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【摘要】目的  建立樟帮法甘草制吴茱萸（以下简称“泡吴茱萸”）的 HPLC 指

纹图谱，并同时测定吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴茱萸新碱的含量，为泡吴茱萸的质量

控制及标准提高提供依据。方法  基于多波长切换法建立泡吴茱萸的指纹图谱，并进行

相似度评价；以吴茱萸次碱为内参物，采用斜率校正法计算吴茱萸碱、吴茱萸新碱的

相对校正因子，并比较一测多评（QAMS）法与外标法测定结果的差异。结果  建立了

泡吴茱萸的指纹图谱，共有 20 个共有峰，与对照指纹图谱的相似度为 0.970~0.998，

共指认了 7 个共有峰；10 批样品中 QAMS 法测定的吴茱萸碱、吴茱萸新碱的含量为

1.754~7.542 mg/g 和 1.281~2.455  mg/g，QAMS 法与外标法两种检测方法所得结果相似。

结论  所建立的 HPLC 法简单、可靠，分离度、重复性良好，可用于泡吴茱萸的质量评价。

【关键词】甘草制吴茱萸；樟帮法；炮制工艺；高效液相色谱法；指纹图谱；生

物碱；一测多评法；含量测定
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【Abstract】Objective  To establish HPLC fingerprints of soaking Euodiae fructus 
with water decoction of Radix glycyrrhizae by Zhangbang method (hereinafter referred to as 
“soaking Euodiae fructus”), and to determine the content of evodiamine, rutaecarpine and 
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evocarpine, so as to provide the basis for the quality control and standard improvement of 
soaking Euodiae fructus. Methods  The fingerprint of soaking Euodiae fructus was established 
based on wavelength switching technology, and the similarity evaluation was conducted. Taking 
the rutaecarpine as the internal reference, the relative correction factors of evodiamine and 
evocarpine were calculated by slope correction method, and the differences in measurement 
results between quantitative analysis of multi-components by single-marker (QAMS) method 
and external standard method were compared. Results  The established fingerprint of soaking 
Euodiae fructus had a total of 20 common peaks, the similarity between it and the control 
fingerprint spectrum was 0.970 to 0.998, and 7 common peaks of them were identified. The 
contents of evodiamine and evocarpine determined by QAMS method were 1.754-7.542 mg/ g 
and 1.281-2.455 mg/g in 10 batches of samples, and the results obtained by QAMS method 
and external standard method were similar. Conclusion  The established HPLC method is 
simple, reliable, with good separation and repeatability, and can be used for quality evaluation of 
processed Euodiae fructus. 

【Keywords】Soaking Euodiae fructus with water decoction of Radix glycyrrhizae; 
Zhangbang method; Processing technology; High performance liquid chromatography; 
Fingerprint; Alkaloid; Quantitative analysis of multi-components by single-marker; Content 
determination

始载于《本经》被列为中品的吴茱萸又名

食茱萸、漆辣子，现行标准为《中国药典（2020

年版）》一部 [1]，化学成分包含生物碱、苦味

素、挥发油、黄酮等 [2-3]。由于其生品有小毒，

常进行炮制后再使用，吴茱萸的炮制方法多达十

余种，包括甘草制、醋制、姜制、黄连制等 [4]，

其中甘草制的方法最多，通过甘草等炮制后能降

低生品的肝脏毒性 [5]。樟帮法甘草制吴茱萸（以

下简称“泡吴茱萸”）方法如下：取净甘草捣

碎，加水适量，煎汤，去渣，加入吴茱萸，浸泡

约 2  h，然后取出，低温干燥。每 100 kg 吴茱萸

用甘草 6 kg[6]。该法与《中国药典》制吴茱萸及

其他省份的炮制比较，具有独特的炮制特色。泡

吴茱萸饮片目前执行标准为《江西省中药饮片炮

制规范（2008 年版）》，检测项目只有性状项，

标准水平较低。

中药材所含成分复杂，通过采用辅料炮制后

不仅原有成分会发生变化，而且还会出现辅料中

的成分及可能生成新的成分，仅靠单一组分或

数个组分的定性、定量检测不能从整体上反映

中药的内在质量，中药指纹图谱可以从泡吴茱

萸饮片的整体物质基础角度出发，系统全面地

控制泡吴茱萸饮片质量，较好地体现中药成分

的复杂性和相关性，从而更好地评价、控制饮

片质量 [7-10]。一测多评法（quantitative analysis of 

multi-components by single-marker，QAMS） 是 一

种高效、准确、经济、环保的多成分含量测定方

法 [11- 13]。本研究通过建立泡吴茱萸 HPLC 指纹图

谱及 QAMS 同时测定吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴

茱萸新碱含量的方法，为泡吴茱萸饮片的质量控

制及标准进一步完善提供参考。

1  材料 

1.1  主要仪器
Agilent 1260 Infinity 型高效液相色谱仪及二极

管阵列检测器 [ 安捷伦科技（中国）有限公司 ]；

ML204T 型万分之一电子天平（梅特勒 - 托利多仪

器有限公司）；BT25S 型十万分之一电子天平（德

国赛托利斯公司）；KQ-500E 超声清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）。 

1.2  主要药品与试剂
绿原酸对照品（批号：110753-202119，含

量 96.3%）、金丝桃苷对照品（批号：111521-

202310，含量 94.9%）、甘草酸铵对照品（批号：

110731-202021，含量 96.2%）、吴茱萸碱对照

品（ 批 号：110802-202111， 含 量 99.8%）、

吴 茱 萸 次 碱 对 照 品（ 批 号：110801-202109，

含量 99.3%）、去氢吴茱萸碱对照品（批号：
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112075-202101，供鉴别用）均购自中国食品

药品检定研究院；吴茱萸新碱对照品（批号：

AFBL0903，含量 98.0%）购自成都埃法生物科

技有限公司；乙腈、磷酸为色谱纯，乙醇为分

析纯；水为超纯水。 

泡吴茱萸所用药材均购于樟树市庆仁中药饮

片有限公司，经江西省药品检验检测研究院万

林春主任中药师鉴定，吴茱萸为芸香科植物石

虎 Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth. var. Officinalis 
(Dode) Huang 的 干 燥 近 成 熟 果 实； 甘 草 为 豆 科

甘 草 属 植 物 甘 草 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 的

根和根茎。泡吴茱萸委托樟树市庆仁中药饮片

有限公司按《江西省中药饮片炮制规范（2008

年 版）》 进 行 炮 制， 批 号 分 别 为 202202140、

202202116、202203007、202202025- 1、

202202025-2、202202025-3、202207585、

202206585、202207590、202207591，编号分别为

PWZY1~10。

2  方法与结果

2.1  指纹图谱的建立
2.1.1  色谱条件

采 用 HPLC 法， 色 谱 柱：Eclipse XDB C18

柱（250  mm×4.6 mm，5 μm）； 流 动 相： 乙

腈（A）-0.12% 磷 酸 溶 液（B）， 梯 度 洗 脱

（0~8  min，10%A；8~15 min，10%→16%A；

15~20 min，16%→25%A；20~25 min，25%A；

2 5 ~ 4 5  m i n ， 2 5 %→ 6 0 % A ； 4 5 ~ 6 5  m i n ，

60%→95%A；65~70  min，95%→10%A）；流速：

1.0  mL/ min；柱温：30 ℃，进样量：10 μL；检测

波长：0~15  min，327 nm；15~35 min，360 nm；

35~70  min，237 nm。

2.1.2  对照品溶液的制备  
分 别 精 密 称 取 对 照 品 适 量， 用 70% 乙

醇 制 备 成 每 1 mL 含 有 绿 原 酸 10.13 µg、 金 丝

桃 苷 30.46  µg、 甘 草 酸 铵 3.87 µg、 吴 茱 萸 碱

106.59  µg、吴茱萸次碱 70.70 µg、去氢吴茱萸碱

121.53 µg、吴茱萸新碱 24.61 µg 的混合对照品溶液。

2.1.3  供试品溶液的制备  
精密称取各批次通过三号筛的泡吴茱萸粉末

0.3 g，精密量入 70% 乙醇 20 mL，称定重量，超

声提取 45 min，放冷，加 70% 乙醇补足减失的重

量，经微孔滤膜滤过，续滤液作为待测溶液。

2.1.4  精密度试验  
精 密 量 取 同 一 供 试 品 溶 液（ 编 号：

PWZY1），按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 次，

结果显示，在供试品色谱图中，以吴茱萸碱峰为

参照峰，20 个共有峰的相对峰面积的 RSD 小于

2.4%，相对保留时间的 RSD 小于 2.3%（n=6），

表明仪器的精密度良好。

2.1.5  重复性试验  
取同一泡吴茱萸（编号：PWZY1），平行制

备 6 份供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进

样测定，结果显示，在供试品色谱图中，以吴茱

萸碱峰为参照峰，20 个共有峰的相对峰面积的

RSD 小于 2.1%，相对保留时间的 RSD 小于 1.8%

（n=6），表明该方法重复性良好。

2.1.6  稳定性试验  
分别在不同时间点（0，5，12，16，20，24 h）

同一供试品溶液（编号：PWZY1），按“2.1.1”

项下色谱条件进样测定，在供试品色谱图中，以

吴茱萸碱峰为参照峰，20 个共有峰的相对峰面积

的 RSD 小于 1.9%，相对保留时间的 RSD 小于 2.2%

（n=6），表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。

2.1.7  对照指纹图谱的建立  
精密量取各批次泡吴茱萸供试品溶液，按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，通过导入所有

采集的泡吴茱萸指纹图谱数据至中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（2012 版本），应用中位数法

及多点校正对数据进行处理，并生成了泡吴茱萸

指纹图谱叠加图（图 1）和泡吴茱萸对照指纹图

谱（图 2）。所得的泡吴茱萸指纹图谱可标识 20

个共有峰。

2.1.8  共有峰的指认和确证
通过采用标准品比对方法，分别取“2.1.2”

和“2.1.3”项下对照品和供试品溶液，按“2.1.1”

项下色谱条件进样测定，记录色谱图（图 3）。

对照品溶液的保留时间和紫外吸收光谱图联合分

析识别了泡吴茱萸指纹图谱中的 7 个主要峰：绿

原酸（6 号峰）、金丝桃苷（8 号峰）、去氢吴

茱萸碱（10 号峰）、甘草酸铵（12 号峰）、吴

茱萸碱（13 号峰）、吴茱萸次碱（14 号峰）、

吴茱萸新碱（18 号峰），考虑到 13 号峰吴茱萸

碱在泡吴茱萸指纹图谱中的分离度良好，保留时

间适中，且为主要的有效成分，易于购得，故将

其作为参照峰。
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图3  HPLC色谱图

Figure 3. HPLC chromatogram

图2  对照指纹图谱

Figure 2. Reference fingerprints 
注：6.绿原酸；8. 金丝桃苷；10. 去氢吴茱萸碱；12. 甘草酸铵；
13.  吴茱萸碱；14. 吴茱萸次碱；18. 吴茱萸新碱。

表1  指纹图谱相似度结果

Table 1. Similarity results of fingerprint

编号 PWZY1 PWZY2 PWZY3 PWZY4 PWZY5 PWZY6 PWZY7 PWZY8 PWZY9 PWZY10

PWZY1 1.000 

PWZY2 0.994 1.000 

PWZY3 0.990 0.998 1.000 

PWZY4 0.986 0.997 0.996 1.000 

PWZY5 0.984 0.997 0.997 0.999 1.000 

PWZY6 0.995 0.997 0.991 0.995 0.992 1.000 

PWZY7 0.960 0.938 0.919 0.930 0.918 0.959 1.000 

PWZY8 0.969 0.949 0.932 0.942 0.930 0.967 0.999 1.000 

PWZY9 0.965 0.943 0.925 0.936 0.923 0.963 1.000 0.999 1.000 

PWZY10 0.956 0.933 0.913 0.926 0.914 0.956 0.999 0.997 0.999 1.000 

R 0.996 0.992 0.985 0.989 0.984 0.998 0.973 0.980 0.976 0.970 

混合对照品 供试品

图1  指纹图谱叠加图

Figure 1. Fingerprints overlay map

2.1.9  指纹图谱相似度计算  
对收集的泡吴茱萸指纹图谱数据进行处理，

并计算相似度，结果见表 1。10 批泡吴茱萸与对

t/min

照指纹图谱（R）的相似度在 0.970~0.998 之间，

表明本次研究的泡吴茱萸相似度良好，不同批次

的泡吴茱萸所含化学成分种类及数量基本一致。

t/min
t/min

t/min
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2.2  3种生物碱的含量测定
2.2.1  色谱条件

同“2.1.1”项。

2.2.2  溶液的制备  
混合对照品溶液：精密称取吴茱萸碱、吴

茱萸次碱、吴茱萸新碱对照品，用 70% 乙醇制

备成每 1 mL 含吴茱萸碱 426.35 µg、吴茱萸次碱

282.81 µg、吴茱萸新碱 98.47 µg 的混合对照品

母液；取混合对照品母液分别用 70% 乙醇制成

不同质量浓度的系列混合对照品溶液（吴茱萸

碱系列浓度为 10.66，42.63，106.59，213.17，

426.35  µg/mL；吴茱萸次碱系列浓度为 7.07、

28.28、70.70、141.40、282.81 µg/mL； 吴 茱 萸

新 碱 系 列 浓 度 为 2.46，9.85，24.62，49.24，

98.47  µg/mL）。供试品溶液的制备同“2.1.3”项。

2.2.3  线性关系考察  
精密量取“2.2.2”项下的系列混合对照品溶

液，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，以对照

品浓度为横坐标（X，µg/mL）、峰面积为纵坐标（Y）

绘制标准曲线，并计算回归方程，结果见表 2，

表明吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴茱萸新碱在浓度

范围内线性关系良好。

表2  回归方程、相关系数及线性范围

Table 2. Regression equation, correlation coefficient and linear range

组分 回归方程 r 线性范围（μg/mL）

吴茱萸碱 Y=45.971X+197.34 0.999 9 10.66~426.35

吴茱萸次碱 Y=50.757X+4.539 5 1.000 0   7.07~282.81

吴茱萸新碱 Y=85.778X+3.855 3 1.000 0   2.46~98.47

2.2.4  精密度试验  
精密量取“2.2.2”项下的混合对照品溶液（吴

茱萸碱、吴茱萸次碱及吴茱萸新碱的浓度分别为

106.59，70.70，24.62 μg/mL），按“2.1.1”项下色

谱条件连续进样 6 次，结果得到吴茱萸碱、吴茱

萸次碱及吴茱萸新碱峰面积的 RSD 依次为 0.50%，

0.25%，0.56%（n=6），表明仪器精密度良好。

2.2.5  重复性试验  
取同一泡吴茱萸（编号：PWZY1），平行制备

6 份供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样测

定，以外标法计算含量。结果得到吴茱萸碱、吴茱

萸次碱及吴茱萸新碱峰面积的 RSD 依次为 0.67%，

0.52%，0.93%（n=6），表明该方法重复性良好。

2.2.6  稳定性试验   
分别在不同时间点（0，5，12，16，20，24 h）

同一供试品溶液（编号：PWZY1），按“2.1.1”

项下色谱条件进样测定，结果吴茱萸碱、吴茱萸

次碱、吴茱萸新碱峰面积的 RSD 分别为 0.45%，

0.33%，0.38%（n=6），表明供试品溶液在 24 h

内稳定性良好。

2.2.7  回收率试验     
精密称取同一泡吴茱萸（编号：PWZY1）

6 份，每份 0.15 g，分别按成分含量 100% 的比

例精密加入混合对照品溶液，再按“2.1.3”项

供试品制备方法和“2.1.1”项下色谱条件对样

品进行测定，根据测定的结果计算得泡吴茱萸

中吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴茱萸新碱的平均

回收率分别为 97.98%，98.71%，98.91%，RSD
分别为 0.61%，1.12%，1.03%（n=6），表明该

方法回收率良好。

2.3  QAMS
2.3.1  相对校正因子的测定

以吴茱萸次碱为内标物，在“2.2”项结果的

基础上，采用斜率校正法 [14-15]，计算内标物吴茱

萸次碱与吴茱萸碱、吴茱萸新碱的相对校正因子

（relative correction factor，RCF），RCF=Ai/As，

式中 As 为内标物标准曲线斜率，Ai 为其他待测

成分的标准曲线斜率。结果得到吴茱萸碱、吴茱

萸新碱的 RCF 分别为 1.10 和 0.58。

2.3.2  耐用性考察
为考察 RCF 在不同仪器和色谱柱中的适用

性，分别采用 2 台不同品牌高效液相色谱仪和 3

根不同品牌色谱柱进行 RCF 及相对保留时间的考

察，RSD 均小于 2.0%（n=6），表明方法重现性

良好，结果见表 3。

2.4  样品含量测定 
按“2.1.1”项下色谱条件对各批次泡吴茱萸

分别采用外标法及 QAMS 法进行含量测定，结果

见表 4。两种方法所得结果 RSD均不高于 2.0%，

无显著差异。
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表4  含量测定结果（mg/g，n=2）
Tabke 4. The content determination results (mg/g, n=2)

编号 吴茱萸次碱
吴茱萸碱 吴茱萸新碱

外标法 QAMS RSD 外标法 QAMS RSD

PWZY1 2.543 4.986 4.931 0.55 1.976 1.912 1.65

PWZY2 2.902 6.476 6.422 0.42 2.211 2.183 0.64

PWZY3 3.237 7.081 7.140 0.41 2.473 2.447 0.53

PWZY4 3.101 7.011 7.063 0.37 2.311 2.368 1.22

PWZY5 3.283 7.413 7.542 0.86 2.386 2.455 1.43

PWZY6 2.687 5.641 5.775 1.17 2.045 2.086 0.99

PWZY7 1.539 1.901 1.842 1.58 1.377 1.352 0.92

PWZY8 1.537 2.109 2.058 1.22 1.411 1.361 1.80

PWZY9 1.501 1.951 1.981 0.76 1.296 1.329 1.26

PWZY10 1.382 1.795 1.754 1.16 1.267 1.281 0.55

3  讨论

泡吴茱萸所含成分种类较多，其中包括生物

碱、苦味素、挥发油、黄酮等，同时经过甘草炮

制后，甘草中的甘草酸铵也能被检测。因不同

种类的化学成分最大吸收波长不同，通过二极管

阵列检测器，对泡吴茱萸样品在 190~400 nm 波

长内的 3D 光谱图进行分析，最终确定选择多波

长（0~15  min，327 nm；15~35 min，360 nm；

35~70  min，237  nm）方式进行指纹图谱的建立。

分别考察乙腈 - 水、乙腈 -0.12% 磷酸两种流动相，

其中乙腈 -0.12% 磷酸流动相样品峰形更佳；比较

了等度洗脱和梯度洗脱两种不同洗脱程序，其中

等度洗脱部分组分无法得到有效分离，最终选择

梯度洗脱程序，从而实现组分的有效分离。

对含量较大、分离较好的 3 种活性成分进

行含量测定，通过比较 QAMS 法测定的吴茱萸

碱、 吴 茱 萸 新 碱 含 量 依 次 为 1.754~7.542 mg/ g

和 1.281~2.455 mg/g； 外 标 法 法 测 定 的 吴 茱 萸

碱、吴茱萸新碱含量依次为 1.795~7.413 mg/g 和

1.267~2.473 mg/g，结果两种方法测得的吴茱萸

碱、吴茱萸新碱含量的 RSD 均不高于 2.0%，说

明 QAMS 法可用于泡吴茱萸的含量测定。

泡吴茱萸 HPLC 指纹图谱和吴茱萸碱、吴茱

萸次碱、吴茱萸新碱 3 种成分的含量测定的建立，

弥补了泡吴茱萸质量标准的不足，可全面反映泡

吴茱萸成分信息，整体评价泡吴茱萸的质量，方

便快捷，为后续的标准提高提供参考。
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