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HPLC-CAD法检测小建中合剂中6个活性成分及稳定性研究

董丽萍 1，吴雪松 2
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2. 天津药物研究院有限公司，天津 300450

摘 要：目的 利用高效液相色谱联合电喷雾检测器（HPLC-CAD），建立同时测定小建中合剂中芍药内酯苷、芍药苷、甘

草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素含量的检测方法，并对小建中合剂稳定性进行研究。方法 采用Thermo Hypersil GOLD

C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以80%乙腈（A）-10 mmol·L−1甲酸铵（甲酸调pH值至4.0）（B）为流动相，梯度洗

脱，体积流量 1.0 mL·min−1，柱温 35 ℃，CAD雾化器温度为 35 ℃，过滤常数为 5.0，采集频率为 10 Hz，进样量 20 μL。同

时测定小建中合剂在加速及长期试验下各成分含量的变化。结果 各成分分离度均良好，阴性无干扰；芍药内酯苷、芍药

苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素的线性范围分别为 2.01～40.16、4.21～84.20、1.18～23.64、0.60～12.04、0.70～

14.06及 1.30～25.90 μg·mL−1 （r≥0.999 1）；平均加样回收率（n＝6）为 97.55%～98.46%，RSD≤3.0%。稳定性研究结果

表明，芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、桂皮醛及 6-姜辣素在加速条件下各成分质量浓度有明显下降，提示本品种不宜在高

温下长时间放置。结论 经方法学验证，建立的HPLC-CAD法具有良好的灵敏度及准确度，为小建中合剂的全面质量控制

提供科学依据，本品应置阴凉处贮藏。
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Determination of six active ingredients in Xiaojianzhong Mixture by HPLC-
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Abstract: Objective To develop an HPLC-CAD method for simultaneous determination of six active ingredients of albiflorin,

paeoniflorin, liquiritin, glycyrrhizic acid, cinnamaldehyde and 6-gingerol in Xiaojianzhong Mixture. Methods The chromatographic

separation was performed on a Thermo Hypersil GOLD C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) with 80% acetonitrile (A)-10 mmol·L−1

ammonium acetate (formic acid tone pH 4.0) (B) as the mobile phase for gradient elution, the flow rate was 1.0 mL·min−1, the

column temperature was maintained at 35 ℃, the nebulization temperature of detector was 35 ℃, the filtration constant was 5.0, the

acquisition frequency was 10 Hz, and injection volume was 20 μL. At the same time, the content changes of each component of

Xiaojianzhong Mixture under accelerated and long-term test were determined to provide a basis for the stability and storage

conditions of the variety. Results The separation of each component was good, negative and no interference. The linear ranges of

albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, glycyrrhizic acid, cinnamaldehyde and 6-gingerol were 2.01—40.16, 4.21—84.20, 1.18—23.64,

0.60—12.04, 0.70—14.06 and 1.30—25.90 μg·mL−1 (r ≥ 0.999 1), respectively. The average recoveries were 97.55%—98.46%, and

the RSD ≤ 3.0%.The results of stability investigation showed that the contents of albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, glycyrrhizic acid,

cinnamaldehyde and 6-gingerol decreased rapidly under accelerated condition, implied that the storage time of Xiaojianzhong

Mixture under high temperature condition should not be too long. Conclusion The method is sensitive and accurate by method

validation, which can be used for the overall assessment of the quality of Xiaojianzhong Mixture, this variety should be stored in a

cool place.
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小建中合剂为临床常用的经典中药复方制剂，

具有温中补虚、缓急止痛之功效，收载于《中国药

典》2020年版一部中，是由桂枝、白芍、炙甘草、生姜

及大枣 5种药味组成的中药复方制剂，用于脾胃虚

寒、脘腹疼痛、喜温喜按、嘈杂吞酸、食少，以及胃及

十二指肠溃疡见上述证候者［1］。相关临床及药理研

究表明，小建中合剂具有抗实验性胃溃疡药理作

用，对胃及十二指肠溃疡、慢性胃炎、慢性肠炎及小

儿肠系膜淋巴结炎等具有临床疗效［2-4］。研究表明，

方中桂枝的活性成分为桂皮醛等苯丙素类物质，具

有抑菌、抗胃炎等药理活性［5-6］；白芍的有效部位为

白芍总苷，主要成分为芍药苷、芍药内酯苷等单帖

糖苷类物质［7-8］；甘草的主要化学成分为甘草苷等黄

酮类物质及甘草酸等皂苷类成分，具有显著的抗炎

及抗胃溃疡药理作用［9-11］；方中生姜的主要化学成

分为姜辣素（又名姜酚），其主要活性成分 6-姜辣

素（6-姜酚）具有显著的抗炎药理作用［12-13］；大枣化

学成分复杂，含有生物碱、黄酮类、三萜类、皂苷类、

糖苷类及有机酸类等多种成分，其有效成分尚未能

完全确定［14］。目前鲜有小建中合剂的多成分质量

控制文献报道，其现行药典质量标准中含量测定项

仅测定芍药苷单一指标成分［1］，本品化学成分复杂，

单一指标成分的控制难以保证中药复方制剂的质

量及疗效。

电喷雾检测器（charged aerosol detector，CAD）

是近年来发展迅速的新型通用型液相色谱检测器，

具有灵敏度高、线性范围宽、不依赖于化学结构的

响应一致性和操作简便等优势，尤其适用于无紫外

吸收物质的检测［15-17］。本实验基于高效液相色

谱（HPLC）-CAD技术进行方法开发，建立了同时测

定小建中合剂中芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草

酸、桂皮醛及 6-姜辣素共 6个活性成分含量的方法，

建立了本品多指标成分质量控制模式。此外，本实

验对小建中合剂进行系统的稳定性研究，为其贮藏

条件及保质期提供科学依据。

1 材料

1.1 仪器

Dionex Ultimate 3000 HPLC 仪 ，配合 Corona

Veo CAD（ 美 国 Thermo Fisher 公 司 ）；Thermo

Hypersil GOLD C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，

美国 Thermo 公司）；FE-28 型台式酸度计（美国

Mettler公司）；JA5103型千分之一天平（上海力辰仪

器科技有限公司），MSE 型百万分之一天平（美国

Sartorius公司）；AS3120型超声仪（奥特宝恩斯仪器

有限公司）；LBY-260SD型药品稳定性试验箱（杭州

绿博仪器有限公司）。

1.2 主要试剂

芍药苷对照品（批号 110736-202145，质量分数

94.6%）、甘草苷对照品（批号 111610-201908，质量

分 数 95.0%）、甘 草 酸 铵 对 照 品（批 号 110731-

202021，质量分数 96.2%，甘草酸质量＝甘草酸铵质

量/1.020 7）、桂皮醛对照品（批号 110710-202022，质

量分数 99.5%）、6-姜辣素对照品（批号 111833-

202007，质量分数 99.3%），均购自中国食品药品检

定研究院；芍药内酯苷对照品（批号 39011-95-0，质

量分数97%），成都曼思特生物科技有限公司。

小建中合剂（规格：每瓶 100 mL，广西慧宝源医

药科技有限公司，共 7 批，批号分别为 20211222、

20211202、 20211019、 20210918、 20210703、

20201221、20201103）；阴性样品自制；甲醇（分析

纯），天津科密欧化学试剂有限公司；乙腈（HPLC

级），美国 Sigma 试剂公司；甲酸（质谱级）、甲酸

铵（质谱级），美国 Fisher 试剂公司；水为自制超

纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：Thermo Hypersil GOLD C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相：80% 乙腈（A）-10 mmol·L−1

甲 酸 铵（ 甲 酸 调 pH 值 至 4.0）（B），梯 度 洗

脱（0～15 min，10% A；15～25 min，10%→35% A；

25～30 min，35%→40% A；30～45 min，40%→70% A）；

体积流量 1.0 mL·min−1；柱温 35 ℃；进样量 20 μL；

CAD 雾化器温度 35 ℃，过滤常数为 5.0，采集频率

为10 Hz。

2.2 溶液制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取甘草酸铵及桂

皮醛对照品适量，置于 5 mL量瓶中，加甲醇溶解并

稀释至刻度，制成含甘草酸 0.602 4 mg·mL−1及桂皮

醛 0.702 6 mg·mL−1的混合对照品储备液；分别精密

称取芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷及 6-姜辣素对照

品适量，置于同一 10 mL量瓶中，精密加入混合对照

品储备液 1.0 mL，加甲醇稀释至刻度，摇匀，制成含

芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛

及 6-姜辣素质量浓度分别为0.200 8、0.421 0、0.118 2、

0.060 2、0.070 3及 0.129 5 mg·mL−1的混合对照品母

液；精密移取混合对照品母液 1.0 mL，置于 10 mL量

瓶中，加 60%甲醇稀释至刻度，摇匀，制成含芍药内

酯苷 0.020 1 mg·mL−1、芍药苷 0.042 1 mg·mL−1、甘草
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苷 0.011 8 mg·mL−1、甘草酸 0.006 0 mg·mL−1、桂皮醛

0.007 0 mg·mL−1及 6-姜辣素 0.013 0 mg·mL−1的混合

对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密量取小建中合剂 3 mL，置

50 mL量瓶中，加 60% 甲醇约 40 mL，超声处理（功

率 75 W）约 10 min，放冷，加 60%甲醇稀释至刻度，

摇匀，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性样品溶液 按小建中合剂拟定的制剂

处方工艺分别制备不含桂枝、白芍、炙甘草及生姜

的 4种阴性样品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，分别得缺桂枝、缺白芍、缺炙甘草及缺生姜的阴

性样品溶液。

2.3 系统适用性试验

取 混 合 对 照 品 溶 液 ，供 试 品 溶 液（批 号

20211222），缺桂枝、缺白芍、缺炙甘草及缺生姜的

阴性样品溶液，分别进样检测，记录各样品色谱图，

典型图谱见图 1。芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘

草酸、桂皮醛及 6-姜辣素与相邻色谱峰均达到基线

分离，分离度均大于 1.5，理论塔板数均大于 8 000，

阴性样品图谱显示其他组分不干扰芍药内酯苷等 6

种目标成分的检测。

2.4 线性关系的考察

精密量取“2.2.1”项下配制的混合对照品母液

1.0 mL，置于 5、10、25、50、100 mL量瓶中，加 70%甲

醇稀释至刻度，摇匀，即逐级稀释得 5种不同浓度的

线性溶液；取各线性溶液，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，以质量浓度（μg·mL−1）为横坐标，峰面积为

纵坐标，进行线性回归，计算并绘制标准曲线，结果

见表1。

2.5 检测限与定量限

取“2.2.1”项下配制的混合对照品溶液逐级稀

释，至芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛

及 6-姜辣素的质量浓度分别为 0.24、0.34、0.30、

0.35、0.27、0.30 μg·mL−1时，各色谱峰的信噪比（S/N）

均在 8～12，以此作为定量限；至芍药内酯苷、芍药

苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素的质量浓

度 分 别 为 0.08、0.11、0.10、0.12、0.09、0.10 μg ·

mL−1 时，各色谱峰的 S/N 均在 3～5，以此作为检

测限。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液连续进样 6次，

记录各色谱峰面积，芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、

甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素峰面积的 RSD 分别为

1.2%、1.4%、1.9%、0.97%、0.78%、1.18%，表明仪器

进样精密度良好。

1-芍药内酯苷；2-芍药苷；3-甘草苷；4-甘草酸；5-桂皮醛；6-6-姜辣素

1-paeoniflorin; 2-paeoniflorin; 3-glycyrrhizin; 4-glycyrrhizic acid; 5-

cinnamaldehyde; 6-6-gingerol

图1 混合对照品溶液（A）、供试品溶液（B）及缺桂枝（C）、

缺白芍（D）、缺炙甘草（E）、缺生姜（F）阴性样品HPLC色谱图

Fig. 1 HPLC chromatograms of a mixed of standards (A),

sample (B), negative sample without Ramulus Cinnamomi

(C), Paeoniae Radix Alba (D), Honey-fried Licorice (E) or

Zingiber officinale Roscoe (F)

表1 6个活性成分的线型方程、相关系数和线性范围（n＝5）

Table 1 Regression equations，correlation coefficients and linear range of six active components (n=5)

成分

芍药内酯苷

芍药苷

甘草苷

甘草酸

桂皮醛

6-姜辣素

线性方程

Y＝5.091 X＋1.160

Y＝4.675 X＋4.440

Y＝4.802 X－1.866

Y＝4.651 X＋1.256

Y＝4.959 X＋1.534

Y＝4.736 X＋1.405

r

0.999 7

0.999 5

0.999 2

0.999 6

0.999 4

0.999 1

线性范围/（μg·mL−1）

2.01～40.16

4.21～84.20

1.18～23.64

0.60～12.04

0.70～14.06

1.30～25.90
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2.7 重复性试验

按“2.2.2”项下方法平行制备批号为 20211222

的供试品溶液 6份，分别进样检测，结果显示芍药内

酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素

的平均质量浓度分别为 0.330、0.848、0.344、0.105、

0.092、0.286 mg·mL−1，RSD 分 别 为 1.3%、1.8%、

1.4%、1.0%、2.0%、1.2%。结果表明方法重复性

良好。

2.8 稳定性试验

取批号为 20211222的供试品溶液，分别于室温

下放置 0、2、4、6、12、24 h后进样测定，计算芍药内

酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素

峰面积的 RSD 分别为 1.0%、0.77%、1.0%、0.93%、

1.4%、0.88%。结果显示供试品溶液在室温下 24 h

内稳定性良好，满足检测需求。

2.9 加样回收率试验

取小建中合剂样品（批号 20211222，芍药内酯

苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣素的

平均质量浓度分别为 0.330、0.848、0.344、0.105、

0.092、0.286 mg·mL−1）6 份，每份精密量取1.5 mL，

置50 mL量瓶中，分别加入芍药内酯苷（0.432 mg·mL−1）、甘

草苷（0.485 mg·mL−1）、甘草酸（0.133 mg·mL−1）、桂

皮醛（0.108 mg·mL−1）及6-姜辣素（0.401 mg·mL−1）对照

品溶液各 1 mL，芍药苷（0.620 mg·mL−1）对照品溶液

2 mL，按“2.2.2”项下方法制成加样回收率供试品溶

液，进样测定，计算平均加样回收率及 RSD。芍药

内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及 6-姜辣

素 的 平 均 加 样 回 收 率（n＝6）分 别 为 98.07%、

97.55%、97.56%、98.37%、98.46%、97.71%，RSD 分

别为 1.8%、2.1%、1.1%、2.4%、2.4%、1.4%。表明方

法的准确性良好。

2.10 样品含量测定

取 7批小建中合剂样品各 3 mL，按“2.2.2”项下

方法制备供试品溶液，每批样品均为双样测定，计

算各批次样品中芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草

酸、桂皮醛及 6-姜辣素共 6个活性成分的质量浓度，

结果见表2。

2.11 稳定性考察

2.11.1 加速试验 取小建中合剂 3 批（批号为

20211222、20211202、20211019），放置于加速稳定性

试验箱中（温度 40 ℃±2 ℃、相对湿度 75%±5%）

进行样品稳定性考察，并于 0、1、2、3及 6个月取样，

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，进样检测，计

算芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮醛及

6-姜辣素的质量浓度，记录质量浓度变化情况。

结果如图 2所示，在加速稳定性 6个月内，各成

分的质量浓度较 0月均有不同程度的降低，总体趋

势显示稳定性考察时间越长降低率越大。芍药内

酯苷在 20211222、20211202、20211019 批次样品中

的质量浓度最大降低率分别为 31.6%、36.8%、

43.7%；芍药苷在 20211222、20211202、20211019 批

次样品中的质量浓度最大降低率分别为 18.0%、

18.5%、16.9%；甘 草 苷 在 20211222、20211202、

20211019 批次样品中的质量浓度最大降低率分别

为 18.3%、24.8%、26.2%；甘 草 酸 在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

低 率 分 别 为 10.4%、10.8%、11.6%；桂 皮 醛 在

20211222、20211202、20211019 批次样品中的质量

浓度最大降低率分别为 55.4%、53.3%、52.0%；6-姜

辣素在 20211222、20211202、20211019 批次样品中

的质量浓度最大降低率分别为 35.0%、36.2%、

42.2%。

2.11.2 长期试验 取“1.2”项下的小建中合剂 3

批（批号为 20211222、20211202、20211019），放置于

长期稳定性试验箱中（温度 25 ℃±2 ℃，相对湿度

60%±5%）进行样品稳定性考察，并于0、1、2、3、6个

月取样，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，进样

检测，计算芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂

皮醛及6-姜辣素的质量浓度，记录含量变化情况。

在长期稳定性 6个月内，各成分的质量浓度较 0

月也均略有降低，总体趋势显示稳定性考察时间越

长 降 低 率 越 大 。 芍 药 内 酯 苷 在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

低率分别为 4.5%、3.9%、6.9%；芍药苷在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

表2 小建中合剂中6个活性成分的含量测定结果（n=2）

Table 2 Contents of six active components in

Xiaojianzhong Mixture (n=2)

批号

20211222

20211202

20211019

20210918

20210703

20201221

20201103

质量浓度/（mg·mL−1）

芍药内

酯苷

0.330

0.307

0.288

0.275

0.314

0.302

0.331

芍药苷

0.848

0.741

0.723

0.853

0.757

0.738

0.786

甘草

苷

0.344

0.322

0.305

0.294

0.282

0.301

0.283

甘草

酸

0.105

0.083

0.112

0.085

0.075

0.080

0.095

桂皮

醛

0.092

0.075

0.098

0.072

0.078

0.070

0.072

6-姜

辣素

0.286

0.293

0.256

0.268

0.250

0.249

0.232
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低率分别为 3.4%、2.8%、4.4%；甘草苷在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

低率分别为 6.7%、7.1%、6.5%；甘草酸在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

低率分别为 6.7%、7.2%、7.1%；桂皮醛在 20211222、

20211202、20211019批次样品中的质量浓度最大降

低 率 分 别 为 7.6%、6.7%、7.1%；6- 姜 辣 素 在

20211222、20211202、20211019 批次样品中的质量

浓度最大降低率分别为 8.0%、6.8%、6.6%。结果

见图3。

3 讨论

3.1 色谱条件的选择

本实验首先对比考察了 Agilent ZORBAX

Eclipse XDB C18、Waters XBridge C18 以及 Thermo

Hypersil GOLD C18 色谱柱，甲醇 -10 mmol·L−1 甲酸

铵、乙腈-10 mmol·L−1甲酸铵（因CAD检测器的特殊

性，流动相中仅可添加甲酸铵等挥发性的添加剂）

以及色谱柱柱温 30、35、40 ℃条件下的色谱行为，结

果显示 Thermo Hypersil GOLD C18 色谱柱在乙腈 -

10 mmol·L−1甲酸铵流动相、柱温 35 ℃条件下各成

分的理论塔板数及分离度均良好。在此基础上将

有机相变更为 80%乙腈并采用甲酸调节水相 pH值

至 4.0时各成分（尤其是桂皮醛与 6-姜辣素）分离度

均大于1.5，基线平稳，各色谱峰保留时间适中。

3.2 检测器的选择

经采用紫外检测器全波长扫描，芍药内酯苷及

芍药苷最大吸收波长为 230 nm，甘草苷及 6-姜辣素

最大吸收波长为 280 nm，甘草酸、桂皮醛最大吸收

波长分别为 254、290 nm，将以上各检测波长下的小

建中合剂样品的紫外图谱与CAD检测图谱对比，结

果显示CAD检测器检测出的色谱峰个数显著多于

紫外检测器，且基线平稳，灵敏度更高，故选择CAD

检测器进行测定研究。

3.3 多批次结果分析

结果显示，芍药内酯苷等 6个成分为不同批次

小建中合剂的共有成分，芍药苷含量均符合《中国

药典》标准（不少于 0.60 mg·mL−1）［1］。测定结果显

示，6个成分平均质量浓度由高至低依次为芍药

苷＞芍药内酯苷＞甘草苷＞6-姜辣素＞甘草酸≈桂

皮醛，除芍药苷外，其余 5个成分均为首次在本品

种中实现测定。采用《中国药典》2020年版（一部）

本品种项下芍药苷含量测定方法［1］对批号为

20211222、20211202、20211019的 3批样品进行芍药

苷含量测定，结果显示均在 0.7～0.9 mg·mL−1，与

HPLC-CAD法检测结果基本一致，说明该法准确可

图3 长期稳定性试验6种成分的质量浓度

Fig. 3 Contents of six components in long-term stability

test
图2 加速稳定性试验6种成分的质量浓度

Fig. 2 Contents of six components in accelerated stability

test
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靠。结果显示白芍及甘草中的主要苷类成分及桂

枝中的桂皮醛均存在于合剂中，为药效发挥提供了

有效的物质基础。

3.4 稳定性结果分析

在加速试验条件下，本品不稳定，除甘草酸外，

芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、桂皮醛及 6-姜辣素质

量浓度均显著下降，芍药苷、甘草苷 6个月内质量浓

度下降量均在 15% 以上，芍药内酯苷、桂皮醛及

6-姜辣素质量浓度下降量均达到 30%以上，提示本

品种不宜在高温下长时间放置。文献报道甘草苷

在高温条件下会发生明显的苷键断裂反应［18］，桂皮

醛中含有活跃的醛基在高温条件下会发生氧化或

降解［19］，6-姜辣素在高温条件下会转化为醛类物

质［20］，且合剂的水溶液环境因素也可能导致有效成

分的变质与降解。在长期试验条件下，本品稳定性

良好，6个月内各成分质量浓度下降虽较为平缓，但

也多数达到 6%～8%，提示本品种应置阴凉处贮藏，

而本品种的贮藏条件为“密封、遮光”［1］，提示即为室

温（10～30 ℃）贮藏，说明小建中合剂的制备工艺或

贮藏条件尚待优化，需进一步研究论证，使本品种

更加稳定，从而保证药效。

4 结论

本实验建立了 HPLC-CAD 法同时测定小建中

合剂中芍药内酯苷、芍药苷、甘草苷、甘草酸、桂皮

醛及 6-姜辣素 6个活性成分的分析方法，实现了处

方中桂枝、白芍、炙甘草与生姜 4种药味主要化学成

分的全覆盖，填补了小建中合剂多指标质量研究的

空白，为小建中合剂的综合质量评价提供充分的参

考价值。
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