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基于 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 谱-效相关的柴胡-黄芩药对解热质量
标志物的筛选及含量测定方法的建立  
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摘  要：目的  筛选柴胡-黄芩（柴黄）药对解热作用质量标志物（quality marker，Q-Marker），并建立 Q-Marker 的 UPLC

含量测定方法。方法  采用均匀设计法建立柴黄药对配伍差异样品，利用超高效液相色谱-四级杆-静电场轨道阱质谱（UPLC- 

Q-Exactive Orbitrap-MS）技术建立柴黄药对煎液指纹图谱，采用 Thermo Scientific Hypersil Gold C18 色谱柱（150 mm×2.1 mm，

3 µm），以乙腈-0.1%甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，体积流量 0.3 mL/min，并采用电喷雾电离，正离子扫描模式下进行

质谱数据采集。采用新西兰兔耳缘静脉脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）注射的方法建立少阳证高热模型，以体温变化值

作为解热药效指标，采用灰色关联度分析法建立指纹图谱中共有峰与解热作用的相关关系，筛选出关联性较大的成分作为柴

黄药对解热作用的主要 Q-Marker，采用 UPLC 建立 Q-Marker 含量测定方法。结果  筛选出黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素

A-7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 A、柴胡皂苷 C 作为柴黄药对解热

Q-Marker，并建立了含量测定方法。结论  基于 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 技术的谱-效相关研究策略可以快速分析及初

步确定柴黄药对解热 Q-Marker，在此基础上建立其 UPLC 含量测定方法，对优化柴黄类方制剂的质量控制方法具有重要的

参考价值。 
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Abstract: Objective  To screen the quality markers of Chaihu (Bupleuri Radix) and Huangqin (Scutellariae Radix) drug pair (BSDP) 

decoction, and establish the UPLC content determination method of quality markers (Q-Marker). Methods  UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS was used to establish the fingerprint of BSDP decoction. The analysis was performed on a Thermo Scientific Hypersil 

Gold C18 column (150 mm × 2.1 mm, 3 μm) by gradient elution, and the mobile phase consisted of acetonitrile and 0.1% formic acid 

solution. Electron spray ionization was used, via positive ions scanning. The New Zealand rabbit model with Shaoyang fever 

syndrome was established by LPS injection via ear vein. Taking temperature change value as antipyretic effect index, gray correlation 

analysis was used to study the correlation between the common peaks in the fingerprints and the antipyretic effect to screen out the 

components with greater correlation as quality markers for the antipyretic effect of BSDP decoction, and the contents determination 

method for quality markers was established using UPLC. Results  Eight quality markers related to the antipyretic effect of BSDP 
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decoction were screened out: baicalin, wogonoside, oroxyloside, glychionide A, baicalein, wogonin, saikosaponin A and 

saikosaponin C, and the content determination method of them was established. Conclusion  The “spectrum-effect” correlation 

research strategy based on UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS technology is an effective method for rapid analysis and preliminary 

determination of antipyretic quality markers of BSDP. On the basis, the UPLC method established for content determination of the 

eight quality markers is reliable and accurate. This study has important reference value for the in-depth research on quality control of 

the compound preparation containing BSDP. 

Key words: spectrum-effect correlation; quality markers; UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS; drug pair of Bupleuri Radix and 

Scutellariae Radix; fingerprint; baicalin; wogonoside; oroxyloside; glychionide A; baicalein; wogonin; saikosaponin A; saikosaponin C 

 

柴胡、黄芩（柴黄）药对源于《伤寒论》，是少

阳病证治的方药核心。作为经典药对，柴黄配伍被

广泛运用于呼吸系统、消化系统、心血管系统和神

经系统疾病的复方治疗中，具有解热抗炎、抗病毒、

保肝利胆和抗癫痫等作用。《中医方剂大辞典》中以

柴黄作主药的有 657 首[1]，许多沿用至今并被研发

成为成方制剂，如药典收载的小柴胡片等[2]。在新

型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案中，柴黄药对亦出

现在清肺排毒汤以及湿热蕴肺证推荐处方中[3]。要

深层次开发该类方剂，更加精准地指导临床合理用

药，进行其药效物质基础及质量标准研究有着极为

重要的意义。 

目前柴黄复方制剂的质量标准多以黄芩苷为指

标，且现有的质控模式未能反映出成分与解热、抗

病毒等药效活性之间的“量-效关联”。中药质量标

志物（quality marker，Q-Marker）概念的提出，为

中药质控手段的提升提供了新的思路和方法[4]。如

何去筛选中药 Q-Marker，成为迫切需要解决的问

题。文献报道了基于植物亲缘学和生源途径、化学

成分特有性、传统功效、传统药性、化学成分可测

性、中药不同配伍环境、可入血化学成分以及不同

贮藏时间的影响来筛选中药 Q-Marker 的方法[5-6]，

以及指纹图谱、网络药理学[7-8]、代谢组学[9]、谱-

效相关[10]等技术手段。 

谱-效相关是利用指纹图谱技术表征中药所含

的化学成分，运用化学计量学方法，建立化学成分

与中药药效活性的相关关系，确定与药效相关的成

分群[11]，从而筛选 Q-Marker 的技术方法。该方法

能够明确地反映 Q-Marker 与药效活性的关联。而如

何全面地表征中药化学成分以及药效指标的选择是

该技术实施的关键问题。 

本实验采用不同配伍用量的柴胡、黄芩饮片来

制备药对煎液差异样品，采用 UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS 技术分别获取差异样品的化学成分指

纹谱，结合其对脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）

诱导的高热新西兰兔的解热药效结果，通过灰色关

联度分析法建立指纹图谱共有峰与解热作用的相关

性，选择其中特征性的、有效的、可测的化学成分

作为其主要的 Q-Marker，并建立主要 Q-Marker 的

UPLC 含量测定方法，为柴黄类方制剂质量控制水

平的提升提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Ultimate 3000 超高效液相色谱-四级杆-静电场

轨道阱高分辨质谱联用仪，DAD-3000RS 检测器，

Thermo Scientific Hypersil Gold C18 色谱柱（150  

mm×2.1 mm，3 µm），美国赛默飞世尔科技公司；

BP211D 赛多利斯电子天平，德国赛多利斯股份有

限公司；SB-5220 DTS 超声波双频清洗机，宁波新

芝生物科技股份有限公司；6 联 KDM 型控温电热

套，鄄城华鲁电热仪器有限公司；HRQ-A1 系列电

子体温计，小福猪畜牧科技有限公司。 

1.2  试药 

黄芩苷（批号 P16S8F44143，质量分数≥98%）、

汉黄芩苷（批号 P09J8F28374，质量分数≥98%）、

黄芩素（批号 C20M8Y31962，质量分数≥98%）、

汉黄芩素（批号 C19A8Q34235，质量分数≥98%）、

柴胡皂苷 A（批号 P03M9F50593，质量分数≥98%）

对照品购于上海源叶生物科技有限公司；柴胡皂苷

C（批号 PS0566-0020，质量分数＞98%）、千层纸

素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷（批号 PS2255-0025，质量

分数＞98%）、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷（批

号 PS1717-0010，质量分数＞95%）对照品购于成

都普思生物科技股份有限公司。乙腈、甲酸、甲醇，

上海星可高纯溶剂有限公司，色谱纯；液相用水为

屈臣氏蒸馏水。LPS 购于 Sigma Aldrich 公司，用生

理盐水配制成 80 µg/mL 的溶液，分装于硅烷化的

EP 管，−20 ℃冷冻保存，临用前 37 ℃水浴解冻。 

1.3  饮片 

柴胡（批号 20190701）、黄芩（批号 20190101），
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山东百味堂中药饮片有限公司，均经山东省中医药

研究院中药资源室林慧彬研究员鉴定，分别为伞形

科柴胡属植物北柴胡 Bupleurum chinense DC.和唇

形科黄芩属植物黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi

的干燥根。 

1.4  实验动物 

健康雄性新西兰大白兔，普通级，体质量（2.5±

0.5）kg，购自济南西岭角生物科技有限公司，许可

证号：SCXK（鲁）20150001。动物实验经山东省

食品药品检验研究院动物实验伦理/管理委员会批

准，批准文号 SYXK（鲁）2018-0013。 

2  方法与结果 

2.1  柴胡-黄芩差异配伍样品的制备 

依照柴胡和黄芩在临床应用上的常用剂量和

《中国药典》2020 年版中的规定用量，确定了柴胡

和黄芩使用的剂量范围[12-13]：柴胡 12～80 g，黄芩

10～50 g。选取柴胡、黄芩的用量为 2 个因素，分

别设 5 个剂量水平，进行均匀设计，因素及水平见

表 1。按照均匀设计表 U10(52×21)，拟合成 10 个不

同的柴胡-黄芩剂量配伍比例的处方，如表 1 所示。 

表 1  柴胡黄芩药对配伍均匀设计 U10(52×21) 

Table 1  Uniform design U10(52 × 21) of BSDP compatibility 

试验号 柴胡/g 黄芩/g 试验号 柴胡/g 黄芩/g 

S1 12 (1) 30 (3) S6 48 (3) 40 (4) 

S2 12 (1) 50 (5) S7 66 (4) 10 (1) 

S3 30 (2) 20 (2) S8 66 (4) 40 (4) 

S4 30 (2) 50 (5) S9 80 (5) 10 (1) 

S5 48 (3) 20 (2) S10 80 (5) 30 (3) 

 

依表 1 中所示剂量取柴胡、黄芩饮片，加入饮

片总量的 10 倍量水，加热回流提取 2 次，每次 1 h。

水提液滤过，滤液合并浓缩，定容至 200 mL。由此

得 1～10 号柴黄药对 ig 煎液。此为 70 kg 成人日临

床用药量，兔等效剂量[14]为 200 mL×0.07/1.5 kg≈

9.3 mL/kg。由此得 1～10 号柴黄药对 ig 煎液。 

2.2  供试品溶液的制备 

取 1～10 号柴黄药对 ig 煎液，分别精密量取 1 

mL 煎液于 25 mL 量瓶中，加 70%甲醇 20 mL，超

声处理（250 W、40 kHz）30 min，定容，经 0.45 μm

微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.3  对照品储备液的制备 

分别精密称取黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素 A- 

7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸

苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 A、C 对照品适

量，用甲醇定容，制得质量浓度分别为含黄芩苷

1218 μg/mL、汉黄芩苷 318 μg/mL、千层纸素 A-7-O-

葡萄糖醛酸苷 159 μg/mL、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄

糖醛酸苷 82 μg/mL、黄芩素 192 μg/mL、汉黄芩素

50.2 μg/mL、柴胡皂苷 A 33 μg/mL、柴胡皂苷 C 18.6 

μg/mL 的混合对照品储备液。 

2.4  色谱和质谱条件 

采用 Thermo Scientific C18色谱柱（150 mm×

2.1 mm，3 µm），以乙腈-0.1%甲酸水溶液为流动相，

梯度洗脱：0～2.0 min，10%～13%乙腈；2.0～6.3 

min，13%～20%乙腈；6.3～8.4 min，20%乙腈；8.4～

12.6 min，20%～23%乙腈；12.6～18.9 min，23%～

25%乙腈；18.9～23.1 min，25%～30%乙腈；23.1～

27.3 min，30%～37%乙腈；27.3～33.6 min，37%乙

腈；33.6～34.0 min，37%～40%乙腈；34.0～46.2 

min，40%～65%乙腈；46.2～50.0 min，65%～85%

乙腈；体积流量 0.3 mL/min；检测波长 210 nm；柱

温 35 ℃；进样量 1 μL。 

质谱离子源为加热电喷雾电离源（HESI），采

用正离子模式扫描，离子质量扫描范围 m/z 90～

1350，检测分辨率 70 000。喷雾电压 3.0 kV，碎裂

电压 30、40、60 kV，鞘气（N2）体积流量 40 arb，

辅助气（N2）体积流量 15 arb，毛细管温度 350 ℃；

辅助加热器温度 250 ℃；S-Lens RF 电压水平 50%。 

2.5  柴黄药对煎液 UPLC-Q-Exactive Orbitrap 

MS 指纹图谱的建立 

取 1～10 号柴黄药对供试品溶液，按“2.3”项

下方法进行 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 分析。分

别提取正离子模式下得到的 10 个不同配伍的柴黄

药对煎液总离子流图（total ion chromatography，

TIC），见图 1。使用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012 版）对 10 批煎液图谱进行分析选择

各图谱中共有的、稳定性好、重现性好、特征明显

的峰为共有峰，进行谱峰匹配后，共标记 40 个共有

峰，见图 2。通过与对照品保留时间的比较以及各

离子峰一、二级质谱裂解特征进行分析研究，初步

推测其可能的化学成分。选择化合物种类较多，保

留成分信息相对完整的 10 号样品进行精密度、重复

性、24 h 稳定性实验等方法学考察。实验结果显示，

各项实验中共有峰保留时间和峰面积RSD值均小于

3%，表明建立的柴黄药对煎液的 UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS 指纹图谱符合要求[15]。 
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图 1  10 批不同配伍柴黄药对煎液 UPLC-MS 指纹图谱 (正离子模式) 

Fig. 1  UPLC-MS fingerprints of 10 batches of BSDP decoction (positive ions mode) 

 

图 2  10 批不同配伍柴黄药对煎液 UPLC-MS 指纹图谱共有峰 

Fig. 2  Common peak of UPLC-MS fingerprints of 10 batches of BSDP decoction 

2.6  动物模型的建立与解热药效指标的确定 

新西兰兔在室温（25±1）℃，相对空气湿度

50%～60%，通风良好，自然光线环境下，随意摄

食和饮水，适应性喂养 1 周，且每日早晚固定时间

测肛温 2 次。选择体温稳定在 38.7～39.5 ℃的新西

兰兔，于试验前 24 h 内测肛温 3 次，以平均值为基

础体温。 

选择日常体温稳定在 38.7～39.5 ℃的家兔 6

只，实验前 12 h 禁食不禁水。按 0.25 mL/kg 耳缘静

脉注射 LPS，此后每 0.5 h 测 1 次肛温，并计算体温

变化值 ΔT（ΔT＝监测体温－基础体温），连续监测

10 h，结果如图 3 所示。发现新西兰兔注射 LPS 后

出现二相发热症状，且 2～4.5 h 逐渐出现畏寒、倦

怠、结膜充血、呼吸急促、渴饮等症状，符合少阳

证表现[16]。4.5 h 可以达到 ΔT 最大值，之后体温开

始下降，到 6.5 h 体温最低，但仍比正常体温高，之

后体温再次升高，但 ΔT 均低于 ΔT4.5 h。因此选择

ΔT4.5 h作为柴黄药对解热药效指标。 

2.7  柴黄药对对高热新西兰兔的解热作用 

选择日常体温稳定在 38.7～39.5 ℃的家兔，实

验前 12 h 禁食不禁水。随机分为对照组、模型组、

柴黄组，每组 6 只。模型组和柴黄组按 0.25 mL/kg

耳缘静脉注射 LPS，对照组按 0.25 mL/kg 耳缘静脉

注射生理盐水。造模 1 h 后，柴黄组按等效剂量 ig 
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图 3  LPS 诱导的高热新西兰兔模型体温变化曲线 ( x s , 

n = 6) 

Fig. 3  Temperature change curve of LPS induced 

hyperthermal New Zealand rabbit model ( x s , n = 6) 

柴黄煎液，模型组、对照组 ig 等剂量的水。 

造模后各组动物每 0.5 h 测 1 次肛温，并计算体

温变化值 ΔT。模型组动物体温于造模后 4.5 h 达到

最高值，对照组动物体温比较稳定，柴黄组给药 10

号煎液后 0.5 h，体温下降明显，之后体温逐渐增高，

但是明显低于模型组，且在给药 3 h 后，给药组动

物的体温又有明显的回落，体温变化如图 4 所示。

由此可见，柴黄药对对 LPS 所致的高热模型具有解

热作用。 

2.8  成分-药效的灰色关联分析 

按“2.7”项下方法进行对照组、模型组、柴黄

S1～S10 号组动物的造模和给药处理，造模后 4.5 h

动物体温变化如表 2 所示。 

将表 2中 10批柴黄给药组的ΔT4.5 h作为参考序

列，记为 x0(k)，k＝1，2，3，…，10。1～10 号柴

黄药对供试品溶液的 UPLC-MS 指纹图谱各特征峰 
 

 

图 4  对照组、模型组及柴黄 10 号组 ΔT 变化曲线 ( x s ,  

n = 6) 

Fig. 4  ΔT change curves of the normal, model and CH-10 

group ( x s , n = 6) 

表 2  12 组实验动物造模后 4.5 h 体温变化 ( x s , n = 6) 

Table 2  ΔT4.5 h of 12 groups of experimental animals 

( x s , n = 6) 

组别 T0/℃ T4.5 h/℃ ΔT4.5 h/℃ 

对照 39.42±0.15 39.82±0.88 1.40±0.83 

模型 39.20±0.19 41.95±0.40* 2.75±1.02* 

S1 39.26±0.30 41.34±0.51# 2.08±0.45# 

S2 39.40±0.13 41.06±0.52# 1.66±0.45# 

S3 39.14±0.26 41.36±0.44# 2.22±0.43# 

S4 39.47±0.19 41.56±0.36# 2.09±0.34# 

S5 39.35±0.33 40.92±0.45# 1.57±0.39# 

S6 39.33±0.23 41.21±0.54# 1.98±0.70# 

S7 39.38±0.10 40.93±0.60# 1.55±0.64# 

S8 39.42±0.19 40.88±0.72# 1.46±0.68# 

S9 39.35±0.15 40.87±0.88# 1.52±0.73# 

S10 39.42±0.12 40.79±0.70# 1.37±0.62# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs normal group; #P < 0.05 vs model group 

面积作为比较序列，记作 xi(k)，k＝1，2，3，…，

10；i＝1，2，3，…，40，共 40 个比较序列。采用

均值变换法分别对参考序列和各比较序列数据进行

无量纲化处理。按下式分别计算每个比较序列与参

考序列对应元素的关联系数（分辨系数 ρ＝0.5）。 

ζi(k)＝[min min|x0(k)－xi(k)|＋ρ·max max|x0(k)－xi(k)|]/ 

[|x0(k)－xi(k)|＋ρ·max max|x0(k)－xi(k)|] 

由此，即可计算每个特征峰与解热指标的关联

度（r0i）[17]。 

r0i＝

16

1k=

 ζi(k)/16 

经过计算，与解热指标关联度 r0i≥0.865（40

个共有峰所代表化学成分与药效关联度的中位数）

的 22个特征峰及其所代表化学成分辨识情况如表 3

所示。关联度数值越高，说明该特征峰与药效指标

的关联性就越强。当关联度 r0i≥0.8 时，表明色谱

峰代表的化学成分与药理指标有较大的关联性；当

r0i≥0.9 时，表明色谱峰代表的化学成分与药理指标

关联性非常大[10]。由此可见，黄芩苷、汉黄芩苷、

千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷、7,2′-二羟基-8-甲氧

基黄酮-5-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄

糖醛酸苷、柴胡皂苷 A 与柴黄药对解热药效密切相

关。黄芩新素 I、5,2′-二羟基-8-甲氧基黄酮-7-O-葡

萄糖醛酸苷、黄芩新素 I-5-O-葡萄糖醛酸苷、白杨

素-6-C-β-D-葡萄糖-8-C-α-L-阿拉伯糖苷、汉黄芩素、 
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表 3  柴黄药对煎液谱-效关联度分析及解热成分辨识 

Table 3  Spectrum-effect analysis and identification of antipyretic components 

峰号 tR/min r0i 成分 母离子 子离子 文献 

2 7.15 0.881 白杨素-6-C-α-L-阿拉伯糖-8-C-β-D-葡萄糖苷 549.159 43 531.143 36 18 

3 7.60 0.883 野黄芩苷 463.086 65 287.071 81, 169.017 59 19 

4 7.97 0.886 白杨素-6-C-β-D-葡萄糖-8-C-α-L-阿拉伯糖苷 549.160 50 531.143 36 18 

5 8.33 0.879 白杨素-6-C-β-L-阿拉伯糖-8-C-β-D-葡萄糖苷 549.160 46 531.143 36 18 

7 8.86 0.871 白杨素-6-C-β-D-葡萄糖-8-C-β-L-阿拉伯糖苷 549.160 57 531.143 36 18 

10 10.54 0.884 4′-羟基汉黄芩苷 477.101 82 301.071 08, 286.059 75, 269.045 50 20 

12 13.02 0.930 黄芩苷* 447.091 23 271.060 10, 169.017 59 21 

13 14.48 0.877 二氢黄芩苷 449.106 53 273.088 17 20 

14 15.35 0.897 去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷* 447.092 91 271.060 10, 169.017 59 21 

16 16.14 0.889 5,6,7-三羟基-8-甲氧基黄酮-7-O-葡萄糖醛酸苷 477.101 95 301.071 08, 286.059 75, 269.045 50 22 

17 17.03 0.902 千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷* 461.106 41 285.075 85, 270.042 62, 186.014 23 21 

18 17.71 0.901 5,7,2′-三羟基-6-甲氧基黄酮-7-O-葡萄糖醛酸苷 477.101 95 301.071 08, 286.059 75, 269.045 50 21 

19 19.17 0.907 汉黄芩苷* 461.106 41 285.075 75, 270.042 62 21 

20 19.91 0.888 5,7-二羟基-6,8-二甲氧基黄酮-7-O-葡萄糖醛酸苷 491.117 87 315.102 88, 285.030 46, 198.061 47 23 

21 21.16 0.878 汉黄芩苷异构体 461.106 39 285.075 75, 270.042 62 21 

23 24.05 0.865 黄芩素* 271.060 24 253.050 46, 169.017 59, 103.051 41 21 

26 29.22 0.865 柴胡皂苷 C* 927.533 45 909.522 31, 763.458 66, 745.428 83, 601.390 63,  24 

     421.333 22  

27 30.27 0.877 汉黄芩素* 285.075 43 270.052 78 21 

28 30.96 0.893 黄芩新素 I 315.086 08 300.063 49, 285.030 46, 198.070 05 25 

29 31.62 0.870 黄芩新素 II 375.108 43 360.083 23, 345.051 31, 227.052 82 21 

30 33.56 0.895 柴胡皂苷 A* 781.472 26 763.458 66, 601.390 63, 455.337 68, 437.327 91 26 

39 40.29 0.874 N″-O-乙酰基柴胡皂苷 A 823.483 47 805.478 83, 455.337 68, 437.327 91, 419.317 78 24 

*与对照品比对确定 

* Compare with reference substance to determine 

黄芩新素 II、柴胡皂苷 C、黄芩素等成分亦与解热

药效有较大的关联性。结合文献中对柴胡、黄芩解

热抗炎活性成分的报道，从中选择特征性的、可测

的 8 个成分：黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素 A-7-O-

葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、

柴胡皂苷 A、汉黄芩素、柴胡皂苷 C、黄芩素作为

柴黄药对解热 Q-Marker。 

2.9  解热 Q-Marker 的含量测定 

在上述 Q-Marker 的初步筛选基础上，采用

UPLC 建立同时测定柴黄药对煎液中黄芩苷、汉黄

芩苷、千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩

素-7-O-葡萄糖醛酸苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂

苷 A、柴胡皂苷 C 共 8 种成分含量的方法。供试品

溶液和对照品储备液的制备方法分别见“2.2”和

“2.3”项下具体要求，色谱条件如“2.4”项下所述，

进样量为 15 μL，样品、混合对照品色谱分析结果

见图 5。 

2.9.1  线性关系及定量限考察  分别精密量取混

合对照品储备液适量，甲醇逐级稀释定容，形成一

系列梯度质量浓度的对照品溶液，按上述色谱条件

进样分析，记录峰面积。以待测成分的质量浓度为

横坐标（X）、峰面积值为纵坐标（Y）绘制标准曲

线。结果，8 个待测成分在检测质量浓度范围内线

性关系良好，r 均大于 0.999 0。分别测定各待测组

分信噪比（信噪比为 10 时的质量浓度计为定量限），

结果分别为黄芩苷 Y＝7.430 6 X－4.280 8，r＝ 

0.999 4，线性范围 121.8～1 218.0 μg/mL，定量限

1.218 μg/mL；汉黄芩苷 Y＝4.481 2 X－0.183 2，r＝

0.999 5，线性范围 31.8～318.0 μg/mL，定量限 1.059 

μg/mL；千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷 Y＝2.163 4 
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1-黄芩苷   2-去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷   3-千层纸素

A-7-O-葡萄糖醛酸苷  4-汉黄芩苷  5-黄芩素  6-柴胡皂苷 C  

7-汉黄芩素  8-柴胡皂苷 A 

1-baicalin  2-glychionide A  3-oroxyloside  4-wogonoside  

5-baicalein  6-saikosaponin C  7-wogonin  8-saikosaponin A 

图 5  混合对照品 (A) 及柴黄药对煎液 (B) 的 UPLC 图 

Fig. 5  UPLC of mixed reference substances (A) and BSDP 

decoction (B) 

X＋3.954 7，r＝0.999 7，线性范围 15.9～159.0 

μg/mL，定量限 0.795 μg/mL；去甲汉黄芩素-7-O-

葡萄糖醛酸苷 Y＝1.469 8 X－0.856 9，r＝0.999 4，

线性范围 8.2～82.0 μg/mL，定量限 1.025 μg/mL；

黄芩素 Y＝1.387 2 X＋0.972 8，r＝0.999 3，线性范

围 19.2～192.0 μg/mL，定量限 1.920 μg/mL；汉黄

芩素 Y＝0.976 2 X－0.812 3，r＝0.999 1，线性范围

5.02～50.2 μg/mL，定量限 1.004 μg/mL；柴胡皂苷

A Y＝0.152 7 X＋0.002 1，r＝0.999 1，线性范围

3.3～33.0 μg/mL，定量限 0.413 μg/mL；柴胡皂苷 C 

Y＝0.105 2 X＋0.013 6，r＝0.999 2，线性范围 1.86～

18.6 μg/mL，定量限 0.186 μg/mL。 

2.9.2  精密度考察  精密吸取“2.9.1”项下同一混

合对照品溶液，连续测定 6 次，记录各待测成分的

峰面积，计算 RSD，结果黄芩苷、汉黄芩苷、千层

纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄

糖醛酸苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 A、柴胡

皂苷 C 峰面积的 RSD 分别为 0.64%、0.87%、0.92%、

0.76%、0.56%、0.77%、0.97%、0.69%，结果表明

仪器精密度符合试验要求。 

2.9.3  重复性考察  取 10 号柴黄药对煎液 6 份，分

别按“2.2”项下方法制备供试品溶液并进样测定，

计算各成分的质量浓度及其 RSD，结果黄芩苷、汉

黄芩苷、千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉黄

芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡

皂苷 A、柴胡皂苷 C 的质量浓度分别为 20.505、

3.465、2.895、1.080、2.055、0.675、0.521、0.243 

mg/mL，RSD 分别为 1.06%、1.27%、1.13%、0.95%、

1.23%、1.07%、1.18%、1.02%，表明该方法重复性

良好。 

2.9.4  稳定性考察  取上述重复性 1 号溶液，分别

于 0、2、4、8、12、24 h 进样分析，不同时间点各

待测成分黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素 A-7-O-葡萄

糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、黄芩

素、汉黄芩素、柴胡皂苷 A、柴胡皂苷 C 峰面积的

RSD 分别为 0.86%、0.98%、1.09%、1.48%、1.22%、

1.17%、1.33%、1.54%，说明供试品溶液在 24 h 内

稳定性良好。 

2.9.5  加样回收率试验  精密量取 0.5 mL 10 号柴

黄药对煎液于 25 mL 量瓶中，精密加入适量各对照

品混合溶液，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，

平行操作 6 份，计算各待测成分加样回收率及其

RSD。结果黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素 A-7-O-葡

萄糖醛酸苷、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、黄

芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 A、柴胡皂苷 C 的加样

回收率分别为 99.77%、99.01%、99.23%、100.87%、

98.72%、102.21%、97.39%、96.68%，RSD 分别为

1.34%、1.57%、1.39%、1.07%、2.13%、1.89%、2.27%、

1.98%，表明该方法对 8 种待测成分的测定回收率

较好。 

2.10  不同配伍柴黄药对煎液 Q-Marker 含量测定 

取 1～10 号柴黄药对供试品溶液，采用“2.4”

项下色谱条件，测定主要解热 Q-Marker 的质量浓

度，按下式计算每种 Q-Marker 在来源药材饮片中的

煎出率，结果见表 4。可以发现随配伍中柴胡用量

的增加，黄酮苷类化学成分煎出率逐渐升高，苷元

类成分煎出率呈下降趋势，而柴胡皂苷 A 随黄芩配

比的升高，煎出率亦有所提高，柴胡皂苷 C 的变化

未见明显规律性，有待进一步研究。 

煎出率＝煎液中某种 Q-Marker 的质量/来源药材饮片的

质量 

3  讨论 

Q-Marker 概念的提出为中药质控水平的提高

指明了研究方向。在化学成分与中药的安全性、有

效性相关基础上，选择中药中可测的标识性成分作

为质量控制指标，提高了中药质量一致性、可控性

和溯源性，对中药质量控制有重要意义。本实验通

过“谱-效”相关的研究策略探索筛选柴黄药对解热

Q-Marker，将柴黄药对煎液的化学成分谱通过计量

学手段与其解热药效进行有效性关联，初步筛选出 
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表 4  不同配伍柴黄药对煎液 Q-Marker 煎出率测定 (n = 2) 

Table 4  Decocting rates of quality markers in different compatibility (n = 2) 

样品 
柴胡/黄芩 

生药量/g 

煎出率/% 

黄芩苷 汉黄芩苷 
千层纸素 A-7-O- 

葡萄糖醛酸苷 

去甲汉黄芩素-7- 

O-葡萄糖醛酸苷 
黄芩素 汉黄芩素 柴胡皂苷 A 柴胡皂苷 C 

S1 12/30 10.48 1.79 1.56 0.66 1.89 0.59 0.17 0.13 

S2 12/50 10.79 1.67 1.23 0.57 1.97 0.61 0.20 0.09 

S3 30/20 11.04 2.12 1.70 0.74 1.90 0.56 0.12 0.15 

S4 30/50 10.97 1.96 1.33 0.68 1.73 0.49 0.14 0.13 

S5 48/20 11.89 2.27 2.07 0.73 1.57 0.52 0.09 0.08 

S6 48/40 12.06 2.01 1.74 0.56 1.50 0.58 0.11 0.11 

S7 66/10 13.88 3.13 2.60 1.04 1.23 0.33 0.09 0.05 

S8 66/40 12.74 2.07 1.75 0.87 1.29 0.37 0.10 0.05 

S9 80/10 12.96 2.89 2.50 0.91 1.33 0.43 0.08 0.09 

S10 80/30 13.67 2.31 1.93 0.72 1.37 0.45 0.13 0.06 

 

22 个有效成分（r0i≥0.865）。其中，多个成分在文

献中都被报道过其解热抗炎作用。如柴胡皂苷是解

热抗炎药效物质，柴胡皂苷 A 和 C 显著抑制大鼠腹

腔巨噬细胞中炎症介质前列腺素 E2 的合成和花生

四烯酸的释放[27]；柴胡皂苷 A 还可通过降低血清中

cAMP 和下丘脑 PKA 的含量，使体温降低[28]。黄芩

苷、汉黄芩苷等苷类物质在体内代谢成相应的苷元

类化合物，共同发挥解热抗炎作用[29-30]。如黄芩苷、

黄芩素、汉黄芩素可以通过不同环节干扰花生四烯

酸的代谢通路[31]，千层纸素 A 则通过抑制核转录因

子 NF-κB 的结合和转录激活，抑制 iNOS 和 COX-2

的表达[32]，去甲汉黄芩素则有极强的抗内毒素活 

性[30]。同时，因为其特征性和可测性，将黄芩苷、

汉黄芩苷、千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷、去甲汉

黄芩素-7-O-葡萄糖醛酸苷、柴胡皂苷 A、汉黄芩素、

柴胡皂苷 C、黄芩素这 8 种成分作为柴黄药对煎液

的主要 Q-Marker。实验还建立了 8 个主要 Q-Marker

的 UPLC 含量测定方法，该法准确可靠，稳定可行。

在不同配伍用量下，Q-Marker 的含量不同，其解热

药效亦存在一定差异。以筛选出的 8 个 Q-Marker

为指标来进行柴黄类方制剂质量控制，相对于现有

的质量标准，在一定程度上弥补了“唯成分论”存

在的不足，为柴黄类制剂质量标准的提高奠定基础。 

全面地表征中药复杂体系的化学成分是“谱-

效相关”技术实施的重要基础。UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS 是一种能快速并准确地分析、识别中药

成分的有效手段，具有超高分辨率和高灵敏度，尤

其适合中药复杂体系化学成分的定性定量分析[33]。

本研究利用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 技术可

以比较全面的反映柴黄药对煎液中的化学成分。对

比正负离子模式下的图谱，峰数基本一致，负离子

模式不存在特有峰，因此，仅以正离子模式建立柴

黄药对煎液指纹图谱。以指纹图谱中离子峰面积作

为成分量的指标，当多个离子保留时间接近，不同

成分离子峰面积从该离子提取离子流图中获取，经

过无量纲化处理进行谱效相关分析。关联度高于

0.865 的成分作为解热主要药效成分进行质谱识别。

多数柴黄成分在正离子模式下易产生加和离子[M＋

H]+或[M＋Na]+，以及脱掉 1～3 个糖残基及水分子

的碎片离子。利用精确质量数加二级全谱，与对照

品或文献图谱数据比对，可达到快速识别的目的。 

选择合适的药效指标亦是“谱-效相关”技术实

施的关键问题。为考察柴黄药对煎液的药效，根据

少阳证的主要症状“寒热往来”建立少阳证新西兰

兔高热模型。LPS 作为外源性致热源，进入体内，

激活机体免疫细胞，释放内源性致热源（如白介素、

肿瘤坏死因子、干扰素等），作用于体温调节中枢下

丘脑，使其合成和释放发热介质（前列腺素 E）而

引起发热，主要症状为高热和一系列炎症反应。采

用 LPS 耳缘静脉注射的方法造模，出现二相发热症

状，符合少阳证表现[34]，而柴黄药对有显著的解热

作用。从检测结果来看，ΔT4.5 h 可以有效的反应不

同配伍柴黄药对煎液的解热药效差异。因此将其作

为柴黄药对解热药效指标，进行谱效关系分析和主
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要 Q-Marker 的筛选。 

实验采用所建立的 UPLC 含量测定方法测定不

同配伍用量柴黄煎液中主要 Q-Marker 的含量，发现

黄酮苷类化学成分随柴胡用量的增加，溶出量逐渐

升高，可能是因为柴胡中有抑制其水解或氧化的成

分，同时柴胡皂苷的表面活性作用也有利于黄芩苷

类物质的溶出，而与黄芩共煎亦有助于柴胡皂苷 A

环氧醚键的稳定，这可能是柴胡、黄芩配伍应用的

物质基础，具体的变化规律有待进一步的探索研究。 

综上所述，本实验采用基于 UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS 的“谱-效”相关研究策略快速分析并

确定了柴黄药对 Q-Marker，在此基础上建立柴黄药

对主要 Q-Marker 含量测定方法，对于优化柴黄类方

制剂的质量控制方法具有较重要的参考价值，也为

中药制剂的质量评价水平的提升提供新思路。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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