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高效液相色谱－蒸发光散射检测器法同时测定化瘀祛斑
胶囊中４种柴胡皂苷含量

王丽方 １，２，３，刘 炜 １，２，３△

（１．首都医科大学附属北京世纪坛医院药剂科，北京 １０００３８； ２．临床合理用药生物特征谱学评价北京市重点
实验室，北京 １０００３８； ３．临床合理用药生物特征谱学评价国际合作联合实验室，北京 １０００３８）

摘要：目的 建立同时测定化瘀祛斑胶囊中柴胡皂苷 ａ，ｂ１，ｂ２，ｄ的高效液相色谱 －蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法。方法 色谱柱

采用ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓ－ＲＰＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－水（Ｂ），梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，
漂移管温度为４２℃，载气为氮气牗流速为２．５ｍＬ／ｍｉｎ牘。结果 样品中柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷 ｂ２、柴胡皂苷ｂ１和柴胡皂苷ｄ进样量分别在
０．０８２１～３．２０８０μｇ（ｒ＝０．９９８５），０．２６７３～１０．４４００μｇ（ｒ＝０．９９９８），０．０８３５～３．２６００μｇ（ｒ＝０．９９９３），０．０９０９～３．５５２０μｇ
（ｒ＝０．９９９７）范围内与峰面积平均值的对数值呈良好线性关系；平均回收率分别为１０１．６１％，９９．６４％，９５．３６％，９５．２６％，ＲＳＤ均小于
２％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简单，准确度高，专属性强，可用于化瘀祛斑胶囊中４种柴胡皂苷的含量测定。
关键词：化瘀祛斑胶囊；柴胡皂苷 ａ；柴胡皂苷ｂ２；柴胡皂苷ｂ１；柴胡皂苷ｄ；高效液相色谱 －蒸发光散射检测器法；含量测定
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化瘀祛斑胶囊质量标准收录于 ２０１５年版《中国药
典（一部）》，其由柴胡、薄荷、黄芩、当归、红花、赤芍６味
药材经过提取精制而成，具有疏风清热、活血化瘀的功

效，主要用于风热瘀阻产生的黄褐斑、酒 等症状犤１－３犦。

方中柴胡疏散退热、疏肝解郁、升举阳气，为君药，且与

该药的药理作用一致，柴胡皂苷为柴胡疏风散热、解郁

的主要有效成分犤４－７犦。目前，柴胡的质量控制标准仅有

薄层色谱鉴别，而无定量控制。２０１５年版《中国药典牗一
部牘》柴胡药材项下以柴胡皂苷 ａ和柴胡皂苷 ｄ为指标
成分进行含量控制，但两者均不稳定，在煎煮和制剂过

程中均易分解，分别产生柴胡皂苷ｂ１和柴胡皂苷ｂ２，且
其次生皂苷也具有较好的生物活性犤８－１０犦。目前，关于化

瘀祛斑胶囊的研究主要集中在临床研究犤１１－１２犦、黄芩苷

含量测定犤１３－１４犦及多组分的含量测定犤１５－１６犦，尚未见柴胡

皂苷含量测定报道。参考文献犤１７犦，本研究中以柴胡皂
苷 ａ、柴胡皂苷 ｂ１、柴胡皂苷 ｂ２和柴胡皂苷 ｄ作为控制
化瘀祛斑胶囊中柴胡的指标成分，采用高效液相色谱－
蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法同时测定 ４种柴
胡皂苷含量，为全面提高化瘀祛斑胶囊的质量标准提供

参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括 ２４２４ＥＬＳＤ

蒸发光散射检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱工作站牗Ｗａｔｅｒｓ公

·质量研究·
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成分

柴胡皂苷ａ
柴胡皂苷ｂ２
柴胡皂苷ｂ１
柴胡皂苷ｄ

线性回归方程

Ｙ＝１．７７１８Ｘ－０．４６１０
Ｙ＝１．５７８１Ｘ＋０．０２８２
Ｙ＝１．６１７１Ｘ－０．０８０４
Ｙ＝１．３５２６Ｘ＋０．００４５

线性范围（μｇ）

０．０８２１～３．２０８０
０．２６７３～１０．４４００
０．０８３５～３．２６００
０．０９０９～３．５５２０

相关系数牗ｒ牘

０．９９８５
０．９９９８
０．９９９３
０．９９９７

１．柴胡皂苷 ａ ２．柴胡皂苷 ｂ２ ３．柴胡皂苷 ｂ１ ４．柴胡皂苷 ｄ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照药材溶液
图１ 高效液相色谱 －蒸发光散射检测器法色谱图
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表１ ４种柴胡皂苷的线性关系考察结果

司牘；ＫＱ－３００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司，功率为 ３００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；
ＸＰＥ２０４型电子天平（美国梅特勒多利多公司，精度为
十万分之一）。

１．２ 试药
柴胡皂苷 ａ对照品（批号为１１０７７７－２０１９１２，含量

为 ９４．８％），柴胡皂苷 ｄ对照品（批号为 １１０７７８－
２０１９１２，含量为 ９６．３％），均购自中国食品药品检定研
究院，供含量测定用；柴胡皂苷 ｂ１对照品（批号为
ＤＳＴ１８０５１９－００９，含量为 ９８．０％），柴胡皂苷 ｂ２对照品
（批号为 ＤＳＴ１７０３３０－０１０，含量为 ９９．０％），均购自成
都曼斯特生物技术有限公司；柴胡药材（陕西兴德中药

饮片公司，批号为８０３０１），经首都医科大学王炜主任药
师鉴定为伞形料柴胡 ＢｕｐｌｅｕｒｕｍＣｈｉｎｅｓｅＤＣ．的干燥根
（习称北柴胡）；化瘀祛斑胶囊（山西仁源堂药业有限公

司，批号分别为２０１８１００２，２０１８１１０５，２０１８１２０３，规格为
每粒 ０．３２ｇ）；氮气（纯度不低于 ９９．９９９％），乙腈为色
谱纯，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓ－ＲＰＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－水（Ｂ），梯度洗脱，
０～１８ｍｉｎ时 ３８％Ａ，１８～３２ｍｉｎ时 ３８％～４１％Ａ，３２～
４０ｍｉｎ时４１％Ａ，４０～５６ｍｉ时４１％～５２％Ａ，５６～５９ｍｉｎ时
５２％～９０％Ａ，５９～６９ｍｉｎ时 ９０％Ａ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３０℃；漂移管温度：４２℃；载气：氮气，流速：
２．５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０，２０μＬ。
２．２ 溶液制备

取柴胡皂苷ａ对照品８．０２ｍｇ、柴胡皂苷ｂ１对照品
８．１５ｍｇ、柴胡皂苷ｄ对照品８．８８ｍｇ，精密称定，置同一
２０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为
对照品贮备溶液Ⅰ；另取柴胡皂苷 ｂ２对照品 ２．６１ｍｇ，
精密称定，置５ｍＬ容量瓶中，精密加入上述对照品贮备
溶液Ⅰ２ｍＬ，置上述同一 ５ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解
并稀释至刻度，摇匀，作为５号混合对照品溶液。然后采

用逐级稀释法分别制备系列质量浓度的对照品溶液，记

为１～４号混合对照品溶液。取样品（批号为２０１８１００２）
１０粒内容物，研匀，取 ０．５ｇ，精密称取，置具塞锥形瓶
中，精密加入 ５％浓氨试液的甲醇溶液 ２５ｍＬ，称定质
量，超声处理（功率为２４０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，取
出放凉，加 ５％浓氨试液的甲醇溶液补足减失的质量，
摇匀，滤过，取续滤液，用 ０．４５μｍ滤膜滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。取缺柴胡药材的阴性样品，依法制

备阴性对照药材溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：取 ２．２项下 ３种溶液，按拟订色谱条

件测定，色谱图见图１。结果阴性对照药材溶液色谱中，
在与对照品溶液色谱相应位置上未见色谱峰，表明处方

中其余药味对４种柴胡皂苷的含量测定无干扰。
线性关系考察：精密吸取上述 １～５号混合对照品

溶液，按拟订色谱条件进样测定，各进样２次，进样量为
２０μＬ，以峰面积平均值的对数值为纵坐标（Ｙ）、进样量
的对数值为横坐标（Ｘ）进行线性回归。结果见表１。

精密度试验：分别精密吸取上述１，３，５号低、中、高
质量浓度的对照品溶液，按拟订色谱条件测定峰面积，

各进样６次。结果柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｂ２、柴胡皂苷ｂ１、
柴胡皂苷 ｄ的 ＲＳＤ分别为 ０．３６％，０．４２％，０．２３％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为２０１８１００２），依法平行
制备６份供试品溶液，按拟订色谱条件测定峰面积，并按
照两点对数法计算含量。结果柴胡皂苷ａ、柴胡皂苷ｂ２、柴
胡皂苷 ｂ１、柴胡皂苷 ｄ含量的 ＲＳＤ分别为 ０．７１％，
０．５６％，０．３８％，０．６５％（ｎ＝６）。表明方法重复性良好。

稳定性试验：取样品（批号为２０１８１００２），依法制备
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待测成分

柴胡皂苷 ａ

柴胡皂苷 ｂ２

柴胡皂苷 ｂ１

柴胡皂苷 ｄ

取样量

（ｇ）

０．２５１５
０．２５４２
０．２５３６
０．２５２９
０．２５１８
０．２５３７
０．２５１５
０．２５４２
０．２５３６
０．２５２９
０．２５１８
０．２５３７
０．２５１５
０．２５４２
０．２５３６
０．２５２９
０．２５１８
０．２５３７
０．２５１５
０．２５４２
０．２５３６
０．２５２９
０．２５１８
０．２５３７

样品含量

（ｍｇ）

０．４５９１
０．４６４１
０．４６３０
０．４６１７
０．４５９７
０．４６３２
０．８６９２
０．８７８５
０．８７６５
０．８７４０
０．８７０２
０．８７６８
０．２４６８
０．２４９４
０．２４８８
０．２４８１
０．２４７１
０．２４８９
０．５４８９
０．５５４８
０．５５３５
０．５５１９
０．５４９５
０．５５３７

加入量

（ｍｇ）

０．４６２０
０．４６２０
０．４６２０
０．４６２０
０．４６２０
０．４６２０
０．８６５０
０．８６５０
０．８６５０
０．８６５０
０．８６５０
０．８６５０
０．２１５２
０．２１５２
０．２１５２
０．２１５２
０．２１５２
０．２１５２
０．５４９０
０．５４９０
０．５４９０
０．５４９０
０．５４９０
０．５４９０

测得量

（ｍｇ）

０．９２５６
０．９３１７
０．９２９６
０．９３０５
０．９３４８
０．９３５２
１．７２５３
１．７４１５
１．７２９６
１．７４６８
１．７４０６
１．７３２９
０．４４６８
０．４５２９
０．４５１８
０．４５９６
０．４５４１
０．４５５２
１．０７３５
１．０７６５
１．０６９９
１．０６９２
１．０８２２
１．０７９９

回收率

（％）

１００．９７
１０１．２１
１０１．００
１０１．４７
１０２．８４
１０２．１６
９８．９７
９９．７６
９８．６３
１００．９０
１００．６２
９８．９７
９２．９５
９４．５５
９４．３２
９８．２６
９６．２１
９５．８５
９５．５６
９５．０３
９４．０７
９４．２２
９７．０３
９５．８５

Ｘ
（％）

１０１．６１

９９．６４

９５．３６

９５．２６

ＲＳＤ
（％）

０．７３

０．９５

１．９３

１．１６

表２ ４种柴胡皂苷加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ ３批样品中４种柴胡皂苷含量测定结果牗ｍｇ／ｇ牘

批号

２０１８１００２
２０１８１１０５
２０１８１２０３

柴胡皂苷ａ
１．８２６５
２．０６２３
１．６５３８

柴胡皂苷 ｂ２
３．４５６１
３．５２１７
３．０６８５

柴胡皂苷ｂ１
０．９８１２
１．１２５６
０．６９３３

柴胡皂苷 ｄ
２．１８２４
２．３５６６
１．８４３７

供试品溶液，按拟订色谱条件分别于 ０，２，４，８，１６，２０，
２４ｈ时测定峰面积。结果柴胡皂苷 ａ、柴胡皂苷 ｂ２、柴胡
皂苷 ｂ１、柴胡皂苷 ｄ的 ＲＳＤ分别为 １．９６％，１．３５％，
２．０１％，２．２８％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取柴胡皂苷 ｂ１５．３８ｍｇ，精密称定，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，摇匀，作
为待加溶液，另分别取柴胡皂苷ａ４．６２ｍｇ、柴胡皂苷ｂ２
８．６５ｍｇ和柴胡皂苷ｄ５．４９ｍｇ，精密称定，置同一１０ｍＬ
容量瓶中，精密吸取上述柴胡皂苷ｂ１待加溶液２ｍＬ，置
上述同一１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作
为待加对照品的混合溶液。取样品（批号为 ２０１８１００２）
０．２５ｇ，共６份，加入上述待加对照品混合溶液１ｍＬ，依
法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，并计算

回收率。结果见表２。

２．４ 样品含量测定
取３批样品，依法制备供试品溶液，平行制备３份，

按拟订色谱条件进行测定。结果见表３。
３ 讨论

３．１ 供试品制备方法选择
参考《中国药典牗一部牘》柴胡项下的含量测定方法，

采用 Ｌ９（３３）正交试验对氨水甲醇的体积分数（３％，５％，
７％）、超声功率（１８０Ｗ，２４０Ｗ，３００Ｗ）和超声时间
（２０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ）进行预试验。结果表明，超声频
率及时间对测定结果无显著性影响，氨水甲醇体积分数

对测定结果有显著性影响。综合考虑，选择 ５％氨水甲
醇作为提取溶剂，超声处理牗功率为 ２４０Ｗ牘３０ｍｉｎ，为
供试品的最佳提取制备工艺。

３．２ 检测器条件选择
预试验中采用紫外检测器测定４种皂苷，由于皂苷

类均是末端吸收，干扰峰较多，通过调整流动相和更换

不同厂家色谱柱均未能使其分离。柴胡皂苷ａ和柴胡皂
苷 ｄ主要是环氧醚型柴胡皂苷，柴胡皂苷 ｂ１和柴胡皂
苷ｂ２是异环双烯型柴胡皂苷，含有共轭双烯结构犤１０犦，与

柴胡皂苷ａ和柴胡皂苷ｄ的最大吸收具有一定差异，前
期试验发现其难以分离。由于蒸发光散射检测器是通用

质量型检测器，且对皂苷类具有较好的响应。综合考虑，

采用蒸发光散射检测器进行测定，同时对蒸发光散射检

测器的漂移管温度进行优化。当漂移管温度升高至８０℃
以上时，峰面积会急剧减小，且峰形不对称、分离度不

好，可能是由于温度过高导致样品溶剂挥发时带走部分

对照品，影响样品的测定结果。综合考虑，选择漂移管温

度为４２℃，色谱峰分离良好，峰形良好，无干扰。
３．３ 系统适用性考察

曾考察不同流速（０．８，０．９，１．０，１．１，１．２ｍＬ／ｍｉｎ）、不
同柱温（２０，２５，３０，３５，４０℃）、不同漂移管温度（３８，４０，
４２，４４，４６℃）及 ３种不同厂家的色谱柱（ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
Ｂｏｎｕｓ－ＲＰＣ１８柱，ＷｅｌｃｈＵｌｉｔｉｍａｔｅＸＢＣ１８柱，Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８柱），结果显示，在上述色谱条件范围内，样
品中 ４种柴胡皂苷的色谱峰分离良好、理论板数高，对
称因子在０．９５～１．０５之间，且峰形对称。不同厂家色谱
柱均能分离４种柴胡皂苷色谱峰，故此方法可用于化瘀
祛斑胶囊中４种柴胡皂苷的含量测定。
３．４ 方法评价

本研究中建立的 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法可同时测定化瘀
祛斑胶囊中４种柴胡皂苷的含量，３批样品中均检出柴
胡皂苷ｂ２和柴胡皂苷ｂ１，且含量差异不大，可推断出在
制剂和生产中存在柴胡皂苷 ｂ２和柴胡皂苷 ｂ１，因此有
必要对其作为指标性成分进行质量控制。该方法具有操

作简单、重复性好、专属性强的优点，４种柴胡皂苷作为
化瘀祛斑胶囊中柴胡的特征性成分，用于其质量评价与
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