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摘要：目的建立测定解郁安神颗粒中柴胡皂苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＢＤＳ Ｃ１８柱牗２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ 牘，流动相为水－乙腈，梯度洗脱，检测波长为２１０ ｎｍ，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为２５ ℃。结果柴胡皂苷ａ的质量浓
度线性范围为２０． ２５ ～ ３１１． ４６ μｇ ／ ｍＬ，ｒ ＝ ０． ９９９ ７ 牗 ｎ ＝ ７ 牘，平均回收率为９５． ３１％，ＲＳＤ为１． ２９％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘；柴胡皂苷ｄ的质量浓度
线性范围为２３． １２ ～ ３０８． ５６ μｇ ／ ｍＬ，ｒ ＝ ０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ７ 牘；平均回收率为９６． ３５％，ＲＳＤ为１． ３８％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。结论该法能同时测定解
郁安神颗粒中柴胡皂苷ａ和柴胡皂苷ｄ的含量，结果准确、重复性好、可操作性强，为加强以柴胡皂苷作为有效成分的中成药质量
控制提供了参考。
关键词：解郁安神颗粒；柴胡皂苷ａ；柴胡皂苷ｄ；高效液相色谱法
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

柴胡Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｍａｒｇｉｎａｔｕｍ Ｗａｌｌ． ｅｘ ＤＣ． 别名山柴
胡、山菜、柴草，是中国传统的药用植物，具有两千多年
的药用历史。具有疏肝解郁、解表退热和升举阳气等功
效犤 １ － ２ 犦，经现代药理学与临床试验证实，具有保肝、抗
菌、抗病毒、抗肿瘤等作用。研究发现，柴胡中含五环三
萜类皂苷多达１００多种，其中含量较多的为柴胡皂苷
ａ，ｃ，ｄ犤３ － ８ 犦，主要药理活性的物质为柴胡皂苷ａ，ｄ犤９ － １３ 犦。
目前，以柴胡皂苷为主的单味及复方制剂，如解郁安神
颗粒、柴胡口服液、逍遥丸等，临床应用比较广泛，疗效
显著。柴胡药材中柴胡皂苷ａ和柴胡皂苷ｄ的含量已成
为检验其质量的标准。

近年来，以柴胡为主药的中成药多采用薄层色谱
法，以柴胡原药材作为对照品对其进行定性鉴别。在含
有柴胡的诸多中成药中，对于柴胡皂昔ａ，ｄ的含量测定
研究并不多见，这是由于柴胡皂苷中的双键数目较少，
且柴胡皂苷ａ，ｄ十分不稳定，在高温或酸性条件下很容
易发生开环反应而降解犤 １４ － １５ 犦。因此，传统的检测手段较

复杂，在生产过程中，更倾向于选择芍药苷、黄芩苷、甘
草次酸等组分的含量作为测定指标。此外，还有利用大
孔树脂柱对中成药进行处理，从而间接地测定其中柴胡
皂苷的含量，但这些方法均存在方法繁复、耗时耗材等
缺陷。对于含柴胡的中成药，尚未建立以柴胡皂苷含量
为指标的标准测定方法。

中成药解郁安神颗粒由柴胡、丹皮、大枣、石菖蒲等
多种药材制成，有舒肝解郁、燥湿化痰、安神定志等功
效，是一种典型的以柴胡皂苷ａ，ｄ为主要药用成分的中
成药犤 １６ － １８ 犦。因此，本研究中采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
法检测解郁安神颗粒中柴胡皂苷ａ，ｄ的含量，具有柱效
高、灵敏度高、分离时间短等优点犤 １９ － ２２ 犦。同时，本研究中
对测定柴胡皂苷的ＨＰＬＣ法进行了方法学验证，旨在建
立一个重复性好、可操作性强的检测柴胡皂苷的方法，
不仅为解郁安神颗粒中柴胡皂苷含量的测定提供了可
靠的方法，同时对加强以柴胡皂苷作为有效成分的中成
药的质量控制提供了参考。
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

表１ 流动相梯度洗脱程序
时间（ｍｉｎ）
０→２５
２５→３０
３０

流动相Ａ牗％ 牘
８０
４０
４０

流动相Ｂ牗％ 牘
２０
６０
６０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５

１

ｔ ／ ｍｉｎ

Ａ

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｂ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

２

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｃ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

１
２

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｄ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

１． 柴胡皂苷ａ ２． 柴胡皂苷ｄ
Ａ． 柴胡皂苷ａ对照品溶液 Ｂ． 柴胡皂苷ｄ对照品溶液

Ｃ． 供试品溶液 Ｄ． 阴性对照样品溶液
图１ 高效液相色谱图

１ 仪器与试药
１． １ 仪器

岛津２０１０高效液相色谱仪，紫外可见检测器牗日本
岛津公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ ｄｉｒｅｃｔ超纯水（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＲＥ５２ＣＳ型旋转蒸发仪，Ｂ － ２２０型恒温水浴锅牗上
海亚荣生化仪器厂牘；ＡＢ ２５６ － Ｓ型梅特勒电子天平
（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ）。
１． ２ 试药

解郁安神颗粒（神威药业集团有限公司，批号为
１４０６０７１７，１４０６１４１２，１４０７０４１５）；柴胡皂苷ａ对照品（批
号为１１０７７７ － ２０１２０６）、柴胡皂苷ｄ对照品（批号为
１１０７７７ － ２０１２０６），均由中国食品药品检定研究院提供；
甲醇、乙腈均为色谱纯，水为纯化水，其他试剂均为分
析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８柱牗２５０ｍｍ×４． ６ｍｍ，
５ μｍ牘；流动相：水牗Ａ相牘，乙腈牗Ｂ相牘，梯度洗脱（见表１）；
检测波长：２１０ ｎｍ；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２０ μＬ；
柱温：２５ ℃；进样室温度：１５ ℃。

２． ２ 溶液制备
对照品溶液：取柴胡皂苷ａ对照品约２． ８８ ｍｇ，精

密称定，置５ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即
得质量浓度为５７６ μｇ ／ ｍＬ的柴胡皂苷ａ对照品溶液。
取柴胡皂苷ｄ对照品约３． ２４ ｍｇ，精密称定，置５ ｍＬ
容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度为
６４８ μｇ ／ ｍＬ的柴胡皂苷ｄ对照品溶液。

供试品溶液：取待测样品约１． ２４ ｇ，精密称定，置
１００ ｍＬ锥形瓶中，加３０ ｍＬ １０％氨水－甲醇溶液，超声
提取３０ ｍｉｎ，离心１０ ｍｉｎ，速率为３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ。收集上
清液，继续提取２次。将３次提取所得上清液合并，用旋
转蒸发仪真空浓缩、干燥，得浓缩物。将得到的浓缩物置
烧杯中，加１０ ｍＬ水使其溶解，移入分液漏斗，加３０ ｍＬ
饱和正丁醇，混匀，静置分层，收集醇层至另一锥形瓶，
连续萃取２次。将萃取液合并，继续加３０ ｍＬ氨水，静置
分层，取醇层，重复３次。将醇萃取液经旋蒸仪浓缩，干
燥，加适量甲醇溶解，转至１０ ｍＬ容量瓶，加甲醇定容，
摇匀备用。

阴性对照品溶液：按处方比例自制不含柴胡的颗
粒，作为阴性对照品，再按供试品溶液的配制方法制成
阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

干扰试验：精密吸取２． ２项下３种溶液各２０ μＬ，
按２． １项下色谱条件测定。结果，供试品溶液中其他成
分不干扰测定。色谱图见图１。

线性关系考察牶取配制好的２． ２项下柴胡皂苷ａ对
照品溶液，用甲醇稀释成质量浓度分别为１０，２０，４０，
８０，１６０，２４０，３２０ μｇ ／ ｍＬ的对照品溶液。同样取适量
２． ２项下柴胡皂苷ｄ对照品溶液，稀释成质量浓度分别
为１０，２０，４０，８０，１６０，２４０，３２０ μｇ ／ ｍＬ的对照品溶液。
ＨＰＬＣ分析，记录峰面积。以对照品质量浓度牗 Ｘ 牘为横坐
标，峰面积牗 Ｙ 牘为纵坐标计算回归方程。柴胡皂苷ａ质
量浓度在２０． ２５ ～ ３１１． ４６ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性
关系良好，回归方程为Ｙ ＝ ２． ３１ × １０６ Ｘ ＋ １． ８６ × １０３，
ｒ ＝ ０． ９９９ ７ 牗 ｎ ＝ ７ 牘；柴胡皂苷ｄ质量浓度在２３． １２ ～
３０８． ５６ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，回归方
程为Ｙ ＝ ４． １８ × １０６ Ｘ ＋ ２． １３ × １０３，ｒ ＝ ０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ７ 牘。

精密度试验牶取柴胡皂苷ａ对照品溶液与柴胡皂苷ｄ
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１． ５０２ ６
１． ５０４ ３
１． ５１３ ４
１． ５１４ ５
１． ５１８ ６
１． ５０２ ３

Ｂ
１． ５０２ ７
１． ５０４ ４
１． ５０９ ８
１． ５１２ ６
１． ５１６ ３
１． ５１７ ４

Ａ
４ ５８１． ４２７
４ ５８６． ６１１
４ ６１４． ３５７
４ ６１７． ７１１
４ ６３０． ２１１
４ ５８０． ５１３

Ｂ
４ ５９９． ３２
４ ５８７． ５６
４ ５９８． ９４
４ ６１１． ３２
４ ６１３． ４５
４ ６１９． ８５

Ａ
３ ５５４． ２００
３ ５５４． ２００
３ ５５４． ２００
３ ５５４． １２０
３ ５５４． １２０
３ ５５４． １２０

Ｂ
３ ５５４． ２００
３ ５５４． ２００
３ ５５４． ２００
３ ５５４． １２０
３ ５５４． １２０
３ ５５４． １２０

Ａ
７ ９４４． ５５６
７ ９５９． ６３８
７ ９８５． ２５５
７ ９６７． ２４８
８ １００． ５２４
７ ９７９． １３８

Ｂ
８ ０９３． １５
８ ０４７． ５２
８ ００１． ７３
７ ９７４． ５７
８ ０４５． ７６
８ ０１４． ８３

Ａ
９４． ６２
９４． ９０
９４． ８４
９４． ２４
９７． ６４
９５． ６２

Ｂ
９８． ３０
９７． ３５
９５． ７５
９４． ６３
９６． ５７
９５． ５２

Ａ

９５． ３１

Ｂ

９６． ３５

Ａ

１． ２９

Ｂ

１． ３８

取样量牗 ｇ 牘 样品含量牗μｇ ／ ｍＬ牘 加入量牗μｇ ／ ｍＬ牘 测得量牗μｇ ／ ｍＬ牘 回收率牗％ 牘 Ｘ 牗％ 牘 ＲＳＤ 牗％ 牘

表２ 柴胡皂苷ａ及柴胡皂苷ｄ加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

注：Ａ为柴胡皂苷ａ，Ｂ为柴胡皂苷ｄ。

对照品溶液，分别进样２０ μＬ，依法连续测定６次，记录
色谱峰面积，结果柴胡皂苷ａ的ＲＳＤ为１． ４６％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，
柴胡皂苷ｄ的ＲＳＤ为２． ６７％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明仪器精密度
较好。

稳定性试验牶取适量２． ２项下供试品溶液，室温条
件下静置１ ｄ，分别于０，４，８，１２，２４ ｈ时进样分析，记录
峰面积。结果柴胡皂苷ａ的ＲＳＤ为３． ３８％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，柴
胡皂苷ｄ的ＲＳＤ为４． ８６％ 牗 ｎ ＝ ５牘，表明供试品溶液室
温放置２４ ｈ内稳定性良好。

重复性试验：称取同一批牗批号为１４０６０７１７ 牘样品
５份，按２． ２项下方法操作，进样分析，记录峰面积。结果
柴胡皂苷ａ，ｄ的ＲＳＤ分别为１． ６３％和３． ０５％（ｎ ＝ ５），
表明该方法重复性良好。

加样回收试验：称取同一批牗批号为１４０６０７１７ 牘样
品６份置锥形瓶中，分别加适量柴胡皂苷ａ，ｄ对照品溶
液，依２． ２项下方法制备供试品溶液，进样分析，检测柴
胡皂苷ａ，ｄ的含量。结果见表２。
２． ４ 样品含量测定

取样品牗批号分别为１４０６０７１７，１４０６１４１２，１４０７０４１５牘，
按２． ２项下方法制备溶液，测得３批样品中柴胡皂苷ａ
的含量分别为０． ７７，０． ７４，０． ８１ ｍｇ ／ ｇ，柴胡皂苷ｄ的含
量分别为１． ５４，１． ４７，１． ６８ ｍｇ ／ ｇ。
３ 讨论
３． １ 提取溶剂选择

由柴胡皂苷ａ，ｄ的结构可知，柴胡皂苷ａ，ｄ很容易
受到酚类及酸性组分的干扰而使环氧醚键断裂，降解生
成柴胡皂苷ｂ１，ｂ２。因此，本研究中在对解郁安神颗粒中
的柴胡皂苷ａ，ｄ的提取过程中以甲醇作为提取溶剂，既
保证了柴胡皂苷ａ，ｄ在溶剂中有足够的溶解度，又利用
了氨水的碱性，中和了解郁安神颗粒中其他酸性成分，
避免了柴胡皂苷ａ，ｄ在提取过程中的降解。同时，本研
究中采用超声的方法对柴胡皂苷ａ，ｄ进行提取，超声提
取法具有提取效率高、提取溶剂用量少且提取时间短等
优点，达到了提取高效、迅速的目的。

３． ２ 萃取溶剂选择
分析柴胡皂苷ａ，ｄ的理化性质可知，两者在水或水

饱和的正丁醇溶液中的溶解度较大，难溶于或不溶于
苯、乙醚、氯仿等溶剂。因此，本研究中在对柴胡皂苷ａ，ｄ
进行粗提取后，又进一步通过液－液萃取的方式进行除
杂。试验发现，通过正丁醇对胡皂苷ａ，ｄ进行萃取后，能
除去粗提物中的酸性干扰成分，分离效果良好。
３． ３ 检测波长选择

在柴胡皂苷的结构中，双键的个数很少或无双键，
故本试验制备柴胡皂苷ａ的标准溶液，采用紫外分光光
度计于２００ ～ ４００ ｎｍ波长范围进行扫描，溶液在２１０ ｎｍ
波长附近有最大吸收。因此，检测时，选择末端吸收
２１０ ｎｍ对柴胡皂苷进行检测。
３． ４ 流动相选择

首先，由于柴胡皂苷ａ，ｄ均为紫外末端吸收，当选
择甲醇作为流动相时，此时甲醇的本底与试验中所采用
的检测波长相近，会对柴胡皂苷的测定造成较明显的干
扰。因此，本试验选择乙腈－水作为流动相进行洗脱。其
次，由于柴胡皂苷ａ，ｃ，ｄ ３种成分的极性差异较大，同
时，在解郁安神颗粒中还含有其他化学组分，故利用等
度流动相进行洗脱时不能使全部样品的柴胡皂苷ａ，ｄ
得到良好分离，故采取梯度洗脱。
３． ５ 样品含量测定方法选择

由对柴胡皂苷ａ，ｄ含量测定的结果可见，在梯度洗
脱过程中，柴胡皂苷ａ首先被洗脱出来，随着流动相中
乙腈比例的不断增加，柴胡皂苷ｄ被洗脱出来，两者在
此液相条件下可以完全分离。究其原因，可能与柴胡
皂苷ａ，ｄ的理化性质有关，虽然从所含有的官能团的
种类与数量看，柴胡皂苷ａ，ｄ均相同，但是比较两者
的结构可以发现，柴胡皂苷ａ，ｄ是一对立体异构体，
１６位的—ＯＨ的立体构型。因此，立体结构的不同可能
导致了两者出峰时间的差异。

解郁安神颗粒是以柴胡作为君药，丹皮、大枣等作
为佐药，柴胡的有效物质成分中柴胡皂苷ａ，ｄ含量最

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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多，药理活性更明显，柴胡皂苷ａ，ｄ的含量成为中成药
解郁安神颗粒的质控标准。柴胡皂苷ａ，ｄ的结构中均存
在氧环，而且不饱和双键极少，故柴胡皂苷ａ，ｄ的氧环
极易在酸性条件下开环降解，两者的提取需在弱碱性条
件下操作，并于２１０ ｎｍ紫外波长下检测。
３． ６ 研究价值

本研究中建立了同时测定解郁安神颗粒中柴胡皂
苷ａ，ｄ含量的ＨＰＬＣ法，可用于解郁安神颗粒中柴胡部
分的质量控制。由于含有柴胡的中成药成分较为复杂，
决定了这类药物在质量控制过程中存在一定的缺陷，如
果中成药的质量检验标准不具有专属性与代表性，那就
无法从根本上控制中成药的质量。因此，本研究中为实
现含有柴胡的中药制剂的质控奠定了试验基础，为建立
以柴胡皂苷含量为指标的标准提供了重要参考，具有十
分重要的现实意义。
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