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摘 要 目的：建立同时测定柴胡水提液中柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d含量的方法，并优化其电磁裂解水提取工艺。方法：采用高效

液相色谱法。色谱柱为 SB-C18，流动相为乙腈-水（梯度洗脱），柱温为 40 ℃，流速为 1.0 mL/min，检测波长为 210 nm，进样量为

10 μL。在单因素试验基础上，以提取时间、物料粒度、料液比为考察因素，柴胡皂苷 a 与柴胡皂苷 d 的总提取率为响应值，采用

Box-Behnken响应面法优化其提取工艺，并与超声法和煎煮法进行比较。结果：柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d检测质量浓度的线性范围

分别为50.70～202.80 μg/mL（r＝0.999 9）、50.50～202.00 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限分别为0.16、0.13 μg/mL，检测限分别为0.05、

0.04 μg/mL；精密度、稳定性、重复性的 RSD 均小于 2％；加样回收率分别为 98.23％～102.47％（RSD＝1.80％，n＝6）、98.84％～

102.06％（RSD＝1.60％，n＝6）。最优提取工艺为以水提取1次，提取时间2.50 min、药材过80目筛、料液比1 ∶28（g/mL）。3次验证

试验结果显示，最优工艺所得柴胡皂苷a与柴胡皂苷d的平均总提取率为8.42 mg/g，高于超声法（8.34 mg/g）和煎煮法（8.06 mg/g），且

提取时间更短。结论：所建含量测定方法简便、准确，可用于同时测定柴胡水提液中柴胡皂苷a、柴胡皂苷d的含量；优化所得电磁

裂解水提取的工艺稳定、可行。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of saikosaponin a and saikosaponin d in

Bupleurum chinense water extract，and to optimize its water extraction technology for electromagnetic cracking. METHODS：

HPLC method was used. The determination was performed on SB-C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-water

（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The column temperature was 40 ℃ . The detection wavelength was set at 210

nm，and the sample size was 10 μL. Based on single factor experiment，using extraction time，particle size，solide-liquid ratio as

factors，total extraction rate of saikosaponin a to saikosaponin d as indexes，the extraction technology was optimized by using

Box-Behnken response surface methdology，and compared with the results of ultrasound method and decoction method. RESULTS：

The linear range of saikosaponin a and saikosaponin d were 50.70-202.80 μg/mL（r＝0.999 9）and 50.50-202.00 μg/mL（r＝0.999 9），

respectively. The quantitation limits were 0.16 and 0.13 μ g/mL，respectively. The detection limits were 0.05 and 0.04 μ g/mL，

respectively. RSDs of precision， stability and reproducibility tests were all lower than 2％ . The average recoveries were

98.23-102.47％（RSD＝1.80％，n＝6） and 98.84％ -102.06％（RSD＝1.60％，n＝6）. The optimal extraction technology was as

follows：the extraction time of 2.50 min；the particle size of 80 mesh，solid-liquid ratio of 1 ∶ 28（g/mL）. Results of 3 times of

validation tests showed that the optimal technology included the average total extraction rates of saikosaponin a and saikosaponin d

were 8.42 mg/g，which was higher than that of ultrasonic method（8.34 mg/g）and decoction method（8.06 mg/g），and the extration

time was shorter. CONCLUSIONS：Established method is simple and accurate，and can be used for simultaneous determination of

saikosaponin a and saikosaponin d in B. chinense water extract. The optimized water extraction technology for electromagnetic

cracking is stable and feasible.
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柴胡始载于《神农本草经》，为伞形科植物柴胡（Bu-

pleurum chinense DC.）或 狭 叶 柴 胡（Bupleurum scor-

zonerifolium Willd.）的干燥根，被列为上品，是具有一种

2 000多年药用历史的传统中药，具有和解退热、疏肝解

郁、升举阳气之功效[1-2]。现代药理学研究表明，柴胡具

有抗炎、抗病毒、保肝、降血脂、免疫调节等作用[3-5]，临床

常用含柴胡的药物有柴胡口服液、柴胡注射液、柴胡片、

柴胡滴丸等。柴胡主要含皂苷类、黄酮类、多糖类、挥发

油类等成分 [6-7]，其中皂苷类成分是其药效物质基础之

一，主要成分柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d也是柴胡含量测

定的指标性成分[7-8]。柴胡皂苷常用的提取方法有乙醇

回流法、煎煮法、浸渍法、超声法等，虽然这些方法在一

定程度上可满足提取要求，但存在能耗高、工艺繁琐、有

效成分损失多等缺点[9-11]。电磁裂解提取法是一种新型

的提取方法，具有提取时间短、提取效率高、提取产物

活性强的优点，并可在常温下进行，避免了不稳定性成

分受热分解[12-15]。基于此，本研究以水为提取溶剂，采用

电磁裂解仪（见图1）提取了柴胡中柴胡皂苷 a和柴胡皂

苷 d；参考 2015年版《中国药典》（一部）方法[16]采用高效

液相色谱法（HPLC）测定了柴胡水提液中柴胡皂苷 a和

柴胡皂苷 d的含量；通过Box-Behnken响应面法优化其

提取工艺，并与超声法和煎煮法进行比较，旨在为柴胡

皂苷 a和柴胡皂苷 d的提取提供一种新的方法，为制药

工业生产中绿色环保、节能减耗提取设备的研发提供

参考。

1 材料

1.1 仪器

1260型 HPLC 仪，包括四元梯度泵、可变波长扫描

紫外检测器、自动进样器、色谱工作站（美国 Agilent 公

司）；KQ5200DE型超声波清洗器（昆山美美超声仪器有

限公司）；电磁裂解仪（长春中医药大学中药药剂实验室

自制，专利号：ZL201721353456.1）；L-204型万分之一电

子分析天平、AB135-S型十万分之一电子分析天平（瑞

士Mettler-Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

柴胡皂苷 a 对照品（批号：P03M9F50593，纯度：≥

98％）、柴胡皂苷d对照品（批号：Z08A8L33357，纯度：≥

98％）均购自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯，

其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 药材

柴胡饮片（批号：171101）购于酒泉市培丰中药材生

态种植加工有限公司，经长春中医药大学药学院翁丽丽

教授鉴定为柴胡（B. chinense DC.）的干燥根。

2 方法与结果

2.1 柴胡水提液中柴胡皂苷a、柴胡皂苷d的含量测定

采用 HPLC 法测定柴胡水提液中柴胡皂苷 a、柴胡

皂苷d的含量[16]。

2.1.1 色谱条件 色谱柱：SB-C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：乙腈（A）-水（B），梯度洗脱（0～50 min，

25％A→90％A；50～55 min，90％A）；柱温：40 ℃；流速：

1.0 mL/min；检测波长：210 nm；进样量：10 μL。在该色

谱条件下，各成分分离度均大于2.5，理论板数以柴胡皂

苷 a、柴胡皂苷 d计均不低于 35 000，阴性溶液对测定无

干扰，详见图2。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 取柴胡皂苷 a对照品、

柴胡皂苷d对照品各适量，精密称定，置于同一25 mL量

瓶中，加甲醇溶解并定容，制成柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d

1
2 3

7 6 5
4

注：1、3、4、6.阀门；2.电场处理器；5.粉碎机；7.可变速度循环泵

Note：1，3，4，6. valve；2. electric field processor；5. grinder；7.

variable speed circulation pump

图1 电磁裂解仪

Fig 1 Electromagnetic cracking equipment

图2 高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms
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质量浓度分别为 202.80、202.00 μg/mL 的混合对照品

溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取药材样品适量，粉碎后过

筛（目数参考最优工艺），精密称取 300.0 g，置于电磁裂

解仪中，按设定的试验条件加入一定比例的水提取，滤

过，取滤液 3.0 mL，60 ℃挥干，置于 10 mL量瓶中，加甲

醇溶解并定容，摇匀，即得。

2.1.4 阴性溶液 以甲醇为阴性溶液。

2.1.5 线性关系考察 分别精密吸取“2.1.2”项下混合

对照品溶液2.5、4.0、5.5、7.0、8.5、10.0 mL，置于10 mL量

瓶中，加甲醇定容，即得柴胡皂苷 a 质量浓度分别为

50.70、81.12、111.54、141.96、172.38、202.80 μg/mL，柴胡

皂苷 d 质量浓度分别为 50.50、80.80、111.10、141.40、

171.70、202.00 μg/mL的系列线性关系工作溶液。取适

量，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，以质量浓度（x，

μg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得

柴胡皂苷a回归方程为y＝5.694 7x+6.221 4（r＝0.999 9），

柴胡皂苷d回归方程为y＝5.766 9x+4.492 9（r＝0.999 9），

表明柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d检测质量浓度的线性范围

分别为50.70～202.80、50.50～202.00 μg/mL。

2.1.6 定量限与检测限考察 精密量取“2.1.2”项下混

合对照品溶液适量，加甲醇倍比稀释，按“2.1.1”项下色

谱条件进样测定，以信噪比10 ∶ 1、3 ∶ 1分别计算定量限、

检测限。结果，柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d的定量限分别为

0.16、0.13 μg/mL，检测限分别为0.05、0.04 μg/mL。

2.1.7 精密度试验 取“2.1.2”项下混合对照品溶液 10

μL，按“2.1.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰

面积。结果，柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d峰面积的RSD分别

为0.5％、0.3％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.1.8 稳定性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液 10 μL，

分别于室温下放置0、3、6、12、24 h时按“2.1.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果，柴胡皂苷 a、柴胡皂

苷d峰面积的RSD分别为1.1％、1.0％（n＝5），表明供试

品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.1.9 重复性试验 取药材样品粉末，共 6份，每份约

300.0 g，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品中柴胡皂苷a、柴胡皂苷d的含量。结果，柴

胡皂苷 a、柴胡皂苷d的平均含量为2.80、3.69 mg/g，RSD

分别为0.4％、0.5％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.1.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的药材样

品粉末，过筛，共 6份，每份约 150.0 g，分别精密加入一

定量的混合对照品溶液 1.5 mL（含柴胡皂苷 a质量浓度

56.64 μg/mL、柴胡皂苷 d 质量浓度 74.53 μg/mL），按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”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1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

柴胡皂苷 a

柴胡皂苷d

已知样品含量，
mg

0.084 3

0.084 1

0.084 9

0.084 7

0.084 2

0.083 8

0.113 1

0.112 7

0.113 4

0.113 2

0.113 0

0.112 9

加入量，
mg

0.085 0

0.085 0

0.085 0

0.085 0

0.085 0

0.085 0

0.111 8

0.111 8

0.111 8

0.111 8

0.111 8

0.111 8

测得量，
mg

0.170 6

0.171 2

0.171 5

0.170 6

0.167 7

0.167 6

0.223 9

0.223 2

0.225 7

0.226 7

0.226 9

0.223 4

加样回收率，
％

101.53

102.47

101.88

101.06

98.23

98.59

99.11

98.84

102.06

101.52

101.88

98.84

平均加样回收率，
％

100.63

100.38

RSD，
％

1.80

1.60

2.1.11 样品含量测定 取药材样品粉末适量，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱

条件进样测定，平行操作3次，记录峰面积并按标准曲线

法计算样品中柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d的含量。结果，柴

胡皂苷 a 的含量为 2.48～3.64 mg/g、柴胡皂苷 d 的含量

为3.34～4.74 mg/g。

2.2 柴胡水提液中柴胡皂苷 a与柴胡皂苷 d总提取率

的测定

取药材样品粉末适量，按“2.1.3”项下方法制备供试

品溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积并计算柴胡皂苷 a与柴胡皂苷d的总提取率（Y）。Y＝

（C×n×V）/（L×W）[17]，式中C为柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d质

量浓度之和，n为稀释体积，V为提取液总体积，L为供试

品溶液体积，W为样品质量。

2.3 单因素试验

2.3.1 提取次数对柴胡皂苷 a 与柴胡皂苷 d 总提取率

（以下简称“总提取率”）的影响 取药材样品粉末，共 5

份，每份约300.0 g，以水为提取溶剂，在提取时间3 min，

料液比1 ∶ 25（g/mL），样品过60目筛条件下，考察不同提

取次数（1、2、3、4、5次）对总提取率的影响，结果见图

3A。由图3A可见，随着提取次数的增加，虽然在提取3

次时总提取率为最高，但与其余几次比较无明显差异，

综合考虑节能、省时、经济等因素，故选择提取次数为 1

次。其原因可能为柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d在提取1次时

已基本被提取出来，此时再增加提取次数，总提取率增

加不明显。

2.3.2 提取时间对总提取率的影响 取药材样品粉末，

共 5份，每份约 300.0 g，以水为提取溶剂，在提取次数 1

次，料液比 1 ∶ 25（g/mL），样品过 60目筛条件下，考察不

同提取时间（1、2、3、4、5 min）对总提取率的影响，结果
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见图3B。由图3B可见，随着提取时间的增加，总提取率

呈先增加后降低的趋势，当提取时间为2 min时，总提取

率最高，故选择提取时间范围为1～3 min。其原因可能

与随着提取时间延长，其他杂质溶出导致溶液总浓度增

加，使柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d的溶出传质阻力增加，且

还与细胞内外有效成分含量达到动态平衡、浓度差推动

力减弱到最低有关。

2.3.3 物料粒度对总提取率的影响 取药材样品粉末，

共 5份，每份约 300.0 g，以水为提取溶剂，在提取次数 1

次，料液比1 ∶ 25（g/mL），提取时间2 min条件下，考察不

同物料粒度（过 40、60、80、100、120目筛）对总提取率的

影响，结果见图 3C。由图 3C 可见，随着物料粒度的增

加，总提取率呈先增加后降低的趋势，当物料粒度过 80

目筛时，总提取率最高，故选择物料粒度范围为过 60～

100目筛。其原因可能为物料粒度超过80目筛后，随着

粉碎粒度增加，杂质溶出增多，从而影响柴胡皂苷 a、柴

胡皂苷d的溶出。

2.3.4 料液比对总提取率的影响 取药材样品粉末，共

5份，每份约300.0 g，以水为提取溶剂，在提取次数1次，

提取时间2 min，样品过80目筛条件下，考察不同料液比

（1 ∶ 5、1 ∶ 15、1 ∶ 25、1 ∶ 35、1 ∶ 45，g/mL）对总提取率的影

响，结果见图3D。由图3D可见，随着料液比的增加，总提

取率呈先增加后降低的趋势，当料液比为 1 ∶ 25（g/mL）

时，总提取率最高，故选择料液比范围为 1 ∶ 15～1 ∶ 35
（g/mL）。其原因可能为过多的溶剂会溶解更多的杂质，

从而导致总提取率降低。

2.4 提取工艺优化

2.4.1 试验设计与结果 在单因素试验基础上，以提取

时间（A）、物料粒度（B）、料液比（C）为考察因素，以总提

取率（Y）为响应值，采用3因素3水平设计试验。因素与

水平见表 2，试验设计方案与结果见表 3、方差分析结果

见表4。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

－1

0

1

因素
A，min

1

2

3

B，目
60

80

100

C，g/mL

1 ∶15

1 ∶25

1 ∶35

表3 试验方案设计与结果

Tab 3 Design and results of Box-Behnken

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

0

－1

0

1

0

－1

0

1

－1

1

0

0

1

0

0

0

－1

B

－1

0

0

0

－1

1

0

0

0

1

0

0

－1

1

1

0

－1

C

1

－1

0

1

－1

0

0

－1

1

0

0

0

0

－1

1

0

0

Y，mg/g

7.58

5.82

8.30

7.75

6.52

6.67

8.34

6.98

7.09

7.68

8.29

8.27

7.49

6.66

7.56

8.38

6.43

表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

误差来源
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

模型
残差
失拟项
净误差
总和

离均差平方和
1.90

0.04

1.99

5.41×10－4

0.06

6.25×10－3

2.12

1.23

2.04

10.01

0.029

0.021

8.026×10－3

10.04

自由度
1

1

1

1

1

1

1

1

1

9

7

3

4

16

均方差
1.90

0.04

1.99

5.41×10－4

0.06

6.25×10－3

2.12

1.23

2.04

1.11

4.134×10－3

6.970×10－3

2.007×10－3

F

459.17

9.42

481.35

0.13

15.25

1.51

513.56

297.39

493.58

269.09

3.47

P

＜0.000 1

0.018 1

＜0.000 1

0.728 3

0.005 9

0.258 6

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.130 1

2.4.2 模型方程建立 采用 Design-Expert 8.06软件对

表2数据进行二次多元拟合回归。结果，二次多元回归

方 程 为 Y＝8.32 + 0.49A + 0.07B + 0.50C － 0.01AB －

0.13AC－0.04BC－0.71A2－0.54B2－0.70C2[R 2＝0.997 1，

校正系数（R 2
Adj）＝0.993 4]，P＜0.0001，表明方程拟合极

显著；拟合方程的 R 2为 0.997 1，表明响应值的变化有

99.71％来自于所选变量；失拟项 P 值为 0.130 1（＞

0.05），表明模型误差较小，可用于预测总提取率。由方

差分析结果可知，3个因素对总提取率影响的顺序从大

到小为 C＞A＞B；A、C、A2、B2、C2影响极显著，B、AB、

8.00

7.00

6.00

5.00

总
提

取
率

，m
g/

g

1 2 3 4 5

提取时间，min

B.提取时间的影响

9.00
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6.00

5.00

总
提
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率

，m
g/

g

40 60 80 100 120

物料粒度，目

C.物料粒度的影响
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图3 单因素试验结果

Fig 3 Results of single factor tests
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BC影响不显著。

2.4.3 响应面分析 采用Design-Expert 8.06软件，以提

取时间（A）、物料粒度（B）、料液比（C）为考察因素，以总

提取率为响应值，绘制响应面和等高线图，详见图4。由

图 4可知，因素A与C交互作用较为显著，因素A与B、

因素B与C交互作用不显著。

2.4.4 最优提取条件的确定及验证试验 基于 De-

sign-Expert 8.06软件优化得到最佳提取工艺为提取时间

2.31 min、物料粒度过80.99目筛、料液比1 ∶28.27（g/mL），

总提取率预测值为8.48 mg/g。考虑到试验的可操作性，

最终最优提取工艺确定为提取时间 2.50 min、过 80目

筛、料液比 1 ∶ 28（g/mL）。3次验证试验结果显示，在此

工艺条件下，平均总提取率为 8.42 mg/g（RSD＝1.2％），

预测值与实际值接近，表明模型优化的结果合理、可靠。

2.5 不同提取方法的比较

参考相关文献[18-19]，将上述最优提取工艺与超声法、

煎煮法进行比较，各方法均平行操作 3次，结果见表 5。

由表5可见，电磁裂解法可明显缩短提取时间，且平均总

提取率最高。

3 讨论
本研究采用 HPLC 法测定了以电磁裂解法提取的

柴胡水提液中柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d的含量，该方法

精密度、稳定性、重复性均较好，可用于同时测定柴胡水

提液中柴胡皂苷 a和柴胡皂苷d的含量。采用单因素试

验对影响柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d提取的 4个因素即提

取次数、提取时间、物料粒度、料液比进行优化。综合考

虑单因素试验结果及节能、省时、经济等因素，确定提取

次数为 1次，仅对其余 3个因素通过 Box-Behnken 响应

面法进行优化，得到最优提取工艺为提取时间2.50 min、

过80目筛、料液比1 ∶28（g/mL）。验证试验得总提取率为

8.42 mg/g。与超声法和煎煮法相比，电磁裂解法提取的

总提取率最高，提取时间最短。

柴胡皂苷 a和柴胡皂苷d属于柴胡药材中的原生皂

苷类成分，其结构不稳定，在煎煮过程中分别易降解为

柴胡皂苷b1和柴胡皂苷b2
[20-21]。而电磁裂解提取可有效

避免柴胡皂苷 a和柴胡皂苷d受热分解，其高效、节能等

特点可为柴胡的工业化提取提供新思路，并为其合理应

用及开发提供参考。

综上所述，本研究所建含量测定方法简便、准确，可

用于同时测定柴胡水提液中柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d的

含量；所得优化工艺稳定、可行。
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表5 不同提取方法平均总提取率比较

Tab 5 Comparison of average total extraction rates of

different extraction methods

提取方法
电磁裂解法
超声法
煎煮法

提取时间，min

2.50

93.00

35.00

平均总提取率，mg/g

8.42

8.34

8.06
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摘 要 目的：比较国产和进口万古霉素治疗神经外科术后肺部感染耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）的疗效和安全性。方

法：将2014年1月－2015年6月在我院诊断为MRSA肺部感染且使用国产万古霉素的神经外科术后患者作为国产万古霉素组，将

2015年7月－2018年12月使用进口万古霉素者作为进口万古霉素组，应用倾向性评分的方法按1 ∶1匹配两组基线数据，比较两组

患者的30 d全因死亡率、重症患者90 d全因死亡率、7 d细菌有效清除率以及药品不良反应发生率。结果：国产万古霉素组共纳入

108例患者，进口万古霉素组纳入 279例患者，进行倾向性评分匹配后最终两组均纳入 108例患者。国产和进口万古霉素组患

者的 30 d全因死亡率分别为10.19％（11/108）、7.41％（8/108），22对重症患者90 d全因死亡率均为63.64％，7 d细菌有效清除率分别为

75.00％（48/64）和81.94％（59/72），组间比较差异均无统计学意义（P＞0.05）。国产组和进口组的血肌酐升高＞1倍的发生率分别为

25.93％（28/108）和12.04％（13/108），总不良反应发生率分别为29.63％（32/108）和15.74％（17/108），组间比较差异均有统计学意义

（P＜0.05）。结论：对于神经外科术后肺部感染MRSA的患者，使用进口和国产万古霉素疗效相当，但临床需密切关注其安全性，尤其

是血肌酐升高问题。

关键词 万古霉素；耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；肺部感染；神经外科；术后；国产；进口；倾向性评分匹配法
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