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四妙勇安汤活性部位配伍方薄层色谱鉴别及绿原酸

和哈巴俄苷的含量测定
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［摘要］　目的：构建四妙勇安汤活性部位配伍方薄层色谱鉴别方法和 ＨＰＬＣ测定绿原酸和哈巴俄苷的含量
测定方法。方法：采用薄层色谱法对配伍方中玄参、甘草进行鉴别，采用 ＨＰＬＣ对配伍方中绿原酸和哈巴俄
苷含量进行检测。结果：薄层色谱鉴别中配伍方中在与对照品哈巴俄苷、甘草酸铵相应位置上均显相同颜色

的荧光斑点，斑点清晰，阴性对照无干扰。绿原酸和哈巴俄苷分别在０１９５～１５６０（ｒ＝０９９９９）、００１９２～
０３８４０μｇ·μＬ－１（ｒ＝１００００）线性关系良好，平均加样回收率分别为９６５％、９７８％，ＲＳＤ分别为０９％、１１％
（ｎ＝９）。结论：薄层鉴别及绿原酸和哈巴俄苷的含量测定方法专属性强，准确稳定、重复性好，能够有效控制该配
伍方的质量。

［关键词］　四妙勇安汤；绿原酸；哈巴俄苷；薄层鉴别；高效液相色谱
［中图分类号］　Ｒ２８６；Ｒ９４４１　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７３４８９０（２０１９）０５０６６８０５
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１９０１２８００６

ＴＬＣＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃＡｃｉｄａｎｄＨａｂａｒｏｓｉｄｅｉｎＡｃｔｉｖｅＰａｒｔｏｆＳｉｍｉａｏＹｏｎｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ
ＹＡＮＧＨｕｉ１，２，ＳＯＮＧＫｅ２，ＬＩＨｕｉ１，２，ＢＡＩＹｕｎｑｉ２，ＷＡＮＧＳｈｕｑｉ１，２，ＷＵＳｈｅｎｇｘｉａｎ２，ＣＨＥＮＬｉｘｉｎ１，ＮＩＥＢｏ１，２

１ＳｃｈｏｏｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ；
２ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎａｎｄＢｅｉｊｉｎｇ，ＤｏｎｇｚｈｉｍｅｎＨｏｓｐｉｔａｌ，

ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００７００，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａＴＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅｐａｒｔａｎｄａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａ
ｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｈａｂａｒｏｓｉｄｅｉｎＳｉＭｉａｏＹｏｎｇＡｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｂｙＴＬＣＭｅｔｈｏｄｓ：ＴＬＣｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙＲａｄｉｘＳｃｒｏ
ｐｈｕｌａｒｉａｅａｎｄＲａｄｉｘＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅ，ａｎｄＨＰＬＣｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｈａｂａｒｏｓｉｄｅｉｎ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｏｔｓｗｉｔｈｄｅｃｏｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆＨａｂａｒｏｓｉｄｅａｎｄａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒ
ｒｈｉｚａｔｅｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎＴＬＣ，ａｎｄｔｈｅｓｐｏｔｓｗｅｒｅｃｌｅａｒａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｎｏｔｄｉｓｔｕｒｂｅｄＣｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄ
ｈａｂａｒｏｓｉｄｅｈａｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０１９５－１５６０μｇ·μＬ－１（ｒ＝０９９９９）ａｎｄ００１９２－０３８４０μｇ·μＬ－１

（ｒ＝１００００）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９６５％（ｎ＝９）ａｎｄ９７８％（ｎ＝９），ＲＳＤｗａｓ０９％ ａｎｄ
１１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＴＬＣｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｈａｂａｒｏｓｉｄｅａｒｅｓｔｒｏｎｇｉｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｅｐａｒｔｏｆＳｉＭｉａｏＹｏｎｇ
Ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＳｉｍｉａｏＹｏｎｇａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；Ｈａｂａｒｏｓｉｄｅ；ＴＬＣｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ

四妙勇安汤由金银花、玄参、当归、甘草四味

药组成，最早见于华佗 《神医秘传》，后收载于

《验方新编》，具有清热解毒、活血通脉之功［１４］。

课题组前期实验发现，四妙勇安汤可以通过抑制炎

症反应，减轻动脉粥样硬化进展［５７］。根据四妙勇安

汤处方所含化学成分的理化性质，课题组采用不同

·８６６·
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浓度乙醇提取，大孔吸收树脂分离纯化，结合细胞

药效学筛选，得到ＣＳ０３、ＣＳ０４、ＣＳ０５３个活性部位，
通过体外药效学和动物实验筛选，确定ＣＳ０３∶ＣＳ０４∶
ＣＳ０５＝３４５∶２７０∶２５８为最佳活性配比，组成该配伍方，
已获得专利授权［８］。

中药成分的定性鉴别与定量测定是保证其安全、

有效、质量可控的基础和前提［９］，是现代化中药产

业的重点内容。目前还没有该配伍方定性鉴别和含

量测定的相关研究，薄层色谱法因能够同时对多个

样品进行分离、样品预处理简单、经济高效、简便

直观的优势在中药的分析及鉴别中被广泛应用；

ＨＰＬＣ由于分离效率高、选择性好、检测灵敏度高、
操作自动化、应用范围广等特点，目前广泛应用于

中成药质量控制［１０１１］，为了更好地控制该配伍方

的质量，本实验采用薄层色谱建立了该配伍方中玄

参、甘草的定性鉴别方法，并采用 ＨＰＬＣ技术，以
绿原酸和哈巴俄苷为检测指标建立了配伍方中金银

花、玄参两味药材的的含量测定方法，为该配伍方

的新药研发提供简单、快速、有效的质量控制

方法。

１　材料

１１仪器

高效液相系统为 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ系统，包含
ＤＡＤ检测器、二元泵、在线脱气机、自动进样器；
ＡＥＧ４０ＳＭ型电子天平（日本岛津公司）；ＳＳＷ４２０
２Ｓ型电热恒温水槽（上海博讯实业有限公司医疗设
备厂）；ＺＦ２０Ｄ暗箱式紫外分析仪（上海宝山顾村电
光仪器厂）；２０２２ＡＢ型电热恒温干燥箱（天津市泰斯
特仪器有限公司）；双槽玻璃层析缸（规格：１０ｃｍ×
１０ｃｍ）；玻璃点样毛细管（华西医科大学仪器厂，内
径为０５ｍｍ，管长为１００ｍｍ，硬质中性玻璃）；显
色喷雾瓶（华西医科大学仪器厂）；硅胶 Ｇ薄层板
（青岛海洋化工厂分厂，规格为１０ｃｍ×２０ｃｍ，厚度
为０２０～０２５ｍｍ）。

１２试药

对照药材金银花、玄参、甘草（中国食品药品检

定研究院，供薄层色谱用，批号分别为：１２１０６０
２００９０６、１２１００８２００９０６、１２０９０４２００５１２）；乙腈为
色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；对照品绿原酸、哈巴
俄苷（中国食品药品检定研究院，供含量测定用，

批 号 分 别 为 １１０７５３２００４１３、１１１７３０２００６０５）；

ＭｉｌｌｉＱ超纯水；其他试剂均为分析纯（北京化学试
剂厂）。

２　方法与结果

２１玄参薄层色谱鉴别

取配伍方４ｍｇ，加甲醇５ｍＬ，振摇，使溶解，
作为供试品溶液。另取玄参对照药材粉末１ｇ，加甲
醇１０ｍＬ，浸泡１ｈ，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，滤过，
滤液蒸干，残渣加２５ｍＬ水溶解，用水饱和的正丁
醇振摇提取２次，每次２０ｍＬ，合并正丁醇，蒸干，
残渣加２ｍＬ甲醇溶解，作为对照药材溶液。哈巴俄
苷配制成质量浓度为０５ｍｇ·ｍＬ－１的溶液。制备不
含玄参的样品，按前法同样操作，作为阴性对照样

品溶液。鉴别方法参考２０１５版 《中华人民共和国药

典》［１２］。为保证实验结果的准确性和重复性，样品

两次重复点样，供试品色谱中，与对照品、对照药

材相应的位置上，供试品溶液显相同的斑点，见

图１。

注：１玄参对照药材；２哈巴俄苷；３样品；４样品；

５阴性。

图１　玄参薄层鉴别色谱图

２２甘草薄层鉴别

取甘草酸铵对照品加甲醇制成质量浓度为

２ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，作为对照品溶液。参考２０１５版
《中华人民共和国药典》［１３］制备甘草对照药材溶液、

样品溶液和阴性对照样品溶液并进行鉴别。为保证

实验结果的准确性和重复性，样品两次重复点样，

供试品色谱中，在与对照品、对照药材相应的位置

上，显相同的斑点，见图２。
·９６６·
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注：１甘草对照药材；２甘草酸铵；３样品；４样

品；５阴性。

图２　甘草薄层鉴别色谱图

２３绿原酸、哈巴俄苷含量测定

２３１色谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ：０１％甲酸水，Ｂ：乙
腈，梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，５％ ～１０％Ｂ；５～１５ｍｉｎ，
１０％ ～１４％Ｂ；１５～１８ｍｉｎ，１４％ ～１７％Ｂ；１８～
２５ｍｉｎ，１７％～８１％Ｂ；２５～４０ｍｉｎ，８１％ ～６５％Ｂ；
７０～８０ｍｉｎ，６５％ ～２０％Ｂ）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
ＤＡＤ检测器；检测波长：３６５ｎｍ；柱温：３０℃；进
样量５μＬ。
２３２样品制备　对照品溶液制备：精密称取绿原
酸、哈巴俄苷对照品，加甲醇制成每 ｍＬ含绿原酸、
哈巴俄苷分别为０２、００２ｍｇ的溶液，即得。

供试品溶液制备：取配伍方１００ｍｇ，精密称定，
置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，超声 ３０ｍｉｎ，
补足减失质量，摇匀，过微孔滤膜，取续滤液，

即得。

２３３方法学考察
２３３１系统适应性与专属性　用十八烷基硅烷键
合硅胶为填充剂；乙腈０１％甲酸水（３２∶６８）为流动
相；柱温：３０℃。理论塔板数按绿原酸、哈巴俄苷
峰计算应不低于１０００、５０００。取供试品溶液连续进
６针，进样后 ＨＰＬＣ图，对照品和供试品中绿原酸、
哈巴俄苷的保留时间一致，见图３。
２３３２线性关系　精密称取干燥的绿原酸、哈巴
俄苷对照品，加甲醇分别制成质量浓度为 ０１９５、
００１９２ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，分别进样 １、２、４、６、
８μＬ和１、２、５、１０、２０μＬ，按上述色谱条件测定
峰面积。以绿原酸、哈巴俄苷对照品进样量（μｇ）对数

注：Ａ对照品绿原酸；Ｂ对照品哈巴俄苷；Ｃ供试品。

图３　四妙勇安汤活性配伍方专属性考察图谱

值为横坐标，峰面积对数值为纵坐标绘制标准曲线，

其回归方程分别为 Ｙ＝００００８Ｘ＋０００２２，ｒ＝
０９９９９；Ｙ＝００００４Ｘ＋００００３，ｒ＝１００００，绿
原酸和哈巴俄苷分别在 ０１９５～１５６０、００１９２～
０３８４０μｇ·μＬ－１线性关系良好。
２３３３供试品溶液制备　取配伍方４０ｍｇ，精密称
定，置于１０ｍＬ容量瓶中，加５０％的乙腈定容，过
０２２μｍ微孔滤膜，即得。
２３３４精密度试验　分别取质量浓度为３９０μｇ·μＬ－１

的绿原酸对照品溶液和质量浓度为１９２μｇ·ｍＬ－１的
哈巴俄苷对照品溶液重复进样６次，峰面积 ＲＳＤ分
别为０２％、０２％。
２３３５重复性试验　取同一批号的配伍方，精密
称取４０ｍｇ，共６份，依法提取测定，供试品绿原酸
及哈巴俄苷含量ＲＳＤ分别为０６０％、０２５％。
２３３６稳定性试验　取供试品溶液分别在 ０、３、
６、１２、２４ｈ进样测定，绿原酸峰面积分别为
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１２３３６、１２３１６、１２３５３、１２２５８、１２４０７、
１２３３４，ＲＳＤ为 ０４％，哈巴俄苷峰面积分别为
１２８５、１２９２、１２９１、１２４４、１２５８，ＲＳＤ＝１５％，
结果表明供试品溶液中绿原酸、哈巴俄苷２４ｈ内基
本稳定。

２３３７回收率试验　精密称取配伍方２０、１００ｍｇ
（其中绿原酸及哈巴俄苷质量分数分别为 ５３％、
０２５％），各９份，置于１０ｍＬ容量瓶中，分别精密加
含有绿原酸０９０、１１３、１３７ｍｇ的对照品溶液，含有
哈巴俄苷０２０、０２５、０３０ｍｇ的对照品溶液，加５０％
乙腈定容，定容后摇匀，依法提取测定，结果见表１。

表１　绿原酸和哈巴俄苷加样回收率试验结果（ｎ＝９）

对照品
样品中

含量／ｍｇ
对照品加

入量／ｍｇ
测得量／
ｍｇ

回收率／
％

平均回收

率／％
ＲＳＤ／
％

绿原酸 １１１７ ０９０ １９７６ ９５５ ９６５ ０９

１１３０ ０９０ １９９５ ９６１

１１３１ ０９０ １９９３ ９５８

１１００ １１３ ２１７８ ９５４

１１６３ １１３ ２２７２ ９８１

１１２５ １１３ ２２２１ ９７０

１１１４ １３７ ２４３０ ９６１

１１３２ １３７ ２４７２ ９７８

１１６３ １３７ ２４８７ ９６７

哈巴俄苷 ０２４８ ０２０ ０４４４ ９８０ ９７８ １１

０２４９ ０２０ ０４４７ ９９０

０２５０ ０２０ ０４４７ ９８７

０２４６ ０２５ ０４９１ ９７８

０２４８ ０２５ ０４９５ ９８６

０２４８ ０２５ ０４９４ ９８６

０２４３ ０３０ ０５３０ ９５７

０２４５ ０３０ ０５３５ ９６６

０２４４ ０３０ ０５３６ ９７４

２３４配伍方中绿原酸、哈巴俄苷的含量测定　取
配伍方４０ｍｇ，精密称定，依法提取制成供试品溶
液，进样二次测定，以外标两点法对数方程计算，

即得，结果见表２。

表２　配伍方中绿原酸、哈巴俄苷含量测定
对照品 峰面积 含量／ｍｇ 质量分数／％

绿原酸 １３３０２ ２１３３０ ５３２

１３４２３ ２１５２０

哈巴俄苷 １２３７ ００９９６ ０２５

１２５０ ０１００６

３　讨论

３１定量药效成分的确定

已有数据表明，四妙勇安汤水煎液主要含有环

烯醚萜类、黄酮类、苯丙素类、有机酸类等多种成

分［１４１５］。在该配伍方中，金银花和玄参为君药，金

银花主要含有奎宁酸类和黄酮类成分，玄参中主要

成分为环烯醚萜类成分， 《中华人民共和国药典》

２０１５版规定，金银花药材中主要检测绿原酸和木犀
草苷两个成分；玄参药材中主要检测哈巴苷和哈巴

俄苷两个成分，因配伍方是采用提取并经大孔树脂

富集获得洗脱部位，经活性筛选配伍而获得，前期

质谱鉴定中发现木犀草苷含量较低，哈巴苷未能检

测到，不作为该配伍方的含量测定的指标性成分，

因此选择绿原酸和哈巴俄苷作为配伍方的含量测定

成分。文献报道，绿原酸和哈巴俄苷均可通过激活

ＰＰＡＲγ受体，对动脉粥样硬化炎症反应具有较好的
抑制作用，从而发挥抗动脉粥样硬化的活性，因此

选择绿原酸和哈巴俄苷作为配伍方的药效成分进行

含量测定［１６１８］。

３２样品处理、色谱条件的优化

在本实验中供试品溶液制备方法，参照 《中华

人民共和国药典》金银花、玄参含量测定供试品溶

液制备方法设计，考虑到本品为５５％乙醇提取后大
孔树脂富集得到的配伍方，结合流动相采用的乙腈
甲酸水系统洗脱，所以笔者选择用５０％的乙腈水溶
液来溶解样品，溶解效果很好。对本品的含量测定，

笔者采用乙腈和０１％甲酸水为流动相进行梯度洗
脱，考察了色谱条件，结果配伍方中绿原酸、哈巴

俄苷分离度好，灵敏度高，方法合理可靠。

“鉴别”是鉴定中药真假的检测项目，“含量测

定”是对中药材中主要药效成分或指标性成分的定

量控制，是保障中药材有效性的最重要的指标，也

是评价中药材质量优劣的重要指标。本研究基于药

效导向筛选四妙勇安汤活性部位，根据体外药效和

动物实验确定疗效最佳的配伍方，首次同时对该配

伍方中玄参和甘草的化学成分进行薄层鉴别，采用

ＨＰＬＣ的方法对配伍方中绿原酸和哈巴俄苷进行含量
测定，为其配伍方的质量评价研究提供参考。

４　结论

本实验所建立的四妙勇安汤活性部位配伍方以

·１７６·
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哈巴俄苷和甘草酸铵为指标的薄层色谱鉴别方法专

属性强，准确度高，以绿原酸和哈巴俄苷为指标的

ＨＰＬＣ含量测定方法具有较好的精密度、重复性和稳
定性，操作简便，标准可行，为有效控制该配伍方

的质量提供准确、可靠的检测方法，也为配伍方作

为新药的质量标准制定提供参考。
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