础上，本研究首次对栀子大黄汤中的９种特征成分进
行定量测定，并将方法应用于分析该经方配伍前后成分的变化。试验采用ＨＰＬＣＵＶ方法，同时测定栀子大黄汤水煎液中栀
子苷、柚皮苷、橙皮苷及新橙皮苷的含量；并建立ＨＰＬＣＦＬＤ方法，针对该汤剂中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大黄素
甲醚的含量进行测定，使检测更为灵敏准确。最终所采用的方法经考察可以准确测定栀子大黄汤中上述９种特征成分的含
量。对汤剂的测定结果显示，不同配伍组中各成分的含量发生了不同程度的变化，其中栀子大黄汤全方配伍能够增加栀子

苷、柚皮苷、橙皮苷及新橙皮苷的含量，枳实大黄配伍可以增加芦荟大黄素、大黄酸、大黄素和大黄素甲醚的含量，各配伍组大
黄酸的含量均比单味大黄有明显增加。
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　　 栀 子 大 黄 汤 （ＺｈｉＺｉＤａＨｕａｎｇｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
ＺＺＤＨＤ）出自《金匮要略》，由栀子、大黄、枳实、淡豆
豉组成，是仲景方剂中治疗湿热黄疸的主方之一［１］，

临床报道主要用于酒精性肝病、病毒性肝炎等疾病

的治疗［２－３］。本课题组前期鉴定出栀子大黄汤中的

２０个化学成分［４］，而对于该经方中有关成分定量分

１３５
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析的文献尚未见报道。本文选取其中９个文献报道
具有护肝作用的成分［５－９］（栀子苷、柚皮苷、橙皮苷、

新橙皮苷、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大

黄素甲醚）为指标，首次对栀子大黄汤进行定量分

析；并进一步对该方剂的相关单味药材及药对的水

煎液进行测定，探讨该经方配伍前后组分含量的变

化。另外，在建立蒽醌类成分ＨＰＬＣＦＬＤ测定方法
的过程中发现，空白溶剂的拉曼散射会造成成分紫

外可见吸收峰带的最大波长与其荧光最大激发波
长不一致。本研究采用的方法可用于栀子大黄汤的

质量评价、物质基础研究及其复方配伍机制的探讨。

!

　材　料

１１　药材、对照品和试剂
栀子、大黄、麸炒枳实、淡豆豉均购自南京先声

药店，经中国药科大学中药学院秦民坚教授鉴定：栀

子为茜草科植物栀子ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ的干
燥果实；大黄为蓼科植物药用大黄 Ｒｈｅｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ
Ｂａｉｌｌ的干燥根和根茎；枳实为芸香科植物酸橙
ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ的干燥幼果；淡豆豉为豆科植物
大豆Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ）Ｍｅｒｒ的成熟种子的发酵加
工品。栀子苷（批号：１２０４１８０８），柚皮苷（批号：
１２０３０６１２），橙皮苷（批号：１２０２０３０４），新橙皮苷（批
号：１２０３０７０１），芦荟大黄素（批号：１２０３０７０１），大黄
酸（批号：１２０３１２１０），大黄素（批号：１２０２２７１５），大黄
酚（批号：１２０２１８０３）及大黄素甲醚（批号：１２０２２００５）
均购自成都曼斯特生物科技有限公司，纯度均大

于９８％。
甲醇（特级纯，江苏汉邦科技有限公司）；纯净

水（杭州娃哈哈集团有限公司）；其余试剂均为市售

分析纯。

１２　仪　器
ＬＣ２０１０Ｃ高效液相色谱仪、ＲＦ１０Ａｘｌ荧光检测

器、ＬＣＳｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站（日本岛津公司）；
ＡＢ１３５Ｓ分析天平（美国梅特勒托利多仪器有限公
司）。

"

　方　法

２１　色谱条件
２１１　栀子苷及黄酮苷类成分的测定　引用本课
题组前期定性分析的条件［４］。流速：０８ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长２５８ｎｍ。

２１２　蒽醌类成分的测定　色谱柱：ＰｈｅｃｄａＣ１８
（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）。流动相：甲醇（Ａ）
０２％乙酸水（Ｂ），梯度洗脱程序如下：０ｍｉｎ，５％Ａ；
１０～２０ｍｉｎ，６３％Ａ；２３～３３ｍｉｎ，９０％Ａ；３４～４４ｍｉｎ，
５％Ａ。流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２０μＬ；柱温：２５
℃；激发波长：４３０ｎｍ，发射波长：５２５ｎｍ。
２２　标准溶液的配制
２２１　栀子苷及黄酮苷类成分　取栀子苷、柚皮
苷、橙皮苷、新橙皮苷适量，以甲醇制成质量浓度分

别为５８０，１３０７，５２３，８１２μｇ／ｍＬ的混合对照品储备
液，于４℃冷藏备用。取混合对照品储备液适量，以
甲醇稀释成系列浓度的混合标准溶液，稀释倍数分

别为２、４、１０、２５、６２５倍。
２２２　蒽醌类成分　取大黄酸、大黄素、大黄酚、芦
荟大黄素及大黄素甲醚适量，以甲醇分别溶解后制

得各对照品储备液，质量浓度分别为９７，９２，９４２０，
９６８０，９３４０μｇ／ｍＬ，于４℃储存备用。分别吸取各
对照品储备液适量，混合均匀后再以甲醇稀释成系

列浓度的混合标准溶液，稀释倍数分别为２、４、８、
１６倍。
２３　供试品溶液的制备
２３１　栀子大黄汤水煎液　取栀子９ｇ、大黄３ｇ、
枳实１２ｇ以及淡豆豉２４ｇ，加水４８０ｍＬ浸泡３０
ｍｉｎ，武火煮沸后，文火煎煮３０ｍｉｎ，４层纱布过滤。
滤渣同法重复煎煮两次，合并３次滤液，旋转蒸发仪
适当浓缩后，定容至６００ｍＬ，制得栀子大黄汤水煎
液ＺＺＤＨＤ。
２３２　单味药材及相关药对水煎液　ＺＺＤＨＤ中涉
及的药对有［１０］：栀子大黄、栀子枳实、栀子淡豆豉
和枳实大黄。将各药对及４种单味药材按ＺＺＤＨＤ
相同取用量及制备方法分别制成水煎液，药对栀

子大黄、栀子枳实、栀子淡豆豉和枳实大黄的水
煎液分别以ＺＺＤＨ、ＺＺＺＳ、ＺＺＤＤＣ和ＺＳＤＨ表示，
单味药材栀子、大黄、枳实及淡豆豉水煎液分别以

ＺＺ、ＤＨ、ＺＳ及ＤＤＣ表示。
２３３　样品预处理
２３３１　测定栀子苷和黄酮苷类成分　分别取全
方、各药对及单味药材水煎液１ｍＬ，各加９５％乙醇
２８ｍＬ，得约含７０％乙醇的水提醇沉液，５～１０℃下
放置１２ｈ后，１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，
按“２１１”项下色谱条件进行分析。
２３３２　测定蒽醌类成分　分别取全方、各药对及

２３５
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单味药材水煎液４ｍＬ，以水稀释定容至１０ｍＬ，再取
各稀释液１ｍＬ，分别加９５％乙醇２８ｍＬ，于 ５～
１０℃下放置１２ｈ后，１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液，按“２１２”项下色谱条件进样分析。

#

　结果与讨论

３１　色谱条件的确定
本研究首先沿用了本课题组前期试验用于

定性分析的色谱条件［４］，对 ＺＺＤＨＤ中的 ９种特
征成分进行分离测定。在该 ＨＰＬＣＵＶ条件下，
如图１所示，栀子苷、柚皮苷、橙皮苷及新橙皮苷
峰形良好（峰１～４），并与其共存成分均能达到基
线分离。

同时，ＺＺＤＨＤ中芦荟大黄素、大黄酸、大黄
素、大黄酚与大黄素甲醚含量较低，色谱峰面积

偏小（峰５～９），尤其是芦荟大黄素（峰５）和大黄
素甲醚（峰 ９），难以进行准确积分，定量分析的
误差较大。因此，本试验根据蒽醌类物质的荧光

特性，建立 ＨＰＬＣＦＬＤ方法，针对 ＺＺＤＨＤ中的芦
荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大黄素甲醚

进行定量测定，以提高检测的灵敏度和准确性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣＵＶｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＺｈｉＺｉＤａＨｕａｎｇｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
（ＺＺＤＨＤ）
１：Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ；２：Ｎａｒｉｎｇｉｎ；３：Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；４：Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；５：Ａｌｏｅ
ｅｍｏｄｉｎ；６：Ｒｈｅｉｎ；７：Ｅｍｏｄｉｎ；８：Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ；９：Ｐｈｙｓｃｉｏｎ

为确定适宜的荧光检测波长，试验中对５种
蒽醌对照品的吸收光谱和荧光光谱进行了扫描，

并且以各成分出峰时相近似的流动相组成溶剂。

在扫描过程中发现，芦荟大黄素、大黄酸、大黄酚

的最大激发波长为４３０ｎｍ，与它们紫外可见吸收
峰带的波长一致。而大黄素、大黄素甲醚紫外可

见吸收峰的波长约为４４０ｎｍ，与其荧光最大激发
波长４５５ｎｍ有明显差异。究其原因，发现空白溶
剂具有拉曼散射光，其波长仅会随着激发／发射波
长的增减而增减；当溶剂的拉曼光与样品的光谱曲

线叠加后，样品的激发／发射峰可能会受到干扰，导

致大黄素（以图２为例）和大黄素甲醚的表观最大
激发波长发生改变。而５种成分的荧光峰都位于
５２５ｎｍ附近，在５２５ｎｍ左右有较大荧光强度且强
度值变化平缓。因此，最终选择激发／发射波长为
４３０ｎｍ／５２５ｎｍ，使样品的光谱曲线在这两个波长
处均能够避开溶剂的拉曼干扰，确保样品定量测定

的准确性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍ（ｄａｓｈｌｉｎｅ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ
（ｓｏｌｉｄｌｉｎｅ）ｏｆｅｍｏｄｉｎ（０９６μｇ／ｍＬ）ａｎｄｉｔｓｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ（ｍｅｔｈａ
ｎｏｌ０２％ＨＯＡｃ，９５∶５），Ｅｘ／Ｅｍ＝４３０ｎｍ／５２５ｎｍ

同时，试验考察了不同酸度（水相乙酸浓度分

别为０１％，０２％，１％）的溶剂对５种蒽醌类成分
荧光光谱的影响。结果发现，所考察的酸度条件仅

对大黄酸的荧光响应有一定影响，其荧光强度会随

着溶剂乙酸浓度的减小而增加。因为当溶剂的酸

度减小，大黄酸羧基质子解离作用增加，羧酸根电

子与芳环共轭作用增强，使荧光强度增大。另外，

试验考察了水相酸度（乙酸浓度分别为 ００５％、
０１％、０２％、１％）对５种蒽醌色谱保留行为的影
响。结果仅大黄酸的保留时间受乙酸浓度的影响。

根据 ５种成分的分离度和水相的 ｐＨ，选择了
０２％乙酸（ｐＨ３１）为水相。

在最终确立的 ＨＰＬＣＦＬＤ条件下，如图 ３所
示，芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大黄素

甲醚均达到基线分离（峰５～９），且峰形尖锐，易于
准确定量。同时，阴性样品（组方中除去大黄外其

他３味药材，按“２３”项下方法制备供试液）中在
与对照品相同保留时间处没有检出色谱峰，证明其

他组分不干扰蒽醌类成分的测定。

３２　方法学考察
３２１　重复性　按“２３”项下平行制备的 ６份
ＺＺＤＨＤ，样品预处理后，按照“２１”项下色谱条件
进行分析，记录 ９种指标成分的峰面积值，计算

３３５
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ＲＳＤ均小于３％，表明方法重复性良好。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣＦＬＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓ（Ａ），ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆＺＺＤＨＤ（Ｂ）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ（Ｃ）
５：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ；６：Ｒｈｅｉｎ；７：Ｅｍｏｄｉｎ；８：Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ；９：Ｐｈｙｓｃｉｏｎ

３２２　稳定性　取同一ＺＺＤＨＤ样品预处理后，按
照“２１”项下色谱条件，置４℃进样器中，于０，４，
８，１６，２４ｈ进样分析，记录９种指标成分的峰面积，
计算ＲＳＤ均小于２５％，表明供试品溶液在４℃进
样器中放置２４ｈ基本稳定。
３２３　线性范围　取“２２”项下配制的系列混合

标准溶液，按照“２１”项下色谱条件进样测定，记
录色谱峰面积（Ａ）。以峰面积（Ａ）对质量浓度（ｃ，
μｇ／ｍＬ）进行线性回归，结果如表１所示，在测定范
围内９种成分的质量浓度与峰面积均呈良好的线
性关系（ｒ＞０９９９２）。

Ｔａｂｌｅ１　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅ９ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆＺＺＤＨＤ

Ｃｏｍｐｄ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（μｇ／ｍＬ）
Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ Ａ＝１６０６×１０４ｃ－４８０３×１０４ ０９９９６ ９２８５８０
Ｎａｒｉｎｇｉｎ Ａ＝８５６７×１０３ｃ＋７２４５×１０４ ０９９９７ ２０９１１３０７
Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ Ａ＝８７５１×１０３ｃ＋４９６３×１０４ ０９９９２ ８３７５２３
Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ Ａ＝９１３４×１０３ｃ＋６０３１×１０４ ０９９９７ １２９９８１２
Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ Ａ＝１７７６×１０６ｃ－１１５３×１０４ ０９９９９ ０１５２３２
Ｒｈｅｉｎ Ａ＝９２９５×１０５ｃ＋１１０１×１０４ ０９９９８ ０３９６２１
Ｅｍｏｄｉｎ Ａ＝６５１３×１０５ｃ－４７００×１０３ ０９９９９ ０２５４０５
Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ Ａ＝２４４２×１０６ｃＣ－２３４５×１０４ ０９９９９ ０２１３３９
Ｐｈｙｓｃｉｏｎ Ａ＝４４９３×１０６ｃ＋１１７９×１０５ ０９９９７ ０１２１８７

３２４　精密度　按“２２”项下方法配制中浓度的
混合标准溶液，分别按照“２１”项下色谱条件，同
一批内各连续测定６份，计算批内精密度，结果显
示各成分峰面积的ＲＳＤ均小于１５％；连续３ｄ分
别平行制备上述混合标准溶液，进样测定，计算批

间精密度，结果显示各成分峰面积的 ＲＳＤ均小于
２５％，表明该方法精密度良好。
３２５　加样回收率　取已测知 ９种指标成分含
量的 ＺＺＤＨＤ６份，分别准确加入各组分对照品适
量，使各对照品的加入量约为样品中相应成分含

量的１００％，按“２３”项下方法分别制备供试品
溶液，并按“２１”项下色谱条件进样分析，计算各
成分含量和加样回收率。结果得 ９种成分的加
样回收率均在 ９８％ ～１０５％之间，ＲＳＤ均小于
５％，表明 ＺＺＤＨＤ基质对９种指标成分的测定无

显著影响。

３３　样品分析
按“２３”项下制备的全方、各药对及单味药材

水煎液，样品预处理后，分别按照“２１”项下色谱
条件进行分析，记录色谱图，并代入相应的线性回

归方程计算样品含量。

表２和表３给出了各单味药材水煎剂、全方及
４种药对水煎液中９种指标成分的含量测定结果，
按公式计算：含量 ＝检测浓度／各单味药材的生药
浓度×１００％。以各单味药材中各组分含量为基
准，按公式：含量变化（％）＝│药对或全方水煎液
中指标成分含量－单味药材水煎液中相应指标成
分含量│／单味药材中相应指标成分含量×１００，计
算各组分的溶出变化，以此来表征配伍对各组分溶

出的影响。

４３５
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Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｏｕｒｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｃｏｃｔｉｏｎｓ（ｎ＝２）

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｔｅｎｔ／％（ｃｈａｎｇｅ，％）

Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ Ｎａｒｉｎｇｉｎ Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ Ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ
ＺＺ ４０６
ＺＳ ７６６ １７４ ３９８
ＺＺＤＨＤ ４５５（↑１２００） ８５３（↑１１３６） １９６（↑１２６４） ４９１（↑２３３７）
ＺＺＤＨ ２９４（↓２７７１）
ＺＺＺＳ ３７３（↓８１０） ９３３（↑２１８０） １２０（↓３１０３） ２６４（↓３３６７）
ＺＺＤＤＣ ４０１（↓１１３）
ＺＳＤＨ ７７７（↑１４４） １７２（↓１１５） ３４６（↓１３０７）

ＺＺ：ＤｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆＧａｒｄｅｎｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ（ＺｈｉＺｉ）；ＺＳ：ＤｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆＡｕｒａｎｔｉｉＦｒｕｃｔｕｓＩｍｍａｔｕｒｕｓ（ＺｈｉＳｈｉ）；ＺＺＤＨ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆ（ＺｈｉＺｉ）ａｎｄＲｈｅｉＲａｄｉｘ
ｅｔＲｈｉｚｏｍａ（ＤａＨｕａｎｇ）；ＺＺＺＳ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆ（ＺｈｉＺｉ）ａｎｄ（ＺｈｉＳｈｉ）；ＺＺＤＤＣ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆ（ＺｈｉＺｉ）ａｎｄＳｏｊａｅＳｅｍｅｎＰｒａｅｐａｒａｔｕｍ（ＤａｎＤｏｕ
Ｃｈｉ）；ＺＳＤＨ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆ（ＺｈｉＳｈｉ）ａｎｄ（ＤａＨｕａｎｇ）

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｉｖｅａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｃｏｃｔｉｏｎｓ（ｎ＝２）

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｔｅｎｔ／％（ｃｈａｎｇｅ，％）

Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ Ｒｈｅｉｎ Ｅｍｏｄｉｎ Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ Ｐｈｙｓｃｉｏｎ
ＤＨ ００９０ ０４３ ０２９ ０２３ ００８５
ＺＺＤＨＤ ００７６（↓１５５６） ０５７（↑３２５６） ００９４（↓６７５９） ０１４（↓３９１３） ００５１（↓４０００）
ＺＺＤＨ ００９９（↑１０００） ０５３（↑２３２６） ０２２（↓２４１４） ０１４（↓３９１３） ００５４（↓３６４７）
ＺＳＤＨ ０１２（↑３３３３） ０６６（↑５３４９） ０３１（↑６９０） ０２３（↓０００） ００９５（↑１１７６）

ＤＨ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆ（ＤａＨｕａｎｇ）

　　中药水煎液是中医用药的主要方式，汤剂的煎
煮过程主要是有效成分的溶出及其可能发生化学

反应的过程。在本研究采用的检测条件下，不同组

方的药材用量及水煎液最终的体积均相同，比较不

同配伍组的色谱图，没有新的色谱峰出现，但一些

指标成分的量发生了变化。ＺＺＤＨＤ全方合煎能增
加栀子苷、柚皮苷、橙皮苷及新橙皮苷的溶出，体现

了全方配伍的合理性，能够为 ＺＺＤＨＤ提供有利的
物质基础。ＺＺＤＨＤ、ＺＺＤＨ和 ＺＳＤＨ中大黄酸的
溶出量均大于ＤＨ，说明以上配伍有利于大黄酸的
溶出。ＺＳＤＨ配伍增加了芦荟大黄素、大黄酸、大
黄素及大黄素甲醚的溶出，使蒽醌类成分的溶出基

本呈增加趋势，这可能是由于 ＺＳ中存在的生物碱
类成分对蒽醌的增溶作用。ＺＺＤＨＤ中虽然也有含
有ＺＳ的生物碱成分，却没有增加芦荟大黄素、大黄
素及大黄素甲醚的溶出，体现了复方煎煮过程中成

分溶出环境的复杂性。这些现象可为栀子大黄汤

配伍机制的探讨提供帮助。
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