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近年来，糖尿病微血管病变导致的糖尿病肾病

（Diabetic nephrothy，DN）发病人群逐年扩大，成为攻克

糖尿病的难题[1]。中医认为，内生热毒损伤肾络是此病

发生发展的主要病机[2-3]，采用清热解毒类药物配伍组方

可有效防治DN[4]。糖肾清毒颗粒为成都中医药大学附

属医院在研的中药六类新药，由黄芩、牛蒡子、蒲公英和

豨莶草组合而成，具有清热解毒、活血通络之功效，主治

DN热毒证。药效研究表明，黄芩中的黄酮类成分能减

少蛋白尿，增加尿肌酐排泄量，其作用机制可能与提高

肾脏的抗氧化功能有关 [5]；蒲公英和豨莶草中的有机

酸类成分具有抗炎、抗病毒、抗菌、抗过氧化损伤等作

用 [6-7]；牛蒡子主要含木脂素类成分牛蒡苷，对DN患者

具有改善临床症状、减少尿蛋白及微量白蛋白的作用[8]，

上述3类成分为本方治疗DN的药效物质基础。成分定

量研究方面，有文献报道同时测定该制剂中的黄酮类和

有机酸类含量 [9]。本试验采用高效液相色谱（HPLC）-

DAD波长切换法首次对方中的绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、
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摘 要 目的：建立同时测定糖肾清毒颗粒中 7种活性成分含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为岛津 Inert

Sustain C18，流动相为乙腈-0.1％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 327 nm（绿原酸和咖啡酸）、280 nm（黄芩

苷）、228 nm（牛蒡苷）、276 nm（汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素），柱温为35 ℃，进样量为10 μL。结果：绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、牛蒡

苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素检测质量浓度线性范围分别为 4.830～154.6 μg/mL（r＝0.999 8）、0.750～24.1 μg/mL（r＝

0.999 7）、22.859～731.5 μg/mL（r＝0.999 7）、8.491～271.7 μg/mL（r＝0.999 3）、2.471～79.0 μg/mL（r＝0.999 6）、6.656～213.0

μg/mL（r＝0.999 4）、2.756～88.2 μg/mL（r＝0.999 8）；精密性、稳定性、重复性的 RSD＜2.0％；加样回收率分别为 96.86％～

100.82％（RSD＝1.46％，n＝6）、98.79％～101.09％（RSD＝0.93％，n＝6）、97.57％～101.51％（RSD＝1.37％，n＝6）、97.76％～

99.63％（RSD＝0.77％，n＝6）、97.99％～100.12％（RSD＝0.76％，n＝6）、96.54％～101.07％（RSD＝1.87％，n＝6）、96.60％～

99.59％（RSD＝1.14％，n＝6）。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复性好，可用于糖肾清毒颗粒中7种活性成分含量的同

时测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous determination of 7 active constituents in Tangshen qing-

du granule. METHODS：HPLC was performed on the column of SHIMADZU Inert Sustain C18 with mobile phase of acetonitrile-

0.1％ phosphoric acid at a flow rate of 1.0 mL/min，detection wavelength was 327 nm for chlorogenic acid and caffeic acid，280 nm

for baicalin，228 nm for arctiin and 276 nm for wogonoside，baicalein and wogonin，column temperature was 35 ℃，and injection

volume was 10 μL. RESULTS：The linear range was 4.830-154.6 μg/mL for chlorogenic acid and（r＝0.999 8），0.750-24.1 μg/mL

for caffeic acid（r＝0.999 7），22.859-731.5 μg/mL for baicalin（r＝0.999 7），8.491-271.7 μg/mL for arctiin（r＝0.999 3），2.471-79.0

μ g/mL for wogonoside（r＝0.999 6），6.656-213.0 μ g/mL for baicalein（r＝0.999 4） and 2.756-88.2 μ g/mL for wogonin （r＝

0.999 8）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than 2.0％，recoveries were 96.86％-100.82％（RSD＝

1.46％，n＝6），98.79％ -101.09％（RSD＝0.93％，n＝6），97.57％ -101.51％（RSD＝1.37％，n＝6），97.76％ -99.63％（RSD＝

0.77％，n＝6），97.99％ -100.12％（RSD＝0.76％，n＝6），96.54％ -101.07％（RSD＝1.87％，n＝6）and 96.60％ -99.59％（RSD＝

1.14％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple with good precision，stability and reproducibilty，and can be used for the

simultaneous determination of 7 active constituents in Tangshen qingdu granule.
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牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素同时进行定量分

析，并进行方法学验证，以期为糖肾清毒颗粒的质量控

制提供一种合理可行的方法。

1 材料
1.1 仪器

1260型HPLC仪，包括四元泵、DAD检测器、在线脱

气装置、OpenlAB工作站（美国Agilent公司）；BP211D型

十万分之一电子分析天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；

AS20500BD型超声清洁仪（天津奥特赛恩斯仪器有限公

司，功率：250 W，频率：50 kHz）；CXP-500A型高速多功

能粉碎机（上海市晟喜制药机械有限公司）。

1.2 药品与试剂

糖肾清毒颗粒（成都中医药大学附属医院自制，批

号：20160513、20160515、20160519，规格：30 g/袋）；黄芩

苷对照品（批号：110715-201318，纯度：93.3％）、汉黄芩

苷对照品（批号：112002-201501，纯度：98.8％）、黄芩素

对照品（批号：111595-201306，纯度：97.8％）、汉黄芩素

对照品（批号：111514-200403，纯度：98.4％）、绿原酸对

照品（批号：110753-201313，纯度：96.6％）、咖啡酸对照

品（批号：110885- 200102，纯度：100％）、牛蒡苷对照品

（批号：110819-201007，纯度：95.4％）均购自中国食品药

品检定研究院；乙腈、甲醇为色谱纯，磷酸为分析纯，水

为蒸馏水。

1.3 饮片

黄芩（批号：1408018）、蒲公英（批号：1407093）、牛

蒡子（批号：1408046）、豨莶草（批号：1208022）均购自四

川新荷花中药饮片股份有限公司。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Inert Sustain C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B），梯度洗脱（洗脱程

序见表 1）；流速：1.0 mL/min；检测波长：327 nm（0～38

min，绿原酸和咖啡酸）、280 nm（38～48 min，黄芩苷）、

228 nm（48～56 min，牛蒡苷）、276 nm（56～80 min，汉

黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素）；柱温：35 ℃；进样量：

10 μL。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间，min

0

18

24

55

58

66

69

80

A，％
10

10

22

22

30

30

50

50

B，％
90

90

78

78

70

70

50

50

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取绿原酸对照品 4.79

mg、咖啡酸对照品2.50 mg、黄芩苷对照品9.81 mg、牛蒡

苷对照品7.12 mg、汉黄芩苷对照品2.00 mg、黄芩素对照

品6.44 mg、汉黄芩素对照品5.64 mg，分别置于10 mL量

瓶中，加 50％甲醇溶液溶解并定容，制成单一对照品贮

备液；分别精密吸取黄芩苷对照品贮备液 2 mL，另外 6

种对照品溶液各 1 mL，置于同一 10 mL量瓶中，加 50％

甲醇溶液定容，摇匀，制成绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、牛蒡

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素质量浓度分别为0.047 9、

0.025 0、0.196 0、0.071 2、0.020 0、0.064 4、0.056 4 mg/mL

的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取样品 0.6 g，置于 100 mL

量瓶中，加 50％甲醇溶液定容，超声处理 30 min，冷却，

加50％甲醇溶液定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按糖肾清毒颗粒处方和工艺分

别制备缺黄芩、牛蒡子、蒲公英的单一阴性样品，并按

“2.2.2”项下方法制成单一阴性对照溶液。

2.2.4 空白对照溶液 以流动相作为空白对照溶液。

2.2.5 药材样品溶液 取蒲公英、豨莶草饮片各适量，

分别按2015年版《中国药典》（一部）供试品溶液制备方

法制成单一药材样品溶液[10]。

2.3 系统适用性试验与专属性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、阴性对

照溶液、药材样品溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录色谱，详见图1。结果，理论板数以绿原酸、

咖啡酸、黄芩苷、牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素峰

计均＞3 000；分离度＞1.5，各成分互不干扰。缺黄芩、

牛蒡子的阴性对照色谱图在相应位置上无干扰，因此本

方法对黄芩苷、牛蒡苷、黄芩素和汉黄芩素专属性良好；

缺蒲公英的阴性对照色谱图在相应位置上出现了色谱

峰，为作进一步分析本试验参考相关文献[11]测定处方的

药材成分；蒲公英和豨莶草药材均含有绿原酸与咖啡

酸，牛蒡子药材含有绿原酸，因此绿原酸和咖啡酸不具

有专属性。

2.4 线性关系考察与检测限、定量限考察

精密称取各待测对照品适量，加甲醇制成绿原酸、

咖啡酸、黄芩苷、牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素

质量浓度分别为 154.56、24.00、731.47、271.69、79.04、

212.99、88.19 μg/mL的混合对照品贮备液，倍比稀释，制

成系列混合对照品溶液。精密量取上述系列混合对照

品溶液各10 μL，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，得绿原酸、咖啡酸、黄芩

苷、牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素回归方程与线

性范围，详见表2。取上述系列混合对照品溶液，倍比稀

释，按“2.1”项下色谱条件进样测定，当信噪比为 10 ∶ 1
时，得定量限；当信噪比为3 ∶1时，得检测限，详见表2。

2.5 精密度试验

2.5.1 日内精密度 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件一日内连续进样测定 6次，记
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录峰面积。结果，绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、牛蒡苷、汉黄

芩苷、黄芩素和汉黄芩素峰面积的RSD分别为 0.82％、

1.77％、0.91％、0.97％、0.75％、1.14％、0.45％（n＝6），表

明日内精密度良好。

2.5.2 日间精密度 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件分别于第1、3、7日连续进样测

定6次，记录峰面积。结果，绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、牛

蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素峰面积的RSD分别

为 0.90％、1.50％、1.10％、0.79％、0.95％、1.30％、0.82％

（n＝6），表明仪器日间精密度良好。

2.6 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：20160513）适量，

分别于室温下放置 0、3、6、12、18、24 h时按“2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积。结果，绿原酸、咖啡酸、

黄芩苷、牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素峰面积的

RSD 分别为 0.88％、1.70％、1.23％、0.89％、0.43％、

1.10％、1.54％（n＝6），表明供试品溶液在室温放置24 h

内基本稳定。

2.7 重复性试验

精密称取同一批样品（批号：20160513）适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。结果，

绿原酸、咖啡酸、黄芩苷、牛蒡苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉

黄芩素的平均含量分别为 0.84、0.13、35.07、16.52、、

9.41、3.66、1.18 mg/g，RSD 分 别 为 0.80％ 、1.90％ 、

0.64％、1.20％、0.29％、0.71％、0.92％（n＝6），表明本方

法重复性良好。

2.8 加样回收率试验

取已知含量样品（批号：20160513）适量，共 6份，每

份 0.4 g，分别加入一定质量的待测成分对照品，按

“2.2.2”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，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表 3。

2.9 样品含量测定

取 3批样品各适量，分别按“2.2.2”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

积并计算样品含量，结果见表4。

3 讨论
3.1 检测指标的选择

中医治疗疾病强调用药的系统性和整体性，复方疗

效的发挥是方中多种成分协同作用的结果，仅用某一个

成分或一类成分作为评价指标无法全面反映该制剂的

质量优劣，所以有必要建立多指标成分的含量测定方

法。2015年版《中国药典》通过测定黄芩苷的含量，对黄

芩药材及相关制剂进行质量控制，而现代研究表明，黄

芩药材中其他黄酮类成分（汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素

等）同样具有黄芩的部分药理活性。在制剂工艺中，黄

酮类成分可能受温度、pH等影响相互转化，黄芩苷降解
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A.混合对照品；B.供试品；C.空白对照；D.缺黄芩的阴性对照；E.缺牛蒡

子的阴性对照；F.缺蒲公英的阴性对照；G.缺豨莶草的阴性对照；H.蒲

公英药材；I.豨莶草药材；1.绿原酸；2.咖啡酸；3.黄芩苷；4.牛蒡苷；5.汉

黄芩苷；6.黄芩素；7.汉黄芩素

A.mixed control；B.test sample；C.blank control；D.negative control with-

out Scutellaria baicalensis；E. negative control without Fructus arctii；F.

negative control without Taraxacum mongolicum；G.negative control

without Siegesbeckia orientalis；H. T. mongolicum；I. S. orientalis；1.chlo-

rogenic acid；2.caffeic acid；3.baicalin；4.arctiin；5.wogonoside；6.ba-

icalein；7.wogonin

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
表2 回归方程、线性范围、检测限与定量限

Tab 2 Regression equation，linear range，limits and

quantification of detection

待测成分
绿原酸
咖啡酸
黄芩苷
牛蒡苷
汉黄芩苷
黄芩素
汉黄芩素

回归方程
y＝18.678x－4.223 9

y＝15.678x+0.512 7

y＝25.768x－3.071 2

y＝20.27x－12.598

y＝26.175x－5.31

y＝64.14x+148.87

y＝52.363x－30.287

r

0.999 8

0.999 7

0.999 7

0.999 3

0.999 6

0.999 4

0.999 8

线性范围，μg/mL

4.830～154.6

0.750～24.1

22.859～731.5

8.491～271.7

2.471～79.0

6.656～213.0

2.756～88.2

检测限，ng

0.3

0.3

0.2

0.2

0.2

0.1

0.1

定量限，ng

0.8

0.8

0.6

0.7

0.6

0.2

0.3
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为其苷元黄芩素。另外，阚红玉等[12]检测发现，黄芩药

材中黄酮类成分因产地不同含量差异巨大，这进一步说

明了单一用黄芩苷作为药材及其制剂的质量控制指标

具有片面性。牛蒡苷属于木脂素类化合物，是牛蒡子治

疗DN的主要活性成分[13]。蒲公英和豨莶草均含有绿原

酸和咖啡酸，是本方清热解毒的有效成分，通过测量有

机酸的含量有助于制剂整体质量控制。综上所述，7种

成分均与本方主治功能相符，因此笔者选取它们作为质

量控制指标。由于绿原酸和咖啡酸没有专属性，本课题

在质量标准研究时，采用药材对照方法确定制剂中是否

含蒲公英和豨莶草。

3.2 样品制备方法的选择

制备样品时，笔者分别以甲醇、75％甲醇溶液和

50％甲醇溶液为提取溶剂，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，结果 50％甲醇溶液提取效率高，色谱峰对称性

好，故选择 50％甲醇溶液作为提取溶剂；以 50％甲醇溶

液作为提取溶剂，分别考察超声时间 20、30、40 min对 7

种活性成分的提取效果，结果发现超声 30 min 和超声

40 min成分含量差异不大，超声20 min成分却未提取完

全，因此选择超声30 min为提取时间。

3.3 色谱条件的选择

笔者分别考察了25、30、35、40 ℃的柱温对7种活性

成分分离度的影响，结果发现柱温越高，黄芩苷和牛蒡

苷的分离度越好，但考虑到温度过高，影响绿原酸的含

量，因此最终选定35 ℃的柱温。考察流动相时，本试验

前期对不同比例的甲醇-水、乙腈-水和乙腈-磷酸溶液流

动相系统进行考察，结果发现在流动相中加入一定比例

的磷酸有助于提高待测成分峰与杂质峰之间的分离度；

笔者还对磷酸的用量进行了考察，结果表明，当流动相

的 pH 在 2.0～2.5时，待测成分牛蒡苷含量最高，这与

0.1％磷酸溶液的pH相符，因此选择乙腈-0.1％磷酸溶液

组成的流动相系统进行梯度洗脱。选择检测波长时，采

用DAD检测器在 200～400 nm 范围内对供试品溶液进

行了全波长扫描，结果显示绿原酸和咖啡酸在 327 nm、

黄芩苷在280 nm、牛蒡苷在228 nm和汉黄芩苷、汉黄芩

素、黄芩素在276 nm波长处紫外吸收较优，同时各待测

成分互不干扰，因此选择波长切换法测定7个待测成分，

且各成分响应信号稳定。

综上所述，本方法操作简便，精密度、稳定性、重复

性好，可用于糖肾清毒颗粒中7种活性成分含量的同时

测定。
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100.58

97.70

97.49

96.60

98.36

99.03
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％

1.46

0.93

1.37

0.77

0.76

1.87

1.14

表4 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 4 Results of contents determination of samples

（n＝3，mg/g）

批号
20160513

20160515

20160519

RSD，％

绿原酸
0.85

0.87

0.86

1.16

咖啡酸
0.13

0.13

0.14

4.33

黄芩苷
35.13

35.01

35.18

0.25

牛蒡苷
16.11

16.32

16.44

1.03

汉黄芩苷
9.22

9.16

9.37

1.17

黄芩素
3.42

3.28

3.23

2.98

汉黄芩素
1.11

1.08

1.06

2.32
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HS-SPME-GC-MS法检测并鉴定胡椒叶和果实中的挥发性成分Δ

张 伟＊，张娟娟，尹震花，张 勇，康文艺#（黄河科技学院医学院，郑州 450063）

中图分类号 R284.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2017）06-0820-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2017.06.27

摘 要 目的：检测并鉴定胡椒叶和果实中挥发性成分的方法。方法：采用顶空固相微萃取 -气相色谱 -质谱联用法

（HS-SPME-GC-MS）。色谱条件：色谱柱为 HP-5 MS石英弹性毛细管柱，载气为高纯氦气（99.999％），流速为1.0 mL/min，进样口

温度为250 ℃，色谱柱初始温度为50 ℃（程序升温），分流进样，分流比为10 ∶1。质谱条件：电离方式为电子轰击离子源，电离能量

为80 eV，离子源温度为230 ℃，四极杆温度为150 ℃，传输线温度为280 ℃，电子倍增器电压为1 588 V，质量扫描范围为m/z 30～

400。采用RTLPEST3. L 和NIST08. L谱库进行谱图检索，以面积归一化法测定各挥发性成分的相对含量。结果：从胡椒叶中鉴

定出28个挥发性成分，果实中鉴定出15个化合物，分别占总峰面积的67.13％、36.85％。其中，叶中主要挥发性成分为β-石竹烯

（15.72％）、柠檬烯（9.39％）、3-蒈烯（9.32％）、β-蒎烯（6.80％）和α-萜品烯（4.98％）等，果实中主要挥发性成分为1，7，7-三甲基-2-乙

烯基二环[2.2.1]庚-2-烯（10.45％）、匙桉醇（8.28％）和氧化石竹烯（4.81％）等；二者有5个共有成分。结论：该研究基本明确了胡椒

叶和果实中主要挥发性成分，并且证实了二者存在明显差异。

关键词 胡椒；挥发性成分；顶空固相微萃取；气质联用

Detection and Identification of Volatile Constituents from Leaves and Fruits of Piper nigrum by HS-

SPME-GC-MS

ZHANG Wei，ZHANG Juanjuan，YIN Zhenhua，ZHANG Yong，KANG Wenyi（School of Medicine，Huanghe Sci-

ence and Technology College，Zhengzhou 450063，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the detection of volatile constituents from the leaves and fruits of Piper ni-

grum. METHODS：HS-SPME-GC-MS was used. The chromatographic conditions：column was HP-5 MS quartz elastic capillaries，

carrier gas was high purity helium（99.999％），flow rate was 1.0 mL/min，the inlet temperature was 250 ℃，initial temperature of

column was 50 ℃（temperature programmed），split injection with split ratio of 10 ∶ 1. MS conditions：ionization mode was electron

impact ion source，ionization energy was 80 eV，ion source temperature was 230 ℃，quadrupole temperature was 150 ℃，trans-

mission line temperature was 280 ℃，electron multiplier voltage was 1 588 V，mass scanning range was m/z 30-400. The spectra

were retrieved using RTLPEST3. L and NIST08. L，and the relative contents of the volatile constituents were determined by area

normalization method. RESULTS：There were 28 volatile constituents in the leaves and 15 in the fruits，respectively accounting for

67.13％ and 36.85％ . The major volatile constituents of leaves were β-caryophyllene（15.72％），limonene（9.39％），3-carene

（9.32％），β-pinene（6.80％），α-terpine（4.98％），etc.，the main volatile constituents of fruits were 1，7，7-trimethyl-2-vinylbicyclo

[2.2.1]hept-2-ene（10.45％），espatulenol（8.28％），caryophyllene oxide（4.81％），etc. 5 constituents were owned in both. CON-

CLUSIONS：The study basically clears the main volatile constituents from the leaves and fruits of P. nigrum，and verifies existing

obvious differences.

KEYWORDS Piper nigrum；Volatile constituents；HS-SPME；GC-MS
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