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槐花散始载于宋代许叔微所著的《普济本事方》，是

治疗肠风脏毒的经典方[1]。该方为《古代经典名方目录

（第一批）》第 34方，具有清肠凉血止血、疏风行气的功

效，主治风热湿毒、壅遏肠道、损伤血络证，常用于溃疡

性结肠炎的临床治疗[2]。槐花散由槐花（炒）、侧柏叶（烂

HPLC波长切换法同时测定经典名方槐花散中5种成分的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定经典名方槐花散中芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素和胡薄荷酮等5种成分含量的方法。方法：采用

高效液相色谱波长切换法。色谱柱为Cosmosil C18，流动相为乙腈-0.05％磷酸溶液（梯度洗脱），检测波长依次为257 nm（芦丁）、

283 nm（柚皮苷、新橙皮苷）、254 nm（槲皮素）、252 nm（胡薄荷酮），流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：芦丁、

柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮检测质量浓度的线性范围分别为 21.7～2 170、46～4 600、22.3～2 230、0.96～96、2.7～270

μg/mL（r均大于0.999）；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的RSD均小于2％（n＝6）；平均加样回收率分别为100.70％、99.31％、

101.10％、100.03％、99.63％（RSD 均小于 2％，n＝9）。3批槐花散样品中，上述 5种成分的含量分别为 20.055～22.615、25.557～

27.806、11.428～13.250、0.350～0.478、2.372～4.011 mg/g。结论：所建含量测定方法操作简便、结果准确、重复性好，可用于槐花散

中5种成分的同时测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for simultaneous determination of 5 components in classical formula Huaihua

san，including rutin，naringin，neohesperidin，quercetin and pulegone. METHODS：HPLC wavelength switching method was

adopted. The determination was performed on Cosmosil C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.05％ phosphoric

acid solution（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelengths were set at 257 nm for rutin，283 nm for

naringin and neohesperidin，254 nm for quercetin，252 nm for pulegone，respectively. The column temperature was set at 30 ℃，

and sample size was 10 μL. RESULTS：The linear range was 21.7-2 170 μg/mL for rutin，46-4 600 μg/mL for naringin，22.3-

2 230 μg/mL for neohesperidin，0.96-96 μg/mL for quercetin，2.7-270 μg/mL for pulegone（all r＞0.999），respectively. RSDs of

precision，stability（24 h）and reproducibility tests were all lower than 2％（n＝6）. Average recoveries were 100.70％，99.31％，

101.10％，100.03％ and 99.63％（all RSD＜2％，n＝9）. Among 3 batches of Huaihua san samples，the contents of above 5

components were 20.055-22.615，25.557-27.806，11.428-13.250，0.350-0.478，2.372-4.011 mg/g，respectively. CONCLUSIONS：

Established method is simple，accurate and reproducible，and could be used for the simultaneous determination of 5 components in

Huaihua san.
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杵焙）、荆芥穗、枳壳（去穰细切，麸炒）等4味药材组成，

依据文献[3－6]和 2020年版《中国药典》（一部）[7]，该方

主要含有黄酮类（如槐花所含的芦丁和槲皮素、侧柏叶

所含的槲皮苷、枳壳所含的柚皮苷和新橙皮苷）和单萜

类（如荆芥穗所含的胡薄荷酮）成分。现代研究表明，上

述6种成分均具有抗炎作用[8－11]。

目前，关于槐花散化学成分及质量控制的研究较

少，主要集中在黄酮类成分的分离纯化、薄层鉴别和含

量测定方面：例如，陈建真等[3]建立了AB-8大孔树脂分

离纯化槐花散总黄酮的工艺；巨福星等[4]建立了槐花散

中君药槐花（炒）主要成分芦丁的薄层鉴别法及其含量

测定的高效液相色谱法（HPLC）。现有关于槐花散质量

控制的研究仅以黄酮类成分作为指标，而方中荆芥穗具

有祛风理血止血的功效，其主要成分胡薄荷酮具有薄荷

香气，能够改善槐花散的气味，且具有显著的抗炎、止痛

作用，也是该方的指标成分之一[12－13]。可见，仅对总黄

酮类成分或单一成分进行控制已不能满足槐花散质量

标准日益提高的要求。多指标成分的含量测定更符合

中药复方多成分、多靶点治疗疾病的特点[5]，也是控制槐

花散质量的有效手段。虽然，吴笛等[6]利用HPLC技术，

建立了同时测定槐花散中芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮

素等4种黄酮类成分含量的方法，但其未对方中单萜类

有效成分进行测定；另外，该研究的检测波长为283 nm，

芦丁、槲皮素等化学成分在该波长下不能达到最大吸

收，检测灵敏度低、误差较大[14]。笔者在实验前期参考

2020年版《中国药典》（一部）和相关文献发现，槐花散中

芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮分别在 257、

283、283、254、252 nm 波长处存在最大吸收 [7，14]。基于

此，本研究建立了同时测定槐花散方中芦丁、柚皮苷、新

橙皮苷、槲皮素和胡薄荷酮等5种成分（前期预实验未能

成功检出槲皮苷）含量的HPLC波长切换法，旨在从整

体层面有效控制槐花散的质量，亦为其临床安全有效应

用提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 Waters e2695型 HPLC 仪

（美国Waters司）、LC2030 型HPLC仪（日本Shimadzu公

司）、ME104E型万分之一分析天平（瑞士梅特勒-托利多

公司）、KQ-500DV型数控超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）、DZKW-C型双列六孔恒温水浴锅（上海树

立仪器仪表有限公司）等。

1.2 药品与试剂

芦丁（批号Y16M9S61523，纯度≥98％）、槲皮素（批

号 C01J10Y91727，纯 度 ≥98％）、胡 薄 荷 酮（批 号

Y21F12Q138984，纯度≥98％）对照品均购自上海源

叶生物科技有限公司；柚皮苷（批号 110722-201815，

纯度≥91.7％）、新橙皮苷（批号 111857-201804，纯度≥

99.4％）对照品均购自中国食品药品检定研究院；乙腈、

磷酸为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯净水。

槐花（批号分别为200601、200605、200702）、侧柏叶

（批号分别为 200405、200406、200505）、荆芥穗（批号分

别 为 200311、200202、200504）、枳 壳（批 号 分 别 为

200802、200807、200901）药材均购自安徽省亳州市思远

药业销售有限公司，经原济南市药品检验所宋希贵主任

药师鉴定，分别为豆科植物槐 Sophora japonica L.的干

燥花及花蕾、柏科植物侧柏 Platycladus orientalis（L.）

Franco 的干燥枝梢和叶、唇形科植物荆芥 Schizonepeta

tenuisfolia Briq.的干燥花穗、芸香科植物酸橙 Citrus

aurantium L.及其栽培变种的干燥未成熟果实。槐花炮

制品按2020年版《中国药典》（一部）槐花“炒槐花”项下

方法制备；侧柏叶炮制品按槐花散处方捣碎，并按 2020

年版《中国药典》（四部）“0213炮制通则”清炒法炒至表

面深黄色；枳壳炮制品按2020年版《中国药典》（一部）枳

壳“麸炒枳壳”项下方法制备；荆芥穗炮制品按2020年版

《中国药典》（一部）荆芥穗“饮片”项下方法制备[7，15]。上

述炮制品均平行制备 3批。将各批炮制品粉碎成细粉

（过五号筛）后，按槐花散处方配制（各取细粉10 g，混合

均匀），即得 3 批槐花散样品（编号分别为 201201、

201202、201203），真空密封保存，备用。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

以Cosmosil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，

以乙腈（A）-0.05％磷酸溶液（B）为流动相进行梯度洗脱

（0～5 min，15％A；5～10 min，15％A→20％A；10～20

min，20％A；20～25 min，20％A→35％A；25～35 min，

35％A→65％A；35～45 min，65％A→95％A）；检测波长

依次为 257 nm（0～16 min，芦丁）、283 nm（16～27 min，

柚皮苷、新橙皮苷）、254 nm（27～31 min，槲皮素）、252

nm（31～45 min，胡薄荷酮）；流速为1.0 mL/min；柱温为

30 ℃；进样量为10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取干燥至恒定质量的

芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮对照品各

适量，用甲醇制成质量浓度分别为 200、500、200、10、30

μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取槐花散样品约0.25 g，精密称定，
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置于具塞锥形瓶中，精密加入甲醇25 mL，称定质量，加

热回流45 min，放冷，再次称定质量，用甲醇补足减失的

质量，摇匀，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，作为供

试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液 按槐花散处方要求，分别制备不

含槐花、侧柏叶、枳壳、荆芥穗的阴性样品，再按“2.2.2”

项下方法分别制备各阴性对照溶液。

2.3 专属性考察

分别精密吸取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶

液（编号 201201）和阴性对照溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。结果，各待测成分色谱

峰峰形较好且均已实现基线分离，分离度均大于1.5；阴

性对照对待测成分的测定无干扰，详见图1。

2.4 线性关系考察

取干燥至恒定质量的芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮

素、胡薄荷酮对照品各适量，精密称定，用甲醇制成质量

浓度分别为2 170、4 600、2 230、96、270 μg/mL的混合贮

备液；取上述混合贮备液适量，用甲醇分别稀释 5、10、

50、100倍，制得芦丁质量浓度分别为 434、217、43.4、

21.7 μg/mL、柚皮苷分别为 920、460、92、46 μg/mL、新橙

皮苷分别为 446、223、44.6、22.3 μg/mL、槲皮素分别为

19.2、9.6、1.92、0.96 μg/mL、胡薄荷酮分别为 54、27、5.4、

2.7 μg/mL的线性工作溶液。取上述贮备液和线性工作

溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以各待测

成分质量浓度（X，μg/mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐

标进行线性回归，结果见表1。

2.5 精密度试验

取“2.4”项下相应质量浓度的线性工作溶液（芦丁、

柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮的质量浓度分别为

217、460、223、9.6、27 μg/mL）适量，按“2.1”项下色谱条

件连续进样6次，记录峰面积。结果，芦丁、柚皮苷、新橙

皮苷、槲皮素、胡薄荷酮峰面积的 RSD 分别为 0.61％、

1.19％、0.46％、0.41％、0.24％（n＝6），表明仪器精密度

良好。

2.6 稳定性试验

精密吸取“2.2.2”项下供试品溶液（编号 201201）适

量，分别于室温下放置0、4、8、12、16、24 h时按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，芦丁、柚皮苷、

新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮峰面积的 RSD 分别为

0.91％、1.78％、1.54％、1.36％、0.96％（n＝6），表明供试

品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验

精密称取槐花散样品（编号 201201）6份，每份约

0.25 g，精密称定，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，

再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按外标

法计算样品中 5种待测成分的含量。结果，芦丁、柚皮

苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷酮的平均含量分别为

20.058、27.806、13.165、0.475、2.766 mg/g，RSD 分别为

1.03％、1.02％、1.22％、0.54％、0.25％（n＝6），表明方法

注：1.芦丁；2.柚皮苷；3.新橙皮苷；4.槲皮素；5.胡薄荷酮

Note：1. rutin；2. naringin；3. neohesperidin；4. quercetin；5. pule-

gone

图1 芦丁等5种成分混合对照、供试品、阴性对照的高

效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of mixed control，test

sample and negative control of 5 components

as rutin
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重复性良好。

表1 槐花散中芦丁等5种成分的回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges of 5

components in Huaihua san as rutin

待测成分
芦丁
柚皮苷
新橙皮苷
槲皮素
胡薄荷酮

回归方程
Y＝19 661X－112 852

Y＝11 122X+254 462

Y＝15 722X－296 687

Y＝173 777X+90 872

Y＝29 745X+26 382

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 8

线性范围，μg/mL

21.7～2 170

46～4 600

22.3～2 230

0.96～96

2.7～270

2.8 加样回收率试验

精密称取已知含量（芦丁 20.058 mg/g、柚皮苷

27.806 mg/g、新橙皮苷 13.165 mg/g、槲皮素 0.475 mg/g、

胡薄荷酮 2.766 mg/g）的槐花散样品（编号 201201）约

0.125 g，精密称定，分别按已知量的 0.8、1、1.2倍精密

加入芦丁（0.512 4 mg/mL，4、5、6 mL）、柚皮苷（0.710 0

mg/mL，4、5、6 mL）、新橙皮苷（0.840 7 mg/mL，1.6、2、

2.4 mL）、槲皮素（0.061 0 mg/mL，0.8、1、1.2 mL）、胡薄荷

酮（0.353 2 mg/mL，0.8、1、1.2 mL）单一对照品溶液（按

“2.2.1”项下方法制备），按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算加样回收率，结果见表2。

2.9 耐用性试验

精密称取槐花散样品（编号201201）适量，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件以不

同色谱仪（Waters e2695型、Shimadzu LC2030型 HPLC

仪）、不同色谱柱（Cosmasil C18、Kromasil C18，规格均为

250 mm×4.6 mm，5 μm）、不同流速（0.8、1.0、1.2 mL/min）、

不同柱温（25、30、35 ℃）进样测定，记录峰面积并按外标

法计算样品中5种待测成分的含量。结果，改变上述色

谱条件后，5种待测成分的色谱峰分离度均良好，含量的

RSD均小于2.0％（n＝3），表明方法耐用性良好。

2.10 样品含量测定

取 3批槐花散样品，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

按外标法计算样品中5种待测成分的含量。每样品平行

操作3次，结果见表3。

3 讨论

3.1 提取条件的确定

本课题组前期考察了不同提取溶剂、不同提取方法

对槐花散中5种待测成分提取效果的影响。首先，采用

甲醇、70％甲醇、乙醇、70％乙醇等 4种不同溶剂进行提

取，结果发现，以甲醇为提取溶剂时，5种待测成分的提

取效果明显优于其他3种溶剂。同时，本课题组还考察

了超声提取 30、45、60 min以及加热回流提取 30、45、60

min的效果，结果发现，加热回流法的提取效果明显优于

超声法，尤以回流 45 min时各成分的提取效果最优，故

选择甲醇为提取溶剂，加热回流提取45 min。

3.2 色谱条件的选择

本课题组前期考察了以 0.05％、0.1％、0.5％等不同

表2 槐花散中芦丁等5种成分的加样回收率试验结果

（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests of 5 components in

Huaihua san as rutin（n＝9）

待测成分

芦丁

柚皮苷

新橙皮苷

槲皮素

胡薄荷酮

取样量，
g

0.125 5

0.125 2

0.125 7

0.125 6

0.125 8

0.125 3

0.125 7

0.125 4

0.125 2

0.125 5

0.125 2

0.125 7

0.125 6

0.125 8

0.125 3

0.125 7

0.125 4

0.125 2

0.125 5

0.125 2

0.125 7

0.125 6

0.125 8

0.125 3

0.125 7

0.125 4

0.125 2

0.125 5

0.125 2

0.125 7

0.125 6

0.125 8

0.125 3

0.125 7

0.125 4

0.125 2

0.125 5

0.125 2

0.125 7

0.125 6

0.125 8

0.125 3

0.125 7

0.125 4

0.125 2

已知量，
mg

2.517 3

2.511 3

2.521 3

2.519 3

2.523 3

2.513 3

2.521 3

2.515 3

2.511 3

3.489 7

3.481 3

3.495 2

3.492 4

3.498 0

3.484 1

3.495 2

3.486 9

3.481 3

1.652 2

1.648 3

1.654 8

1.653 5

1.656 2

1.649 6

1.654 8

1.650 9

1.648 3

0.059 6

0.059 5

0.059 7

0.059 7

0.059 8

0.059 5

0.059 7

0.059 6

0.059 5

0.347 1

0.346 3

0.347 7

0.347 4

0.348 0

0.346 6

0.347 7

0.346 9

0.346 3

加入量，
mg

2.049 6

2.049 6

2.049 6

2.562 0

2.562 0

2.562 0

3.074 4

3.074 4

3.074 4

2.840 0

2.840 0

2.840 0

3.550 0

3.550 0

3.550 0

4.260 0

4.260 0

4.260 0

1.345 1

1.345 1

1.345 1

1.681 4

1.681 4

1.681 4

2.017 7

2.017 7

2.017 7

0.048 8

0.048 8

0.048 8

0.061 0

0.061 0

0.061 0

0.073 2

0.073 2

0.073 2

0.282 6

0.282 6

0.282 6

0.353 2

0.353 2

0.353 2

0.423 8

0.423 8

0.423 8

测得量，
mg

4.611 0

4.611 0

4.610 5

5.054 2

5.063 4

5.053 3

5.615 6

5.616 3

5.616 2

6.349 7

6.307 7

6.349 4

6.975 6

6.976 3

6.975 8

7.602 4

7.771 0

7.812 3

3.003 4

3.023 0

3.019 6

3.365 9

3.376 2

3.379 2

3.669 2

3.657 7

3.655 9

0.107 8

0.109 2

0.107 9

0.121 6

0.121 1

0.121 4

0.132 7

0.132 0

0.131 8

0.635 6

0.635 4

0.636 0

0.693 7

0.694 0

0.698 6

0.760 0

0.760 4

0.768 8

加样回收率，
％

102.15

102.44

101.93

98.94

99.15

99.14

100.65

100.87

100.99

100.70

99.52

100.50

98.12

97.98

98.36

96.41

100.57

101.67

100.45

102.20

101.46

101.84

102.30

102.87

99.84

99.46

99.50

98.77

101.84

98.77

101.48

100.49

101.48

99.73

98.91

98.77

102.09

102.30

102.02

98.05

97.96

99.66

97.29

97.57

99.69

平均加样回收率，
％

100.70

99.31

101.10

100.03

99.63

RSD，
％

1.27

1.61

1.22

1.24

1.95

··1967
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浓度甲酸、磷酸溶液为水相时各成分的分离效果，结果

显示，各浓度磷酸溶液均能使5种待测成分完全分离，分

离效果相似。同时，本课题组又考察了甲醇、乙腈为有

机相对各成分分离效果的影响，结果发现，以乙腈为有

机相时，各成分色谱峰峰形良好，色谱柱柱压低，为延长

色谱柱的使用寿命，故选择乙腈-0.05％磷酸溶液为流动

相。由于槐花散中芦丁等5种成分的极性差异较大，故

采用梯度洗脱以保证在较短时间内实现对各成分含量

的同时测定。本研究测定的5种待测成分主要为黄酮类

和单萜类成分，最大吸收波长有较大差异，为准确测定各

成分含量，笔者参考2020年版《中国药典》（一部）及相关

文献[7，14]，最终采用了波长切换法进行测定。

3.3 含量测定结果分析

本研究同时测定了槐花散中 5种成分的含量，结果

发现，槐花散中 5种成分的平均含量从高到低为柚皮

苷＞芦丁＞新橙皮苷＞胡薄荷酮＞槲皮素。不同批次

槐花散中各成分的含量差异较大，推测这可能与所用药

材的品质和炮制的操作过程有关。因此，在槐花散生产

过程中，应注意投料药材质量的均一性和炮制过程的规

范性，以保证槐花散的稳定性和临床用药的安全性。本

课题组前期考察了槐花散中槲皮苷的测定，但并未检

出，推测其在侧柏叶炮制过程中因受热而被破坏[6，16]，因

此未选择槲皮苷作为槐花散质量控制的指标成分。

本研究以经典名方槐花散为对象，成功建立了同时

测定槐花散中芦丁、柚皮苷、新橙皮苷、槲皮素、胡薄荷

酮等 5种成分含量的HPLC波长切换法，该方法操作简

便、结果准确、重复性好，可为经典名方槐花散的质量控

制和临床安全用药提供参考。
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表3 槐花散中芦丁等5种成分的含量测定结果（n＝3，

mg/g）

Tab 3 Results of content determination of 5 compo-

nents in Huaihua san as rutin（n＝3，mg/g）

编号
201201

201202

201203

平均值
RSD，％

芦丁
20.055

20.916

22.615

21.195

5.018

柚皮苷
27.806

26.219

25.557

26.527

3.557

新橙皮苷
13.161

11.428

13.250

12.613

6.650

槲皮素
0.478

0.350

0.377

0.402

13.704

胡薄荷酮
2.764

4.011

2.372

3.049

22.919

··1968


