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摘 要 目的：建立同时测定榆槐片中栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸

香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷等 11种有效成分含量的方法。方法：采用高效液相色谱-一测多评（HPLC-QAMS）法。以

Agilent TC-C18为色谱柱，以乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱，流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，检测波长为238 nm（栀

子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷和栀子苷）、203 nm（地榆皂苷Ⅰ和地榆皂苷Ⅱ）、283 nm（芸香柚皮苷、柚皮苷、

橙皮苷和新橙皮苷）。以栀子苷为内参物，计算其余10种成分相对于该成分的相对校正因子，从而计算10批样品中各成分的含

量，并与外标法所得结果进行比较。结果：栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷

Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷检测质量浓度的线性范围分别为 0.87～43.50、1.99～99.50、4.06～203.00、7.35～

367.50、12.97～648.50、28.98～1 449.00、3.79～189.50、1.57～78.50、18.05～902.50、0.66～33.00和 14.38～719.00 μg/mL（r 均大于

0.999 0），精密度、重复性、稳定性（24 h）试验的 RSD 均小于 2％（n＝6），平均加样回收率为 96.90％～100.10％，RSD 为 0.67％～

1.74％（n＝9）。HPLC-QAMS 法与外标法所测得的 10批榆槐片中栀子新苷等 10种有效成分的含量比较，差异均无统计学意义

（P＞0.05）。结论：本研究所建立的HPLC-QMAS法操作简便、结果准确，可用于榆槐片中栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼

平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷含量的同时测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of 11 active components in Yuhuai tablets，

such as gardoside，shanzhiside，gardenoside，genipin 1-gentiobioside，geniposide，ziyuglycoside Ⅰ ，ziyuglycoside Ⅱ ，narirutin，

naringin，hesperidin and neohesperidin. METHODS：HPLC-QAMS method was adopted. The determination was performed on

Agilent TC-C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm）with mobile phase consisted of acetonitrile（A）-0.1％ phosphoric acid solution（B）

（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The column temperature was set at 30 ℃. The detection wavelengths were set at

238 nm for gardoside，shanzhiside，gardenoside，genipin 1-gentiobioside and geniposide，203 nm for ziyuglycoside Ⅰ and

ziyuglycoside Ⅱ，and 283 nm for narirutin，naringin，hesperidin and neohesperidin. Using geniposide as an internal reference，the

relative correction factors of other 10 components relative to this component were calculated，and the contents of each component in

10 batches of samples were calculated. The results obtained by HPLC-QAMS method were compared with those obtained by

external standard method. RESULTS：The linear ranges of gardoside，shanzhiside，gardenoside，genipin 1-gentiobioside，geniposide，

ziyuglycoside Ⅰ ，ziyuglycoside Ⅱ ，narirutin，naringin，hesperidin and neohesperidin were 0.87-43.50，1.99-99.50，4.06-203.00，

7.35-367.50，12.97-648.50，28.98-1 449.00，3.79-189.50，1.57-78.50，18.05-902.50，0.66-33.00 and 14.38-719.00 μg/mL（all r＞0.999 0）.

RSDs of precision，repeatability and stability（24 h）tests were

all less than 2％ （n＝6）. The average recoveries were

96.90％ -100.10％，and RSDs were 0.67％ -1.74％（n＝9）.

There was no significant difference in the contents of 10 active

components as gardoside between HPLC-QAMS method and
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榆槐片由地榆、槐花、黄芩、牡丹皮、栀子、枳壳和甘

草加工而成，具有清热燥湿、凉血止血的功效，主要用于

治疗具有肛门肿痛、出血、脱垂等症状的内外痔[1]。榆槐

片方中地榆可凉血止血、解毒敛疮，槐花可凉血止血、清

肝泻火，黄芩可清热燥湿、泻火解毒，三者合为君药；牡

丹皮能清热凉血、活血化瘀，栀子能泻火利湿、凉血解

毒，二者共为臣药；枳壳能理气宽中、行滞消胀，是为佐

药；甘草可清热解毒、缓急止痛，是为使药[2]。该药成分

众多，但目前相关国家药品标准仅以牡丹皮中的芍药苷

含量作为其质控指标[3]，难以体现该药的内在整体质量。

传统的多指标定量控制方法可能会因为某些对照

品不易获取或成本太高而无法得以广泛应用，而高效液

相色谱-一测多评（HPLC-QAMS）法选取易得、价廉的单

一对照品作为内参物，通过相对校正因子计算其他成分

的含量，可实现对多种成分的同步定量检测，大大降低

了检验成本。鉴于此，本研究以榆槐片方中君药之一地

榆所含的代表性成分地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ，臣药之

一栀子的主要活性成分栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子

苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷，以及佐药枳壳的主要活

性成分芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷作为指

标[4－6]，选取质量稳定、价廉易得的栀子苷作为内参物，

采用HPLC-QAMS法同时测定该药中上述 11种成分的

含量，并与外标法检测结果进行比较，以期为该药质量

标准的提升提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器包括 1200型高效液相色谱

（HPLC）仪及配备的可变波长紫外检测器、四元泵、真空

脱气机、柱温箱、自动进样器和ChemStation工作站（美

国Agilent公司），2695型HPLC仪及配备的紫外-可见光

检测器、四元泵、在线脱气机、自动进样器、柱温箱和

Empower 3工作站（美国Waters公司），CPA225D型电子

分析天平（精度为0.01 mg，德国Sartorius公司），CH-250

型超声波清洗器（北京创新德超声电子研究所）等。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用的主要药品与试剂包括榆槐片（太极集

团重庆桐君阁药厂有限公司，规格为每片0.45 g，批号分

别为19080016、19120026、20060014、20080011、20090010、

20090015、20100008、20110012、20110016、20120003，依

次编号为S1～S10），栀子苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷

对照品（中国食品药品检定研究院，批号分别为110749-

201919、110722-201815、110721-202019、111857-201804，

纯度依次为97.1％、91.7％、95.3％、99.4％），栀子新苷对

照品（武汉天植生物技术有限公司，批号CFS201901，纯

度98.0％），山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、

地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷对照品（成都普瑞

法 科 技 开 发 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 PRF9071641、

PRF9040843、PRF9051521、PRF8060821、PRF8060201、

PRF9062802，纯度依次为97.7％、99.3％、98.9％、98.7％、

98.0％、99.8％）；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，

水为纯净水。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

2.1.1 混合对照品溶液 精密称取栀子新苷、山栀子

苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂

苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙

皮苷对照品各适量，用甲醇溶解、稀释，制得每 1 mL含

栀子新苷 0.174 mg、山栀子苷 0.398 mg、羟异栀子苷

0.812 mg、京尼平龙胆双糖苷 1.470 mg、栀子苷 2.594

mg、地榆皂苷Ⅰ5.796 mg、地榆皂苷Ⅱ0.758 mg、芸香柚

皮苷 0.314 mg、柚皮苷 3.610 mg、橙皮苷 0.132 mg 和新

橙皮苷 2.876 mg的混合对照品贮备液。精密吸取该混

合对照品贮备液 1.0 mL，置于 20 mL量瓶中，用甲醇定

容，摇匀，制得上述成分质量浓度依次为0.008 7、0.019 9、

0.040 6、0.073 5、0.129 7、0.289 8、0.037 9、0.015 7、0.180 5、

0.006 6和0.143 8 mg/mL的混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液 取榆槐片适量，研成细粉，精密称

定1.0 g，置于25 mL量瓶中，加入甲醇20 mL，超声（功率

250 W，频率 40 kHz）处理 30 min，放冷，用甲醇定容，摇

匀，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.1.3 阴性供试品溶液和空白溶剂 按照榆槐片质量

标准中的处方和制备方法分别制得缺少栀子、地榆、枳

壳的阴性样品[3]，再按“2.1.2”项下方法制得相应的阴性

供试品溶液。另取甲醇，作为空白溶剂。

2.1.4 加样回收混合对照品溶液 精密称取栀子新苷、

山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地

榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和

新橙皮苷对照品各适量，用甲醇溶解、稀释，制得上述成

external standard method in 10 batches of Yuhuai tablets（P＞0.05）. CONCLUSIONS：The HPLC-QMAS method established in this

study is convenient and accurate. It can be used for the simultaneous determination of gardoside，shanzhiside，gardenoside，genipin

1-gentiobioside，geniposide，ziyuglycoside Ⅰ，ziyuglycoside Ⅱ，narirutin，naringin，hesperidin and neohesperidin in Yuhuai tablets.

KEYWORDS Yuhuai tablets；HPLC-QAMS；Multi-index component；Relative correction factor；Content
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分质量浓度依次为 0.115、0.269、0.451、0.845、1.431、

3.472、0.398、0.185、2.023、0.091和 1.587 mg/mL 的加样

回收混合对照品溶液。

2.2 色谱条件

以 Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱

柱，以乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B）为流动相进行梯度洗

脱（0～9 min，18.0％A；9～23 min，18.0％A→32.0％A；

23～32 min，32.0％A→65.0％A；32～52 min，65.0％A→

80.0％A；52～60 min，80.0％A→18.0％A）；流速为 1.0

mL/min；柱温为 30 ℃；检测波长为 238 nm（0～23 min，

测定栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖

苷、栀子苷）[7－8]、203 nm（23～32 min，测定地榆皂苷Ⅰ、

地榆皂苷Ⅱ）[9]、283 nm（32～60 min，测定芸香柚皮苷、

柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷）[10－11]；进样量为10 µL。

2.3 系统适用性试验

精密吸取“2.1”项下混合对照品溶液、供试品溶液、

阴性供试品溶液和空白溶剂各适量，按“2.2”项下色谱条

件进样测定，记录色谱图（图1）。结果显示，供试品溶液

中栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖

苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮

苷、橙皮苷、新橙皮苷与相邻色谱峰间的分离度均大于

1.5，理论板数均大于5 000，阴性供试品溶液和空白溶剂

均不干扰待测成分的检测。

2.4 线性关系考察

精密吸取混合对照品贮备液 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、

5.0 mL，分别用甲醇释释并定容至 20 mL，摇匀，制得不

同质量浓度的系列混合对照品溶液Ⅰ～Ⅵ，按“2.2”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。以栀子新苷、山栀子

苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂

苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮

苷的峰面积（Y）为纵坐标、其质量浓度（X）为横坐标进行

线性关系考察，结果如表1所示。

2.5 精密度试验

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.2”

项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果显

示，栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖

苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮

苷、橙皮苷和新橙皮苷峰面积的 RSD 分别为 1.27％、

注：1.栀子新苷；2.山栀子苷；3.羟异栀子苷；4.京尼平龙胆双糖苷；5.栀子苷；6.地榆皂苷Ⅰ；7.地榆皂苷Ⅱ；8.芸香柚皮苷；9.柚皮苷；10.橙皮苷；

11.新橙皮苷

Note：1. gardoside；2. shanzhiside；3. gardenoside；4. genipin 1-gentiobioside；5. geniposide；6. ziyuglycoside Ⅰ；7. ziyuglycoside Ⅱ；8. nariru-

tin；9. naringin；10. hesperidin；11. neohesperidin

图1 榆槐片供试品溶液等的HPLC图

Fig 1 HPLC chromatograms of Yuhuai tablets test solution and other solutions
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1.06％、0.99％、0.71％、0.60％、0.53％、1.02％、1.13％、

0.66％、1.31％和0.59％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.6 重复性试验

取榆槐片（批号 19080016）适量，共 6 份，分别按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积并按外标法计算各待测成分的

含量。结果显示，栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京

尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸

香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷含量的RSD分别

为1.82％、1.76％、1.29％、1.33％、0.90％、0.83％、1.12％、

1.66％、1.01％、1.87％和1.05％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.7 稳定性试验

取榆槐片（批号19080016）供试品溶液适量，分别于

室温条件下放置0、2、5、9、16、24 h时按“2.2”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果显示，栀子新苷、山栀子

苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、

地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷峰

面积的RSD分别为1.33％、1.15％、1.07％、0.83％、0.68％、

0.59％、1.14％、1.20％、0.72％、1.35％和 0.71％（n＝6），

表明榆槐片供试品溶液在室温条件下放置 24 h内稳定

性良好。

2.8 加样回收率试验

取已知栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙

胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮

苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷含量的榆槐片（批号

19080016）共 9份，研细，精密称取细粉 0.5 g，平行 3组，

每组精密加入“2.1.4”项下加样回收混合对照品溶液

0.8、1.0、1.2 mL，按“2.1.2”项下方法制备加样回收供试

品溶液，再按“2.2”项下色谱条件进样测定，计算加样回

收率。结果显示，上述11种待测成分的平均加样回收率

分别为 99.05％、97.50％、98.85％、100.10％、99.76％、

99.83％、96.90％、98.60％、100.04％、96.96％、99.09％，

RSD 分别为 0.87％、1.74％、1.18％、0.73％、0.67％、

0.76％、1.27％、0.93％、0.82％、1.24％、1.46％（n＝9），表

明本方法准确度良好。

2.9 相对校正因子计算及耐用性考察

2.9.1 相对校正因子计算 精密吸取“2.4”项下系列混

合对照品溶液Ⅰ～Ⅵ各适量，分别按“2.2”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以栀子苷为内参物，计算栀子

新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、地榆

皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙

皮苷相对于栀子苷的相对校正因子（fk/s）：fk/s＝fk/fs＝（ck×

As）/（cs×Ak）。式中，f、c和A分别代表相对校正因子、成

分质量浓度和峰面积，下标 k和 s分别代表待测成分和

内参物。相对校正因子的计算结果如表2所示。

2.9.2 不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响 选用

不同HPLC仪（Agilent 1200型、Waters 2695型HPLC仪）

和不同色谱柱（Agilent TC-C18、Capcell C18、Kromasil C18，

规格均为250 mm×4.6 mm，5 μm），其余条件同“2.2”项，

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品溶液适量，进样测定并

记录栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖

苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮

苷、橙皮苷和新橙皮苷的峰面积，按“2.9.1”项下方法计

算上述各待测成分（栀子苷除外）的相对校正因子，结果

如表3所示。由表3可知，栀子新苷等10种待测成分相

表2 栀子新苷等10种待测成分相对校正因子的计算结果

Tab 2 Calculation results of relative correction factor of components to be determined such as gardoside

混合对照品溶液

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

平均值

RSD，％

栀子新苷

2.790 8

2.795 6

2.773 9

2.793 6

2.794 6

2.793 7

2.790 4

0.29

山栀子苷

1.738 4

1.740 9

1.740 4

1.724 1

1.764 6

1.746 0

1.742 4

0.75

羟异栀子苷

1.372 9

1.328 0

1.362 9

1.361 2

1.312 2

1.339 4

1.346 1

1.74

京尼平龙胆双糖苷

1.137 2

1.188 0

1.145 4

1.172 0

1.147 8

1.157 5

1.158 0

1.63

地榆皂苷Ⅰ

0.826 3

0.806 7

0.842 3

0.844 0

0.842 7

0.839 3

0.833 6

1.76

地榆皂苷Ⅱ

1.544 6

1.568 6

1.550 6

1.562 4

1.609 5

1.578 4

1.569 0

1.48

芸香柚皮苷

2.222 7

2.251 4

2.251 0

2.230 7

2.321 7

2.269 9

2.257 9

1.57

柚皮苷

0.805 4

0.797 6

0.789 1

0.788 8

0.783 9

0.788 4

0.792 2

0.98

橙皮苷

3.670 9

3.595 6

3.601 3

3.565 2

3.713 2

3.625 6

3.628 6

1.50

新橙皮苷

0.837 7

0.861 9

0.838 2

0.874 7

0.868 8

0.863 0

0.857 4

1.83

表1 栀子新苷等11种待测成分的线性关系考察结果

Tab 1 Results of linear relationship of components to

be determined such as gardoside

待测成分

栀子新苷

山栀子苷

羟异栀子苷

京尼平龙胆双糖苷

栀子苷

地榆皂苷Ⅰ

地榆皂苷Ⅱ

芸香柚皮苷

柚皮苷

橙皮苷

新橙皮苷

回归方程

Y＝9.147 5×105X+577.60

Y＝1.462 2×106X+1 161.8

Y＝1.912 7×106X－787.40

Y＝2.210 1×106X+895.20

Y＝2.556 1×106X－1 314.9

Y＝3.043 3×106X－600.20

Y＝1.615 8×106X+238.50

Y＝1.123 4×106X－589.00

Y＝3.244 6×106X+1 084.5

Y＝7.034 9×105X－869.30

Y＝2.958 5×106X+744.40

r

0.999 5

0.999 7

0.999 1

0.999 4

0.999 5

0.999 6

0.999 8

0.999 8

0.999 4

0.999 8

0.999 6

线性范围，μg/mL

0.87～43.50

1.99～99.50

4.06～203.00

7.35～367.50

12.97～648.50

28.98～1 449.00

3.79～189.50

1.57～78.50

18.05～902.50

0.66～33.00

14.38～719.00
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对校正因子的 RSD 为 0.53％～1.89％（n＝6），表明不

同仪器及色谱柱对相对校正因子的计算结果无显著

影响。

2.9.3 不同流速对相对校正因子的影响 选用不同流

速（0.8、0.9、1.0、1.1、1.2 mL/min），其余条件同“2.2”项，

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品溶液适量，进样测定并

记录栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖

苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮

苷、橙皮苷和新橙皮苷的峰面积，按“2.9.1”项下方法计

算上述各待测成分（栀子苷除外）的相对校正因子，结果

如表4所示。由表4可知，栀子新苷等10种待测成分相

对校正因子的RSD为 0.80％～1.88％（n＝5），表明不同

流速对相对校正因子的计算结果无显著影响。

2.9.4 不同柱温对相对校正因子的影响 选用不同柱

温（28、29、30、31、32 ℃），其余条件同“2.2”项，精密吸取

“2.1.1”项下混合对照品溶液适量，进样测定并记录栀子

新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子

苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮

苷和新橙皮苷的峰面积，按“2.9.1”项下方法计算上述各

待测成分（栀子苷除外）的相对校正因子，结果如表5所

示。由表5可知，栀子新苷等10种待测成分相对校正因

子的RSD为 0.52％～1.84％（n＝5），表明不同柱温对相

对校正因子的计算结果无显著影响。

2.10 目标色谱峰的定位

选用不同HPLC仪（Agilent 1200型、Waters 2695型

HPLC 仪）和不同色谱柱（Agilent TC-C18、Capcell C18、

Kromasil C18，规格均为 250 mm×4.6 mm，5 μm），其余条

件同“2.2”项，精密吸取“2.1.1”项下混合对照品溶液适

量，进样测定并记录栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、

京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、

芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷的色谱峰保留

时间，采用相对保留时间法对目标色谱峰（栀子苷除外）

进行定位，结果如表6所示。由表6可知，栀子新苷等10

种待测成分相对保留时间的 RSD 为 0.65％～1.59％

（n＝6），表明采用相对保留时间法能够对目标色谱峰进

行准确定位。

2.11 样品含量测定及结果比较

取 10批榆槐片，每批平行 3份，分别按“2.1.2”项下

方法制备供试品溶液，再按“2.2”项下色谱条件进样测

定，采用外标法计算样品中上述11种有效成分的含量；

同时，以栀子苷为内参物，按“2.9.1”项下方法计算其余

10种成分的相对校正因子并采用QAMS法计算成分含

量。采用SPSS 26.0统计软件对两种方法所得结果进行

t 检验（检验水准α＝0.05），结果如表 7所示。由表 7可

知，采用HPLC-QAMS法所得栀子新苷等10种有效成分

的平均含量与外标法所得平均含量比较，差异均无统计

学意义（P＞0.05）。

表4 不同流速下栀子新苷等10种待测成分相对校正因子的计算结果

Tab 4 Calculation results of relative correction factor of components to be determined such as gardoside under dif-

ferent flow rates

流速，mL/min

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

平均值

RSD，％

栀子新苷

2.825 7

2.809 6

2.788 1

2.780 3

2.771 1

2.795 0

0.80

山栀子苷

1.767 0

1.758 6

1.740 9

1.729 1

1.706 7

1.740 5

1.38

羟异栀子苷

1.379 5

1.356 2

1.344 7

1.338 6

1.313 3

1.346 5

1.80

京尼平龙胆双糖苷

1.180 2

1.167 5

1.155 3

1.146 6

1.130 9

1.156 1

1.64

地榆皂苷Ⅰ

0.855 9

0.841 3

0.831 1

0.820 8

0.817 5

0.833 3

1.88

地榆皂苷Ⅱ

1.593 5

1.582 4

1.567 2

1.551 6

1.533 6

1.565 7

1.53

芸香柚皮苷

2.300 6

2.278 1

2.256 0

2.226 5

2.211 8

2.254 6

1.61

柚皮苷

0.805 6

0.801 9

0.790 8

0.787 5

0.782 3

0.793 6

1.24

橙皮苷

3.680 4

3.641 9

3.625 2

3.597 1

3.570 3

3.623 0

1.16

新橙皮苷

0.877 0

0.861 3

0.854 7

0.850 2

0.844 7

0.857 6

1.45

表3 不同仪器及色谱柱下栀子新苷等10种待测成分相对校正因子的计算结果

Tab 3 Calculation results of relative correction factor of components to be determined such as gardoside under dif-

ferent instruments and chromatographic columns

仪器

Agilent 1200型HPLC仪

Waters 2695型HPLC仪

平均值

RSD，％

色谱柱

Agilent TC-C18

Capcell C18

Kromasil C18

Agilent TC-C18

Capcell C18

Kromasil C18

栀子新苷

2.792 7

2.825 5

2.788 0

2.816 3

2.815 4

2.799 8

2.806 3

0.53

山栀子苷

1.747 6

1.765 2

1.718 9

1.754 4

1.753 7

1.730 6

1.745 1

0.98

羟异栀子苷

1.349 5

1.380 9

1.306 6

1.352 8

1.360 2

1.333 7

1.347 3

1.87

京尼平龙胆双糖苷

1.160 2

1.192 5

1.130 7

1.179 4

1.172 8

1.150 9

1.164 4

1.89

地榆皂苷Ⅰ

0.837 4

0.855 0

0.816 3

0.841 9

0.844 7

0.829 6

0.837 5

1.59

地榆皂苷Ⅱ

1.572 3

1.598 6

1.532 1

1.588 0

1.597 4

1.555 8

1.574 0

1.67

芸香柚皮苷

2.259 9

2.297 3

2.200 6

2.271 4

2.263 0

2.245 1

2.256 2

1.43

柚皮苷

0.796 0

0.811 1

0.776 6

0.804 9

0.805 8

0.786 1

0.796 7

1.66

橙皮苷

3.631 3

3.699 8

3.582 9

3.650 2

3.647 7

3.629 5

3.640 2

1.04

新橙皮苷

0.861 5

0.886 8

0.842 5

0.873 9

0.877 0

0.858 3

0.866 7

1.82
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3 讨论

3.1 供试品溶液制备方法的选择

本研究在制备榆槐片供试品溶液时，以栀子新苷、

山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、地

榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷和

新橙皮苷含量之和较高且单个成分含量要高于其平均

值的综合提取效果为指标，同时考虑杂质干扰等影响因

素，分别考察了以不同体积分数（50％、60％、100％）的

甲醇和不同体积分数（70％、100％）的乙醇为溶媒[5－11]，

以及超声提取和加热回流提取两种提取方式的效果，发

现以甲醇为溶媒进行超声提取的效果较好。随后，本研

究对提取时间 20、30、45、60 min进行优化，最终筛选出

以甲醇超声提取30 min为供试品溶液的制备方法。

3.2 色谱条件的优化

在筛选流动相时，本研究考察了乙腈-水、乙腈-磷酸

溶液、乙腈-甲酸溶液和乙腈-冰醋酸溶液等 4个流动相

体系[4－5，7，11－13]，综合基线噪音、分离度、目标成分灵敏度、

检测用时等情况，发现以乙腈-水、乙腈-甲酸溶液和乙

腈-冰醋酸溶液为流动相时，所得色谱峰均出现不同程

度的拖尾和变形现象，仅乙腈-磷酸溶液能满足检测要

表7 榆槐片中11种有效成分的含量测定结果（mg/g，n＝3）

Tab 7 Results of content determination of 11 active components in Yuhuai tablets（mg/g，n＝3）

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

平均值

t

P

栀子苷

外标法

2.857

2.289

3.425

2.828

3.004

3.157

2.966

2.380

3.197

3.401

2.950

栀子新苷

外标法

0.227

0.182

0.270

0.236

0.268

0.266

0.261

0.195

0.207

0.255

0.236

0.036

0.972

QAMS法

0.232

0.185

0.266

0.240

0.271

0.259

0.263

0.198

0.210

0.248

0.237

山栀子苷

外标法

0.534

0.640

0.429

0.555

0.633

0.614

0.439

0.580

0.562

0.447

0.543

0.067

0.947

QAMS法

0.528

0.629

0.445

0.567

0.615

0.630

0.448

0.592

0.541

0.461

0.546

羟异栀子苷

外标法

0.912

0.731

1.094

0.926

0.997

1.003

1.066

0.750

0.968

1.035

0.948

0.095

0.926

QAMS法

0.937

0.747

1.079

0.901

1.022

1.035

1.047

0.783

0.970

1.011

0.953

京尼平龙胆双糖苷

外标法

1.676

2.009

1.344

1.710

1.864

1.777

1.539

1.402

1.499

1.857

1.668

0.242

0.812

QAMS法

1.690

1.981

1.362

1.736

1.882

1.741

1.558

1.134

1.516

1.821

1.642

地榆皂苷Ⅰ

外标法

6.951

8.338

5.565

6.712

6.089

8.327

8.015

5.833

5.962

7.475

6.927

0.020

0.984

QAMS法

6.903

8.245

5.599

6.736

6.104

8.309

7.999

5.861

5.978

7.440

6.917

地榆皂苷Ⅱ

外标法

0.804

0.961

0.645

0.859

0.937

0.664

0.941

0.828

0.809

0.856

0.830

0.148

0.884

QAMS法

0.787

0.935

0.657

0.863

0.915

0.671

0.920

0.839

0.825

0.824

0.824

芸香柚皮苷

外标法

0.376

0.301

0.449

0.391

0.426

0.315

0.327

0.388

0.374

0.360

0.371

0.166

0.870

QAMS法

0.383

0.306

0.441

0.396

0.443

0.318

0.329

0.393

0.378

0.355

0.374

柚皮苷

外标法

4.059

3.248

4.866

4.267

3.391

4.815

4.863

4.338

4.792

4.229

4.287

0.088

0.931

QAMS法

4.110

3.299

4.802

4.280

3.416

4.857

4.897

4.382

4.855

4.201

4.310

橙皮苷

外标法

0.185

0.150

0.222

0.191

0.205

0.221

0.236

0.169

0.174

0.218

0.197

0.076

0.940

QAMS法

0.183

0.152

0.217

0.195

0.211

0.217

0.230

0.174

0.179

0.222

0.198

新橙皮苷

外标法

3.168

3.801

2.534

3.379

3.062

2.785

3.770

3.535

2.986

3.661

3.268

0.043

0.966

QAMS法

3.202

3.746

2.588

3.402

3.093

2.815

3.813

3.502

2.991

3.610

3.276

表5 不同柱温下栀子新苷等10种待测成分相对校正因子的计算结果

Tab 5 Calculation results of relative correction factor of components to be determined such as gardoside under dif-

ferent column temperatures

柱温，℃

28

29

30

31

32

平均值

RSD，％

栀子新苷

2.809 3

2.795 6

2.787 0

2.780 4

2.771 9

2.788 8

0.52

山栀子苷

1.758 8

1.742 5

1.739 3

1.734 7

1.720 6

1.739 2

0.79

羟异栀子苷

1.369 9

1.354 7

1.344 2

1.330 6

1.321 8

1.344 2

1.42

京尼平龙胆双糖苷

1.185 7

1.170 4

1.155 1

1.146 8

1.133 5

1.158 3

1.76

地榆皂苷Ⅰ

0.853 3

0.841 7

0.830 9

0.825 1

0.819 0

0.834 0

1.64

地榆皂苷Ⅱ

1.597 5

1.579 8

1.567 2

1.544 0

1.535 9

1.564 9

1.62

芸香柚皮苷

2.299 0

2.268 3

2.254 4

2.247 6

2.215 8

2.257 0

1.34

柚皮苷

0.800 7

0.793 2

0.788 0

0.781 6

0.772 9

0.787 3

1.35

橙皮苷

3.675 3

3.650 7

3.625 8

3.611 0

3.580 4

3.628 6

1.00

新橙皮苷

0.876 8

0.869 5

0.853 9

0.846 3

0.839 0

0.857 1

1.84

表6 不同仪器及色谱柱下栀子新苷等10种待测成分目标色谱峰相对保留时间的计算结果

Tab 6 Calculation results of relative retention times of target chromatographic peaks of components to be deter-

mined such as gardoside under different instruments and chromatographic columns

仪器

Agilent 1200型HPLC仪

Waters 2695型HPLC仪

平均值

RSD，％

色谱柱

Agilent TC-C18

Capcell C18

Kromasil C18

Agilent TC-C18

Capcell C18

Kromasil C18

栀子新苷

0.521 2

0.529 6

0.513 1

0.519 5

0.516 6

0.520 7

0.520 1

1.07

山栀子苷

0.645 5

0.653 9

0.632 2

0.636 0

0.641 8

0.639 4

0.641 5

1.19

羟异栀子苷

0.796 3

0.800 8

0.783 5

0.784 1

0.789 0

0.795 2

0.791 5

0.89

京尼平龙胆双糖苷

0.854 5

0.872 5

0.833 0

0.846 2

0.860 9

0.847 8

0.852 5

1.59

地榆皂苷Ⅰ

1.322 8

1.339 6

1.310 1

1.315 0

1.323 7

1.328 2

1.323 2

0.78

地榆皂苷Ⅱ

1.431 2

1.454 8

1.413 5

1.426 1

1.440 9

1.430 7

1.432 9

0.97

芸香柚皮苷

1.740 7

1.769 1

1.716 5

1.732 6

1.750 4

1.738 2

1.741 2

1.01

柚皮苷

1.963 0

1.990 4

1.947 6

1.958 0

1.972 1

1.956 9

1.964 7

0.76

橙皮苷

2.153 4

2.186 9

2.121 6

2.143 7

2.172 5

2.138 0

2.152 7

1.10

新橙皮苷

2.373 0

2.398 5

2.354 8

2.361 6

2.380 4

2.367 1

2.372 6

0.65
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求；再经过对磷酸溶液有机相、水相比例的摸索，最终确

定以乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相，按“2.2”项下色谱条

件进行梯度洗脱。同时，本研究参考文献[6－14]对色谱

柱类型（C18柱和C8柱）进行了筛选，结果发现C18色谱柱

的分离效果较佳；随后对色谱柱（Agilent TC-C18、Capcell

C18和 Kromasil C18）、柱温（28、29、30、31、32 ℃）、流速

（0.8、0.9、1.0、1.1、1.2 mL/min）进行了考察，发现上述 3

种色谱柱均能满足检测要求，且柱温和流速对检测结

果的影响不大。综合色谱峰峰形、理论板数、分离度、

色谱响应值等因素分析，最终选择色谱柱为 Agilent

TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、柱温为30℃、流速为1.0

mL/min。

3.3 两种检测方法的比较

由表 7可知，经 t检验分析，采用HPLC-QAMS法和

外标法所测得的榆槐片中栀子新苷等 10种有效成分的

含量比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）；但 HPLC-

QAMS法的操作更简便、成本更低廉，更具有优势。

综上所述，本研究所建立的HPLC-QMAS法操作简

便、结果准确，有效地降低了检验成本，可用于榆槐片中

栀子新苷、山栀子苷、羟异栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、

栀子苷、地榆皂苷Ⅰ、地榆皂苷Ⅱ、芸香柚皮苷、柚皮苷、

橙皮苷和新橙皮苷含量的同时测定，可为该药的多指标

质量评价提供实验依据。
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