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HPLC 测定三黄汤中 4 种成分含量 
 
徐璐扬，李中东，刘庆丰，施孝金*，钟明康(复旦大学附属华山医院临床药学研究室，上海 200040) 

 
摘要：目的  建立高效液相色谱法测定三黄汤中 4 种重要活性成分(绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀)的含

量。方法  采用 Agilent C18 色谱柱(4.6 mm×200 mm，5 μm)，流动相为 1%醋酸甲醇溶液-1%醋酸溶液梯度洗脱；检测波

长：329 nm；流速：1.0 mL·min−1。结果  绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀的线性范围分别为 0.5~4.0 
μg·mL−1(r=0.999 1)，0.5~4.0 μg·mL−1(r=0.999 7)，0.5~12.0 μg·mL−1(r=0.999 3)，0.3~4.0 μg·mL−1(r=0.999 9)。平均回收率分

别为 99.0%(RSD=1.13%)，99.3%(RSD=1.20%)，99.0%(RSD=0.27%)，99.8%(RSD=0.88%)。日内、日间 RSD 均<2%。结

论  本方法准确、灵敏、重复性好，可同时测定三黄汤中 4 种重要化学成分的含量。 
关键词：三黄汤；高效液相色谱法；绿原酸；盐酸药根碱；盐酸小檗碱；盐酸巴马汀 
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Determination of Four Components in Sanhuang Decoction by HPLC 
 
XU Luyang, LI Zhongdong, LIU Qingfeng, SHI Xiaojin*, ZHONG Mingkang(Research Division of Clinical 
Pharmacy, Huashan Hospital, Fudan University, Shanghai 200040, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for simultaneous determination of four important active 
components in Sanhuang decoction. METHODS  An Agilent C18 column (4.6 mm×200 mm, 5 μm) was used with the mobile 
phase of 1% acetic acid methanol solution-1% acetic acid by gradient dilution, at the flow rate of 1.0 mL·min-1 and detection 
wavelength of 329 nm. RESULTS  The linear calibration curves of chlorogenic acid, jatrorrhizine hydrochloride, berberine 
hydrochloride and palmatine hydrochloride were obtained in the ranges of 0.5−4.0 μg·mL−1(r=0.999 1), 0.5−4.0 μg·mL−1 
(r=0.999 7), 0.5−12.0 μg·mL−1(r=0.999 3), 0.3−4.0 μg·mL−1 (r=0.999 9), respectively. Their average recoveries (n=3) for the 
assay were 99.0%(RSD=1.13%)，99.3%(RSD=1.20%)，99.0%(RSD=0.27%) and 99.8%(RSD=0.88%), respectively. The intra- 
and inter-day RSDs were all less than 2.0%. CONCLUSION  This method is accurate, sensitive and suitable for quality control 
of Sanhuang decoction.  
KEY WORDS: Sanhuang decoction; HPLC; chlorogenic acid; jatrorrhizine hydrochloride; berberine hydrochloride; palmatine 
hydrochloride 
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三黄汤由黄芪、黄连和茵陈等中药配伍而成，

用于治疗早期糖尿病、脂肪肝等代谢综合征。绿

原酸是茵陈中的重要活性成分，具有抗氧化、免

疫调节、降糖、利胆等多种作用。黄连含有盐酸

药根碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀等异喹啉类生

物碱，其药理作用广泛，其中抗菌、抗病毒、镇

静和降糖作用是临床常用的药理作用。绿原酸和

小檗碱的含量测定方法有毛细管电泳法[1-2]、薄层

扫描法[3-4]、HPLC[5-6]等。但同时测定绿原酸、盐

酸药根碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀的方法目前

尚未见有报道。为了有效控制该制剂的内在质量，

本试验建立了高效液相色谱法同时对三黄方中的

这4种成分的含量进行测定，该方法简便易行，重

复性好。 
1  仪器与试药 
1.1  仪器 

Waters 2695 型高效液相色谱仪、Waters 2487
型紫外检测器、Millennium32 液相色谱工作站(美国

Waters 公司)；3K15 型低温高速冷冻离心机(德国

Sigma 公司)；JL-60 超声波清洗器(上海金祺实业

公司超声电子工程部)；Milli-Q Academic 超纯水制

造系统(美国Minipore公司)。 
1.2  试药 

绿原酸对照品(批号：0753-200111)、盐酸药根

碱对照品(批号：0733-200005)、盐酸小檗碱对照

品(批号：110713-200208)、盐酸巴马汀对照品(批
号：110732-200506)和内标阿魏酸对照品(批号：

110773-200611)均由中国药品生物制品检定所提

供，纯度均>97%。甲醇(色谱纯)，三黄汤(院内制

剂，批号：090915，091215，100315)。 
2  方法与结果 
2.1  溶液配制 
2.1.1  对照品溶液  精密称取绿原酸、盐酸药根

碱、盐酸小檗碱、盐酸巴马汀对照品 10.0 mg，分

别置 10 mL 量瓶中，加少量甲醇溶解并定容，分

别制得每 1 mL 含 1 mg 绿原酸、盐酸药根碱、盐

酸小檗碱、盐酸巴马汀的溶液作为对照品溶液。

同法配制上述4种成分浓度分别为 100 μg·mL−1 的
对照品混合溶液。4 ℃ 保存备用。 
2.1.2  内标溶液  精密称取阿魏酸对照品 5.0 mg
置 5.0 mL 量瓶中，加水溶解并定容，得 1 mg·mL−1

的储备液；精密吸取 125 μL 储备液置于 5 mL 量
瓶，加甲醇定容，得 25 μg·mL−1 的内标工作溶液，

4 ℃ 保存。 
2.1.3  供试品溶液  精密量取三黄汤 100 μL，加

入 50% 甲醇定容至 1 mL，涡旋 30 s，在室温下超

声 30 min，离心(10 000 r·min−1，10 min，10 )℃ ，

精密量取上清液 50.0 μL，置 5 mL 量瓶定容，即

得供试品溶液。 
2.1.4  阴性对照液  分别取不含茵陈或黄连的原

药，以相同制剂工艺制备，按“2.1.3”项下方法(不
加内标)处理，制得不含茵陈或不含黄连的阴性对

照液。 
2.2  色谱条件 

色谱柱：Agilent Cl8柱(4.6 mm×200 mm，

5 μm)；流动相：1% 醋酸甲醇溶液(A)-1%醋酸(B)，
梯度洗脱，见表 1；检测波长：329 nm；流速：

1.0 mL·min−1；柱温：36 ℃；进样量：5 μL。  

表 1  梯度洗脱表 
Tab 1  The gradient table of HPLC for Sanhuang decoction 

t/min A B∶  

0~10 19 81∶  

10~10.5 19 81→30 70∶ ∶  

10.5~32 30 70∶  

32~33 30 70→19 81∶ ∶  

33~35 19 81∶  

在此色谱条件下，取阴性对照液、对照品混

合溶液和供试品溶液分别进样测定，色谱图见图

1。绿原酸、内标(阿魏酸)、盐酸药根碱、盐酸小

檗碱和盐酸巴马汀的保留时间分别约为 8，19，23，
29，31 min，理论板数均>3 000，与相邻峰的分离

度均>1.5。阴性对照对所测组分无干扰，即本试验

条件下，绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和盐

酸巴马汀与其他组分分离完全。 
2.3  线性曲线 

分别精密量取绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗

碱和盐酸巴马汀对照品溶液适量，置 5 mL 量瓶中，

加入内标溶液 100 μL，用甲醇定容，制成含绿原酸

和盐酸药根碱 0.5，1.0，1.5，2.0，3.0，4.0 μg·mL−1，

含盐酸小檗碱 0.5，1.0，2.0，4.0，6.0，12.0 μg·mL−1，

含盐酸巴马汀 0.3，0.6，1.5，2.0，3.0，4.0 μg·mL−1

的系列对照品溶液。按“2.2”项下色谱条件进行测

定，分别以绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和盐

酸巴马汀与内标的峰面积比 Y 为纵坐标，浓度 C 为 
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图 1  高效液相色谱图 
A−无黄连阴性对照品；B−无茵陈阴性对照品；C−对照品溶液；D−供
试品溶液；1−绿原酸；2−阿魏酸；3−盐酸药根碱；4−盐酸小檗碱；5−

盐酸巴马汀 
Fig 1  HPLC chromatograms 
A−negative sample solution without Coptis chinensis; B−negative sample 
solution without Artemisia capillaris; C−the reference substance solution; 
D−sample solution; 1−chlorogenic acid; 2−ferulic acid; 3−jatrorrhizine 
hydrochloride; 4−berberine hydrochloride; 5−palmatine hydrochloride 

横坐标，进行线性回归，得回归方程。绿原酸：

Y=7.54×10−1C+ 5.75×10−2，r=0.999 1；盐酸药根碱：

Y=9.65×10−1C+1.34×10−1，r=0.999 7；盐酸小檗碱：

Y=4.46×10−1C+1.12×10−1，r=0.999 3；盐酸巴马汀：

Y=8.70×10−1C−9.12×10−2，r=0.999 9。结果表明绿

原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀分别

在 0.5~4.0，0.5~4.0，0.5~12 .0，0.3~4.0 μg mL−1内线

性关系良好。绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱和

盐酸巴马汀的最低检测限分别为 0.3，0.3，0.3，0.18 
μg mL−1(S/N=5︰1)。 
2.4  精密度试验 

按“2.2”项下色谱条件，用绿原酸浓度为 0.8，
1.6，3.2 μg·mL−1，盐酸药根碱浓度为 0.8，1.6，3.2 

μg·mL−1，盐酸小檗碱浓度为 0.8，2.4，9.6 μg·mL−1，

盐酸巴马汀浓度为 0.5，1.6，3.2 μg·mL−1的低、中、

高浓度对照品溶液各进样 5.0 μL，每种溶液在 1 d
内测定 5 次，连续测定 5 d，计算低、中、高3种
浓度对照品溶液的日内精密度(n=5)和日间精密度

(n=5)。结果绿原酸低、中、高3种浓度的日内 RSD
分别为 0.84%，0.18%，0.11%，日间 RSD 分别为 
0.46%，0.15%，0.22%；盐酸药根碱低、中、高3
种浓度的日内 RSD 分别为 0.39%，0.89%，0.11%，

日间 RSD 分别为0.19%，0.64%，0.22%；盐酸小

檗碱低、中、高  3 种浓度的日内  RSD 分别为

0.21%，0.63%，0.96%，日间 RSD 分别为0.91%，

0.90%，0.52%；盐酸巴马汀低、中、高3种浓度的

日内 RSD 分别为0.88%，0.49%，0.21%，日间 RSD
分别为 0.45%，0.34%，0.12%。 
2.5  稳定性试验 

取供试品溶液，在室温下分别于配制后 0，4，
8，12，24 h 进样测定，计算得绿原酸、盐酸药根

碱、盐酸小檗碱和盐酸巴马汀峰面积的 RSD 分别

为 0.24%，1.15%，0.95%和1.25%，表明供试品溶

液在 24 h 内稳定。 
按“2.1”项下方法配制绿原酸、盐酸药根碱、

盐酸小檗碱和盐酸巴马汀混合对照品溶液和内标

溶液，4 ℃ 保存 0，4，8，12，24 h，适当稀释后

进样测定，计算得绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小

檗碱、盐酸巴马汀和内标峰面积的  RSD分别为 
1.12%，1.03%，1.25%，0.62%和1.22%。表明对照

品溶液和内标溶液 4 ℃ 保存，于 24 h 内稳定。 
2.6  回收率试验 

精密量取三黄汤(批号：090915)1.0 mL，共 9
份，分为 3 组，每组 3 份，分别精密加入含低、

中、高 3 种浓度的绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小

檗碱和盐酸巴马汀对照品溶液各  0.5 mL，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，测定含量，

计算平均回收率。结果绿原酸、盐酸药根碱、盐

酸小檗碱和盐酸巴马汀平均回收率分别为 
99.0%， 99.3%， 99.0%和  99.8%，RSD分别为 
1.13%，1.20%，0.27%和 0.88%，见表2。 
2.7  样品测定 

取3批三黄汤样品(批号：090915，091215，
100315)，按“2.1”项下方法配制供试品溶液，同

时进样对照品溶液，进样测定，结果见表 3。 
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表 2  回收率测定结果 
Tab 2  Recovery test of Sanhuang decoction 

成分 
样品 

含量/μg 
加入 
量/μg 

测得 
量/μg 

回收 
率/% 

平均 
回收率/%

RSD/%

1.958 0.400 2.330 98.8 

1.958 0.400 2.310 98.0 

1.958 0.400 2.346 99.5 

1.958 0.800 2.753 99.8 

1.958 0.800 2.780 100.8 

1.958 0.800 2.762 100.1 

1.958 1.600 3.508 98.6 

1.958 1.600 3.526 99.1 

绿原酸 

1.958 1.600 3.433 96.5 

99.0 1.13

0.714 0.400 1.126 101.1 

0.714 0.400 1.112 99.9 

0.714 0.400 1.120 100.5 

0.714 0.800 1.481 97.9 

0.714 0.800 1.492 98.6 

0.714 0.800 1.483 98.0 

0.714 1.600 2.288 98.9 

0.714 1.600 2.302 99.5 

盐酸 
药根碱 

0.714 1.600 2.291 99.0 

99.3 1.20

7.106 0.400 7.387 98.4 

7.106 0.400 7.450 99.3 

7.106 0.400 7.400 98.6 

7.106 1.200 8.293 99.8 

7.106 1.200 8.151 98.1 

7.106 1.200 8.288 99.8 

7.106 4.800 11.779 99.0 

7.106 4.800 11.792 99.1 

盐酸 
小檗碱 

7.106 4.800 11.736 98.6 

99.0 0.27

1.699 0.250 1.967 100.9 

1.699 0.250 1.946 99.9 

1.699 0.250 1.981 101.6 

1.699 0.800 2.463 98.6 

1.699 0.800 2.448 98.0 

1.699 0.800 2.519 100.8 

1.699 1.600 3.295 99.9 

1.699 1.600 3.263 98.9 

盐酸 
巴马汀 

1.699 1.600 3.289 99.7 

99.8 0.88

表 3  样品的含量测定结果(n=3) 
Tab 3  Determination results of Sanhuang decoction (n=3) 

含量/mg·mL−1 
批号 

绿原酸 盐酸药根碱 盐酸小檗碱 盐酸巴马汀

090915 1.951 0.755 8.618 1.742 

091215 1.958 0.715 7.106 1.699 

100315 1.972 0.760 7.174 1.662 

3  讨论 
3.1  供试品溶液制备方法 

试验中针对配制供试品溶液的不同提取溶剂

(甲醇、70%甲醇、50%甲醇、30%甲醇、10%甲醇

和水)及不同提取时间(15，30，45，60，90 min)
分别考察。结果以 50% 甲醇超声处理 30 min，提

取效果最佳，绿原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱

和盐酸巴马汀的含量均较高，杂质峰较少。 
3.2  检测波长的选择   

用紫外-可见分光光度计在 200~400 nm 对绿

原酸、盐酸药根碱、盐酸小檗碱、盐酸巴马汀对

照品溶液进行光谱扫描。结果显示绿原酸在 324，
327 和  329 nm 波长处均有吸收，盐酸药根碱在

225，265，344 nm 处有较大吸收，盐酸小檗碱在

228，264，346 nm 处均有较大吸收峰，盐酸巴马

汀在 226，272，344 nm 处有较大吸收，选用 329 nm
作为检测波长可以同时测定三黄汤中的这 4 种成

分，有效避免其他组分干扰和减小基线波动。 
3.3  流动相条件的选择  

由于绿原酸与盐酸小檗碱、盐酸药根碱、盐

酸巴马汀的酸碱性以及极性相差很大，等梯度洗

脱，总出峰时间>90 min 且易拖尾，分离效果不理

想。经大量试验，采用梯度洗脱法，可以改善峰

形并且节省分析时间。 
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