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摘要  目的: 建立同时测定升阳散火汤中葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素 5种活性成分含量的 RP- H PLC

法。方法: 采用 D iam onsil C
18
( 200 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为甲醇 - 4% 醋酸水溶液, 梯度洗脱; 流速 1. 0 mL#

m in- 1; 紫外检测波长 310 nm; 柱温 35 e 。结果:葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素线性范围分别为 15. 6 ~

156Lg# mL- 1 ( r= 0. 9995) , 0. 660~ 6. 60 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9997), 8. 96~ 89. 6Lg# mL- 1 ( r= 0. 9995), 6. 30~ 63. 0 Lg# mL- 1

( r= 0. 9993), 1. 32~ 13. 2 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9996);方法平均回收率 ( n = 9)分别为 99. 7% , 100. 6% , 100. 2% , 100. 6% , 99. 8%。

结论: 本法简便、准确, 重复性好,可为升阳散火汤质量评价提供依据。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of puerarin, ferulic acid,

isoferulic acid, osthol and isoimperatorin in Shengyang

Sanhuo powdered extract

L I J ing, JIN Y ,i CU I Yu- qin, MEN Jin- yu, ZHAO Huai- q ing
*

( Shenyang Pharm aceut icalU n ivers ity, Shenyang 110016, C h ina)

Abstract Objective: To deve lop anRP- HPLC method fo r the simu ltaneous determ ination of 5 components( puer-

arin, ferulic acid, iso ferulic ac id, ostho l and iso imperatorin) in Shengyang Sanhuo powdered ex trac.t M ethods: An

RP- HPLC method w as applied w ith D iamonsil C18 co lumn( 200 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm ) by g radient elution using

methano l- 4% acetic ac id w ater so lu tion as the mob ile phase at a flow rate of 1. 0 mL# m in
- 1
. TheUV detection

w ave leng th w as set at 310 nm and the column temperaturew as 35 e . Results: The linear ranges of puerarin, ferulic

acid, isoferu lic ac id, ostho l and iso imperatorin were 15. 6- 156 Lg# mL
- 1

( r= 0. 9995), 0. 660- 6. 60 Lg# mL
- 1

( r= 0. 9997) , 8. 96- 89. 6 Lg# mL
- 1

( r= 0. 9995) , 6. 30- 63. 0 Lg# mL
- 1

( r= 0. 9993) , 1. 32- 13. 2 Lg#
mL

- 1
( r= 0. 9996) , respective ly; The average recoveries( n = 9) o f puerarin, feru lic ac id, isoferu lic acid, ostho l and

iso imperatorin w ere 99. 7% , 100. 6%, 100. 2%, 100. 6% , 99. 8%, respective ly. Conclusion: Th is m ethod is sui-t

able to contro l the qua lity of Shengyang Sanhuo powdered extrac,t wh ich prov ides the advantages o f simplic ity, accu-

racy and reproduction.

K ey words: Shengyang Sanhuo powdered extrac;t puerarin; feru lic acid; iso feru lic acid; ostho;l isoimperatorin; RP-

HPLC

升阳散火汤是李东垣 5脾胃论 6中收载的名方,

本方由柴胡、升麻、葛根、羌活、防风、独活、炙甘草、

甘草、人参、白芍共 10味药材组成, 具有升脾胃阳

气、散中焦郁火的作用
[ 1]

, 现代医家经加减用于牙

痛、眼睛充血
[ 2]
、慢性咽炎、慢性口腔溃疡

[ 3]
、慢性

扁桃体炎
[ 4]
等症的治疗。处方中葛根、升麻、羌活、

独活同为臣药
[ 1]
。据研究表明

[ 5]
, 葛根具有调节心

脏功能、扩管降压的作用, 升麻具有解热镇痛、抗炎

镇静的作用,羌活具有解热镇痛、抗炎的作用, 独活

具有抗炎镇痛、抗血栓、抗凝血的作用。其中葛根的
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活性成分为葛根素,羌活的活性成分为阿魏酸、异欧

前胡素,升麻的活性成分为阿魏酸和异阿魏酸,独活

的活性成分为蛇床子素。为全面控制升阳散火汤的

质量, 本文建立了同时测定升阳散火汤中葛根素、阿

魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素 5种活性成

分含量的 RP- HPLC法。

1 仪器与试药

LC- 10AT型高效液相色谱仪 (日本 Shim adzu

公司 ), SPD- 10A型紫外检测器 (日本 Sh imadzu公

司 ) , Anastar色谱工作站 (美国 Suntek Sc ience公

司 ) , BS- 124S电子分析天平 (北京 Sartorius仪器系

统有限公司 ) , RE52CS- 1旋转蒸发仪 (上海亚荣生

化仪器厂 ), TN - 100B型托盘式扭力天平 (上海第

二天平仪器厂 ), KQ - 50B型超声波清洗器 (昆山市

超声仪器有限公司 )。

对照品葛根素 (批号 110752- 200511)、异阿魏

酸 (批号 111698- 200602)、蛇床子素 (批号 110822

- 200406)、异欧前胡素 (批号 110827 - 200407)均

由中国药品生物制品检定所提供, 阿魏酸 (批号

357835 /1, 纯度 99. 0% )购自 S igma A ldrich试剂公

司;饮片柴胡、升麻、葛根、羌活、防风、独活、炙甘草、

甘草、人参、白芍购自沈阳成大方圆大药房, 经沈阳

药科大学生药教研室孙启时教授鉴定为正品; 升阳

散火汤浸膏粉 (本实验室自制 ) ; 甲醇为色谱纯; 水

为二次重蒸水,自制; 其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2. 1 溶液的制备

2. 1. 1 对照品溶液  分别称取对照品葛根素、阿魏

酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素适量, 精密称

定,置 25 mL量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至刻度,摇

匀,制得浓度分别为 1220, 660, 700, 350, 220 Lg#

mL
- 1
的对照品储备液 Ñ , Ò, Ó, Ô, Õ。精密量取

上述对照品储备液Ñ 3. 20mL, Ò 0. 25mL, Ó 3. 20

mL, Ô 4. 50mL, Õ 1. 50mL,置 25mL量瓶中,以甲

醇稀释至刻度, 摇匀, 即得混合对照品储备液 (每

1 mL含葛根素 156 Lg、阿魏酸 6. 60 Lg、异阿魏酸

89. 6 Lg、蛇床子素 63. 0 Lg和异欧前胡素 13. 2

Lg )。精密量取对照品储备液 Ò 1. 3 mL置 10 mL

量瓶中, 以甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得 85. 8 Lg#

mL
- 1
阿魏酸对照品溶液。精密量取对照品储备液

Õ 4. 5mL置 10 mL量瓶中, 以甲醇稀释至刻度,摇

匀,即得 99 Lg# mL
- 1
异欧前胡素对照品溶液。以

上溶液于 4 e 冰箱避光保存,备用。

2. 1. 2 升阳散火汤浸膏粉  按处方比例精密称取

饮片 (柴胡 4. 8 g, 升麻 3 g,葛根 3 g, 羌活 3 g,防风

1. 5 g,独活 3 g,炙甘草 1. 8 g,甘草 1. 2 g,人参 3 g,

白芍 3 g) , 置圆底烧瓶中, 加入 14倍水煎煮 160

m in, 煎煮液加入乙醇调醇浓度至 75%, 醇沉 24 h,

过滤,滤液减压回收溶剂, 45 e 干燥至恒重, 得到升

阳散火汤浸膏粉, 自制 3批样品, 编号 1, 2, 3, 避光

保存。

2. 1. 3 供试品溶液  取升阳散火汤浸膏粉约 1 g,

精密称定,置具塞锥形瓶中,精密加入 50%甲醇溶

液 30mL,超声 ( 400W, 32 kH z) 30m in, 过滤, 残渣

用适量的 50%甲醇洗涤 3次,合并滤液与洗液, 旋

转蒸干, 残渣加蒸馏水 20 mL使溶解,水溶液用乙

醚萃取 3次,每次 60 mL, 合并乙醚液,减压回收溶

剂至干, 残渣用甲醇溶解, 转移至 25 mL量瓶中,

加甲醇至刻度, 摇匀, 过 0. 45 Lm微孔滤膜, 取续

滤液, 即得。所得溶液于 4 e 冰箱避光保存, 备

用。

2. 1. 4 阴性样品溶液  由于阿魏酸为羌活和升麻

的共有成分,异欧前胡素为羌活和独活的共有成分,

故在实验过程中又制备了羌活、升麻和羌活、独活 2

个双阴性样品。按处方比例分别称取缺葛根, 缺升

麻, 缺独活,缺羌活、升麻,缺羌活、独活的其余药味,

按制备工艺制成相应的阴性样品, 按 / 2. 1. 30项下

方法操作,分别制成阴性样品溶液,所得阴性样品溶

液于 4 e 冰箱避光保存, 备用。

2. 2 色谱条件  色谱柱: D iamonsil C18 ( 200 mm @
4. 6 mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 ( A ) - 4%醋酸水溶

液 ( B ), 二元线性梯度洗脱 [ 0 ~ 10 m in, A -

B( 14B86) y A - B ( 28 B72 ); 10 ~ 20 m in, A -

B( 28B72) y A - B ( 22 B78 ); 20 ~ 28 m in, A -

B( 22B78) y A - B( 30B70) ; 28 ~ 30 m in, A -

B( 30B70) y A - B ( 80B20) ; 30 ~ 34. 2 m in, A - B

( 80B20 ); 34. 2 ~ 36 m in, A - B ( 80B20) y A -

B( 50B50) ; 36 ~ 42 m in, A - B ( 50B50) y A -

B( 58B42) ] ,流速 1. 0 mL # m in
- 1
; 检测波长 310

nm;柱温 35 e ;进样量 20 LL。

2. 3 系统适用性  在上述色谱条件下葛根素、阿
魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素色谱峰与相

邻峰的分离度均大于 1. 5, 理论塔板数按葛根素、阿

魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素峰计算均不

低于 8000,五组分色谱峰对称因子均在 0. 95~ 1. 05

之间,样品中其他成分对葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、

蛇床子素和异欧前胡素的测定无干扰。结果见

图 1。
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图 1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s

A.对照品 ( referen ce sub stances)  B.样品 ( sam ple)  C.缺独活样品 ( n egat ive sam p le w ith outR ad ix Angelicae Pubescen tis)  D.缺葛根样品 ( nega-

tive samp lew ithoutRadix Puerariae Lob atae)  E.缺升麻样品 ( negative sam ple w ithoutRh izoma C im icifugae)  F.缺羌活、升麻样品 ( negative sam ple

w ithou tRh izom a C im icifugae, and Rh izom a et Rad ix Notop terygii)  G.缺羌活、独活样品 ( negative sam p le w ithout Rh izom a etR ad ix Notop terygi,i and

Radix Angelicae Pubescent is)

1.葛根素 ( pu erarin )  2. 阿魏酸 ( ferul ic acid )  3. 异阿魏酸 ( isoferu lic acid )  4. 蛇床子素 ( ostho l)  5. 异欧前胡素 ( isoim peratorin )  

6.溶剂 ( solvent)

2. 4 线性关系  精密量取混合对照品储备液 1, 2,

4, 6, 8 mL, 分别置 10 mL量瓶中,用甲醇稀释至刻

度,摇匀,制成系列浓度的混合对照品溶液, 于 4 e

冰箱避光保存, 备用。分别精密吸取上述混合对照

品溶液及混合对照品储备液各 20 LL, 按上述色谱

条件进样分析,记录色谱峰面积。以对照品浓度 X

( Lg# mL
- 1

)为横坐标, 色谱峰面积 Y为纵坐标, 绘

制标准曲线并进行线性回归计算。求得葛根素、阿

魏酸、异阿魏酸、蛇床子素、异欧前胡素回归方程 ( n

= 6)分别为:
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Y= 1. 000 @ 10
7
X - 7. 546 @ 10

3   r= 0. 9995

Y= 4. 000 @ 10
7
X - 4. 493 @ 10

3
r= 0. 9997

Y= 4. 000 @ 10
7
X + 9. 229 @ 10

3
r= 0. 9995

Y= 3. 000 @ 10
7
X - 9. 124 @ 10

3 
r= 0. 9993

Y= 2. 000 @ 10
7
X + 3. 294 @ 10

3 
r= 0. 9996

结果表明葛根素浓度在 15. 6~ 156 Lg# mL
- 1
, 阿魏

酸浓度在 0. 66~ 6. 60 Lg# mL
- 1
, 异阿魏酸浓度在

8. 96~ 89. 6 Lg# mL
- 1
, 蛇床子素浓度在 6. 30 ~

6310 Lg# mL
- 1
,异欧前胡素浓度在 1. 32~ 13. 2 Lg

# mL
- 1
范围内与峰面积具有良好的线性关系。

215 精密度试验  取 / 2. 40项下制备的混合对照品溶

液 (葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素

的浓度分别为 62. 4, 2. 64, 35. 8, 25. 2, 5. 28 Lg# mL
- 1

),

在上述色谱条件下重复进样 6次,计算葛根素、阿魏

酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素峰面积的 RSD

(n = 6)分别为 1. 0%, 1. 3%, 0. 92%, 1. 1%, 0. 49%。

2. 6 重复性试验  取编号 1的样品, 按 / 2. 1. 30项

下方法操作,平行制备供试品溶液 6份,在上述色谱

条件下进行分析。结果葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、

蛇床子素和异欧前胡素的平均含量 ( n = 6)分别为

2. 92, 0. 0696, 1. 16, 0. 286, 0. 0792 mg# g
- 1
; RSD分

别为 0. 3%, 1. 4% , 0. 4% , 0. 3%, 0. 8%。

2. 7 稳定性试验  取同一份样品 (编号 1)的供试

品溶液,避光放置, 分别在 0, 4, 8, 12, 24 h进样分析。

结果葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡

素峰面积的 RSD分别为 1. 1%, 0. 9%, 0. 8%, 1. 5%,

1. 0%。表明供试品溶液避光放置 24 h内稳定。

2. 8 回收率试验  称取已测知含量的升阳散火汤

浸膏粉 (编号 1) 9份,每份 0. 5 g,平均分为 3组, 精

密称定,置锥形瓶中,每组分别加入 1220 Lg# mL
- 1

葛根素对照品溶液 0. 6, 1. 2, 1. 8 mL; 85. 8 Lg#
mL

- 1
阿魏酸对照品溶液 0. 2, 0. 4, 0. 6 mL; 700 Lg#

mL
- 1
异阿魏酸对照品溶液 0. 42, 0. 85, 1. 24 mL; 350

Lg# mL
- 1
蛇床子素对照品溶液 0. 2, 0. 4, 0. 6mL; 99

Lg# mL
- 1
异欧前胡素对照品溶液 0. 2, 0. 4, 0. 6

mL。照 / 2. 1. 30项下方法操作, 制备低, 中, 高 3种

浓度的供试溶液, 每一浓度 3份。在上述色谱条件

下进样分析。结果见表 1。

表 1 加样回收率测定结果

Tab 1 R esu lts of the recoveries

化合物

( component)

样品量

( or ig ina l) /Lg

加入量

( add) /Lg

测得量

( found) /Lg

回收率 ( recove ry ) ( n= 3)

平均值 ( mean) /% RSD /%
平均值 ( average) /% ( n = 9)

葛根素 ( puerarin) 1467

1465

1468

73210

1464

2196

2191

2918

3683

9819

9912

10019

01 6

01 5

11 2

9917

阿魏酸 ( ferulic ac id) 34195

34189

34198

17116

34132

51148

52122

69120

87110

10016

10010

10112

01 6

11 3

01 6

10016

异阿魏酸 ( iso fe ru lic ac id) 58219

58210

58314

29410

59510

86810

87814

1182

1446

10015

10018

9913

01 8

11 1

11 1

10012

蛇床子素 ( ostho l) 14318

14316

14319

70100

14010

21010

21414

28318

35511

10019

10012

10016

01 8

01 7

01 6

10016

异欧前胡素 ( iso imperato rin) 39174

39168

39178

19180

39160

59140

59150

79132

98189

9918

10011

9915

01 8

01 9

01 7

9918

2. 9 样品含量测定  取 3批样品, 每批取 3份,按

/ 2. 1. 30项方法制备供试品溶液, 精密吸取 20 LL,

注入高效液相色谱仪,记录色谱峰面积,外标一点法

计算含量。结果见表 2。

3 讨论

3. 1 由于本方为一古代名方,目前为止并无成方制

剂。本研究在传统水煎提取基础上, 应用星点设计

效应面法,以加水量、水煮时间、醇沉浓度为自变量,

以葛根素、阿魏酸、异阿魏酸、蛇床子素、异欧前胡素

5种成分各自含量,及干膏得率为因变量, 采用 H as-

san方法计算总评 /归一值 0, 并用多元线性回归及

二项式拟合,建立总评归一值与自变量之间的数学

关系,经效应面法预测最佳工艺条件。优化其提取

工艺后,以最优工艺制备了 3批样品, 进行含量测

定。具体工艺优化研究尚待发表。
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表 2 含量测定结果 (n= 3)

Tab 2 D eterm ination resu lts

化合物

( component)

样品

( sample) 1

样品

( samp le) 2

样品

( sample) 3

含量 ( content)

/mg# g- 1

R SD

/%

含量 ( content)

/mg# g- 1

RSD

/%

含量 ( content)

/mg# g - 1

RSD

/%

葛根素

( puerar in)

2192 113 2192 111 2192 113

阿魏酸

( fe ru lic ac id)

010693 111 010692 111 010693 113

异阿魏酸

( iso ferulic ac id)

1116 113 1117 019 1116 111

蛇床子素

( ostho l)

01286 019 01286 115 01284 112

异欧前胡素

( iso imperator in)

010793 112 010792 115 010792 018

3. 2 分别考察了甲醇、50%甲醇分别回流 1 h和甲

醇、50%甲醇分别超声 30m in的溶液,结果发现,回流

得到的溶液比超声提取得到的溶液杂质多, 且得到的

阿魏酸和异欧前胡素的量较少。故选用超声提取法。

又分别考察了以 20, 30, 40倍体积的甲醇、50%甲醇、

无水乙醇为提取溶剂, 分别超声提取 20, 30, 60m in,

结果发现 30倍体积 50%甲醇溶液超声提取 30m in

就能提取完全。但是超声提取杂质仍较多, 难以分

离;故又考察了 30倍体积 50%甲醇溶液超声提取 30

m in后,分别以 3倍量和 4倍量乙酸乙酯、乙醚和氯仿

为萃取剂,分别萃取 2次、3次、4次,取有机层进行分

析,结果表明,采用 50%甲醇超声,用 3倍量乙醚萃取

3次后得到的样品杂质少, 易于分离,且提取完全。

根据理化性质,阿魏酸、异阿魏酸皆易溶于乙醚,文献

报道
[ 6]

,蛇床子素和异欧前胡素适于用乙醚提取, 故

本实验最终选用乙醚作为萃取溶剂。

3. 3 以甲醇配制一定浓度的葛根素、阿魏酸、异阿

魏酸、蛇床子素和异欧前胡素对照品溶液,在 190~

400 nm波长处进行紫外扫描, 结果葛根素、阿魏酸、

异阿魏酸、蛇床子素和异欧前胡素分别在 250, 320,

316, 322, 310 nm附近有较大吸收。由于 5种成分

中异欧前胡素的含量相对较小, 且 5种成分在 310

nm附近均有较大吸收,为保证定量的准确性, 本实

验选择 310 nm为检测波长。

3. 4 在预实验中考察了分别以甲醇、乙腈为有机相
的流动相系统,结果表明, 以乙腈为有机相时蛇床子

素和异欧前胡素的柱效要略高于甲醇体系, 但是微

调乙腈比例葛根素分离度便达不到 1. 5,故最终确

定有机相为甲醇。又分别考察了以 0. 05%磷酸水

溶液、1%和 4% 醋酸水溶液为水相的流动相系统,

结果表明,以 1%醋酸水溶液为水相时,阿魏酸、异阿

魏酸的柱效偏低;分别以 0. 05%磷酸水溶液为水相和

以 4%醋酸水溶液作为水相时,被测组分峰柱效几乎

相当,均不低于 8000,但考虑到 0. 05%磷酸水溶液中

磷酸量的微量变化都会明显影响流动相系统,条件难

于重复,故最终选择以 4%醋酸水溶液为水相。在预

实验设定梯度程序时,曾以文献为基础设定了 0~ 10

m in, A - B( 20B80) y A - B ( 30B70) ; 10~ 30m in, A -

B( 30B70) y A - B ( 50B50)及 0~ 10m in, A - B( 30B

70) y A- B ( 40B60); 10~ 30m in, A- B ( 40B60) y A -

B( 50B50)等梯度程序,但是由于本方药味多,所测定

的成分极性相差大,得到的分离效果都不理想, 且分

析时间长 (大于 65m in)。在不断摸索调整梯度程序

后,得到文中梯度程序可以使本方中 5种有效成分完

全分离,有效缩短分离时间使分离时间小于 50m in。

3. 5 根据相关文献报道 [ 7 ]
, 本方中有效成分阿魏

酸、异阿魏酸不稳定, 容易分解, 故有必要将相关溶

液避光保存。
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