
蒲黄 －五灵脂配伍对少腹逐瘀汤中芳香酸及萜苷类成分溶出的影响*

周卫，宿树兰＊＊，段金廒＊＊，张彦华
( 南京中医药大学 江苏省方剂研究重点实验室，南京 210046)

摘要 目的:建立高效液相色谱法同时测定少腹逐瘀汤、少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂药对中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏
酸、肉桂酸含量，以评价蒲黄 －五灵脂配伍对少腹逐瘀汤中化学成分溶出的影响。方法: 采用 SunFireTM C18 ( 4. 6 mm × 250

mm，5 μm) 色谱柱，以乙腈 － 0. 5%醋酸水溶液为流动相，进行梯度洗脱，流速 0. 8 mL·min －1，二极管阵列检测器，检测波长

323 nm、230 nm和 277 nm，柱温 30 ℃，外标法定量。结果: HPLC － DAD 分析测定结果表明，少腹逐瘀汤全方中咖啡酸、芍药
苷、阿魏酸和肉桂酸含量均高于全方减去蒲黄 －五灵脂药对，而绿原酸在少腹逐瘀汤全方中含量则低于全方减去蒲黄 －五灵
脂药对。结论:经过蒲黄 －五灵脂配伍后可使少腹逐瘀汤全方中某些有效成分的溶出增加，为进一步揭示该方效应物质基础
及配伍机理提供一定科学依据。
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Influence on dissolution of aromatic acids and terpenoids in Shaofu
Zhuyu decoction worked by Puhuang － Wulingzhi drug pair*
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Abstract Objective: To establish an HPLC method for simultaneous determination of aromatic acids and terpenoids
in Shaofu Zhuyu decoction and Shaofu Zhuyu decoction minus Puhuang －Wulingzhi drug pair． This method was to e-
valuate the actions with compatibility of Puhuang － Wulingzhi drug pair in Shaofu Zhuyu decoction． Methods: Five
compounds( chlorogenic acid，caffeic acid，peoniflorin，ferulic acid，cinnamic acid) were analyzed simultaneously with a
SunFireTM C18 ( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm) column by gradient elution using acetonitrile －0. 5% acetic acid as the mo-
bile phase，the flow rate was 0. 8 mL·min －1，the column was maintained at 30 ℃ and detected with diode array de-
tector( DAD) at 323 nm，230 nm and 277 nm． Results: HPLC － DAD analysis results showed that，the content of caffe-
ic acid，peoniflorin，ferulic acid，cinnamic acid in Shaofu Zhuyu decoction was higher than the party minus the Pu-
huang －Wulingzhi drug pair; and the content of chlorogenic acid in Shaofu Zhuyu decoction was lower than the party
minus the Puhuang － Wulingzhi drug pair． Conclusion: The result in this paper would provide the scientific basis
when revealing the effect substance basis and compatibility mechanism of Shaofu Zhuyu decoction．
Key words: HPLC; traditional Chinese medicine; concerted application; compatibility of drugs; Shaofu Zhuyu de-
coction; Puhuang － Wulingzhi drug pair; aromatic acid; terpenoid; chlorogenic acid; caffeic acid; peoniflorin; ferulic
acid; cinnamic acid

开展方剂的现代研究是中医药现代化研究的重

要组成部分［1］，目前方剂配伍规律与作用机理研究

是中医药领域的研究热点之一。但由于方剂组成的
复杂性，制约了方剂现代科学内涵的阐明。方剂药
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效物质的复杂性和作用机理的整合性决定了其研究

方法的综合性［2］。组成方剂的每一药味都是必不
可少的，单味药所含化学成分是方剂作用的药效物

质基础。而单味中药多含有各自的特征成分，当单
味药配伍组成复方时，某些特征成分可能在煎煮或

其他处理过程中发生了变化，而此变化以量的增损

为多见［3］。
少腹逐瘀汤源于清王清任的《医林改错》，是临

床上治疗寒凝血瘀病症的代表方剂之一。方中药物
组成可看作由多组药对如当归 －川芎药对、蒲黄 －
五灵脂药对、小茴香 － 肉桂 － 干姜温里药组和当
归 －赤芍药对等组成。其中蒲黄 －五灵脂配伍药对
是中医临床常用的疗效确切的活血化瘀药对，具有

活血化瘀、散结止痛的功效［4］。本文在前期研究［5］

基础上，采用 HPLC － PAD法，分析蒲黄 －五灵脂药
对配伍对少腹逐瘀汤中 4 个芳香酸类成分( 绿原
酸、咖啡酸、阿魏酸、肉桂酸) 和 1 个萜苷类成分( 芍
药苷) 的影响，以期为阐明方剂效应成分群及其作

用机制提供科学依据。
1 仪器与试药

Waters 2695 高效液相色谱仪，2996 PDA 检测
器; BT1250 Startorius 电子天平; KQ － 250E 型超声
波清洗器( 工作频率 40 kHz) 。Anke ( TDL240B) 离
心机( 上海安寿科学仪器厂) 。
对照品肉桂酸( 批号: 110786 － 200503 ) 、绿

原酸( 批号: 110753 － 200413 ) 、咖啡酸 ( 批号:
110885 － 200102 ) 、阿 魏 酸 ( 批 号: 110773 －
200611 ) 购于中国药品生物制品检定所，芍药苷
( 批号: 12 － 1001 ) 购于上海中药标准化研究中
心，均供含量测定用。甲醇、乙腈为色谱纯，其余
试剂均为分析纯。
少腹逐瘀汤组方药材当归、川芎、赤芍、蒲黄、肉

桂、小茴香、五灵脂、没药、干姜、延胡索共 10 味，经
本文作者之一段金廒教授鉴定，符合《中华人民共
和国药典》( 2010 年版) 项下标准。其中当归、川芎
药材分别来源于甘肃岷县当归 GAP 种植基地和四
川彭州川芎 GAP种植基地，其余均购自于南京市药
材公司。
2 溶液的制备
2. 1 对照品储备液 精密称取对照品绿原酸
0. 86 mg、咖啡酸 0. 53 mg、芍药苷 4. 14 mg、阿魏酸
0. 51 mg、肉桂酸 0. 45 mg，置于 1 mL量瓶中，加甲醇
溶解并定容，得肉桂酸 0. 45 mg·mL －1，绿原酸

0. 86 mg·mL －1、咖啡酸 0. 53 mg·mL －1、阿魏酸

0. 51 mg·mL －1、芍药苷 4. 14 mg·mL －1的混合溶

液，即得。
2. 2 供试品溶液
2. 2. 1 少腹逐瘀汤供试品溶液 精密称取少腹逐
瘀汤组方药材( 50. 1 g) ，按照当归、川芎、赤芍、蒲
黄、五灵脂、肉桂、干姜、小茴香、延胡索、没药 3 ∶ 2 ∶
2∶ 3 ∶ 2 ∶ 1 ∶ 0. 2 ∶ 0. 5 ∶ 1 ∶ 2 的比例配比，加蒸馏水
500 mL合煎 2 次，每次 1 h，过滤，合并 2 次滤液，
5000 r·min －1离心 5 min，60 ℃减压浓缩干燥，所得
干浸膏用 50 mL 的 50%甲醇溶解，13000 r·min －1

离心 10 min，取上清液用 0. 45 μm 微孔滤膜滤过，
即得。
2. 2. 2 少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂药对供试品
溶液 精密称取少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂药对
药材( 35. 1 g) ，按照当归、川芎、赤芍、肉桂、干姜、小
茴香、延胡索、没药 3∶ 2∶ 2∶ 1∶ 0. 2∶ 0. 5∶ 1∶ 2 的比例配
比，加蒸馏水 350 mL合煎 2 次，每次 1 h，过滤，合并
2 次滤液，5000 r·min －1离心 5 min，60 ℃减压浓缩干
燥，所得干浸膏用35 mL 50%甲醇溶解，13000 r·min －1

离心 10 min，取上清液用 0. 45 μm 微孔滤膜滤过，
即得。
3 色谱条件
色谱柱:Waters SunFire C18 ( 4. 6 mm μ250 mm，

5 μm) ; 流动相: 乙腈( A) － 0. 5%醋酸水溶液( B) ，
梯度洗脱( 0 ～ 35 min，10% A; 35 ～ 45 min，10% A→
14%A; 35 ～ 45 min，14% A→16% A; 45 ～ 60 min，
16%A→18% A; 60 ～ 100 min，18% A→30% A) ; 流
速: 0. 8 mL·min －1 ; 检测波长: 323 nm ( 检测绿原
酸、咖啡酸、阿魏酸) ，230 nm( 检测芍药苷) ，277 nm
( 检测肉桂酸) ; 柱温 25 ℃ ; 进样量: 10 μL。在选定
的色谱条件下，测得的对照品色谱图和样品色谱图

见图 1，且如图 1 － D 所示，蒲黄和五灵脂中不含有
所检测峰。
4 线性关系考察及定量限、检出限的测定
将“2. 1”项下配制的对照品储备液稀释 10 倍，

分别进样 1，2，5，10，15，20，30 μL，在本实验色谱
条件下进样测定。以对照品浓度 X ( ng·mL － 1 )

为横坐标，色谱峰面积 Y 为纵坐标，绘制标准曲
线，得回归方程。将上述稀释了 10 倍的对照品
混合溶液再进行逐级稀释并进行分析，当信噪

比为 10 时，分别测得各成分的定量限; 当信噪
比为 3 时，分别测得各成分的检出限。结果见
表 1。
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图 1 对照品( A) 、少腹逐瘀汤样品( B) 、少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂样品( C) 及蒲黄 －五灵脂样品( D) 的 HPLC色谱图
Fig 1 HPLC chromatograms of reference substances( A) ，Shaofu Zhuyu decoction( B) ，Shaofu Zhuyu decoction minus Puhuang － Wulingzhi drug pair

( C) ，and Puhuang － Wulingzhi drug pair( D)

1．绿原酸( chlorogenic acid) 2．咖啡酸( caffeic acid) 3．芍药苷( peoniflorin) 4．阿魏酸( ferulic acid) 5．肉桂酸( cinnamic acid)

表 1 线性关系考察结果( n =3)
Tab 1 Linear relation between peak area and concentration

成分

( component)

回归方程

( regression equation)

相关系数

( correlation coefficient)

线性范围

( linear range) /μg
定量限( LOQ) /ng 检出限( LOD) /ng

绿原酸

( chlorogenic acid)

Y =3． 177 × 103X －1． 964 × 105 0． 9995 0． 172 － 3． 44 2． 05 0． 86

咖啡酸

( caffeic acid)

Y =7． 056 × 103X －2． 094 × 105 0． 9998 0． 106 － 2． 12 1． 03 0． 53

芍药苷

( peoniflorin)

Y =1． 492 × 103X +1． 283 × 105 0． 9999 0． 828 － 16． 56 41． 4 10． 08

阿魏酸

( ferulic acid)

Y =7． 064 × 103X －4． 076 × 104 1． 000 0． 102 － 2． 04 1． 19 0． 55

肉桂酸

( cinnamic acid)

Y =9． 608 × 103X +2． 120 × 104 1． 000 0． 09 － 1． 80 0． 79 0． 25

5 精密度试验
取“2. 1”项下的对照品储备液稀释 10 倍，在上

述色谱条件下日内连续进样 6 次，以色谱峰面积计
算 RSD，求得绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂
酸日内 RSD( n = 6) 分别为 0. 24%，0. 45%，0. 18%，
0. 32%，0. 55% ; 由于本实验样品不是 1 d 内测完，
所以添加日间精密度检测，连续 3 d 每天进样 2 次，

以色谱峰面积计算 RSD，求得绿原酸、咖啡酸、芍药
苷、阿魏酸、肉桂酸日间 RSD( n = 6) 分别为 0. 54%，
1. 7%，1. 8%，1. 4%，1. 9%。
6 重复性试验
取少腹逐瘀汤组方药材当归、川芎、赤芍、蒲黄、

肉桂、小茴香、五灵脂、没药、干姜、延胡索按“2. 2”
项下方法，平行制备 2 种供试品溶液各 5 份，分别进
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样 10 μL，依法测定并分析，计算 5 个成分含量。结
果少腹逐瘀汤水提物中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿
魏酸、肉桂酸含量的 RSD ( n = 5 ) 分别为 4. 7%，
5. 2%，2. 8%，3. 9%，4. 5% ; 少腹逐瘀汤减去蒲黄 －
五灵脂水提物中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉
桂酸含量的 RSD ( n = 5 ) 分别为 5. 3%，3. 5%，
6. 2%，3. 3%，5. 2%。
7 稳定性试验
取少腹逐瘀汤和少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂

2 种供试品溶液各 1 份，分别于配制后 0，4，8，16，24 h
进行测定。结果少腹逐瘀汤水提物中绿原酸、咖啡
酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂酸含量的 RSD( n = 5) 分别
为 3. 3%，3. 2%，2. 7%，3. 2%，2. 6% ; 少腹逐瘀汤
减去蒲黄 －五灵脂水提物中绿原酸、咖啡酸、芍药
苷、阿魏酸、肉桂酸含量的 RSD ( n = 5 ) 分别为
2. 4%，3. 5%，1. 6%，2. 2%，3. 2%，说明供试品溶液
在 24 h内稳定性良好。
8 加样回收率试验
8. 1 少腹逐瘀汤水提物 精密称取少腹逐瘀汤组
方药材( 50. 1 g) ，按照当归、川芎、赤芍、蒲黄、五灵
脂、肉桂、干姜、小茴香、延胡索、没药 3 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 3 ∶ 2 ∶
1∶ 0. 2∶ 0. 5∶ 1∶ 2 的比例配比，共 3 份，分别加入绿原
酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂酸的对照品混合溶
液 ( 浓 度 分 别 为 0. 13，0. 057，1. 58，0. 051，
0. 025 mg·mL －1 ) 1 mL，按“2. 2. 1”项下方法制备所
需供试溶液，进样测定，计算。结果少腹逐瘀汤水提
物中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂酸平均回
收率 ( n = 3 ) 分别为 90. 44%，95. 36%，97. 23%，
98. 14%，92. 58% ; RSD 分 别 为 4. 4%，5. 2%，
4. 0%，5. 2%，5. 0%。
8. 2 少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂水提物 精密
称取少腹逐瘀汤组方药材( 35. 1 g) ，按照当归、川
芎、赤芍、肉桂、干姜、小茴香、延胡索、没药 3∶ 2∶ 2∶ 1∶
0. 2∶ 0. 5∶ 1 ∶ 2 的比例配比，共 3 份，加入绿原酸、咖
啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂酸的对照品混合溶液
( 浓度分别为 0. 13，0. 057，1. 58，0. 051，0. 025 mg·
mL －1 ) 1 mL，按“2. 2. 2”项下方法制备所需供试溶
液，进样测定，计算。结果少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五
灵脂水提物中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、肉桂
酸平均回收率( n = 3 ) 分别为 90. 37%，89. 14%，
90. 37%，91. 48%，91. 72% ; RSD 分别为 6. 4%，
6. 8%，3. 9%，4. 6%，5. 2%。
9 样品测定
取按“2. 2”项下制备的 2 个不同的供试品溶

液，各 3 份，在上述色谱条件下进样测定，按外标法
计算每 1 g生药中绿原酸、咖啡酸、芍药苷、阿魏酸、
肉桂酸的量( mg) 。经过文献研究以及色谱图对照
表明，蒲黄 －五灵脂药对中不含有所测指标成分，且
不影响全方以及全方减去药对的所测指标成分的比

较研究。色谱图见图 1，结果见表 2。
表 2 样品含量测定结果( mg·g －1，n =3)

Tab 2 Sample determination

成分

( component)

少腹逐瘀汤

( Shaofu Zhuyu

decoction)

少腹逐瘀汤减去蒲黄 －五灵脂

( Shaofu Zhuyu decoction minus

Puhuang － Wulingzhi drug pair)

绿原酸

( chlorogenic acid)

0． 052 0． 063

咖啡酸

( caffeic acid)

0． 026 0． 020

芍药苷

( peoniflorin)

1． 407 1． 358

阿魏酸

( ferulic acid)

0． 028 0． 019

肉桂酸

( cinnamic acid)

0． 016 0． 012

10 讨论
10. 1 提取方法的选择 本文依据少腹逐瘀汤的
临床常用形式、用法等，采用水提取方法，模拟临床
应用用水提取 2 次，对其中蒲黄 －五灵脂配伍对汤
中效应成分群溶出的影响进行研究，以期为阐明少

腹逐瘀汤的配伍机理提供科学依据。
10. 2 检测波长的选择 据文献报道，在 330 nm
波长下可同时测定竹叶提取物中绿原酸、咖啡酸和
阿魏酸的含量［6］，同时在 232 nm波长下可测定芍药
苷含量［7］，根据 2010 年版中国药典的规定，苏合香
中肉桂酸含量测定检测波长规定为 277 nm。本实
验中采用二极管阵列检测器在 200 ～ 600 nm进行了
全波长扫描，结果发现绿原酸的特征吸收波长为

214. 6 nm 和 325. 7 nm，咖啡酸的特征吸收波长为
219. 3 nm 和 323. 3 nm，阿魏酸的特征吸收波长为
214. 6 nm 和 323. 3 nm，芍药苷的特征吸收波长为
232. 2 nm 和 274. 6 nm，肉桂酸的特征吸收波长为
277. 0 nm。结合 5 个化合物的最大吸收波长和整体
色谱图的特征，本研究选择 3 个检测波长，分别为
323 nm( 检测绿原酸、咖啡酸、阿魏酸) ，230 nm( 检
测芍药苷) ，277 nm( 检测肉桂酸) 。
10. 3 流动相的选择 据文献报道，羧基和酚羟基
在水溶液中容易发生电离，极性增强，色谱峰拖尾严
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重，定量分析误差较大，因此分析芳香酸类成分多加

入少量酸性溶液调节流动相，常用的酸为甲酸、醋酸
和磷酸［8 ～ 12］。本实验考察了 3 种酸在 0. 5% 和
0. 1%浓度时分离效果，结果显示无明显差异，所以
为了保护分析柱和液相设备选择 0. 5%醋酸。考察
了乙腈和甲醇的分离效果，结果显示，当选用甲醇作

为流动相时，绿原酸和咖啡酸得不到很好的分离，而

乙腈分离效果较好。所以本实验选用乙腈 － 0. 5%
醋酸水溶液作为流动相。
10. 4 药对配伍对化学成分的影响 据文献报道，
芳香酸类化合物可改善血液循环，抗凝血，并能抑制

血小板聚集，有明显的抗血栓作用; 具有抑制巨噬细

胞活化，抑制花生四烯酸( AA) 代谢，拮抗组胺，降低
血管通透性，抗氧化和消除自由基等广泛的药理作

用［13］。芍药苷具有降低血清 TNF － α、IL － 6，提高
血清 IL － 10 发挥抗肝纤维化、神经保护、保肝等作
用［14］。本研究分析药对配伍对全方主要效应成分
群的变化，结果表明: 全方中咖啡酸、芍药苷、阿魏酸
和肉桂酸含量均高于全方减去蒲黄 －五灵脂药对，
说明蒲黄 －五灵脂配伍可促使有机酸类成分的溶
出，而绿原酸在全方中含量低于全方减去蒲黄 －五
灵脂药对，其溶出率改变的原因有待深入研究。本
实验结果为进一步揭示该药对在全方中的物质贡献

与效应贡献提供了一定科学依据。
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