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基于UHPLC指纹图谱和多成分定量的葛根芩连汤质量评价研究
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摘要: 葛根芩连汤临床应用广泛, 但目前缺乏系统的质量评价方法以确保葛根芩连汤在临床使用的安全性和有

效性。因此本文建立了葛根芩连汤的UHPLC指纹图谱及多成分含量测定方法, 为葛根芩连汤的质量控制与评价提

供科学依据。采用UHPLC-DAD法检测, 色谱柱为ZORBAX Eclipse Plus-C18 (150 mm × 4.6 mm, 3.5 μm), 流动相为

乙腈 (A)−20 mmol·L-1乙酸铵 (含 0.8%乙酸及 0.5%三乙胺, B), 梯度洗脱, 柱温 25 ℃, 流速为 1.0 mL·min-1, 检测波长

为 260 nm, 建立 10批葛根芩连汤的指纹图谱, 结合中药色谱指纹图谱相似度评价系统进行全面分析, 并对其中 9个

成分进行定量分析。在葛根芩连汤指纹图谱研究中, 得到共有峰 18个, 通过对照品指认了其中 12个峰对应的成分, 

10批葛根芩连汤相似度良好, 均大于 0.99。多成分定量分析中 9种成分在相应的质量浓度范围内与峰面积的线性

关系良好 (r ≥ 0.999), 平均加样回收率在 94.4%～100.3%内, RSD在 0.1%～1.4%内。本方法在同一波长下研究葛根

芩连汤指纹图谱的同时能对其 9个主要成分的含量进行测定, 方法灵敏度高、专属性强, 为全面评价葛根芩连汤的

质量提供依据。
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Abstract: Gegen Qinlian decoction has a wide range of clinical applications. However, there is a lack of 

systematic quality evaluation methods to ensure the safety and effectiveness of Gegen Qinlian decoction in clinical 

use. The UHPLC fingerprint and multi-component determination method of Gegen Qinlian decoction were 

established to provide scientific basis for the quality control and evaluation of Gegen Qinlian decoction. The 

chromatography was performed on a ZORBAX Eclipse Plus-C18 column (150 mm × 4.6 mm, 3.5 μm) with mobile 

phase consisted of acetonitrile (A) − 20 mmol·L-1 ammonium acetate (containing 0.8% acetic acid and 0.5% 

triethylamine) (B) and gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The column temperature was 25 ℃ , the 

detection wavelength was 260 nm, the fingerprint of 10 batches of Gegen Qinlian decoction was determined, and 

the similarity evaluation system of TCM chromatographic fingerprint was used for comprehensive analysis, and 9 

components were quantitatively analyzed. In the fingerprint study of Gegen Qinlian decoction, a total of 18 peaks 

were obtained, 12 of which were identified by reference substances. Moreover, the similarity of 10 batches of 

Gegen Qinlian decoction was good, and all of them were greater than 0.99. In the multi-component quantitative 
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analysis, the linear relationship between the nine components and the peak area was good (r ≥ 0.999) in the 

corresponding mass concentration range. The average recovery rate was 94.4% − 100.3%, and the RSD was 

0.1%−1.4%. The fingerprint of Gegen Qinlian decoction was studied under the same wavelength, and the content 

of 9 main components were determined by our established method. The method has high sensitivity and strong 

specificity, which provided a comprehensive scientific basis for the comprehensive evaluation of the quality of 

Gegen Qinlian decoction.

Key words: Gegen Qinlian decoction; fingerprint; multicomponent quantification; quality control

葛根芩连汤 (Gegen Qinlian decoction, GQD) 为传

统中医药常用的经典古方, 来源于张仲景所著《伤寒

论》, 表里同治, 具有解表证兼里热之功效。葛根芩连

汤由四味中药组成, 分别为葛根、黄芩、黄连及炙甘草, 

其中葛根为君药, 在中药归经理论中归脾胃经, 可疏散

表邪, 解热发汗生津, 治疗阴虚之证; 臣药之一黄芩, 在

中药归经理论中归肺、胆、脾、大肠经, 可清肠热治泄

泻; 臣药黄连在中药归经理论中归心、脾、胃、胆、大肠

经, 可解毒清热, 治疗湿热痞满之证; 使药炙甘草起调

和诸药之效[1]。现代研究表明葛根芩连汤含有葛根

素、大豆苷、黄芩苷、小檗碱、甘草酸等多种有效成

分[2], 具有解热、抗菌、抗炎、止泻、降糖等多重药理作

用[3-6]。目前中国药典 (2020年版) 对葛根芩连丸、葛根

芩连片这两种剂型均有收载, 片剂的剂型最为常见, 故

研究者较多, 质量控制较为完善, 而葛根芩连丸的研究

较少, 整体质量控制有待提升。汤剂是我国应用时间

最早且范围最广的一类剂型, 汤剂以水作为溶剂, 能够

快速在体内发挥疗效, 治疗效果好的同时不良反应小, 

同时, 汤剂的剂量还能随证加减, 具有针对性强和灵活

度高的特点, 并且对于吞咽困难者, 在丸剂与片剂无法

服用的时候, 可以选择汤剂进行治疗, 故对葛根芩连汤

这一剂型进行质量控制存在一定的必要性。但由于制

备工艺和剂型相差较大, 无法利用片剂或丸剂的质量

标准对葛根芩连汤进行评价。目前对葛根芩连汤的研

究主要集中在化学成分[7]及药理药效[8,9]方面, 在对葛

根芩连汤的鉴别研究上, 有学者[10]利用高效液相色谱

对葛根芩连汤的指纹图谱进行了分析 , 在三个波长 

(250、280、346 nm) 下对其共有峰进行了识别, 在含量

测定的研究中, 大部分的学者[11-13]也均采用多波长对

葛根芩连汤中的有效成分进行测定, 分析成分选择不

完全且分析时间较长, 有些学者开发的液相条件中流

动相制备还需调整 pH值, 分析方法较为繁琐。目前葛

根芩连汤的质量控制方面缺乏整体性的评价, 未见葛

根芩连汤指纹图谱与含量测定相结合的整体质量分析

方法, 并且存在分析时间长、方法较复杂以及指标成分

分析不全面等问题, 鉴别及含量测定的方法有待进一

步提升。因此, 有必要建立一套较为全面的质量分析

方法对葛根芩连汤的质量进行控制和评价。本文运用

超高效液相色谱法, 在 260 nm波长下对葛根芩连汤指

纹图谱方法进行研究, 并能同时测定葛根素、大豆苷、

黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉

黄芩素 9个指标成分的含量, 建立了葛根芩连汤指纹

图谱与含量测定相结合的质量控制方法, 本研究开发

的液相条件具有洗脱方式简单、分析时间短和检测波

长简便等优点, 为葛根芩连汤质量控制体系的完善建

立提供了参考依据。

材料与方法

仪器 1290 Infinity Ⅱ型 UHPLC (美国安捷伦公

司); TDZ24 WS低速离心机 (湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司); MT-XS105分析天平 (瑞士Mettler Toledo

公司); BP210S 电子分析天平 (德国 Sartorius 公司); 

MTAB135-S分析天平 (日本岛津公司); KQ-500DB超

声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司); 45U2紫砂煎

药壶 (潮州市潮安区康雅顺电器有限公司)。

材料与试剂 葛根素对照品 (批号 CHB201203, 

纯 度 ≥ 98%)、3′- 甲 氧 基 葛 根 素 对 照 品 ( 批 号

CHB210107, 纯度 ≥ 98%)、葛根素芹菜糖苷对照品 (批

号 CHB201204, 纯度 ≥ 98%)、大豆苷对照品 (批号

CHB201119, 纯 度 ≥ 98%)、黄 芩 苷 对 照 品 ( 批 号

CHB201101, 纯度 ≥ 98%)、汉黄芩苷对照品 (批号

CHB190115, 纯度 ≥ 98%)、大豆苷元对照品 (批号

CHB201120, 纯度 ≥ 98%)、盐酸巴马汀对照品 (批号

CHB201223, 纯度 ≥ 98%)、盐酸小檗碱对照品 (批号

CHB210108, 纯 度 ≥ 98%)、甘 草 酸 对 照 品 ( 批 号

CHB1810610, 纯度 ≥ 98%)、黄芩素对照品 ( 批号

CHB201102, 纯度 ≥ 98%)、汉黄芩素对照品 (批号

CHB201221, 纯度 ≥ 98%), 均购于成都克洛玛生物科

技有限公司, 购买的对照品经标化质量均满足要求; 纯

净水 (杭州娃哈哈集团有限公司); 乙腈 (色谱纯, 美国 

Sigma-Aldrich公司); 乙酸 (色谱纯, 天津市富宇精细化

工有限公司); 三乙胺和乙酸铵 (HPLC级, 天津市大茂

化学试剂厂); 甲醇 (色谱纯, 山东禹王和天下新材料有

限公司); 葛根、黄连、黄芩和炙甘草均购于其道地产区
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或主产区, 经沈阳药科大学药学院王东教授鉴定, 确认葛

根饮片为豆科植物葛属藤本植物野葛Pueraria lobata 

(Willd.) Ohwi的根经干燥后得到的, 黄连饮片为毛茛

科黄连属草本植物Coptis chinensis Franch的根经干燥

后得到的 , 黄芩饮片为唇形科植物黄芩属草本植物

Scutellaria baicalensis Georgi的根经干燥后得到的, 炙

甘草饮片为豆科植物甘草属双子叶植物 Glycyrrhiza 

uralensis Fisch的根经蜜炙后得到的。10批葛根芩连

汤配伍后将其命名编号为 S1～S10, 配伍饮片来源信

息见表1。

对照品溶液的制备 精密称取葛根素、大豆苷、

黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、

汉黄芩素适量 , 加 75% 甲醇制成浓度分别为 6.096、

1.434、3.896、1.478、0.636 4、0.676 2、0.546 0、0.198 3、

0.086 2 mg·mL-1的混合对照品溶液, 精密称取 3′-甲氧

基葛根素、葛根素芹菜糖苷和大豆苷元适量, 加 75%

甲醇制成浓度分别为 0.688 4、0.944、0.068 24 mg·mL-1

的混合对照品溶液。

供试品溶液的制备 按照《伤寒论》记载及《医疗

机构中药煎药室管理规范》相关规定制备葛根芩连汤。

取葛根16 g、黄芩6 g、黄连6 g、炙甘草4 g, 加入14倍量

水浸泡 30 min, 葛根先煎 15 min, 再加入黄芩、黄连及

炙甘草煎煮 45 min, 待到一煎完毕利用筛网 (200 目) 

趁热过滤, 向药渣中加入12倍量水, 煎煮40 min, 200目

筛趁热过滤 , 合并两煎液后 60 ℃减压浓缩至 75 mL, 

即得葛根芩连汤。精密量取葛根芩连汤 1 mL至 5 mL

量瓶中, 加 75%甲醇稀释, 摇匀并超声 30 min后定容, 

使用有机系滤膜 (0.22 μm微孔) 过滤, 取续滤液即得。

阴性对照溶液的制备 按“供试品溶液制备”项下

方法分别制备不含葛根、黄连、黄芩、炙甘草的阴性对

照溶液。

色 谱 条 件 色 谱 柱 : ZORBAX Eclipse Plus-

C18 (150 mm × 4.6 mm, 3.5 μm); 流动相 : 乙腈 (A)−

20 mmol·L-1乙酸铵 (含 0.8% 乙酸及 0.5% 三乙胺 , B); 

梯度洗脱程序如下 : 0～5 min, 10% A～11% A; 5～

14 min, 11% A～15% A; 14～17 min, 15% A～17% A; 

17～18 min, 17% A～19% A; 18～35 min, 19% A～

20% A; 35～44 min, 20% A～22% A; 44～46 min, 22% 

A～34% A; 46～53 min, 34% A～36% A; 53～54 min, 

36% A～45% A; 54～58 min, 45% A～58% A; 柱温 : 

25 ℃; 流速: 1.0 mL·min-1; 检测波长: 260 nm; 进样量: 

5 μL。

指纹图谱方法学考察

精密度 按“供试品溶液的制备”项下方法, 取同

一批葛根芩连汤 (S3) 制得供试品溶液, 在上述色谱条

件下连续进样 6次, 记录色谱图中各峰的保留时间及

峰面积, 计算各共有峰与内参比峰之间的相对保留时

间 (RRT) 和相对峰面积 (RPA)。

重复性 按“供试品溶液的制备”项下方法, 取同

一批葛根芩连汤 (S3) 平行制备 6份供试品溶液, 在上

述色谱条件下对 6份重复性样品进行进样分析, 记录

色谱图中各峰的保留时间及峰面积, 计算各共有峰与

内参比峰之间的RRT和RPA。

稳定性 按“供试品溶液的制备”项下方法, 取葛

根芩连汤 (S3) 制备供试品溶液, 在上述色谱条件下分

别放置 0、2、4、6、8、10、12和 24 h后, 再对样品进行进

样分析, 记录色谱图中各峰的保留时间及峰面积, 计算

各共有峰与内参比峰之间的RRT和RPA。

指纹图谱建立及相似度评价 收集 10批样品, 按

“供试品溶液的制备”项下方法制备 10批葛根芩连汤

的供试品溶液, 在上述色谱条件下进样分析, 记录色谱

图。将图谱导入国家药典委员会开发的《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统》2012年版进行分析, 计算各

样品指纹图谱与对照图谱的相似度。

系统适用性 分别取混合对照品溶液和供试品溶

液进样分析, 计算葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、

Table 1　Information of 10 batches of Gegen Qinlian decoction with decoction pieces

No.

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

Puerariae Lobatae Radix

Origin

Anhui Anqing

Anhui Anqing

Anhui Suzhou

Anhui Suzhou

Anhui Anqing

Anhui Yuexi

Anhui Anqing

Anhui Anqing

Anhui

Sichuan Hongya

Batch No.

A220329

A220107

22042101

22072101

21082001

220600119

21120801

A220812

220502

220401

Scutellariae Radix

Origin

Shanxi

Shanxi Yuncheng

Shanxi Yuncheng

Shanxi Yuncheng

Shanxi Yuncheng

Hebei Chengde

Hebei Chengde

Hebei

Shaanxi Shangzhou

Gansu Longxi

Batch No.

220701

211215

220303

220401

220202

220500181

220601

220901

220401

22072601

Coptidis Rhizoma

Origin

Chongqing

Chongqing

Chongqing Shizhu

Sichuan Pengzhou

Sichuan

Sichuan Pengzhou

Sichuan Meishan

Sichuan Hongya

Sichuan

Hubei Lichuan

Batch No.

A220222

A220503

Z2103001

210421

22012602

220801

220401

220801

220501CP0544

HL180322

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 

Praeparata Cum Melle

Origin

Xinjiang

Xinjiang

Gansu Zhangye

Gansu Longnan

Gansu Zhangye

Gansu

Inner Mongolia Chifeng

Inner Mongolia

Inner Mongolia Baotou

Inner Mongolia Alxa Left 

Banner

Batch No.

220601

220801

A220727

200902

220202

20220801

210702

22021002

220501741

220801
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巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素和汉黄芩素的分离度、

理论塔板数、各色谱峰的拖尾及色谱峰信噪比。取混

合对照品溶液, 连续进样6针, 计算待测成分的RSD。

多指标含量测定方法学考察

专属性 取对照品溶液、供试品溶液、葛根阴性对

照溶液、黄连阴性对照溶液、黄芩阴性对照溶液和炙甘

草阴性对照溶液各 5 μL, 按上述色谱条件进行检测分

析, 比较色谱图。

准确度 精密量取已知待测成分含量的葛根芩连

汤 9份, 每份精密移吸取 0.5 mL, 分别加入葛根芩连汤

中相当于各待测成分的 50%、100%和 150%水平的对

照品, 制备低、中、高浓度的供试品溶液, 每一种浓度平

行制备 3份, 按照上述色谱条件进样分析, 计算各成分

的加样回收率和RSD。

精密度 取同一批葛根芩连汤 , 分别精密量取

0.5、1.0、1.5 mL 置于 5 mL量瓶中, 制备低、中、高 3个

浓度的供试品溶液, 每一种浓度平行制备 3份, 按照上

述色谱条件进样分析, 测定各待测成分的含量并计算

RSD, 作为重复性实验。取同一批葛根芩连汤, 制备相

同浓度的供试品溶液 3份, 每天平行制备 3份, 连续三

天进样分析, 计算各待测成分含量并计算 RSD, 作为

中间精密度实验。

检测限和定量限 取混合对照品溶液, 用 75%甲

醇进行逐步稀释, 分别以信噪比 3∶1和 10∶1测定各成

分的检测限和定量限, 并测定精密度和准确度。

线性与范围 分别依次精密量取葛根素、大豆苷、

黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉

黄芩素的混合对照品溶液 0.10、0.50、0.75、1.00、1.50、

2.00 mL置于 5 mL量瓶中, 用 75%甲醇定容至刻度, 摇

匀, 制得标准系列溶液。按上述色谱条件分析, 记录峰

面积 , 以对照品浓度 C (µg·mL-1) 为横坐标 , 峰面积 A

为纵坐标, 绘制标准曲线, 计算回归方程和相关系数。

耐用性 分别考察色谱条件在不同进样体积 (4、

5 和 6 μL)、不同柱温 (24、25 和 26 ℃)、不同检测波

长 (255、260 和 265 nm)、不同配比的水相流动相 

[18 mmol·L-1乙酸铵 (含 0.78%乙酸及 0.48%三乙胺)、

20 mmol·L-1 乙酸铵 (含 0.8% 乙酸及 0.5% 三乙胺)、

22 mmol·L-1乙酸铵 (含 0.82% 乙酸及 0.52% 三乙胺)] 

条件下, 测定待测成分的含量, 并计算不同条件的RSD。

稳定性 取同一份葛根芩连汤供试品溶液, 室温

放置, 分别于 0、2、4、6、8、12和 24 h后进样分析, 计算

各待测成分含量RSD。

样品含量测定 将 10批不同批次的葛根芩连汤

按照上述“供试品的制备”项下进行制备, 进样分析, 计

算各批次葛根芩连汤中9种待测成分的含量。

结果

1　指纹图谱方法学考察

在上述色谱条件下进行指纹图谱分析, 共检测出

18个特征峰, 各个特征峰之间分离度良好, 混合对照

品溶液与供试品溶液的UHPLC色谱图见图1。

1.1　精密度 18 个共有峰 RRT 的 RSD 均小于 1.6%, 

RRA的RSD均小于1.5%, 表明仪器精密度良好。

1.2　重复性 18 个共有峰 RRT 的 RSD 均小于 0.6%, 

RRA的RSD均小于1.9%, 表明方法重复性良好。

1.3　稳定性 18 个共有峰 RRT 的 RSD 均小于 1.5%, 

RRA 的 RSD 均小于 2.3%, 表明供试品溶液在 24 h 内

稳定性良好。

2　葛根芩连汤指纹图谱的建立及分析

葛根芩连汤成分复杂, 10批葛根芩连汤指纹图谱

见图 2, 共有 18个特征峰, 通过对照品可指认 12个色

谱峰, 其中黄芩苷为葛根芩连汤的主要活性成分和指

标成分之一, 其响应与保留时间适中, 保留时间处于整

个图谱中较中间的位置, 分离度良好, 且对照品易获

得, 符合内参比峰的要求, 因此选择黄芩苷作为葛根芩

连汤指纹图谱的内参比峰。利用《中药色谱指纹图谱

相似度评价系统》2012 年版建立 10 批葛根芩连汤

UHPLC指纹图谱共有模式, S1～S10的相似度分别为

0.998、0.998、0.995、0.998、0.992、0.995、0.998、0.997、

0.997、0.998, 相似度均 > 0.99, 表明 10 批葛根芩连汤

相似性良好, 质量稳定。

Figure 1　UHPLC chromatograms of mixed standard solution (A) 

and sample solution (B) 2: Puerarin; 4: 3′-Methoxypuerarin; 5: 

Puerarin apioside; 6: Daidzin; 10: Baicalin; 12: Wogonoside; 13: 

Daidzein; 14: Palmatine; 15: Berberine; 16: Glycyrrhizic acid; 17: 

Baicalein; 18: Wogonin; 1, 3, 7, 8, 9, 11: Other characteristic peaks
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3　系统适用性考察

取混合对照品溶液和供试品溶液进样分析, 分析

结果显示 9个待测成分的分离度 (R) 均大于 1.5, 且理

论塔板数 (n) 均不低于 8 000, 各色谱峰对称性良好 , 

色谱峰信噪比均大于 10。将混合对照品溶液连续进

样 6针, 葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小

檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄芩素 9个待测成分的RSD

分别为 0.1%、0.3%、0.5%、0.5%、0.4%、0.2%、0.5%、

1.4%、1.2%, 表明仪器精密度良好。

4　多指标含量测定方法学考察

4.1　专属性 在对照品溶液、供试品溶液及各阴性对

照溶液的色谱图中发现, 葛根素、大豆苷来自葛根, 黄

芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素来自黄芩, 小檗碱、

巴马汀来自黄连, 甘草酸来自甘草, 阴性溶液均无干

扰, 结果表明方法专属性良好。

4.2　准确度 葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、巴

马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄芩素的平均加样回

收率为 100.3%、94.5%、99.2%、98.2%、97.9%、98.1%、

98.7%、94.3%、96.0%, RSD 分别为 0.2%、0.6%、0.2%、

0.1%、0.1%、0.2%、0.3%、1.4%、0.9%, 表明方法的准确

度良好。

4.3　精密度 记录低、中、高共 9份样品的峰面积, 测

定各待测成分的含量并计算RSD, 葛根素、大豆苷、黄

芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄

芩素的 RSD 分别为 1.6%、0.9%、1.0%、0.9%、0.3%、

0.6%、1.0%、3.0%、3.1%, 结果表明样品重复性良好。

葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小檗碱、甘

草酸、黄芩素、汉黄芩素的 RSD 分别为 0.6%、0.6%、

2.5%、0.9%、0.4%、2.5%、0.7%、3.2%、1.4%, 表明方法

精密度良好。

4.4　检测限与定量限 稀释各混合对照品溶液的浓度, 

进样分析, 使定量限 S/N ≥ 10, 检测限 S/N ≥ 3, 结果如

表2所示, 各对照品的检测限在0.109 0～1.206 µg·mL-1

之间, 定量限在 0.327 1～3.691 µg·mL-1之间。取定量

限溶液分别进行精密度和准确度试验, 结果表明, 各对

照品的峰面积RSD (%) 在 0.1%～2.9%之间, 平均加样

回收率和回收率RSD (%) 分别在 95.0%～100.8%之间

和 0.9%～3.1%之间, 方法在定量限浓度下精密度和准

确度良好。

4.5　线性与范围 葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩

苷、巴马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄芩素在考察

范围内呈现良好的线性关系, 相关系数均大于 0.999, 

结果见表2。

4.6　耐用性 分别考察色谱条件在不同进样体积、不

同柱温、不同检测波长以及不同配比的水相流动相的

条件下, 葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、巴马汀、小

Figure 2　Fingerprints of 10 batches of Gegen Qinlian decotion

Table 2　Results of linearity, limit of quantitation (LOQ) and limit of detection (LOD)

Analyte

Puerarin

Daidzin

Baicalin

Wogonoside

Barmatine

Berberine

Lycyrrhizic acid

Baicalein

Wogonin

Linearity

Range/mg·mL-1

3.048−0.121 9

0.717 0−0.028 68

1.948−0.077 92

0.739 0−0.029 56

0.318 0−0.012 72

0.338 0−0.013 52

0.273 0−0.010 92

0.099 0−0.003 960

0.043 00−0.001 720

Equation

y = 15 675x + 672.77

y = 17 943x − 68.177

y = 9 940.1x − 238.26

y = 14 428x − 103.8

y = 18 000x − 44.251

y = 20 818x − 58.781

y = 3 435.4x − 11.605

y = 14 440x − 52.063

y = 17 510x − 4.421 3

R2

0.999 1

0.999 8

0.999 9

0.999 8

0.999 7

0.999 7

0.999 9

0.999 1

0.999 7

LOQ/μg·mL-1

0.327 1

0.399 1

3.618

1.858

2.904

3.691

1.902

1.042

0.666 0

LOD/μg·mL-1

0.109 0

0.133 0

1.206

0.619 2

0.823

1.119

0.543 5

0.347 5

0.222 0

·· 2369



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(8): 2365−2371

檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄芩素的RSD在 0.2%～3.4%

内, 结果表明, 方法耐用性良好。

4.7　稳定性 葛根素、大豆苷、黄芩苷、汉黄芩苷、巴

马汀、小檗碱、甘草酸、黄芩素、汉黄芩素的RSD分别

为 0.8%、0.7%、2.0%、0.6%、1.0%、1.8%、0.6%、1.1%、

0.2%, 结果表明, 供试品溶液在24 h内稳定。

5　样品含量测定

取混合对照品溶液和 10批葛根芩连汤供试品溶

液, 按上述色谱条件进样分析, 按外标法以峰面积计算

含量, 结果见表3。

讨论

葛根芩连汤为传统中医药的经典古方, 出自《伤寒

论》, 君药为葛根, 臣药为黄芩与黄连, 使药为炙甘草, 

主治下利身热、心烦躁扰、面赤口渴等。中药材质量的

优劣与药材的产地、品种、栽培等密切相关[14], 故收集

了葛根、黄芩、黄连和炙甘草各十批不同批次的药材饮

片, 对指纹图谱的相似度进行了计算, 结果显示十批葛

根芩连汤的相似度均大于 0.99, 表明不同批次样品的

相似度较高, 整体质量较为稳定。

中药煎煮的方法和方式直接影响了中药汤剂临床

药效, 因此为了达到更高的提取效率, 对提取工艺进行

了考察。根据文献的报道以及方解的研究, 葛根芩连

汤的配比存在5∶3∶3∶2以及8∶3∶3∶2两种情况, 但由于

《伤寒论》出自东汉时期, 古书中描写葛根用量为半斤、

黄芩用量为三两、黄连用量为三两、炙甘草用量为二

两, 而东汉时期半斤为八两, 故确定配比为 8∶3∶3∶2, 

确定配比后对葛根芩连汤的制备工艺进行了考察, 发

现在浸泡时间为 30 min、一煎和二煎时间分别为 45和

40 min、一煎加水量和二煎加水量分别为 14和 12倍量

水时, 待测成分的含量能得到最大程度的提升, 精密量

取 1 mL 复方汤剂后以 75% 甲醇定容至 5 mL 量瓶时, 

色谱图基线平稳, 峰面积相对较高且干扰较少, 最终确

定了本研究的提取工艺及前处理方法。本研究通过对

提取工艺及前处理方法的考察, 提示在复方汤剂的煎

煮过程中, 需进行标准化的提取方法, 从而保证产品的

质量稳定均一。

中药的质量是中医临床疗效的基本前提和根本保

证, 为了辨别中药质量的好坏, 首先要解决复杂样品的

组分分析问题, 开发效果好、专属性强以及操作简便的

分析方法, 从而建立起相应的质量标准[15]。中药质量

标准应具备科学性、合理性、简便性和实用性[16]。在选

择指标成分时, 遵循组方配伍及君臣佐使原则, 在君药

中选择了葛根中含量较高的葛根素与大豆苷两种成

分; 在选择臣药黄芩指标成分时, 发现黄芩中的黄芩苷

与黄芩素、汉黄芩苷与汉黄芩素之间均为苷与苷元的

关系, 苷是糖或糖的衍生物通过端基碳的半缩醛羟基

或半缩酮羟基与非糖部分脱水缩合而成, 苷元就是苷

中的非糖部分, 苷与苷元之间存在互相转化, 是整体与

部分的关系, 所以在选择指标成分时, 将这四种成分均

纳入含量测定的范围; 在臣药黄连中选择了活性效果

好且含量高的小檗碱和巴马汀两种成分; 炙甘草作为

使药起调和诸药的作用, 在全方中药量使用最小, 故选

择甘草酸这一含量较高的成分作为指标性成分进行测

定, 君药葛根同中国药典指标成分相比, 增加了大豆苷

的测定, 臣药黄芩增加了汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素

的测定, 黄连增加了巴马汀的测定, 从而更加全面地对

葛根芩连汤进行质量控制。目前现有关于葛根芩连汤

液相色谱条件研究及含量测定研究中采用多波长[17,18]

对其进行检测, 本研究在 260 nm的单波长下, 基线较

为平整, 各峰之间分离度良好, 能够同时完成指纹图谱

的建立与 9种成分的含量测定。本研究开发的液相条

件具有洗脱方式简单、分析时间短和检测波长简便等

优点, 为葛根芩连汤进一步质量控制和方法开发的建

立提供了参考依据。

结论

本实验建立了在同一波长下同时完成指纹图谱的

研究及多成分含量测定的方法, 收集 10批饮片所制备

的葛根芩连汤质量一致性较好, 在此基础上利用该色

Table 3　Content of nine components in ten batches of Gegen Qinlian decoction

Analyte

Puerarin

Daidzin

Baicalin

Wogonoside

Barmatine

Berberine

Lycyrrhizic acid

Baicalein

Wogonin

Content/mg·g-1

S1

16.90

3.281

10.83

3.602

1.490

2.536

1.240

0.282 2

0.131 6

S2

15.90

2.842

10.84

3.646

1.563

2.169

1.358

0.342 2

0.140 6

S3

19.36

3.764

10.14

3.270

1.370

1.780

1.138

0.234 0

0.120 6

S4

19.36

3.764

10.14

3.270

1.370

1.780

1.138

0.234 0

0.120 6

S5

18.74

3.840

10.00

3.050

1.270

1.539

1.580

0.334 8

0.162 9

S6

14.03

2.478

9.36

4.102

1.531

1.081

0.985

0.177 3

0.088 8

S7

16.10

3.238

10.19

3.517

1.589

2.293

1.294

0.553 0

0.245 1

S8

19.65

3.679

12.86

3.717

0.870

1.377

1.463

0.423 4

0.199 9

S9

17.15

2.980

10.48

3.593

1.597

1.810

1.124

0.326 7

0.243 5

S10

14.29

3.348

9.14

3.453

1.492

1.556

1.272

0.461 3

0.194 6
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谱方法对葛根芩连汤中 9 种有效成分进行了含量测

定, 并进行了方法学考察, 发现 10批葛根芩连汤中各

成分的含量存在一定差异, 这可能是中药饮片在生长

环境、采收时间、炮制工艺和贮藏条件等不同所引起

的。综上, 本研究利用UHPLC方法建立了一套完整的

质量分析方法, 从定性与定量两个方面为对葛根芩连

汤的质量进行评价, 该方法具有专属性强、灵敏度高、

操作简便等优点, 为葛根芩连汤的质量控制体系的完

善提供参考, 为提高其整体质量的一致性提供依据, 从

而确保葛根芩连汤在临床使用上的安全性与有效性。
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