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高效液相色谱法测定化湿败毒汤中芍药苷含量的研究
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摘 要：目的 建立测定化湿败毒汤中芍药苷含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为乙腈 –0.05% 磷酸水溶液（20∶80，V/V），流速为 0.8 mL/min，柱温 30℃，检测波长为 237 nm，

进样量为 10 μL。结果 芍药苷浓度在 24.68~246.8 μg/mL范围内线性良好（r2 =0.9999，n=5），精密度、稳定性、

重复性实验结果良好，RSD 值均小于 2%；回收率为 102.0%，RSD 为 1.49%（n=9）。结论 该方法简单便捷，易

于操作，专属性强，分离度好，重复性好，适用于化湿败毒汤中芍药苷的测定，能够为以赤芍为原料的复方制剂中

芍药苷含量测定提供参考依据。
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Determination of paeoniflorin in a natural Chinese herbal medicine  
by high performance liquid chromatography
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ABSTRACT: Objective  To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) method for the determination 
of paeoniflorin in a natural Chinese herbal medicine. Methods  The chromatographic column was C18 column (250 mm × 
4.6 mm, 5 μm), the mobile phase was acetonitrile -0.05% phosphoric acid aqueous solution (20∶80, V/V), the flow rate was 
0.8 mL/min, the column temperature was 30℃, the detection wavelength is 237 nm, and the injection volume was 10 μL. 
Results  The linear range of paeoniflorin was 24.68~246.8 μg/mL, the linearity of paeoniflorin was good (r2 = 0.9999,  
n = 5) , the results of precision, stability and repeatability experiment were good, and the RSD values were less than 2% , the 
average recovery was 102.0% , RSD was 1.49% (n = 9). Conclusion  The method is simple, convenient, easy to operate, 
and with strong specific, good separationand, good repeatability. It is suitable for the determination of paeoniflorin in natural 
Chinese herbal medicine, and provides a reference for the determination of paeoniflorin in compound preparations with Radix 
Paeoniae rubra as raw material.
KEY WORDS: a natural Chinese herbal medicine; Radix Paeoniae Rubra; paeoniflorin; high performance liquid 
chromatography method

0  引  言

化湿败毒汤是在中医理论指导下，用于治疗疫病的一种

方剂 [1]。化湿败毒汤是由麻黄（Ephedra）、甘草（Licorice）、赤

芍（Red peony）、厚朴（Hopu）等 10 余味中药组成的复方制剂，

具有清热解毒、燥湿利水、清虚火益肾阴的功效 [2]。在临床应

用中，化湿败毒汤常用于治疗湿毒侵肺所致的发热、咳嗽、乏

力、纳差、胸闷等症状。它通过调节人体的气血、阴阳平衡，

改善体内的湿毒环境，增强机体的抵抗力，从而达到治疗疾病

的目的 [3]。

化湿败毒汤方剂中，赤芍作为一种重要的组成部分，其

有效成分芍药苷是一种重要的活性成分。芍药苷是一种单萜
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糖苷类化合物（Monoterpene glycosides）[4]，多为白色吸湿性无

定形粉末，其化学性质不稳定，受强碱和温度影响明显，需在

低温、冷冻条件下保存 [5]。近年来，芍药苷的方法研究不断取

得进展，主要的检测方法有高效液相色谱法（High Performance 

Liquid Chromatography，HPLC）[6]， 液 相 色 谱 – 质 谱 联 用 法

（Liquid Chromatography Mass Spectrometry，LC-MS）[7]， 超 高 效

液相色谱法（Ultra Performance Liquid Chromatography，UPLC）[8]

等。以上方法均能准确高效地测定白芍、赤芍药材中芍药苷的

含量，对于特定的含有芍药苷的复方制剂需要研究建立特定实

验条件及方法，以准确测定其中芍药苷含量具有重要意义。从

药效角度讲，芍药苷有抗炎作用，可以减轻炎症反应，在新型

冠状病毒感染治疗中，对缓解肺部炎症等症状可能起到积极的

辅助作用，因此通过检测其含量，能够更好地了解药物发挥抗

炎作用的情况 [9]。从质量控制方面考虑，化湿败毒汤是复方制

剂。芍药苷的含量检测有助于控制药物的质量，确保每一批次

的化湿败毒汤中芍药苷含量稳定。通过了解复方中各成分之间

的相互作用和配伍规律，可以保证药物疗效的一致性和稳定

性，这对于临床安全、有效用药至关重要 [10]。

本研究以方剂中的赤芍为主要成分作为质控指标，采用高

效液相色谱法测定，分析芍药苷的含量。对于赤芍中药材采用

《中华人民共和国药典（2020 版）：一部》赤芍 [11] 项下含量检

测的方法，样品出峰良好，适用性强。对于本研究中，赤芍与

其他汤剂中的中药材混合，预实验采用《中华人民共和国药典

（2020 版）：一部》赤芍项下含量检测的方法，出峰效果较差，

干扰因素较多，分离度差，信噪比高。因此，本研究拟在现行

赤芍的检测标准上，优化检验条件，选择更适用于此产品化湿

败毒汤中芍药苷的检测方法，旨在建立化湿败毒汤的质量控制

方法和标准对方法进行分析研讨。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

化湿败毒汤混合药材样品（由杏仁、生麻黄、甘草、藿香、

厚朴、苍术、草果、法半夏、茯苓、生大黄、生黄芪、葶苈

子、生石膏、赤芍混合组成，购自同仁堂药店）；芍药苷标准品

（96.8%，中国食品药品检定研究院）；甲醇、乙腈（色谱纯）、磷

酸（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）。

1.2  仪器与设备

高效液相色谱仪［waters e2695，沃特世（美国）公司］；

电子天平（精度 0.1 mg，ME204TE 梅特勒公司），本草萃饮机

（TRT889，北京同仁堂健康药业有限公司）。

1.3  实验方法

1.3.1 样品溶液制备

将化湿败毒汤混合方剂中的混合药材进行粉碎，过 40 目

筛。准确称取混匀样品 2 g，用本草萃取机（TRT889）萃取该

样品，萃取溶液为水，萃取温度 80℃，萃取压力 1 个标准大

气压，搅拌速度 200 r/min，萃取时间 1 min，得到萃取液体为

200 mL。萃取液用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，备用。准确称取缺

少赤芍样品的阴性样品 2 g，按供试品溶液的制备方法制备阴性

对照溶液，备用。

1.3.2 标准溶液配制

准确称取芍药苷标准品 12.75 mg，置 25 mL 容量瓶中，用

甲醇溶解定容，作为标准品储备液，备用。精密吸取标准品储

备液 0.5、1、1.5、2、5 mL 置 10 mL 容量瓶中，加甲醇定容至

刻度，得到不同浓度的芍药苷标准溶液。

1.3.3 色谱柱的选择

色谱柱的选择过程中，充分考虑了流动相的比例及 pH

值 等 因 素。 对 Agilent Zorbax SB-C18、Kromasil-C18 及 Waters 

Symmetry C18 三种色谱柱进行了考察。通过对比峰形、出峰时

间和分离度效果等关键指标，最终确定 Waters Symmetry C18 色

谱柱为最佳选择。选择过程严谨且科学，确保了后续分析的准

确性和可靠性。

1.3.4 色谱条件

Waters Symmetry C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流

动相乙腈：0.05% 磷酸水溶（80∶20）；流速 0.8 mL/min；检测

波长 237 nm；柱温为室温；进样量 10 μL。在该色谱条件下，

样品中被测成分芍药苷能够达到基线分离，理论塔板数均高 

于 3000。

1.4  数据处理

采用 Office Excel 2023 和相对标准偏差（relative standard 

deviation，RSD）数据计算器对所有数据进行统计分析，使用

Waters e2695 对图谱进行采集与分析。

2  结果与分析

2.1  方法线性关系

分别吸取不同浓度的芍药苷标准溶液 10 μL 进样上机，

测定其峰面积。以芍药苷浓度为横坐标，以其峰面积为纵

坐标，绘制标准曲线，进行线性回归，其回归方程分别为 

y = 15590.0038x+18184.12，相关系数为 r2 = 0.9999，由此可

知，芍药苷浓度在 24.68~246.8 μg/mL 范围内，线性关系良

好。线性含量数据见表 1，含量线性趋势见图 1，对照品溶液

色谱图见图 2。

表 1 含量测定线性实验 
Table 1 Linear test for content determination

芍药苷浓度

（mg/mL）
24.6778 49.3557 74.0335  98.7114 246.7784

峰面积（AU） 421595 752517 1181412 1565347 3864602
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2.2  方法专属性

分别精密吸取 1.3.1 及 1.3.2 项下的制备溶液，结果显示供

试品溶液色谱图与标准品溶液色谱图相同保留时间处有相应的

色谱峰，而且阴性对照品在相同保留时间处未出现相应的色谱

峰，排除阴性样品的干扰，表明方法专属性良好。阴性对照品

溶液色谱图见图 3。

2.3  重复性

取同一批化湿败毒汤供试品 6 份，按 1.3 项下方法平行制备

供试品溶液 6 份，分别取 10 μL注入液相色谱仪，根据液相色谱

分析结果计算芍药苷的含量。由表 2 可知，6 份样品芍药苷测定

平均值为 8.53 mg/mL，重复性良好，其相对标准偏差（RSD）为

0.04%。重复性试验数据见表 2。供试品溶液色谱图见图 4。
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2.4  稳定性 

移取带测定溶液，并分别在不同时间进行样品检测（t=0、

2、4、8、12、24、48 h），根据检测结果计算 RSD 值。计算结

果显示芍药苷质量分数检测结果的 RSD 值为 0.56%，即不同时

间段待测样品检测结果相对标准偏差均小于 2.00%，这表明待

测样品溶液在 48 h 内基本稳定，可满足本研究要求。

2.5  准确度

采用加标回收法，准确吸取制备的化湿败毒汤样品0.4 mL， 

共 9 份，编号 1~9。已知样品中芍药苷含量为 8.53 mg/mL，则

样品所含芍药苷约为 0.0341 mg，依据《中华人民共和国药典

（2020 年版）：四部》药品质量标准分析方法验证指导原则 [12]

准确度的要求，高、中、低浓度对照品加入量与所取供试品中

待测成分量控制在合理范围内，则样品中分别加入约 0.0204、

0.0308、0.0408 g 对照品，即 7~9 号加入约 0.0408 g 芍药苷标准

品，4~6 号加入约 0.0308 g 芍药苷标准品，1~3 号加入 0.0204 g

芍药苷标准品。按此方法制备待测溶液，并继续制备供试品溶

液，取 10 μL 注入液相色谱仪，测定含量。结果表明，芍药苷

的平均回收率为 102.0%，RSD =1.49%，表明方法可信，回收

率数据见表 3。

表 2 含量测定方法重复性实验（n=6） 
Table 2 Repeatability test of assay method （n=6）

样品编号 称样量（g） 含量（mg/mL） 平均值（mg/mL） RSD（%）
1 2.0371 8.55

8.53 0.04

2 2.0299 8.55
3 2.0176 8.55
4 2.0107 8.46.
5 2.0087 8.54
6 2.0022 8.54
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图 4 芍药苷供试品溶液色谱图 
Fig. 4  Chromatogram of paeoniflorin solution

表 3 含量测定回收率试验 
Table 3  Test for determination of content recovery rate

样品编号 称样量（mL） 样品中含量（mg） 标品加入量（mg） 测定总量（mg） 回收率（%）

1 0.4 0.0341 0.0204 0.0546 100.53 

2 0.4 0.0341 0.0204 0.0546 100.62 

3 0.4 0.0341 0.0204 0.0547 100.98 

4 0.4 0.0341 0.0306 0.0658 103.38 

5 0.4 0.0341 0.0306 0.0653 102.03 

6 0.4 0.0341 0.0306 0.0647 99.93 

7 0.4 0.0341 0.0408 0.0761 102.86 

8 0.4 0.0341 0.0408 0.0765 103.88 

9 0.4 0.0341 0.0408 0.0764 103.72 

平均值 102.0

RSD（%） 1.49

3  结论与讨论

在对化湿败毒汤中赤芍所含芍药苷的研究中，预实验先是

采用《中华人民共和国药典（2020 年版）：一部》赤芍项下含量

检测的方法，以甲醇∶0.05 mol/L 磷酸二氢钾溶液（40∶65）为流

动相，检测波长设为 230 nm，流速设置为 1.0 mL/min。然而，

在此条件下，样品的出峰效果未达预期。随后又对《中华人民

共和国药典（2020 年版）：一部》白芍 [13] 项下含量测定方法及

甘草 [14] 项下含量测定方法展开考察，并在 190~400 nm 区间进

行光谱扫描，经过大量反复实验，对流动相及流动相比例，流
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速进行优化。最终使用乙腈∶0.1% 磷酸水溶液及乙腈∶0.05%

磷酸水溶液对供试品溶液进行上机检测，分析其对供试品溶液

色谱峰分离效果的影响。结果显示，以流动相乙腈∶0.05% 磷

酸水溶（80∶20）；流速 0.8 mL/min；检测波长 237 nm；柱温

30℃；按照此色谱条件进样测定，芍药苷色谱峰形良好，且受

干扰性少。此方法线性在 24.68~246.8 μg/mL 范围内相关性较

好；此方法重复性良好，专属性强，稳定性和准确度高，满足

要求；平均回收率可达 102.0%，说明此方法准确、可靠，适用

于化湿败毒汤中芍药苷的含量测定。在利用高效液相测定化湿

败毒汤中芍药苷的研究过程中，采用的新型的流动相体系，可

在更短的时间内，使芍药苷与化湿败毒汤中其他复杂成分（如多

种黄酮类、生物碱类等成分）实现更理想的分离。相较于测定单

一成分的药典方法，新的流动相组成选择性更佳，有效减少了

峰展宽和拖尾现象，极大提高了分离效率和分析速度。针对化

湿败毒汤这种复杂的中药复方样本，在样品前处理方面开发了

一种全新的提取方法，这种方法融合了现代提取技术（高效萃

取机）和特定的净化步骤，不仅能够更高效地从复方中提取芍药

苷，而且可去除杂质干扰。与传统的熬制中药的方式相比，这

种新方法能够更精准地提取目标成分，大幅缩短提取时间，同

时提高了有效成分的溶出率及稳定性。

本研究准确测定了化湿败毒汤中芍药苷的含量，为化湿

败毒汤的质量控制提供了关键数据支撑。例如，经研究发现

不同批次的化湿败毒汤中芍药苷含量存在一定的波动范围，

而这种波动可能与药材来源、炮制方法等因素相关。通过对

大量样本的分析，能够确定一个合理的含量范围，以此作

为质量标准的参考依据。基于芍药苷含量测定结果，可以构

建更为完善的化湿败毒汤质量控制体系。除对单一成分芍药

苷进行含量测定外，还将结合其他指标成分的分析，并运用

化学计量学方法，如主成分分析（PCA）、偏最小二乘法判

别分析（PLS-DA）等，实现对化湿败毒汤质量全面且精准的

评价。

通过本研究及现阶段化湿败毒汤的临床应用，可以进一步

深入探究芍药苷与化湿败毒汤中其他成分的协同作用机制。

例如，借助细胞实验和动物模型，观察芍药苷与其他活性成分

（如黄芪中的黄芪甲苷等）共同作用时，对免疫调节、抗病毒等

药效产生的影响；开展芍药苷在体内的药代动力学研究，深入

了解其在动物或人体中的吸收、分布、代谢和排泄过程。这对

于确定化湿败毒汤的给药方案、剂量等至关重要，同时有助于

进一步理解芍药苷在体内发挥药效的具体过程。

本研究在化湿败毒汤中赤芍的芍药苷测定方面取得了一

定成果，优化了实验条件，简化了实验流程，有效避免了混

合汤剂中其他药材的干扰，成功建立了化湿败毒汤中芍药苷测

定的新方法。这一新方法提高了质量控制的准确性，能够精确

检测化湿败毒汤中有效成分芍药苷的含量。本研究为化湿败毒

汤质量标准的提升提供了坚实的实验依据，并且能够推动行业

的标准化进程，在同类产品领域建立统一且更科学的质量控制

标准，促使不同企业生产的以赤芍为主要原料的复方制剂都能

在高质量标准下进行生产和检验，进而提升整个行业的质量

水平。
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