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不同制备工艺对桃红四物汤中５种成分含量的影响
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［摘要］目的　 研究不同制备工艺对桃红四物汤中成分的影响。方法　 采用高效液相色谱法测定桃红四物

汤中没食子酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿魏酸含量。结果　 桃红四物汤Ａ液中５种成

分含量均值分别为８２．９、１１．１、２３５．７、９１７．３、４９．３ｍｇ／Ｌ；桃红四物汤Ｂ液中５种成分含量均值分别为

１２６．６、１３．２、１８７．３、１０４０．４、２８．６ｍｇ／Ｌ，说明不同制备工艺使桃红四物汤中５种成分含量产生显著性差异。

结论　 不同制备工艺得到的桃红四物汤中化学成分种类和含量会产生变化。
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　　桃红四物汤出自清代吴谦所著《医宗金鉴·妇

科心法要诀·调经门》，由基本方四物汤（当归、川

芎、熟地黄、白芍）加桃仁、红花所组成，具有活血祛

瘀、养血调经之功效，主治妇女月经先期属瘀血者。

近年来研究表明，桃红四物汤具有抗炎［１］、镇痛［２］、

改善微循环［３］、促进血管生成［４６］、提高机体非特异

性免疫功能［７］、促进骨折愈合［８］、治疗股骨头缺血坏

死［９］、延缓肝脏纤维化进程［１０］等功效。桃红四物汤

一般采用水煎煮法提取，为兼顾其中脂溶性成分及

水溶性成分，考虑到复方化学成分复杂，课题组采用

先以９０％乙醇提取复方中脂溶性成分，再以水提取

方法提取亲水性成分制备桃红四物汤。课题组前期

实验已对桃红四物汤的提取方法进行优选，本实验

采用高效液相色谱法测定两种提取液中５种主要成

分，从多指标含量测定角度比较传统提取方法和优

选后的制备方法所得到的两种提取液化学成分的差

异，为后期药效学研究提供参考。

１　仪器与材料

１．１　 仪器 　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ 型高效液相色谱仪

（Ｇ１３１２Ｃ二元泵，Ｇ１３１６Ａ柱温箱，Ｇ１３２９Ｂ自动进

样器，二极管阵列检测器 Ｇ４２１２Ｂ，ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色

谱工作站）：美国安捷伦科技有限公司；ＭｉｌｌｉＱＡｄ

ｖａｎｔａｇｅＡ１０一体式超纯水机：德国默克密理博公

司；ＡＳ３１２０超声清洗仪：江苏昆山力波超声设备有

限公司；ＨＨＳ恒温水浴锅：江苏国胜实验仪器厂；

Ｒ１００１Ｎ旋转蒸发仪：郑州长城科工贸有限公司；

ＣＰ２２５Ｄ十万分之一电子天平：德国赛多利斯。

１．２　材料　桃仁、红花、当归、川芎、白芍、熟地黄６
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味药材，均购自安徽省协和成药业有限公司，经安徽

中医药大学中药资源教研室刘守金教授鉴定为２０１５

版《中华人民共和国药典》收载品种；没食子酸（批号

１１０８３１２０１２０４）、５羟 甲 基 糠 醛 （批 号 １１１６２６

２０１３０８）、羟基红花黄色素Ａ（批号１１１６３７２００９０５）、

芍药 苷 （批 号 １１０７３６２０１３３７）、阿 魏 酸 （批 号

１１０７７３２０１３１３）：中国食品药品检定研究院；乙腈

（色谱纯）：瑞典欧森巴克化学有限公司；甲醇（分析

纯）：天津四友化学试剂有限公司；水为超纯水；其余

均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱 ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＣ１８（４．６

ｎｍ×２５０ｎｍ，５μｍ），流动相乙腈（Ａ）０．０５％磷酸

水溶液（Ｂ）梯度洗脱，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长

０～１１ｍｉｎ，２９０ｎｍ；１１～２７ｍｉｎ，３２０ｎｍ；２７～４５

ｍｉｎ，２３０ｎｍ，柱温４０℃，进样量２０μＬ。梯度洗脱

系统见表１。

表１　梯度洗脱系统

时间／ｍｉｎ 乙腈／％ ０．０５％磷酸水／％

０～７ ５ ９５

７～２０ ５～１３ ９５～８７

２０～２８ １３～１５ ８７～８５

２８～４５ １５～１７ ８５～８３

４５～６０ １７～３３ ８３～６７

６０～７０ ３３～９５ ６７～５

７０～８０ ９５～５ ５～９５

２．２　对照品溶液的制备　精密称定于真空干燥箱

２４ｈ的没食子酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、

芍药苷、阿魏酸对照品适量，加入５０％色谱甲醇制成

每毫升含没食子酸０．０８０８ｍｇ、５羟甲基糠醛０．０１００

ｍｇ、羟基红花黄色素Ａ０．１８４０ｍｇ、芍药苷０．６０４０

ｍｇ和阿魏酸０．０４６０ｍｇ的对照品溶液，备用。
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图１　Ａ液（Ａ）、Ｂ液（Ｂ）和混合标准品（Ｃ）的高效液相色谱图

（１．没食子酸；２．５羟甲基糠醛；３．羟基红花黄色素Ａ；４．芍药苷；５．阿魏酸）

２．３　供试品溶液的制备

２．３．１　Ａ液的制备　９０％乙醇水提法：称取０．５

倍处方量（桃仁４．５ｇ，红花３ｇ，当归４．５ｇ，川芎

３ｇ），加１０倍量的９０％乙醇，回流提取３次，每次

１．５ｈ，滤过，滤液回收乙醇，药渣与白芍４．５ｇ、熟地

黄６ｇ，用８倍量水煎煮２次，每次２ｈ，滤过，滤液合

并，水浴浓缩，转移至１００ｍＬ量瓶中，用水稀释至

刻度，摇匀，即得。

２．３．２　Ｂ液的制备　传统煎煮法：称取０．５倍处方

量（桃仁４．５ｇ，红花３ｇ，当归４．５ｇ，川芎３ｇ，白芍

４．５ｇ，熟地黄６ｇ）加１０倍量水煎煮２ｈ，滤过，药渣

再加８倍量水煎煮４０ｍｉｎ，滤过，滤液合并，水浴浓

缩，转移至１００ｍＬ量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，

即得。

２．３．３　供试液的制备　分别精密吸取两种样品溶

液Ａ液、Ｂ液各５ｍＬ，挥干溶剂，残渣加５０％甲醇

溶解，转移至１０ｍＬ量瓶中。用５０％甲醇稀释至刻

度，摇匀，滤过，取续滤液，分别制得供试液 Ａ、供试

液Ｂ。

２．４　方法学考察

２．４．１　线性关系考察　取没食子酸、５羟甲基糠

醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿魏酸对照品溶液，

以进样量（狓）为横坐标，以峰面积（狔）为纵坐标，进

行线性回归分析。结果见表２。

表２　线性关系考察

化合物 线性方程 狉 线性范围／ｇ

没食子酸 狔＝１９０３．８狓－１１０．０ １．００００ ０．８０８０～３．２３００

５羟甲基糠醛 狔＝８１５２狓－０．１０１ １．００００ ０．０５００～０．４０００

羟基红花黄色素Ａ 狔＝８０７．９狓＋１４．８８ １．００００ ０．９２００～７．３６００

芍药苷 狔＝１５２０．１狓－９４８．４ １．００００ ３．０２００～２４．１６００

阿魏酸 狔＝２８７７．９狓－２．０３ １．００００ ０．２３００～１．８４００

２．４．２　精密度试验　取同一对照品溶液重复进样

６次，记录没食子酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色

素Ａ、芍药苷、阿魏酸的峰面积，计算其峰面积的

ＲＳＤ 分别为 ０．２１％、０．１５％、０．１９％、０．３９％、

０．２６％。结果表明仪器精密度良好。

２．４．３　重复性试验　按“２．３．２”“２．３．３”项下方法

制备供试液Ｂ６份，并进行含量测定，计算没食子

酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿魏

酸的含量，其ＲＳＤ分别为０．８０％、２．２９％、２．８２％、

２．７６％、２．１３％。结果表明重复性良好。

２．４．４　稳定性试验　按“２．３．２”“２．３．３”项下方法

制备供试液Ｂ，分别于０、３、６、１０、１６、２４ｈ，记录没食

子酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿

魏酸的峰面积，计算得峰面积的 ＲＳＤ 分别为

１．２２％、０．９１％、１．０２％、１．１７％、１．７７％。结果表

明，供试品溶液在２４ｈ内基本稳定。

２．４．５　回收率试验　取已知含量的桃红四物汤Ｂ

液６份，每份５ｍＬ，每份分别加入等量的各对照品

溶液，按“２．３．３”项下方法制备溶液，定容至１０ｍＬ，

进行含量测定，计算加样回收率。没食子酸的平均

加样回收率为１００．６０％，相对标准偏差为２．４６％；

５羟甲基糠醛的平均加样回收率为１００．００％，相对

标准偏差为２．３４％；羟基红花黄色素Ａ的平均回收

率为９８．９０％，相对标准偏差为１．９５％；芍药苷的平

均加 样 回 收 率 为 １０２．２０％，相 对 标 准 偏 差 为

２．１１％；阿魏酸的平均加样回收率为１００．７０％，相

对标准偏差为２．６０％。结果见表３。

２．４．６　样品测定　按“２．３．３”项下方法分别制备两

种供试液各５份，按照上述色谱条件进行含量测定，

色谱图见图１，计算两种提取液中没食子酸、５羟甲

基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿魏酸的含量。

结果见表４。
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表３　回收率试验

成　分 原有量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

没食子酸

０．６３００ ０．６５２ １．３０００ １０２．９０

０．６３００ ０．６５２ １．２８９０ １００．８０

０．６３８０ ０．６５２ １．３０７０ １０２．６０

０．６３６０ ０．６５２ １．２６３０ ９６．２０

０．６４３０ ０．６５２ １．３０５０ １０１．５０

０．６３１０ ０．６５２ １．２８００ ９９．５０

１００．６０ ２．４６

５羟甲基糠醛

０．０６５０ ０．０７１ ０．１３７０ １０１．４０

０．０６７０ ０．０７１ ０．１３９０ １０１．４０

０．０６６０ ０．０７１ ０．１３６０ ９８．６０

０．０６８０ ０．０７１ ０．１４００ １０１．４０

０．０６９０ ０．０７１ ０．１３７０ ９５．８０

０．０６６０ ０．０７１ ０．１３８０ １０１．４０

１００．００ ２．３４

羟基红花

黄色素Ａ

０．９８５０ ０．９３７ １．８４１０ １０１．００

０．９３００ ０．９３７ １．８６９０ １００．２０

０．９３８０ ０．９３７ １．８５３０ ９７．７０

０．９１３０ ０．９３７ １．８６４０ １０１．５０

０．９５８０ ０．９３７ １．８７１０ ９７．４０

０．９５００ ０．９３７ １．８７５０ ９８．７０

９９．４０ １．７４

芍药苷

４．８７２０ ４．９１０ ９．９８４０ １０４．１０

４．９５１０ ４．９１０ ９．９７００ １０２．２０

４．９６２０ ４．９１０ １０．０２００ １０３．００

５．１４８０ ４．９１０ ９．９９３０ ９８．７０

４．９６３０ ４．９１０ １０．０８５０ １０４．３０

５．０６５０ ４．９１０ １０．０１００ １００．７０

１０２．２０ ２．１１

阿魏酸

２．８８００ ２．９３３ ５．９４３０ １０４．４０

３．０６００ ２．９３３ ５．８９１０ ９６．５０

３．０１００ ２．９３３ ５．９６００ １００．７０

２．９６００ ２．９３３ ５．８８００ ９９．５０

２．９１００ ２．９３３ ５．８７００ １０１．１０

２．９５００ ２．９３３ ５．９３７０ １０１．８０

１００．７０ ２．６０

表４　桃红四物汤Ａ液和Ｂ液中５种成分含量比较（珚狓±狊）

组　别 狀
没食子酸／

（ｍｇ／Ｌ）
５羟甲基糠醛／

（ｍｇ／Ｌ）

羟基红花

黄色素Ａ／（ｍｇ／Ｌ）

芍药苷／

（ｍｇ／Ｌ）

阿魏酸／

（ｍｇ／Ｌ）

桃红四物汤Ａ液 ５ ８２．９±０．７ １１．１±０．２ ２３５．７±３．７ ９１７．３±１３．７ ４９．３±０．８

桃红四物汤Ｂ液 ５ １２６．６±２．２ １３．２±０．３ １８７．３±５．５ １０４０．４± ９．５ ２８．６±０．６

　　注：与桃红四物汤Ａ液比较，犘＜０．０５。

３　讨论

课题组参照２０１５版《中华人民共和国药典》
［１１］

并结合文献资料［１２１３］，汇总了桃红四物汤中６味药

材采用高效液相色谱法测定含量的主要成分，并确

定了５种主要成分的最大吸收波长，没食子酸在

２７１ｎｍ有较强吸收，５羟甲基糠醛在２８４ｎｍ处有

较强的吸收，羟基红花黄色素 Ａ在４０３ｎｍ处有最

大吸收，芍药苷和阿魏酸的最大吸收波长分别为

２３０ｎｍ和３１６ｎｍ。基于这５种成分的最大吸收波

长差异较大，实验初期先以２３０ｎｍ作为检测波长

考察梯度洗脱的色谱条件，待初步确定出各主要成

分的出峰时间及各自出峰顺序后，再进一步考察

２５０ｎｍ、２７０ｎｍ、２９０ｎｍ、３２０ｎｍ、４１０ｎｍ波长条件

下色谱峰出峰情况，最终确定了波长的切换条件：

０～１１ｍｉｎ，２９０ｎｍ；１１～２７ｍｉｎ，３２０ｎｍ；２７～４５

ｍｉｎ，２３０ｎｍ；４５～８０ｍｉｎ，２７０ｎｍ。对比两种提取

液各主要成分含量发现，在每升提取液中，桃红四物

汤Ａ液中没食子酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色

素Ａ、芍药苷、阿魏酸含量均值分别为８２．９、１１．１、

２３５．７、９１７．３、４９．３ｍｇ；桃红四物汤Ｂ液中没食子

６７
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酸、５羟甲基糠醛、羟基红花黄色素Ａ、芍药苷、阿魏

酸含量均值分别为１２６．６、１３．２、１８７．３、１０４０．４、

２８．６ｍｇ。桃红四物汤Ｂ液中没食子酸、５羟甲基糠

醛、芍药苷均显著高于Ａ液（犘＜０．０５），羟基红花黄

色素Ａ、阿魏酸均显著低于Ｂ液（犘＜０．０５），说明不

同提取方法会使各成分含量产生显著性改变；对比

Ａ液和Ｂ液色谱图也可以发现，Ａ液化学成分种类

明显较Ｂ液多，提示先以９０％乙醇提取再以水提取

方法得到的Ａ液中脂溶性成分较Ｂ液多，说明提取

方法不同，使得Ａ液中脂溶性成分和水溶性成分均

被提取出来，而Ｂ液中水溶性成分提取较充分，至

于其与药效之间相关性还有待进一步研究。
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