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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定舒肝利胆丸中甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、 槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 的含量。 方法　
分析采用 Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｓｈｉｅｌｄ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２０ ℃； 检测波长 ２１０、 ２３７、 ２８３、 ３３０、 ３６８ ｎｍ。 结果　 甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、 槲皮素、 柴

胡皂苷 ａ 在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９９ ５）， 平均加样回收率 ９８􀆰 ４１％ ～ １０２􀆰 ４２％ ， ＲＳＤ １􀆰 ７８～ ２􀆰 ８１％ 。 结论　
该方法准确、 稳定、 快速， 可用于舒肝利胆丸的质量控制。
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　 　 舒肝利胆方由醋柴胡、 金钱草、 白豆蔻、 荆芥、 生白

芍、 郁金、 天花粉、 麸炒枳壳、 紫苏子、 白芥子、 炙甘草、
干姜、 大枣等药味组成， 诸药合用共奏疏肝利胆、 清热祛

湿， 理气止痛之功， 主要用于慢性胆囊炎的治疗。 前期为

方便患者服用， 在保留原物质的基础上拟将其开发为舒肝

利胆浓缩丸。
现代药理研究证实， 胆囊炎的发病机理与炎症反应、

代谢紊乱、 胆汁滞留等相关［１］ 。 柴胡中柴胡皂苷具有抗

炎， 促进胆汁酸排泄的作用［２］ ， 为疏肝利胆药效活性部

位。 金钱草黄酮类成分具有降低胆汁黏度， 促进胆汁流动

的作用［３］ 。 紫苏子水溶性酚酸类成分迷迭香酸具有保肝的

药理活性［４］ 。 甘草中甘草苷、 枳壳中橙皮苷通过发挥保

肝、 抗炎、 调节代谢等作用［５⁃９］ ， 达到治疗胆囊炎目的。 该

方在我院以协定处方应用多年， 但尚无舒肝利胆方及其制

剂的质量控制报道， 也未见同时测定柴胡皂苷 ａ、 槲皮素、
迷迭香酸、 橙皮苷、 甘草苷含量的研究。 因此， 本实验建

立 ＨＰＬＣ 法同时测定上述 ５ 种有效成分的含量， 为全面控

制舒肝利胆丸质量提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＰＥＡ１０ 型高效液相色谱仪 （美国珀金埃尔默

仪器公司）； ＨＳ６１５０ 数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器

有限公司）； ＬＸ 系列电子分析天平 （瑞士普利赛斯公司）；
ＨＷＳ２６ 型电热恒温水浴锅 （郑州长城科工贸有限公司）。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 舒 肝 利 胆 丸 （ 中 试 产 品， 批 号

２０２１０７０１、 ２０２１０８０２、 ２０２１０８０３） 为甘肃省中医院自制。
甘草苷 （批号 １１１６１０⁃２０１６０７， 纯度 ９８％ ）、 橙皮苷 （批号

１１０７２１⁃２０１８１８， 纯 度 ９８％ ）、 迷 迭 香 酸 （ 批 号 １１１８７１⁃
２０１７０６， 纯度 ９８％ ）、 槲皮素 （批号 １０００８１⁃２０１６１０， 纯度

９８％ ）、 柴胡皂苷 ａ （批号 ２０７３６⁃０９⁃８， 纯度 ９８％ ） 对照品

均购自中国食品药品检定研究院。 甲醇、 乙腈 （色谱纯，
山东禹王集团化工分公司）； 甲醇 （分析纯， 天津市博迪

化工有限公司）； 磷酸 （色谱纯， 天津大茂化学试剂厂）；
水为实验室自制。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取对照品甘草苷 ２１􀆰 ６０ ｍｇ、 橙

皮苷 ２０􀆰 ５０ ｍｇ、 迷迭香酸 ４１􀆰 ２０ ｍｇ、 槲皮素 ０􀆰 ８０ ｍｇ、 柴

胡皂苷 ａ ２１􀆰 ２０ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻度，
摇匀， 得质量浓度分别为甘草苷 ２􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ、 橙皮苷 ２􀆰 ０５
ｍｇ ／ ｍＬ、 迷迭香酸 ４􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ、 槲皮素 ０􀆰 ０８ ｍｇ ／ ｍＬ、 柴胡

皂苷 ａ ２􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得， ４ ℃保存备用。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备　 将舒肝利胆丸置于研钵中， 研成

细粉 状， 取 ２􀆰 ０ ｇ， 加 甲 醇 ２０ ｍＬ， 称 定 质 量， 超 声

（３００ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ） 提取 ４０ ｍｉｎ， 室温下放置 ２０ ｍｉｎ， 甲醇

补足减失的质量， 摇匀， ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤， 取续滤液，
即得［１０］ 。
２􀆰 １􀆰 ３　 阴性样品溶液制备　 按处方配比和生产工艺， 分别

制备缺醋柴胡、 缺金钱草、 缺枳壳、 缺紫苏子、 缺甘草的

阴性样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ２　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｓｈｉｅｌｄ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５􀆰 ０ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ），
梯度洗脱 （０～ １２ ｍｉｎ， １７％ Ａ； １２ ～ １８ ｍｉｎ， １７％ ～ ２２％ Ａ；
１８～２４ ｍｉｎ， ２２％ ～ ３０％ Ａ； ２４～ ３２ ｍｉｎ， ３０％ ～ ３８％ Ａ； ３２～
４５ ｍｉｎ， ３８％ ～８０％ Ａ； ４５～ ５５ ｍｉｎ， ８０％ ～ １７％ Ａ）； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２０ ℃ ； 检测波长 ０ ～ １８ ｍｉｎ ２３７ ｎｍ
（甘草苷）， １８ ～ ２４ ｍｉｎ ２８３ ｎｍ （橙皮苷）， ２４ ～ ２８ ｍｉｎ
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３３０ ｎｍ （迷迭香酸）， ２８ ～ ３５ ｍｉｎ ３６８ ｎｍ （槲皮素）， ３５ ～
５５ ｍｉｎ ２１０ ｎｍ （柴胡皂苷 ａ）； 进样量 １０ μＬ［１１⁃１３］ 。
２􀆰 ３　 系统适用性考察和专属性试验　 精密吸取对照品、 供

试品、 阴性样品溶液适量， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样

测定。 结果， 供试品溶液中甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、
槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 保留时间与对照品溶液中一致， 与相

邻色谱峰分离度大于 １􀆰 ５， 阴性无干扰， 理论塔板数以甘

草苷计不低于 ４ ０００， 见图 １。

１． 甘草苷 ２． 橙皮苷 ３． 迷迭香酸 ４． 槲皮素 ５． 柴胡皂苷 ａ
注： Ａ 为对照品， Ｂ 为供试品， Ｃ～Ｇ 分别为缺甘草、 缺枳壳、 缺紫苏子、 缺金钱草、 缺醋柴胡阴性样品。

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品适量，
甲醇逐级稀释成系列质量浓度， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进

样测定。 以对照品峰面积 （Ｙ） 对其质量浓度 （Ｘ） 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

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
甘草苷 Ｙ＝ ３ ６１６Ｘ－４ １０６􀆰 ９ ０􀆰 ９９９ ５ １０􀆰 ８～１０８
橙皮苷 Ｙ＝ ４ ３０６􀆰 ８Ｘ－７ ７１５ ０􀆰 ９９９ ８ ４１～４１０

迷迭香酸 Ｙ＝ ５ ８１８􀆰 ７Ｘ＋２ ９３３ ０􀆰 ９９９ ７ １６􀆰 ４６～１６４􀆰 ６
槲皮素 Ｙ＝ ２５ ５１２Ｘ－３８６􀆰 ３３ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 ０７５～０􀆰 ７５

柴胡皂苷 ａ Ｙ＝ ４ ８２２􀆰 ４Ｘ－３ ８７３􀆰 ３ ０􀆰 ９９９ ８ ４２􀆰 ４～４２４

２􀆰 ５　 精密度试验 　 取对照品溶液适量， 在 “２􀆰 ２” 项色谱

条件下进样测定 ６ 次， 测得甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、
槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ０２％ 、 ０􀆰 ８５％ 、
０􀆰 ６２％ 、 ０􀆰 ９３％ 、 １􀆰 １６％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ６　 稳定性试验　 取供试品溶液 （批号 ２０２１０７０１） 适量，
于 ０、 ４、 ８、 １２、 １８、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测

定， 测得甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、 槲皮素、 柴胡皂苷 ａ
峰面 积 ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ８５％ 、 ０􀆰 ９５％ 、 １􀆰 １７％ 、 ０􀆰 ９３％ 、
１􀆰 １６％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好［１４］ 。

２􀆰 ７　 重复性试验 　 取本品 （批号 ２０２１０７０１） 适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项

色谱条件下进样测定， 测得甘草苷、 橙皮苷、 迷迭香酸、
槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７３％ 、 １􀆰 ２５％ 、
１􀆰 １７％ 、 １􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ４４％ ， 表明该方法重复性良好［１３⁃１５］ 。
２􀆰 ８　 加样回收率试验 　 精密称取本品 （批号 ２０２１０７０１）
１􀆰 ０ ｇ， 精密加入对照品溶液 （未稀释） 适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ２”
项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件

下进样测定， 计算回收率。 结果， 甘草苷、 橙皮苷、 迷迭

香酸、 槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 的平均加样回收率分别为

１００􀆰 ４２％ ， ９９􀆰 ９４％ ， １００􀆰 ５４％ ， １０２􀆰 ２２％ ， ９８􀆰 ４１％ ， ＲＳＤ
分别为 ２􀆰 ５９％ 、 １􀆰 ７８％ 、 ２􀆰 １１％ 、 ２􀆰 ８１％ 、 ２􀆰 ６２％ 。
２􀆰 ９　 样品测定　 取 ３ 批样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算含

量， 结果见表 ２。
３　 讨论

３􀆰 １　 检测波长选择　 采用 Ａ１０ ＰＡＤ 检测器， 对甘草苷、 橙

皮苷、 迷迭香酸、 槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 进行波长扫描， 发

现最大吸收波长分别为 ２３７、 ２８３、 ３３０、 ３６８、 ２１０ ｎｍ。 比

较不同波长下色谱图， 发现杂质对所测成分的干扰较少，
０５５
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　 　 　 　 　表 ２　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
批号 甘草苷 橙皮苷 迷迭香酸 槲皮素 柴胡皂苷 ａ

２０２１０７０１ ０􀆰 ２６５ ９ ２􀆰 ７９４ ３ ０􀆰 ２７７ ２ ０􀆰 ００１ ３ １􀆰 ８８９ ４
２０２１０８０２ ０􀆰 ２８６ ３ ２􀆰 ６４５ ８ ０􀆰 ２６４ ５ ０􀆰 ００１ ３ １􀆰 ９６７ ２
２０２１０８０３ ０􀆰 ２７４ １ ２􀆰 ７８５ ８ ０􀆰 ２６６ ０ ０􀆰 ００１ ２ ２􀆰 ００９ ０
平均值 ０􀆰 ２７５ ４ ２􀆰 ７４２ ０ ０􀆰 ２６９ ２ ０􀆰 ００１ ３ １􀆰 ９５５ ２
ＲＳＤ ／ ％ ３􀆰 ７３ ３􀆰 ０４ ２􀆰 ５７ ２􀆰 ２４ ３􀆰 １０

并且较易检出。 为提高分离度， 结合所测成分出峰时间，
确定波长切换方式为 ０ ～ １８ ｍｉｎ ２３７ ｎｍ （甘草苷）， １８ ～ ２４
ｍｉｎ ２８３ ｎｍ （橙皮苷）， ２４ ～ ２８ ｍｉｎ ３３０ ｎｍ （迷迭香酸），
２８～３５ ｍｉｎ ３６８ ｎｍ （槲皮素）， ３５～ ５５ ｍｉｎ ２１０ ｎｍ （柴胡皂

苷 ａ） ［１６⁃１７］ 。
３􀆰 ２　 流动相、 色谱柱选择　 本实验考察了甲醇、 乙腈分别

与不同体积分数的磷酸、 甲酸、 醋酸溶液组成的流动相，
发现乙腈作为有机相时基线较平稳， 进一步筛选乙腈与不

同浓度磷酸、 甲酸、 醋酸组成的流动相， 发现迷迭香酸在

磷酸系统下峰对称性优于甲酸、 醋酸系统， 因此选择乙腈⁃
０􀆰 １％ 磷酸作为流动相， 并分别比较 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８、 Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８、
Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ 色 谱 柱， 发 现 ３ 种 色 谱 柱 均 可 用 于 含 量

测定［１８⁃２４］ 。
３􀆰 ３　 提取方法选择　 本实验考察了回流， 超声， 浸渍提取

方式对 ５ 种有效成分提取率的影响， 发现浸渍提取方式提

取率低、 耗时长， 回流、 超声提取对 ５ 种成分提取率影响

较小， 但后者操作简便， 故选用超声提取［２５⁃２７］ 。 分别比较

超声提取 ２０、 ４０、 ６０ ｍｉｎ 对 ５ 种成分的影响， 发现 ４０、 ６０
ｍｉｎ 对提取率影响不大， 因此选择 ４０ ｍｉｎ 作为提取时间。
４　 结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定甘草苷、 橙皮苷、 迷迭

香酸、 槲皮素、 柴胡皂苷 ａ 的含量， 该方法操作简单、 重

复性好， 可用于舒肝利胆丸的质量控制， 同时也为其他医

院制剂质量控制提升提供参考。
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