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吴茱萸－桂枝药对是《金匮要略》中温经汤的核心
药对犤１犦。吴茱萸味苦辛、性温热，有散寒止痛、降逆止呕、

助阳止泻功效，常用于治疗呕吐泄泻、厥阴头痛、高血压

等犤２犦。吴茱萸碱、吴茱萸次碱是吴茱萸的主要有效成分犤３犦，

二者具有促进肿瘤细胞凋亡、保护心脏血管系统、调节

免疫系统等药理活性犤４－６犦，其中吴茱萸碱可通过下调

ＮＯＤ１通路诱导肝癌ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ－７７２１细胞凋亡犤７犦，

吴茱萸次碱能明显防治模型大鼠腹主动脉狭窄所致左

室肥厚犤８犦。桂枝味辛、甘，性温，有散寒解表、温通经脉、

平冲降气等功效，常用于治疗风寒感冒、血寒闭经、

水肿、心悸等症犤９犦，桂皮醛、桂皮酸是其主要有效成分，

二者可降低血压、抑制肿瘤细胞生长、保护受损的心肌

等犤１０－１１犦，且桂皮醛可能通过上调肝脏胰岛素信号通路

Ａｋｔ而发挥降血糖作用，并可抑制食管癌鳞状细胞癌细

·检验检测·
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高效液相色谱法同时测定吴茱萸－桂枝药对水煎液中
吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸含量

兰 莹，薛 莹，江 阳△

（四川省疾病预防控制中心，四川 成都 ６１００４１）
摘要：目的 建立同时测定吴茱萸 －桂枝药对水煎液中吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。
方法 色谱柱为 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．１％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，
检测波长为 ２１５ｎｍ（１０～２０ｍｉｎ，吴茱萸碱、吴茱萸次碱）和 ２９０ｎｍ（２５～３８ｍｉｎ，桂皮醛、桂皮酸），柱温为 ２５℃，进样量为 １０μＬ。
结果 吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸质量浓度分别在 ０．０２６４～２．６４２０ｍｇ／ｍＬ（Ｒ２＝０．９９９９），０．０２２９～２．２９１０ｍｇ／ｍＬ
（Ｒ２＝０．９９９９），０．０１９６～１．９６５５ｍｇ／ｍＬ（Ｒ２＝０．９９９９），０．０１７０～１．７０８８ｍｇ／ｍＬ（Ｒ２＝０．９９９８）范围内与峰面积线性关系良好；精密
度、稳定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于 ２．２％；平均加样回收率分别为 ９９．２１％，９９．８９％，９９．８９％，１００．０７％，ＲＳＤ分别为

０．８１％，０．４２％，０．１８％，０．２７％牗ｎ＝９牘。结论 该方法稳定性、重复性好，结果准确、可靠，检测效率高，可用于同时测定吴茱萸 －桂枝
药对水煎液中４种成分的含量，并为吴茱萸 －桂枝药对的质量评价提供参考。
关键词：高效液相色谱法；吴茱萸 －桂枝药对；吴茱萸碱；吴茱萸次碱；桂皮醛；桂皮酸
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１．吴茱萸碱 ２．吴茱萸次碱 ３．桂皮醛 ４．桂皮酸

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ ２．ｒｕｔｅｃａｒｐｉｎｅ ３．ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ４．ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

胞Ｅｃａ１０９的增殖，促进其凋亡犤１２－１３犦，桂皮醛、桂皮酸对

缺血性心肌损伤模型大鼠心脏还具有保护作用犤１４犦。因

此，检测茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸的含量对

于评价吴茱萸－桂枝药对的质量有重要意义。本研究中
采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法同时检测吴茱萸－桂枝药
对水煎液中上述４种成分的含量，为该药对的质量控制
提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＡｃｑｕｉｔｙＨＰＬＣＴＭ高效液相色谱仪，包括Ｅｍｐｏｗｅｒ３．０
色谱工作站，四元高压泵系统，在线脱气系统，自动进样

器，柱温箱和 ＴＵＶ检测器，数据采集系统牗美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）；ＸＳ２１５型分析天平、ＸＰ６型微量天平牗美国
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司牘；ＫＱ－５００Ｄ型超声波清洗器（上海
沪粤明科学仪器有限公司）；ＫＷ８６７２Ｊ型离心机（北京
京立离心机有限公司）。

１．２ 试药

吴茱萸药材（批号为 １９０８１６）、桂枝药材（批号为
１８６０１８），均购自郑州张仲景大药房；吴茱萸碱对照品
（批号为 ５０８９０－１８０６，含量≥９９．６％），吴茱萸次碱对
照品（批号为２８０３７５－１８１１０２，含量≥９８．９％），桂皮醛
对照品（批号为１１０７１０－２０１８２１，含量≥９９．６％），桂皮
酸对照品（批号为 ２８５７３－１９１４，含量≥９８％），均购自
中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯，甲醇、磷酸均

为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％磷酸水溶液（Ｂ），梯度
洗脱（０～８ｍｉｎ时７％Ａ→１８％Ａ，８～１６ｍｉｎ时１８％Ａ→
３６％Ａ，１６～２５ｍｉｎ时 ３６％Ａ→６０％Ａ，２５～３７ｍｉｎ时
６０％Ａ→１００％Ａ，３７～４２ｍｉｎ时１００％Ａ→７％Ａ，４２～４７ｍｉｎ
时７％Ａ）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２１５ｎｍ（１０～２０ｍｉｎ，
吴茱萸碱、吴茱萸次碱），２９０ｎｍ（２５～３８ｍｉｎ，桂皮醛、

桂皮酸）；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

称取吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸对照品

各适量，精密称定，分别置１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解
并定容，得质量浓度分别为 ２．６４２０，２．２９１０，１．９６５５，
１．７０８８ｍｇ／ｍＬ的单一对照品贮备液；各取 ２．５ｍＬ，置
同一２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，得吴茱萸碱、吴茱萸
次碱、桂皮醛、桂皮酸质量浓度分别为０．２６４２０，０．２２９１０，
０．１９６５５，０．１７０８８ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。按吴茱
萸－桂枝药对比例（１∶１牞ｍ／ｍ）称取吴茱萸、桂枝各３０ｇ，
精密称定，置 ５００ｍＬ圆底烧瓶中，一煎加 ３６０ｍＬ水，
提取２ｈ，药液经 ２００目滤布滤过，得一煎水提液。药渣
加３００ｍＬ水，提取１ｈ，药液经２００目滤布滤过，得二煎
水提液。合并两煎水提液，搅拌均匀，静置２ｈ，得吴茱萸－
桂枝药对水煎液６３０ｍＬ。精密量取２５ｍＬ，置离心管中，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，精密移取 ２０ｍＬ，置蒸发皿中
水浴减压蒸干，残渣用甲醇溶解并转移至１０ｍＬ容量瓶
中，定容，经０．２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供
试品溶液。按吴茱萸 －桂枝药对水煎液处方及工艺，制
备缺吴茱萸、桂枝的阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

系统适用性试验：分别取 ２．２项下 ３种溶液各适
量，按 ２．１项下色谱条件进样测定。结果供试品溶液色
谱中，在与对照品溶液色谱相同保留时间处有相应吸收

峰，阴性对照无干扰。详见图１。４种成分峰理论板数均
大于１００００，分离度均大于２。

线性关系考察：取 ２．２项下混合对照品溶液适量，
稀释成吴茱萸碱质量浓度为０．０２６４，０．０５２８，０．０７９３，
０．５２８４，０．７９２６，２．６４２０ｍｇ／ｍＬ，吴茱萸次碱为０．０２２９，
０．０４５８，０．２２９１，０．４５８２，０．６８７３，２．２９１０ｍｇ／ｍＬ，桂
皮醛为 ０．０１９６，０．０３９３，０．０５８９，０．１９６６，０．５８９７，
１．９６５５ｍｇ／ｍＬ，桂皮酸为 ０．０１７０，０．０３４２，０．０５１２，
０．１７０８，０．５１２６，１．７０８８ｍｇ／ｍＬ的系列混合对照品溶
液，各精密量取１０ｍＬ，按２．１项下色谱条件进样测定，
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成分

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

回归方程

Ｙ１＝１６５７１１９８．７Ｘ１＋１０６９．６
Ｙ２＝１６５７００７６．６Ｘ２＋１０６８．５
Ｙ３＝１４１３２７６８９．４Ｘ３－２３５７．８
Ｙ４＝８９３１２７８７５．９Ｘ４＋１１３７．６

Ｒ２

０．９９９９
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９８

线性范围（ｍｇ／ｍＬ）

０．０２６４～２．６４２０
０．０２２９～２．２９１０
０．０１９６～１．９６５５
０．０１７０～１．７０８８

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６
０．４６７６

Ｂ
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８
０．２８０８

Ｃ
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９
０．５７７９

Ｄ
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７
０．３２３７

Ａ
０．２７７４
０．２７７４
０．２７７４
０．４７５６
０．４７５６
０．４７５６
０．６３４１
０．６３４１
０．６３４１

Ｂ
０．１７１８
０．１７１８
０．１７１８
０．２７４９
０．２７４９
０．２７４９
０．３９１８
０．３９１８
０．３９１８

Ｃ
０．３４２０
０．３４２０
０．３４２０
０．５７２０
０．５７２０
０．５７２０
０．８０７９
０．８０７９
０．８０７９

Ｄ
０．１９４８
０．１９４８
０．１９４８
０．３２２９
０．３２２９
０．３２２９
０．４５１１
０．４５１１
０．４５１１

Ａ
０．７４４３
０．７４５５
０．７４４７
０．９３１２
０．９３９７
０．９３６４
１．０９５６
１．０９７３
１．０９８１

Ｂ
０．４５１１
０．４５２３
０．４５３５
０．５５５０
０．５５４３
０．５５６０
０．６７３６
０．６７２１
０．６７２９

Ｃ
０．９１８２
０．９１９３
０．９１９６
１．１４９７
１．１５０８
１．１４９３
１．３８５２
１．３８５９
１．３８４３

Ｄ
０．５１７７
０．５１９２
０．５１８３
０．６４７８
０．６４６２
０．６４７１
０．７７５５
０．７７４５
０．７７６３

Ａ
９９．７５
１００．１８
９９．８９
９７．４８
９９．２６
９８．５７
９９．０４
９９．３１
９９．４３

Ｂ
９９．１３
９９．８３
１００．５２
９９．７５
９９．４９
１００．１１
１００．２６
９９．８７
１００．０８

Ｃ
９９．５０
９９．８２
９９．９１
９９．９７
１００．１６
９９．９０
９９．９３
１００．０１
９９．８１

Ｄ
９９．５９
１００．３６
９９．９０
１００．３７
９９．８８
１００．１５
１００．１６
９９．９３
１００．３３

Ａ

９９．２１

Ｂ

９９．８９

Ｃ

９９．８９

Ｄ

１００．０７

Ａ

０．８１

Ｂ

０．４２

Ｃ

０．１８

Ｄ

０．２７

成分

Ａ
Ｂ

１
０．７４９０
０．５５４９

２
０．７４８３
０．５５５３

成分

Ｃ
Ｄ

１
１．１５０２
０．６４７９

２
１．１５０６
０．６４７３
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注：Ａ为吴茱萸碱，Ｂ为吴茱萸次碱，Ｃ为桂皮醛，Ｄ为桂皮
酸。下表同。

Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，Ｂｉｓｒｕｔｅｃａｒｐｉｎｅ，Ｃｉｓｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ牞ａｎｄＤ

ｉｓｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ牞ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

表１ 线性关系考察结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔ（ｎ＝６）

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

记录峰面积。以各成分的质量浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐
标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程及
线性范围。结果见表１。

精密度试验：取供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件
连续进样６次，记录峰面积。结果吴茱萸 －桂枝药对水
煎液中吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸峰面积的

ＲＳＤ分别为 ０．２９％，０．０６％，０．０８％，０．２６％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液适量，室温下分别放置

０，１，２，４，８，１２，２４ｈ时按２．１项下色谱条件进样测定，记录
峰面积。结果吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮醛、桂皮酸峰面积

的ＲＳＤ分别为１．３３％，０．３８％，１．６６％，１．０８％（ｎ＝７），表
明供试品溶液在室温下２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取样品适量，各６份，按２．２项下方法
制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录
峰面积，并计算含量。结果吴茱萸碱、吴茱萸次碱、桂皮

醛、桂皮酸平均含量分别为 ０．９８１９，０．５８９６，０．２１３５，
０．６７９８ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 ０．８１％，１．０１％，１．２２％，
２．１５％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品适量，共 ９份，
分别加入低、中、高质量浓度的对照品溶液，按 ２．１项
下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算回收率，结

果见表 ２。

表３ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝２）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅ（ｍｇ／ｇ，ｎ＝２）

２．４ 样品含量测定

取样品，按 ２．２项下方法平行制备 ２份供试品溶
液，按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算
样品含量。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 流动相选择

预试验中分别对甲醇－水、乙腈 －水、乙腈－
０．０５％磷酸水溶液和乙腈－０．１％磷酸水溶液４个流动
相系统进行了考察。结果发现，采用乙腈－０．１％磷酸水
溶液作为流动相时，各色谱峰的分离度较好，且基线平

稳，因此采用乙腈－０．１％磷酸水溶液统作为流动相。
３．２ 色谱柱选择

预试验中分别考察了 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），ＷｅｌｃｈＸＢＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
结果发现，ＤｉａｍｏｎｓｉｌＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）效果较好，故以该色谱柱进行试验。
３．３ 检测波长选择

对 ４种成分对照品溶液分别进行紫外 －可见全波
长（１９０～４００ｎｍ）扫描，发现吴茱萸碱、吴茱萸次碱在
２１５ｎｍ，桂皮醛、桂皮酸在 ２９０ｎｍ处有最大吸收，鉴于
吴茱萸－桂皮药对中４种成分最大吸收波长不同，为保
证各成分在最大吸收波长处检测，提高灵敏度，减少干

扰，故本试验中采用了ＨＰＬＣ法波长切换技术。
３．４ 方法评价

本研究中建立的 ＨＰＬＣ法重复性好，可操作性强，


