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摘 要 目的：为黄芩多指标成分同步质量控制提供更加简便、快捷的检测方法。方法：分别采用高效液相色谱（HPLC）法和超高

效液相色谱（UPLC）法测定黄芩中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A含量，比较两种方法的分离情况、线性关系、

精密度、重复性、稳定性和加样回收率。HPLC法色谱柱为Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈-水-甲酸（梯度洗

脱），柱温为 30 ℃，流速为 1.0 ml/min，检测波长为 280 nm；UPLC 法色谱柱为 Aquity BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为

0.1％甲酸水溶液-乙腈（梯度洗脱），柱温为40 ℃，流速为0.4 ml/min，检测波长为280 nm。结果：两种方法在各自对应条件下的分

离情况良好；进样量与峰面积积分值均呈良好的线性关系（r≥0.999 5）；精密度、稳定性和重复性试验RSD＜4％；平均加样回收率

均＞96％（RSD＜5％，n＝6）；样品测定结果差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：UPLC法较HPLC法具有速度更快、灵敏度更高，

且节省溶剂的优势。UPLC法可以成功代替HPLC法，应用于黄芩药材多指标成分的同步质量控制。

关键词 黄芩；黄酮类成分；含量测定；高效液相色谱法；超高效液相色谱法

Comparison of HPLC and UPLC for the Determination of 5 Flavonoids in Scutellaria baicalensis
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ABSTRACT OBJECTIVE：To provide simple and efficient method for the quality control of multiple componets in Scutellaria

baicalensis. METHODS：HPLC and UPLC method were established to determine the contents of baicalin，wogonoside，baicalein，

wogonin and oroxylin A in S. baicalensis. The separation，linear relationship，precision，reproducibility，stability and recovery were

compared between 2 methods. For HPLC system，Diamonsil C18（250 mm ×4.6 mm，5 µm）column was applied with mobile phase

consisted of acetonitrile-water-formic acid（gradient elution）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was 30 ℃，and

detection wavelength was set at 280 nm. For UPLC system，Acquity BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）column was applied with

mobile phase consisted of 0.1％ formic acid- acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 0.4 ml/min. The column temperature was

set at 40 ℃，and detection wavelength was set 280 nm. RESULTS：Both methods had good linear relationship in sample size and peak

area（r≥0.999 5）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than 4％；average recovery was higher than 96％

（RSD＜5％，n＝6）. CONCLUSIONS： Compared with HPLC method，UPLC method is faster and more sensitive and costs less

solvents，and can be used for the quality control of various components in S. baicalensis simultaneously.

KEYWORDS Scutellaria baicalensis；Flavonoids；Content determination；HPLC；UPLC
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黄芩为唇形科植物黄芩Scutellaria baicalensis Georgi的干

燥根，具有清热燥湿、泻火解毒、止血、安胎等作用[1]。药理研

究发现，黄芩中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸

素 A 在抗菌 [2]、抗病毒 [3]、抗氧化 [4]、抗肿瘤 [5]等方面有显著作

用。2010版《中国药典》黄芩项下仅以黄芩苷的含量作为评价

指标，尽管限制饮片中黄芩苷含量不低于8.0％，但仍然难以真

正体现黄芩的内在品质。为了更好地保证黄芩在临床使用上

的有效性和安全性，以黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素和

千层纸素A为指标评价黄芩的质量更为全面和合理。目前文

献报道中，多成分同步测定的方法主要是高效液相色谱

（HPLC）法[6-9]，运行时间一般为 60～120 min，耗时较长，溶剂

消耗较大。超高效液相色谱（UPLC）技术是近几年推出的一

种新型的液相色谱技术，与HPLC技术相比，能获得更高的分

离度，具有更好灵敏度和更快的速度。本试验分别采用HPLC

和UPLC技术，建立了对上述5个黄酮类成分含量同时测定的

方法，以期为黄芩多指标成分同步质量控制提供一种更加简

便、快捷的检测方法。

1 材料
1.1 仪器

Alliance 2695型HPLC仪，包括四元梯度泵、2996型二极

管阵列检测器、真空脱气机、自动进样器、柱温箱、Empower Ⅱ

色谱工作站（美国 Waters 公司）；ACQUITY H-Class UPLCTM

UPLC仪，包括四元高压梯度泵、真空脱气机、自动进样器、柱

温箱、二级管阵列检测器、Empower Ⅱ色谱工作站（美国

Waters公司）；2004 MP6型半微量电子显示天平（德国Sartorius

公司）；Scout Pro型电子天平（美国Ohaus公司）；KQ-100DE型

医用数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Milli-Q

型超纯水制备仪（法国Millipore公司）。

1.2 试剂

黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素对照品（上海同田生

物技术股份有限公司，纯度均≥98％，批号分别为 E-0050、

E-0664、E-0051、E-0103）；千层纸素A对照品（上海源叶生物科

技有限公司，纯度≥98％，批号：20120129）；乙腈为色谱纯，其

余试剂均为分析纯；超纯水由 Milli-Q 纯水制备仪（法国

Millipore公司）制备。

1.3 药材

购买内蒙古、河北、甘肃、吉林、山东、北京、山西、陕西、安

徽等不同产地 10批黄芩饮片，经中国中医科学院中药研究所

杨滨研究员鉴定为唇形科植物黄芩 S. baicalensis Georgi的干

燥根。将药材粉碎，过40目筛，置封口袋中贮藏，备用。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 混合对照品溶液的制备 精密称取黄芩苷、汉黄芩苷、

黄芩素、汉黄芩素和千层纸素对照品适量，加20％乙腈溶液使

溶解，制得质量浓度分别为 64.80、31.00、28.00、2.72、1.85

μg/ml的混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备 取黄芩粉末约 0.05 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，吸取 70％乙醇 50 ml，称定质量，超声提取

（功率：100 W，频率：40 kHz）1 h，放冷，称定质量，以70％乙醇

补足减失质量，滤过，取续滤液过0.2 μm微孔滤膜，即得。

2.2 HPLC法测定

2.2.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Diamonsil C18

（250 mm × 4.6 mm，5 µm）；流动相：流动相A为乙腈-水-甲酸

（21 ∶ 78 ∶ 1，V/V/V），流动相 B 为乙腈-水-甲酸（80 ∶ 20 ∶ 1，V/V/

V），梯度洗脱（0～10 min，100％ A；＞10～35 min，100％→

90％ A；＞35～70，min 90％→65％ A；＞70～85 min，65％→

5％ A）；柱温：30 ℃；流速：1.0 ml/min；检测波长：280 nm。取

混合对照品溶液和供试品溶液适量，在上述色谱条件下进样

测定。结果显示，各峰分离情况良好。色谱见图1。

2.2.2 线性关系考察 分别取对照品溶液1、2、4、8、12、16、20

μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定。以进样量（x，μg）为横坐

标，峰面积积分值（y）为纵坐标，进行线性回归，绘制标准曲

线。黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A的回

归方程分别为 y＝3.393×106x－5.978×104（r＝0.999 9，n＝7）、

y＝3.279×106x－2.115×103（r＝0.999 9，n＝7）、y＝4.873×106x－

3.478×104（r＝0.999 9，n＝7）、y＝5.824×107x－5.886×103（r＝

0.999 9，n＝7）、y＝4.341×106x+2.170×103（r＝0.995 0，n＝7）。

结果表明，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A

的 进 样 量 分 别 在 64.80～1 296.00、31.00～620.00、28.00～

560.00、2.72～54.40、1.85～37.00 ng范围内与各自峰面积积分

值呈良好的线性关系。以信噪比S/N＝3和S/N＝10为标准，分

别计算黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素 A的

最低检测限（LOD）和定量限（LOQ）。结果，LOD分别为2.87、

2.93、3.75、0.44、0.38 ng/ml，LOQ分别为 9.58、9.04、12.5、1.12、

1.14 ng/ml。

2.2.3 精密度试验 精密吸取同一供试品溶液 10 μ l，按

“2.2.1”项下色谱条件，连续进样6次测定。结果，黄芩苷、汉黄

芩苷、黄芩素、汉黄芩素、千层纸素 A 峰面积的 RSD 分别为

1.52％、1.79％、1.23％、1.32％、2.60％（n 均为 6），表明本方法

精密度良好。

2.2.4 稳定性试验 取同一供试品溶液适量，按“2.2.1”项下

色谱条件，分别于0、2、4、6、8、24 h进样测定。结果显示，黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、千层纸素A峰面积的RSD分

别为 1.70％、2.16％、3.66％、3.98％、2.31％（n均为 6），表明供

试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.2.5 重复性试验 取同一批黄芩粉末，按“2.1.2”项下方法

制备 6份供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定。结

果，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、千层纸素A峰面积
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；1.黄芩苷；2.汉黄芩苷；3.黄芩素；4.汉黄芩

素；5.千层纸素 A

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed control；B.test sample；1.baicalin；2.wogonoside；3.baicalein；4.

wogonin；5.oroxylin A
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的 RSD 分别为 2.14％、1.23％、4.63％、2.07％、5.25％（n 均为

6），表明本方法重复性良好。

2.2.6 加样回收率试验 取已知含量的黄芩粉末6份，每份约

0.05 g，精密称定。按样品中各成分含量，分别等量加入黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素对照品，加入汉黄芩素和千层纸素A对

照品溶液，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，计算 5种黄酮类成分的加样回收率，结果

见表1。

表1 5种黄酮类成分的加样回收率试验结果（HPLC法，n＝6）

Tab 1 Results of recovery test of 5 flavonoids（HPLC，n＝6）

成分
黄芩苷

汉黄芩苷

黄芩素

汉黄芩素

千层纸素A

样品含量，mg

2.650

2.640

2.640

2.640

2.650

2.640

0.620

0.610

0.610

0.610

0.610

0.610

0.349

0.348

0.348

0.348

0.349

0.348

0.091

0.090

0.090

0.090

0.090

0.090

0.038

0.038

0.038

0.038

0.038

0.038

加入量，mg

2.560

3.010

2.770

3.060

2.600

2.450

0.630

0.750

0.660

0.630

0.840

0.800

0.407

0.406

0.406

0.406

0.406

0.406

0.082

0.082

0.082

0.082

0.082

0.082

0.037

0.037

0.037

0.037

0.037

0.037

测得量，mg

5.100

5.600

5.340

5.610

5.120

4.970

1.260

1.330

1.280

1.210

1.430

1.410

0.754

0.764

0.776

0.762

0.754

0.767

0.171

0.171

0.170

0.173

0.173

0.170

0.075

0.074

0.073

0.073

0.077

0.075

回收率，％
95.70

98.34

97.47

97.06

95.00

95.10

101.59

96.00

101.52

95.24

97.62

100.00

99.51

102.46

105.42

101.97

99.75

103.20

97.56

98.78

97.56

101.22

101.22

97.56

100.00

97.30

94.59

94.59

105.41

100.00

x，％

96.45

98.66

102.05

98.98

98.65

RSD，％

1.43

2.81

2.17

1.81

4.16

2.3 UPLC法测定

2.3.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Aquity BEH C18

（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相：0.1％甲酸水溶液（A）-乙腈

（B），梯度洗脱（0～0.5 min，82％ A；＞0.5～2.0 min，82％→

80％ A；＞2.0～6.0 min，80％→70％ A；＞6.0～8.0 min，70％

A；＞8.0～10.0 min，70％→40％ A；＞10.0～12.0 min，40％

A）；柱温：40 ℃；流速：0.4 ml/min；检测波长：280 nm。取混合

对照品溶液和供试品溶液适量，按上述色谱条件进样测定。

结果显示，各峰分离情况良好。色谱见图2。

2.3.2 线性关系考察 分别吸取对照品溶液0.4、0.6、0.8、1.0、

2.0、4.0、6.0 μl，按“2.3.1”项下色谱条件测定，记录峰面积。以

进样量（x，μg）为横坐标，峰面积积分值（y）为纵坐标，进行线性

回归，绘制标准曲线。黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和

千层纸素A 的回归方程分别为 y＝8.632×106x－3.08×104（r＝

0.999 9，n＝7）、y＝8.194×106x－7.99×103（r＝0.999 9，n＝7）、

y＝1.068×107x－3.278×104（r＝0.999 9，n＝7）、y＝1.341×107x－

4.19×103（r＝0.999 9，n＝7）、y＝9.192×106x－1.512×103（r＝

0.999 9，n＝7）。结果表明，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩

素和千层纸素 A 的进样量分别在 25.920～388.800、12.400～

186.000、11.200～168.000、1.088～16.320、0.740～11.100 ng 范

围内与各自的峰面积积分值呈良好的线性关系。以信噪比

S/N＝3和S/N＝10为标准，分别计算LOD和LOQ。结果，黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A的LOD分别为

1.30、1.55、2.24、0.16、0.11 ng/ml，LOQ 分别为 3.880、4.650、

6.720、0.444、0.333 ng/ml。

2.3.3 精密度试验 吸取同一供试品溶液适量，照“2.3.1”项

下色谱条件下连续进样6次测定。结果，黄芩苷、汉黄芩苷、黄

芩素、汉黄芩素、千层纸素 A 峰面积的 RSD 分别为 0.82％、

0.11％、1.97％、0.99％、0.88％（n均为6），表明本方法的精密度

良好。

2.3.4 稳定性试验 吸取同一供试品溶液适量，按“2.3.1”项

下色谱条件，分别于0、2、4、6、8、24 h进样测定。结果显示，黄

芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、千层纸素A峰面积的RSD

分别为 0.69％、0.32％、1.60％、1.30％、2.91％（n均为 6），表明

供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.3.5 重复性试验 吸取同一批黄芩粉末，按“2.1.2”项下方

法制备6份供试品溶液，照“2.3.1”项下色谱条件进样测定。结

果显示，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、千层纸素A峰

面积的RSD分别为 1.95％、1.47％、3.57％、0.7％、2.58％（n均

为6），表明本方法的重复性良好。

2.3.6 加样回收率试验 取已知含量的黄芩粉末6份，每份约

0.05 g，精密称定。按样品中各成分含量，分别等量加入黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素对照品，加入汉黄芩素和千层纸素A对

照品溶液，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液。按“2.3.1”项

下色谱条件进样测定，计算 5种黄酮类成分的加样回收率，结

果见表2。

2.4 样品含量测定

取 10批不同产地黄芩，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶

液，分别按“2.2.1”和“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面
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图2 超高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；1.黄芩苷；2.汉黄芩苷；3.黄芩素；4.汉黄芩

素；5.千层纸素A

Fig 2 UPLC chromatograms
A. mixed control；B. test sample；1. baicalin；2.wogonoside；3.baica-

lein；4.wogonin；5.oroxylin A
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积。用外标法计算黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千

层纸素A的含量，结果见表3。采用SPSS13.0软件对UPLC和

HPLC法的测定结果进行 t检验，结果表明，两种方法对5种黄

酮类成分的检测结果差异无统计学意义（P＞0.05）。

3 讨论
为了使黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和千层纸素A

较好地分离，本研究考察了不同比例的乙腈-甲酸水溶液和甲

醇-甲酸水溶液等流动相系统，结果发现甲醇-甲酸水溶液体系

的洗脱能力不如乙腈-甲酸水溶液，且甲醇-甲酸水溶液体系的

系统压力较高。

HPLC 法完成 1个样品的测定需要运行 85 min，而 UPLC

法可在 12 min 内完成一次测定，分析速度较 HPLC 法显著提

高；从各峰的分离情况来看，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄

芩素和千层纸素A在HPLC和UPLC的色谱条件下，各峰的分

离情况良好。UPLC法在精密度、准确性等方面与HPLC法相

近，但灵敏度高、分析时间短，流动相消耗较少。UPLC法可作

为黄芩药材质量控制的一种更加简便、快捷的检测方法。
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表 2 5种黄酮类成分的加样回收率试验结果（UPLC 法，

n＝6）

Tab 2 Results of recovery test of 5 flavonoids（UPLC，n＝6）

成分
黄芩苷

汉黄芩苷

黄芩素

汉黄芩素

千层纸素 A

样品含量，mg

2.640

2.640

2.640

2.620

2.650

2.640

0.620

0.620

0.620

0.620

0.620

0.620

0.400

0.399

0.399

0.397

0.400

0.399

0.091

0.090

0.090

0.090

0.091

0.090

0.043

0.043

0.043

0.043

0.043

0.043

加入量，mg

2.560

3.010

2.770

3.060

2.600

2.450

0.630

0.750

0.660

0.630

0.840

0.800

0.466

0.465

0.466

0.466

0.466

0.467

0.082

0.082

0.082

0.082

0.082

0.082

0.038

0.038

0.038

0.038

0.038

0.038

测得量，mg

5.300

5.750

5.480

5.820

5.300

5.130

1.270

1.400

1.250

1.280

1.440

1.430

0.896

0.894

0.886

0.884

0.896

0.879

0.172

0.174

0.174

0.177

0.176

0.173

0.084

0.082

0.082

0.080

0.083

0.083

回收率，％
103.91

103.32

102.53

104.58

101.92

101.63

103.17

104.00

95.45

104.76

97.62

101.25

106.44

106.45

104.51

104.51

106.44

102.78

98.78

102.44

102.44

106.10

103.66

101.22

107.89

102.63

102.63

97.37

105.26

105.26

x，％

102.98

101.04

105.19

102.44

103.51

RSD，％

1.12

3.71

1.44

2.38

3.47

表 3 UPLC 与 HPLC 法对黄芩中 5 种黄酮类成分的含量测

定结果（％）

Tab 3 Content determination of 5 flavonoids in S. baicalen-

sis by UPLC and HPLC（％）

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

产地

内蒙古
河北
甘肃
吉林
吉林
北京
山东
安徽
山西
陕西

黄芩苷
HPLC

11.10

8.85

10.81

12.02

10.79

16.78

11.52

9.35

11.90

9.03

UPLC

11.07

8.88

10.85

12.31

10.93

17.43

11.79

9.70

12.14

9.39

汉黄芩苷
HPLC

2.43

1.95

2.54

2.96

2.08

3.95

2.82

2.54

2.51

2.18

UPLC

2.53

2.03

2.59

3.08

2.23

4.09

2.91

2.58

2.59

2.27

黄芩素
HPLC

0.77

0.42

0.58

0.78

0.80

1.81

0.40

1.52

1.31

2.24

UPLC

1.00

0.61

0.75

0.94

0.98

2.06

0.54

1.72

1.40

2.61

汉黄芩素
HPLC

0.20

0.14

0.22

0.37

0.34

0.46

0.11

0.34

0.36

0.58

UPLC

0.20

0.14

0.22

0.40

0.37

0.50

0.10

0.32

0.38

0.60

千层纸素A

HPLC

0.10

0.04

0.18

0.06

0.21

0.09

0.03

0.11

0.13

0.20

UPLC

0.10

0.05

0.18

0.13

0.23

0.12

0.09

0.12

0.15

0.23
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