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黄芪桂枝五物汤高效液相色谱指纹图谱及含量测定研究黄芪桂枝五物汤高效液相色谱指纹图谱及含量测定研究**

张顺宵，陈 月，苟小军△

（上海市宝山区中西医结合医院内分泌代谢病中心，上海 201999）
摘要摘要：：目的 建立黄芪桂枝五物汤的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱及多指标成分含量测定方法。方法 采用 HPLC 法，色谱柱为

Waters SunFireTM C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1% 甲酸水溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为

254 nm，柱温为 40 ℃，进样量为 10 μL。以桂皮醛峰为参照，测定 10批样品的 HPLC 指纹图谱，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2012A 版）进行相似度评价，并对共有峰进行鉴定和药材归属。在上述色谱条件下测定芍药内酯苷、芍药苷、毛蕊异黄酮苷、桂皮

酸、桂皮醛的含量。结果 10批样品共有 17个共有峰，相似度均大于 0. 990；经验证，10批样品 HPLC图谱与对照指纹图谱一致性较

好。上述 5 种成分质量浓度分别在 19. 0～171. 0 μg / mL、61. 6～555. 0 μg / mL、8. 3～75. 0 μg / mL、18. 0～162. 0 μg / mL、28. 4～
255. 9 μg / mL 范围内与峰面积线性关系良好；检测限为 0. 1～1. 2 μg / mL，定量限为 0. 3～4. 9 μg / mL；精密度、稳定性、重复性试验

结果的 RSD 均小于 3. 0%；平均加样回收率分别为 99. 31%，98. 93%，100. 89%，98. 83%，100. 85%，RSD 分别为 0. 25%，0. 30%，

0. 60%，1. 99%，0. 74%（n = 6）。结论 该方法操作简便，稳定可行，重复性好，可用于黄芪桂枝五物汤的质量控制。

关键词关键词：：黄芪桂枝五物汤；高效液相色谱法；指纹图谱；含量测定

Study on HPLC Fingerprint and Content Determination of Huangqi Guizhi Wuwu Decoction
ZHANG Shunxiao，CHEN Yue，GOU Xiaojun

（Endocrine and Metabolic Disease Center，Baoshan District Hospital of Integrated Traditional Chinese Medicine and Western Medicine，Shanghai，

China 201999）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） fingerprint of Huangqi Guizhi Wuwu
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Decoction and a content determination method of multi - indicator components. Methods The HPLC method was adopted. The
chromatographic column was the Waters SunFireTM C18 column（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was acetonitrile -
0. 1% formic acid aqueous solution（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 254 nm，the
column temperature was 40 ℃，and the injection volume was 10 μL. The HPLC fingerprint of 10 batches of samples was
established with cinnamaldehyde peak as a reference. The Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of
Traditional Chinese Medicine （2012A Version） was used for similarity evaluation. The common peaks were identified，and the
medicinal herb attribution analysis was conducted. The contents of albiflorin，paeoniflorin，calycosin - 7 - O - β - D - glucoside，
cinnamic acid and cinnamaldehyde were determined by the above chromatographic conditions. Results A total of 17 common peaks
in 10 batches of samples were identified，with the similarity greater than 0. 990. The verification test showed that the HPLC
fingerprint of 10 batches of samples was consistent with the reference fingerprint. The linear ranges of albiflorin，paeoniflorin，
calycosin - 7 - O - β - D - glucoside，cinnamic acid and cinnamaldehyde were 19. 0 - 171. 0 μg / mL，61. 6 - 555. 0 μg / mL，
8. 3 - 75. 0 μg / mL，18. 0 - 162. 0 μg / mL and 28. 4 - 255. 9 μg / mL，respectively. The limit of detection was in the range
of 0. 1 - 1. 2 μg / mL，and the limit of quantitation was in the range of 0. 3 - 4. 9 μg / mL. The RSDs of precision，stability and
repeatability tests were all lower than 3. 0%. The average recovery rates of the above five components were 99. 31%，98. 93%，

100. 89%，98. 83%，100. 85% with the RSD of 0. 25%，0. 30%，0. 60%，1. 99%，0. 74% respectively（n = 6）. Conclusion The method
is sample，stable，feasible and repeatable，which can be used for quality control of Huangqi Guizhi Wuwu Decoction.
Key wordsKey words：：Huangqi Guizhi Wuwu Decoction；HPLC；fingerprint；content determination

黄芪桂枝五物汤始载于《金匮要略》，由黄芪、芍

药、桂枝、生姜、大枣组方，有益气温补经络、活血通痹

之功效［1］，是我国治疗血管疾病的主要传统方剂。该汤

剂对各种心脑血管疾病具有积极的治疗作用，如可改

善中风患者的脑血流量，缓解糖尿病周围神经病变的

主观症状［2 - 3］，可有效改善糖尿病患者的下肢大血管病

变症状［4］。目前，关于该汤剂的研究集中在药理作用与

临床应用方面，质量控制研究较少，含量测定中多选择

3～4种有效成分［5 - 7］，缺乏全面评价。本研究中建立了

该汤剂的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，同时对其中

芍药苷、芍药内酯苷、毛蕊异黄酮苷、桂皮酸、桂皮醛进

行多指标定量分析，以更好地反映其化学成分的整体

性和复杂性，为其质量控制提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

ACQUITY型高效液相色谱仪（美国Waters公司）；

Option R7 ultra AN型超纯水系统（英国ELGA LabWater
公司）；YP2002N型电子天平（上海菁海仪器有限公司，

精度为 0. 01 g）；XSR205DU型电子分析天平（梅特勒 -
托利多仪器 < 上海 > 有限公司，精度为 0. 01 mg）；

DZTW型调温电热套（北京市永光明医疗仪器有限公司）；

KQ - 800DE型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1. 2 试药

芍药内酯苷对照品（批号为HR2011B2）、芍药苷对

照品（批号为HR16106B1）、毛蕊异黄酮苷对照品（批号

为HR20112B1），均购自宝鸡市辰光生物有限公司；桂

皮酸对照品（批号为HR61128S1）、桂皮醛对照品（批号

为HR20031W2），均购自上海源叶生物科技有限公司，

含量均大于 98%；乙腈、甲醇均为色谱纯，甲酸为分析

纯，水为纯化水。黄芪饮片（批号为 2203002）、桂枝饮片

（批号为 2111027）、白芍饮片（批号为 2110081），均购自

上海雷允上中药饮片厂；大枣饮片（批号为 211230），购

自上海虹桥中药饮片厂；生姜为市售。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Waters SunFireTM C18柱（250 mm × 4. 6 mm，
5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%甲酸水溶液（B），梯度

洗脱（0～5 min时 5%A，5～10 min时 5%A → 12%A，
10～13 min时 12%A → 17%A，13～43 min时 17%A →
45%A，43～48 min 时 45%A → 90%A；48～50 min 时

90%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：254 nm；柱温：

40 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 溶液制备

混合对照品溶液：取芍药内酯苷、芍药苷、毛蕊异

黄酮苷对照品各适量，精密称定，各置 10 mL容量瓶中；

取桂皮酸、桂皮醛对照品各适量，精密称定，各置 25 mL
容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，得各成分质量浓度分别

为 0. 823，0. 531，0. 695，0. 420，0. 500 mg / mL的单一对

照品贮备液；分别吸取适量，置同一 10 mL容量瓶中，加

甲醇定容，摇匀，即得各成分质量浓度分别为 0. 057 0，
0. 185 0，0. 002 5，0. 005 4，0. 085 3 mg / mL的混合对照

品溶液。

供试品溶液：取黄芪饮片、桂枝饮片、白芍饮片各

7. 25 g，生姜饮片 14. 50 g、大枣饮片 6. 30 g，置烧瓶中，

加入 10倍量水浸泡 30 min，回流提取 1. 5 h，滤过，取滤

液；滤渣加 8倍量水回流提取 1. 0 h，滤过，合并 2次的滤
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液，定容至 1 000 mL；取 8 mL，置 10 mL容量瓶中，加甲

醇定容，摇匀，静置，移取上清液，经 0. 45 μm微孔滤膜

滤过，取滤液，即得供试品溶液（样品S1 - S10）。

单味药材溶液及阴性对照品溶液：取单味药材饮

片，并按黄芪桂枝五物汤处方和工艺制备缺相应药材

饮片的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备单味药

材溶液及阴性对照品溶液。

2. 3 指纹图谱研究

2. 3. 1 方法学考察

精密度试验：取2. 2项下供试品溶液适量，按2. 1项
下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积，以桂皮醛

色谱峰为参照，计算各共有峰的相对保留时间及相对

峰面积。结果的RSD分别小于 0. 01%，0. 97%（n = 6），表

明方法精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液适量，分别于

室温下放置 0，2，4，6，8，24 h时按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积，以桂皮醛色谱峰为参照，计算各

共有峰的相对保留时间及相对峰面积。结果的 RSD分

别小于 0. 08%，2. 91%（n = 6），表明供试品溶液在室温

放置24 h内基本稳定。

重复性试验：称取处方量药材饮片适量，精密称

定，各6份，按2. 2项下方法制备供试品溶液，再按2. 1项
下色谱条件进样测定，记录峰面积，以桂皮醛色谱峰为

参照，计算各共有峰的相对保留时间及相对峰面积。结

果的RSD分别小于 0. 01%，2. 84%（n = 6），表明方法重

复性良好。

2. 3. 2 指纹图谱建立

取 2. 2项下供试品溶液（S1 - S10），按 2. 1项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。利用中药色谱指纹图谱

相似度评价系统（2012A版）对图谱进行分析。设置时间

窗为 0. 2 min，采用平均数法、经多点校正进行峰匹配，

生成对照指纹图谱（R），结果见图1、图2。相似度计算结

果显示，S1 - S10样品的相似度为0. 998～0. 999。

2. 3. 3 主要色谱峰鉴定

取 2. 2项下单一对照品贮备液各适量，加甲醇稀

释，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图，并与对

照品图谱信息比对。结果表明，对照指纹图谱中的 8号、

9号、10号、15号、16号峰对应成分分别为芍药内酯苷、

芍药苷、毛蕊异黄酮苷、桂皮酸和桂皮醛。

2. 3. 4 主要色谱峰归属

取 2. 2项下供试品溶液、各单味药材溶液和各单

一阴性对照品溶液适量，按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录色谱图，并与图 2比对，以各峰保留时间为鉴定

标准，进行色谱峰指认。结果 2 - 4号、10号、13号，14 -
17号，1号、5 - 9号色谱峰分别为黄芪、桂枝、白芍的特征

峰，生姜、大枣对共有峰的贡献不明显。详见图3、图4。
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D1 - D5. 单一阴性对照品溶液（分别缺白芍、大枣、桂枝、黄芪、

生姜） D6. 供试品溶液

图3 样品与阴性对照品的高效液相色谱图

D1 - D5. Single negative reference solution（lacking Paeoniae Radix
Alba，Jujubae Fructus，Cinnamomi Ramulus，Astragali Radix，Zingiberis

Rhizoma Recens，respectively） D6. Test solution
Fig. 3 HPLC chromatograms of sample and negative reference

2. 4 多指标成分含量测定

2. 4. 1 方法学考察

系统适用性试验：分别精密吸取 2. 2项下混合对照

品溶液及供试品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。结果各成分色谱峰与对照品色谱峰

保留时间保持一致，基线平稳，与相邻色谱峰的分离度

大于1. 5，理论板数均大于10 000。详见图5。

300280260240220200180160140120100806040200
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50t / min
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图1 10批样品的高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 1 HPLC superimposed fingerprint of 10 batches of samples

100
80
60
40
20
0
0 10 20 30 40 50t / min

U / mV

1

2 3 4 5 6 7 11 12 13
14

171010
9

8
15

16

图2 样品的高效液相色谱对照指纹图谱

Fig. 2 HPLC reference fingerprint of samples
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8. 芍药内酯苷 9. 芍药苷 10. 毛蕊异黄酮苷 15. 桂皮酸

16. 桂皮醛

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液

图5 各成分的高效液相色谱图

8. Albiflorin 9. Paeoniflorin 10. Calycosin - 7 - O - β - D - glucoside
15. Cinnamic acid 16. Cinnamaldehyde

A. Mixed reference solution B. Test solution
Fig. 5 HPLC chromatograms of each component

线性关系考察：分别精密量取 2. 2项下混合对照品

溶液适量，加甲醇，制成系列混合对照品溶液。取适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成

分质量浓度（X，μg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标

进行线性回归，结果见表1。
定量限与检测限考察：分别精密量取 2. 2项下混合

对照品溶液适量，倍比稀释，并按 2. 1项下色谱条件进

样测定，以信噪比（S / N）为 10︰1、3︰1时的待测成分质

量浓度分别作为定量限、检测限。结果见表1。
精密度试验：取2. 2项下供试品溶液适量，按2. 1项下

色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果芍药内

酯苷、芍药苷、毛蕊异黄酮苷、桂皮酸和桂皮醛峰面积

的 RSD分别为 0. 71%，0. 11%，1. 16%，0. 17%，0. 37%
（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液适量，分别于

室温下放置 0，2，4，6，8，24 h时按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果芍药内酯苷、芍药苷、毛蕊异

黄酮苷、桂皮酸、桂皮醛峰面积的 RSD分别为 2. 59%，

0. 19%，2. 88%，1. 12%，1. 04%（n = 6），表明供试品溶液

在室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（S1），按2. 2项下方法制备6份
供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。结果芍药内酯苷、芍药苷、毛蕊异黄酮苷、桂皮酸、

桂皮醛峰面积的 RSD分别为 0. 89%，0. 45%，1. 20%，

0. 40%，2. 36%（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，各 6份，分

别加入对照品溶液，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，并计算回

收率。结果见表2。
2. 4. 2 样品含量测定

取 10批样品各适量，分别按 2. 2项下方法制备供

试品溶液，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，计算样品

含量。结果见表3。
3 讨论

3. 1 指标成分选择

黄芪桂枝五物汤由 5味中药组方，根据中药复方的

配伍原则，优先选择方中君药（黄芪）、臣药（桂枝）及使

药（白芍）的有效成分作为质量控制的指标。黄芪含有

黄酮类、皂苷类、多糖类等多种活性成分。参照 2020年
版《中国药典（一部）》中黄芪的检测指标，选择毛蕊异

黄酮作为其检测指标。毛蕊异黄酮具有免疫调节、抗

炎、抗病毒和抗氧化特性［8］，桂枝含有桂皮醛、桂皮酸等

化学成分，桂皮酸具有抗氧化、抗菌、抗癌、神经保护、
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E1 - E5. 单味药材溶液（分别为白芍、大枣、桂枝、黄芪、生姜）

E6. 供试品溶液

图4 样品与药材饮片的高效液相色谱图

E1 - E5. Single medicinal herb solution（Paeoniae Radix Alba，
Jujubae Fructus，Cinnamomi Ramulus，Astragali Radix，Zingiberis

Rhizoma Recens，respectively） E6. Test solution
Fig. 4 HPLC chromatograms of sample and medicinal herbal

decoction pieces

表1 线性关系考察结果

Tab. 1 Results of the linear relation test

待测成分

芍药内酯苷

芍药苷

毛蕊异黄酮苷

桂皮酸

桂皮醛

回归方程

Y1 = 1 330. 2 X1 - 13 652
Y2 = 1 062. 2 X2 - 9 658. 8
Y3 = 2 518. 8 X3 - 148. 27
Y4 = 9 547. 6 X4 + 1 795. 9
Y5 = 11 243 X5 + 12 455

R2

0. 999 5
0. 999 4
0. 999 6
0. 999 5
0. 999 5

线性范围

（μg / mL）
19. 0～171. 0
61. 6～555. 0
8. 3～75. 0
18. 0～162. 0
28. 4～255. 9

定量限

（μg / mL）
1. 9
4. 9
0. 8
0. 3
0. 4

检测限

（μg / mL）
0. 8
1. 2
0. 4
0. 1
0. 1
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抗炎和抗糖尿病的特性［9 - 13］，桂皮醛有益于糖尿病及

其并发症的治疗［14］，芍药内酯苷和芍药苷均为芍药中

的有效成分［15 - 16］，故选取这5种成分作为定量指标。

3. 2 梯度洗脱程序选择

芍药内酯苷、芍药苷和毛蕊异黄酮苷极性很接近，

等度洗脱无法将三者分开。因此，预试验中采用 0. 1%
甲酸水溶液 - 乙腈作为流动相，考察了不同的梯度洗

脱条件，并结合色谱峰的分离度、峰形，最终确定梯度

的设置条件。

3. 3 方法评价

本研究中根据中药经典名方新药开发政策的相关

要求，进行黄芪桂枝五物汤质量控制考察，建立了

HPLC指纹图谱并测定了指标成分含量，方法操作简

便，稳定可行，重复性好，可用于方剂的质量评价。
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表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

芍药内酯苷

芍药苷

毛蕊异黄酮苷

桂皮酸

桂皮醛

样品含量（mg）
0. 220 1
0. 220 5
0. 220 3
0. 220 0
0. 220 1
0. 220 6
1. 007 7
1. 006 3
1. 007 4
1. 007 0
1. 006 8
1. 007 5
0. 228 4
0. 227 7
0. 228 0
0. 228 1
0. 227 3
0. 227 2
0. 090 1
0. 092 0
0. 090 5
0. 090 4
0. 091 1
0. 090 6
0. 624 5
0. 624 4
0. 624 7
0. 624 0
0. 624 3
0. 624 3

加入量（mg）
0. 218 9
0. 218 9
0. 218 9
0. 218 9
0. 218 9
0. 218 9
1. 006 4
1. 006 4
1. 006 4
1. 006 4
1. 006 4
1. 006 4
0. 227 3
0. 227 3
0. 227 3
0. 227 3
0. 227 3
0. 227 3
0. 091 5
0. 091 5
0. 091 5
0. 091 5
0. 091 5
0. 091 5
0. 623 7
0. 623 7
0. 623 7
0. 623 7
0. 623 7
0. 623 7

测得量（mg）
0. 437 9
0. 438 7
0. 437 4
0. 437 0
0. 437 6
0. 437 4
2. 004 3
2. 003 4
1. 998 7
1. 999 6
2. 005 0
2. 005 5
0. 458 2
0. 454 7
0. 459 0
0. 458 3
0. 456 5
0. 456 0
0. 183 1
0. 184 4
0. 180 2
0. 179 8
0. 179 8
0. 180 0
1. 253 5
1. 247 7
1. 248 0
1. 256 8
1. 257 2
1. 256 9

回收率（%）

99. 50
99. 68
99. 18
99. 13
99. 36
99. 04
99. 03
99. 08
98. 50
98. 63
99. 19
99. 17
101. 10
99. 87
101. 63
101. 28
100. 84
100. 66
101. 64
100. 98
98. 03
97. 70
96. 94
97. 70
100. 85
99. 94
99. 94
101. 46
101. 48
101. 43

X（%）

99. 31

98. 93

100. 89

98. 83

100. 85

RSD（%）

0. 25

0. 30

0. 60

1. 99

0. 74

表3 样品含量测定结果（mg / g，n = 2）
Tab. 3 Results of the content determination of five components

in samples（mg / g，n = 2）

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

芍药内酯苷

4. 26
3. 51
3. 52
3. 23
3. 53
3. 41
3. 81
3. 58
3. 92
4. 02

芍药苷

15. 23
16. 18
16. 12
16. 06
15. 94
15. 84
15. 82
15. 68
15. 61
15. 54

毛蕊异黄酮苷

2. 18
3. 92
3. 65
4. 18
3. 35
3. 17
3. 02
2. 79
2. 61
2. 45

桂皮酸

1. 62
1. 43
1. 45
1. 47
1. 44
1. 45
1. 50
1. 52
1. 53
1. 57

桂皮醛

9. 47
9. 95
9. 99
9. 89
9. 91
9. 70
9. 77
9. 56
9. 40
9. 33
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