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双波长 -UPLC 法同时测定胡黄连中 4 个环烯醚萜类成分的含量

鄂秀辉 1，张可佳 1，陈玉 1，2，何毅 1*
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摘要　目的：建立同时测定中药材胡黄连中环烯醚萜类成分胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ含量的双波长 -UPLC
法。方法：采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），柱温：28 ℃ ；流动

相：乙腈 -0.5% 乙酸水溶液，梯度洗脱；流速：0.4 mL·min-1；检测波长分别为 275 nm（胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ）、

295 nm（胡黄连苷Ⅲ和Ⅳ）。结果：胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ在质量浓度为 4.44~88.72 μg·mL-1（r=1.000）、
17.23~344.61 μg·mL-1（r=1.000）、1.97~39.35 μg·mL-1（r=1.000）、1.98~39.51 μg·mL-1（r=1.000）范围内与

峰面积线性相关，平均回收率分别为 102.4%、98.8%、96.5%、101.9%，RSD 分别为 1.0%、2.3%、1.1%、2.0%。

结论：该方法操作简便、快速、重复性好、结果准确可靠，适用于胡黄连的质量控制。
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Simultaneous determination of four iridoid ingredients in 
Picrorhizae Rhizoma by dual-wavelength UPLC
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Abstract　Objective：To establish a dual-wavelength UPLC method for simultaneous determination of iridoids 
including picroside Ⅰ，picroside Ⅱ，picroside Ⅲ and picroside Ⅳ in Chinese herbal medicine Picrorhizae 
Rhizoma. Methods：The separation was performed on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 
μm）and the column temperature was set at 28℃. The mobile phase was composed of acetonitrile and 0.5% acetic acid 
with gradient elution at a flow rate of 0.4 mL·min-1. The detection wavelength was set at 275 nm for picroside Ⅰ and 
picroside Ⅱ and at 295 nm for picroside Ⅲ and picroside Ⅳ. Results：The calibration curves were linear within the 
range of 4.44-88.72 μg·mL-1（r=1.000）for picroside Ⅰ，17.23-344.61 μg·mL-1（r=1.000）for Picroside Ⅱ，

1.97-39.35 μg·mL-1（r=1.000）for picroside Ⅲ，1.98-39.51 μg·mL-1（r=1.000）for picroside Ⅳ. The average
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 recovery rates of picroside Ⅰ，picroside Ⅱ，picroside Ⅲ and picroside Ⅳ were 102.4%，98.8%，96.5% and 
101.9% with RSD values of 1.0%，2.3%，1.1% and 2.0%，respectively. Conclusion：The method is simple，rapid，

reproducible，accurate and reliable，and can be used for quality control of Picrorhizae Rhizoma.
Keywords：Picrorhizae Rhizoma；picroside Ⅰ；picroside Ⅱ；picroside Ⅲ；picroside Ⅳ；ridoids；assay；dual-wavelength UPLC

胡 黄 连 药 材 为 玄 参 科 植 物 胡 黄 连 Picrorhiza 
scrophulariiflora Pennell 的干燥根茎，具有退虚热，除疳

热，清湿热之功效［1］，最早在印度、印度尼西亚一带发

现。20 世纪 70 年代，在我国发现其近缘植物野生胡

黄连，并成为其替代品，主要分布于四川、云南西北部

和西藏南部的 3 600~4 400 m 的高寒山区，被收录到

1977 年版《中华人民共和国药典》［2-3］（以下简称《中

国药典》）。国内外研究结果表明，胡黄连的化学成分

主要有环烯醚萜类、苯乙醇糖苷类、酚苷类［4］，其中环

烯醚萜类成分为胡黄连的主要活性成分，现代药理学

研究表明其具有保肝［5-6］、抗炎［7］、神经保护［8-9］、抗肿

瘤［10-11］等作用。目前，除《中国药典》中采用 HPLC
法测定胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ的总量来控制其质量外，关于

其质量控制文献报道仅有采用 HPLC 法和 CE-ED 法

测定胡黄连中阿魏酸、香草酸、肉桂酸的含量［12-13］，未

见其他活性成分的含量测定报道。随着中药现代化

的思路和现代中成药工业的进步，中药质量标准的含

量测定越来越倾向于“多组分”或“总组分”量的控

制，以体现中药质量标准的整体性和系统性［14］。

本课题组前期对胡黄连药材进行的市场调研发

现，由于近年来胡黄连需求量增加，资源紧缺，安国和

亳州南、北两大药材市场均见伪品出售。本实验在前

期对其指纹图谱研究的基础上［15］，采用双波长 -UPLC
法同时测定胡黄连中胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ 4 个活性

成分的含量，以期帮助对胡黄连药材进行质量控制。

1　材料

1.1　 仪 器　 超 高 效 液 相 色 谱 系 统（Waters 公 司

ACQUITY UPLC，包括真空脱气机、二元梯度泵、自动

进样器、柱温箱、PDA 检测器，Empower 3 工作站）；

电子天平（XS205，METTLER TOLEDO 公司）；台式

高速冷冻离心机（ST16R，Thermo 公司）；Milli-Q 超

纯水系统（Millipore 公司）。

1.2　药品与试剂　胡黄连样品由安国和亳州药材

市场收集，经天津中医药大学李天祥教授鉴定其中

1、3、18 号为胡黄连伪品，其余 22 号样品均为玄参

科 胡 黄 连 属 植 物 胡 黄 连 Picrorhiza scrophulariiflora 

Pennell 的 干 燥 根 茎；对 照 品 胡 黄 连 苷 Ⅰ（批 号

111727-200501，质量分数 95.6%）、胡黄连苷Ⅱ（批

号 111596-201103，质 量 分 数 96.2%）均 购 于 中 国

食 品 药 品 检 定 研 究 院，胡 黄 连 苷 Ⅲ 对 照 品（批 号

17041901，质量分数 98.8%），购自北京北纳创联生物

技术研究院，胡黄连苷Ⅳ对照品（批号 PS010209，质

量分数 99.1%），购自成都曼思特生物科技有限公司；

乙腈（色谱纯，Merck 公司）；超纯水（Milli-Q 制备）；

冰乙酸（色谱级，天津康科德科技有限公司）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件色谱柱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18

柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）；流动相：0.5% 乙酸水（A）-
乙腈（B）。梯度洗脱：0~3 min，92%A → 90%A；3~13 min，

90%A → 89%A；13~20 min，89%A → 88.5%A；20~21 min，

88.5%A → 85.5%A；21~32 min，85.5%A → 80%A；32~34 
min，80%A → 5%A；34~35 min，5% → 92% 流速：0.4 
mL·min-1。 分 段 变 波 长 测 定：0~8 min，275 nm；

8~14.5 min，295 nm；14.5~35 min，275 nm。进样量：2 
μL。柱温：28 ℃。

2.2　混合对照品溶液制备　取胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ的对照品适量，精密称定，加 50% 甲醇水制成每

1 mL 含胡黄连苷Ⅰ 88.72 μg、胡黄连苷Ⅱ 344.61 μg、

胡黄连苷Ⅲ 39.35 μg、胡黄连苷Ⅳ 39.51 μg 的混合溶

液，即得。

2.3　供试品溶液制备　取本品粉末 0.1 g，精密称定，

置 50 mL 锥形瓶中，精密加入 50% 甲醇 25 mL，密封，

称量，超声处理（功率 250 W，频率 33 kHz）30 min，

取出，放冷，称量，50% 甲醇水补足减失的量，摇匀，

4 900 r·min 离心 10 min，精密量取续滤液 2 mL，置 5 
mL 量瓶，加 50% 甲醇水至刻度，0.22 μm 滤过双膜，

取续滤液，即得。

2.4　专属性考察　取混合对照品溶液（胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ 浓 度 分 别 为 44.36、172.31、19.68、19.76 μg·mL-1）

及供试品溶液，按“2.1”项色谱条件下，记录色谱图，结

果见图 1。胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的理论塔板数均大于

100 000；各色谱峰与相邻峰的分离度均大于 1.5。
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1. 胡黄连苷Ⅳ（picroside Ⅳ）　2. 胡黄连苷Ⅲ（picroside Ⅲ）　3. 胡黄连苷Ⅱ（picroside Ⅱ）　4. 胡黄连苷Ⅰ（picroside Ⅰ）

图 1　混合对照品溶液（A）和供试品溶液（B）色谱图

Fig. 1　UPLC chromatograms of solution of mixed reference substances（A）and sample solution（B）

2.5　线性关系考察　精密量取混合对照品溶液适量，

逐级稀释成不同质量浓度系列混合对照品溶液（胡

黄 连 苷 Ⅰ 88.72、70.97、53.23、44.36、35.49、26.62、

13.31、8.87、4.44 μg·mL-1，胡黄连苷Ⅱ 344.61，275.69、

206.77、172.30、137.84、103.38、51.69、34.46、17.23 
μg·mL-1，胡黄连苷Ⅲ 39.35、31.48、23.61、19.68、15.74、

11.81、5.90、3.94、1.97 μg·mL-1，胡 黄 连 苷 Ⅳ 39.51、

31.61、23.71、19.76、15.81、11.85、5.93、3.95、1.98 
μg·mL-1），分别按“2.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以峰面积 Y 为纵坐标，对照品质量浓度 X
（μg·mL-1）为横坐标，进行线性回归，得到各成分的回

归方程及相关系数。同时，通过稀释制备不同浓度的

对照品得到 4 个成分的检测下限（S/N 为 3）和定量下

限（S/N 为 10），结果见表 1。

表 1　线性关系考察

Tab. 1　Linear relationship between peak area and concentration
成分

（component）
回归方程

（regression equation）
r

线性范围（linear range）/
（μg·mL-1）

LOD/
（μg·mL-1）

LOQ/
（μg·mL-1）

胡黄连苷Ⅰ（picroside Ⅰ） Y=1.30×107X-1 176 1.000 4.44~88.72 0.28 0.92

胡黄连苷Ⅱ（picroside Ⅱ） Y=4.70×106X-1 388 1.000 17.23~344.61 1.11 3.71

胡黄连苷Ⅲ（picroside Ⅲ） Y=7.0×106X-382 1.000 1.97~39.35 0.57 1.91

胡黄连苷Ⅳ（picroside Ⅳ） Y=1.14×107X-287 1.000 1.98~39.51 0.31 1.06

2.6　精密度试验　取混合对照品溶液 2 µL，连续

进样 6 次，记录 4 个有效成分的峰面积。胡黄连苷

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ峰的平均面积（n=6）分别为 578 359、

817 142、137 624、225 066，峰 面 积 的 RSD 分 别

为 0.56%、0.49%、0.59%、0.66%，表 明 仪 器 精 密 度

良好。

2.7　重复性试验 取同一批样品（批号 S12），按“2.3”

项下的方法平行制备 6 份供试品溶液，按“2.1”项

下条件进行测定，测得胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的平均

含 量（n=6）分 别 为 33.936、96.106、10.988、11.863 
mg·g-1，RSD 分 别 为 0.59%、0.86%、0.87%、0.55%，

表明本法重复性良好。

2.8　稳定性试验 取同一份供试品溶液（批号 S12），

分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h，进样 1 针分
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析，记录 4 个化合物的色谱峰面积，计算峰面积 RSD
（n=6），胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ峰面积的 RSD 分别为

0.19%、0.50%、1.5%、0.33%，表明供试品溶液中 4 个

有效成分在 24 h 内稳定。

2.9　加样回收率试验　精密称取已知含量（批号

S12）的胡黄连药材粉末约 0.05 g，共 9 份，分别按已

测定的 50%、100%、150% 3 个水平加入胡黄连苷Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对照品，按“2.3”项下方法平行制备 9 份供

试溶液，进样测定峰面积，代入回归方程计算回收率，

结果如表 2。4 个化合物的平均回收率（n=9）分别

为 102.4%（RSD=1.0%），98.8%（RSD=2.3%），96.5%
（RSD=1.1%），101.9%（RSD=2.0%），表明方法的准确

度良好。加样回收率 96%~103% 之间，符合药典要

求 92%~105%。

表 2　加样回收率试验结果

Tab. 2　Results of recovery

成分（component）
水平

（level）
样品中量

（content）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（detected）/mg
回收率

（recovery）/%
平均值（average 

recovery）/%
RSD /%

胡黄连苷Ⅰ

（picroside Ⅰ）

低

（low）

1.710 4 0.689 8 2.420 2 102.9 102.4 1.0 

1.713 8 0.689 8 2.403 0 99.9 

1.713 8 0.689 8 2.417 0 102.0 

1.713 8 1.375 1 3.126 2 102.7 

中 1.713 8 1.375 1 3.132 7 103.2 

（medium） 1.717 2 1.375 1 3.121 3 102.1 

1.700 2 2.060 4 3.825 9 103.2 

高 1.713 8 2.060 4 3.835 1 103.0 

（high） 1.700 2 2.060 4 3.821 0 102.9 

胡黄连苷Ⅱ

（picroside Ⅱ）

低

（low）

4.847 8 2.687 2 7.498 7 98.6 98.8 2.3 

4.857 4 2.687 2 7.498 7 98.3 

4.857 4 2.687 2 7.606 6 102.3 

4.857 4 5.341 4 10.049 2 97.2 

中 4.857 4 5.341 4 10.268 5 101.3 

（medium） 4.867 1 5.341 4 10.258 0 100.9 

4.819 0 8.027 1 12.617 2 97.1 

高 4.857 4 8.027 1 12.550 1 95.8 

（high） 4.819 0 8.027 1 12.636 5 97.4 

胡黄连苷Ⅲ

（picroside Ⅲ）

低

（low）

0.568 1 0.307 0 0.862 1 95.8 96.5 1.1 

0.569 3 0.307 0 0.869 2 97.7 

0.569 3 0.307 0 0.865 7 96.6 

0.569 3 0.610 0 1.153 1 95.7 

中 0.569 3 0.610 0 1.168 9 98.3 

（medium） 0.570 4 0.610 0 1.153 4 95.6 

0.564 8 0.916 9 1.449 0 96.4 

高 0.569 3 0.916 9 1.461 3 97.3 

（high） 0.564 8 0.916 9 1.439 9 95.4 

胡黄连苷Ⅳ

（picroside Ⅳ）

低

（low）

0.597 9 0.308 2 0.917 9 103.8 101.9 2.0 

0.599 1 0.308 2 0.913 0 101.8 

0.599 1 0.308 2 0.919 1 103.8 

0.599 1 0.612 4 1.223 8 102.0 

中 0.599 1 0.612 4 1.207 4 99.3 

（medium） 0.600 3 0.612 4 1.201 2 98.1 

0.594 4 0.920 6 1.523 4 100.9 

高 0.599 1 0.920 6 1.549 1 103.2 

（high） 0.594 4 0.920 6 1.548 9 103.7 
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2.10　样品测定　分别精密吸取 22 批样品的供试品

溶液 2 µL，进样测定。采用外标法分别计算 4 个有

效成分的含量，结果见表 3。

表 3　样品含量测定结果（mg·g-1）

Tab. 3　The determination results of samples

批号

（lot No.）
胡黄连苷Ⅰ

（picroside Ⅰ）

胡黄连苷Ⅱ

（picroside Ⅱ）

胡黄连苷Ⅲ

（picroside Ⅲ）

胡黄连苷Ⅳ

（picroside Ⅳ）

胡黄连苷Ⅰ +
胡黄连苷Ⅱ

（picroside Ⅰ + picroside Ⅱ）

总量

（total）

S2 51.121 81.088 9.824 9.947 132.209 151.980

S4 56.867 84.739 7.843 10.276 141.606 159.725

S5 21.442 82.623 12.552 7.791 104.065 124.408

S6 33.314 82.143 14.19 7.948 115.457 137.595

S7 28.925 55.035 4.438 4.485 83.960 92.883

S8 57.287 100.934 12.710 9.721 158.221 180.652

S9 40.647 87.447 8.690 8.221 128.094 145.006

S10 23.261 95.425 11.031 7.161 118.686 136.878

S11 34.201 78.661 12.952 9.942 112.862 135.757

S12 34.332 99.848 10.778 11.507 134.180 156.465

S13 29.740 95.892 9.897 7.832 125.632 143.361

S14 30.220 57.029 7.903 4.206 87.249 99.359

S15 41.470 92.656 11.377 8.893 134.126 154.396

S16 50.990 107.198 8.988 10.111 158.188 177.286

S17 32.146 97.835 11.441 12.048 129.981 153.471

S19 19.136 44.369 6.844 3.530 63.505 73.879

S20 28.281 45.543 5.715 3.560 73.824 83.098

S21 53.206 86.485 9.122 7.892 139.691 156.705

S22 35.241 100.953 11.856 8.384 136.194 156.434

S23 41.511 45.104 5.983 4.181 86.615 96.779

S24 19.224 35.795 6.142 4.708 55.019 65.868

S25 37.741 94.729 9.992 8.597 132.470 151.060

RSD/% 32.1 27.6 27.8 33.4

2.11　不同等级胡黄连药材样品间的化合物含量差

异　药材市场流通的胡黄连有统货和选货 2 种等级，

选货即指从货物里挑出的粗细，长短，质量较一致的

货物，已知亳州药材市场 13 批胡黄连样品中 S12、

S13、S15、S16、S17、S21、S22、S25 为 选 货，S14、S19、

S20、S23、S24 为统货。现利用 GraphPad Prism 软件

分别计算 4 个指标性成分在选货和统货之间的分布

情况，结果见图 2。
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图 2　不同等级胡黄连药材样品中 4 个指标性成分含量的量箱图

Fig. 2　Box plot contents of four indicative compounds in Picrorhizae Rhizoma at different grades

3　讨论

3.1　提取条件的考察　测定成分为环烯醚萜苷类，

因此考虑用甲醇为提取溶剂。尝试用 3 种体积分数

甲醇（10%、50%、100%）和水，提取溶剂体积（15、

25、50 mL）来制备供试品溶液。实验结果表明甲醇

体积分数为 50% 时所提取的环烯醚萜类化合物含量

最高，溶剂体积对 4 个成分的提取量无明显影响，故

选择 25 mL。

3.2　检测波长及流动相的选择　由于所测定的 4
个成分的紫外吸收情况有差异，采用 PDA 检测器在

210~400 nm 波长范围内扫描 4 个成分吸收峰的紫外

吸收图谱，结合 4 个成分的光谱图，发现胡黄连苷Ⅰ

和胡黄连苷Ⅱ在 275 nm 处有较大的吸收，胡黄连苷

Ⅲ和Ⅳ在 295 nm 处有较大的吸收且基线平稳。因

此，本实验采用波长切换法，将波长设为 8~14.5 min，

295 nm（胡 黄 连 苷 Ⅲ 和 胡 黄 连 苷 Ⅳ），14.5~35 min
时 275 nm（胡黄连苷Ⅰ和胡黄连苷Ⅱ）。本实验考

察了乙腈 - 水、乙腈 -0.5% 乙酸水体系，胡黄连中

环烯醚萜苷类成分较多，其多具有酚羟基显弱酸性，

因此加入酸可有效改善峰形，提高分离效果，且在乙

腈 -0.5% 乙酸水体系下所测成分的灵敏度均增高，

因此选用乙腈 -0.5% 乙酸水溶液作为流动相。

3.3　样品测定结果分析　表 3 结果显示各成分 RSD
集中在 30% 左右，表明，不同批次 4 个成分的含量

波动较大，可能对药材质量的影响较大。其中样品

S7、S14、S19、S20、S23、S24 含 量 总 和 相 对 较 低，且

胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ的总量低于 9.0%，不符合《中国药

典》的规定。图 2 结果显示化合物胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ和Ⅳ 4 个成分在选货中的含量明显高于统货，用

GraphPad Prism 分别对 4 个指标性成分的含量在选

货和统货中进行 t 检验，发现化合物胡黄连苷Ⅰ在选

货和统货间的含量具有显著性差异（P<0.05），化合

物胡黄连苷Ⅱ、胡黄连苷Ⅲ、胡黄连苷Ⅳ具有极显著

性差异（P<0.000 1），说明选货胡黄连药材样品的整

体质量优于统货胡黄连药材样品。

3.4　小结　本文建立了胡黄连中 4 个成分含量的

UPLC 同时测定方法，操作简便快速，重复性好。通

过此方法对市售的 22 批胡黄连药材的胡黄连苷Ⅰ、
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胡黄连苷Ⅱ、胡黄连苷Ⅲ和胡黄连苷Ⅳ进行含量测

定，发现市售胡黄连药材的质量存在差异，通过不同

等级胡黄连药材样品间的化合物含量差异分析，发

现根茎粗的选货胡黄连药材样品的质量明显优于根

茎细的统货药材，说明胡黄连的生长年限越久，质量

越优。该发现为胡黄连药材的临床精准用药提供一

定的科学依据，也为野生胡黄连驯化栽培技术提供

参考。
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