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高效液相色谱法测定不同产地首乌藤中大黄素的含量
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［摘要］　目的：建立高效液相色谱法，测定不同产地首乌藤中大黄素含量的方法。方法：以ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡ（１５０ｍｍ×４．６

ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，流动相为甲醇０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠溶液（８０∶２０，ｐＨ＝３．０），检测波长２５６ｎｍ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱温

３０℃，以外标法测定不同产地首乌藤中大黄素含量。结果：大黄素在１．５２～７．５８μｇ／ｍｌ范围内与峰面积呈良好线性关系，

ｒ＝０．９９９７，大黄素平均加样回收率为１００．９７％ ，ＲＳＤ为１．４８％（ｎ＝６）。不同产地药材中大黄素含量分别为江苏０．５００

ｍｇ／ｇ、贵州１．１３７ｍｇ／ｇ、湖南０．３３３ｍｇ／ｇ、河南０．１２１ｍｇ／ｇ和湖北０．３６３ｍｇ／ｇ。结论：本法可用于首乌藤中大黄素的含量

测定；５个产地的首乌藤中大黄素含量有显著差异，贵州产首乌藤中大黄素的含量最高。
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　　首乌藤，也叫夜交藤为蓼科植物何首乌（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ

ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ．）的干燥藤茎。主要分布于我国河南、

贵州、湖南、湖北、江苏等地，是民间常用中药。该药具有养

血安神，祛风通络等功效，用于失眠多梦、血虚身痛、风湿痹

痛，外治皮肤瘙痒［１］。首乌藤主要有效成分为大黄素［２］，由

于不同产地的首乌藤药材主成分含量差异较大，为了控制药

材质量，本研究在文献［３４］的基础上，优化并建立了以首乌藤

有效部位为基础的高效液相色谱定量分析方法，为快速、简

便地鉴定不同来源的首乌藤药材质量提供了参考标准，并为

扩大首乌藤资源的应用提供可靠的科学依据。

１　仪器和试药

　　Ｗａｔｅｒｓ系列高效液相色谱仪，４８６紫外可见波长检测

器，Ｗａｔｅｒｓ２０１０数据处理系统（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），ＦＡ１００４
电子分析天平（上海精密科学仪器有限公司·天平仪器厂），

ＡＥ２４０Ｓ电子分析天平（梅特勒拖利多仪器有限公司），

０．４５μｍ偏氟膜（上海亚东核级树脂有限公司）。大黄素对照

品（中国药品生物制品检定所，批号：１１０７５６２００１１０）；首乌

藤样品为市售，来源于河南、贵州、湖南、湖北、江苏等地，并

经第二军医大学长海医院药学部王忠壮主任药师鉴定为蓼

科植物何首乌（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ．）的干燥藤

茎；甲醇（色谱纯），水为蒸馏水，其他试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　 色 谱 分 析 条 件 　 色 谱 柱 为 ＹＭＣＰａｃｋ ＯＤＳＡ
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸

二氢钠溶液（８０∶２０，磷酸调节ｐＨ ＝３．０），流速１．０ｍｌ／

ｍｉｎ；检测波长２５６ｎｍ，柱温３０℃，灵敏度１．０ＡＵＦＳ，进样量

２０μｌ。外标法定量。

２．２　系统适应性实验　在２．１项下色谱条件，主色谱峰与

相邻色谱峰的分离度大于１．５，理论塔板数以大黄素计算应

不低于５０００，色谱图见图１。

图１　对照品（Ａ）和样品（Ｂ）色谱图

２．３　供试品溶液和对照品溶液的制备　取不同产地首乌藤

生药研磨后的粉末约２ｇ，精密称定，置１００ｍｌ梨形瓶中，混

匀，加２．５ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液２０ｍｌ使其全部溶散，加热回流１

ｈ（水浴温度１００℃），放冷，加氯仿３０ｍｌ，加热回流１ｈ（水浴

温度８０℃），放冷，吸出氯仿液，酸水层再用氯仿提取３次，每

次３０ｍｌ，加热回流４０ｍｉｎ（水浴温度８０℃）。合并氯仿提取

液，滤过，残渣用少量氯仿洗涤，合并滤液与洗液，用蒸馏水

洗涤３次，每次８０ｍｌ，弃去水液。将氯仿液减压蒸干，残渣

加甲醇适量使溶解，置１０ｍｌ量瓶中，并加甲醇至刻度，摇

匀，先用滤纸过滤，再用偏氟膜（０．４５μｍ）过滤，弃去初滤液，

取续滤液备用。
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　　精密称取在１０５℃干燥至恒重的大黄素对照品４．７４

ｍｇ，置５０ｍｌ量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精密

量取８ｍｌ，置１００ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得（每１

ｍｌ含大黄素７．５８μｇ）对照品溶液。

２．４　方法学考察

２．４．１　线性关系　精密量取对照品溶液２、３、４、５、６、７、８、９

ｍｌ，分别置１０ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，稀释液以及

对照品溶液依次进样。以峰面积为纵坐标，进样量（μｇ）为横

坐标，绘制标准曲线，回归方程为Ａ＝５５５５８．５４ｃ－５４５３．９４
（ｒ＝０．９９９７），结果表明大黄素在１．５２～７．５８μｇ／ｍｌ范围

内呈良好线性关系。

２．４．２　精密度　以７．５８μｇ／ｍｌ大黄素对照品溶液考察精

密度。测得日内、日间峰面积ＲＳＤ分别为１．５２％及２．８３％
（ｎ＝６），表明方法精密度良好。

２．４．３　稳定性　取大黄素对照品溶液，分别在０、２、４、６、８、

１０ｈ依次进样２０μｌ，测定大黄素含量。６次所测大黄素峰面

积ＲＳＤ为０．８８％，表明大黄素在流动相溶液中１０ｈ内稳

定。

２．４．４　重复性　取产地江苏的首乌藤样品６份，按供试品

溶液的制备方法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件测定

含量，测得大黄素的ＲＳＤ为２．１１％（ｎ＝６），表明此法重复

性良好。

２．４．５　加样回收率　精密称取６份已知产地为湖北的首乌

藤样品１ｇ，分别准确加入大黄素对照品４００、３５０、３００μｇ，按

２．３项下样品液制法及２．５项下样品测定法测定大黄素含

量，计算加样回收率。测得的平均加样回收率为１００．９７％ ，

ＲＳＤ为１．４８％ （ｎ＝６），结果见表１。

表１　回收率实验结果

编号
大黄素含量（ｍ／μｇ）

样品中含量 加入量 测得量
回收率
（％）

平均回收率
（％）

ＲＳＤ
（％）

１ ３６３ ４００ ７８２ １０２．５４ １００．９７ １．４８
２ ３６３ ４００ ７７８ １０１．９６
３ ３６３ ３５０ ７２３ １０１．３８
４ ３６３ ３５０ ７２５ １０１．７２
５ ３６３ ３００ ６５９ ９９．３８
６ ３６３ ３００ ６５５ ９８．８４

２．５　样品中大黄素含量测定　按２．３项下供试品溶液配制

方法，分别精密吸取对照品与各供试品溶液２０μｌ，注入高效

液相色谱仪，依２．１项下色谱条件，用外标法计算含量，测得

样品中大黄素的含量。结果是江苏、贵州、湖南、河南和湖北

的首乌藤中大黄素的含量分别为（０．５００±０．００７）、（１．１３７±

０．０２２）、（０．３３３±０．００８）、（０．１２１±０．００３）和（０．３６３±

０．００５）ｍｇ／ｇ。

３　讨　论

　　首乌藤中主要活性成分为蒽醌类化合物，故选择大黄素

作为含量测定的活性指标。根据苷类化合物易在酸性条件

下水解的性质，本研究将药材直接以２．５ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液加

热水解，将其水解产物大黄素以高效液相色谱法测定含量。

实验表明水解１ｈ即可将结合型蒽醌完全水解，用氯仿在酸

水中回流萃取３次，可保证提取完全，并可除去水溶性杂

质。　　　　　

　　本研究在文献［４］的基础上采用２５６ｎｍ为检测波长，流

动相选择以０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠溶液代替０．１ｍｏｌ／Ｌ磷

酸溶液，并通过调节溶液ｐＨ 值，使得大黄素的保留时间提

前到８ｍｉｎ左右，基线平直且峰形对称，无杂质干扰，分离度

好。

　　江苏、贵州、河南、湖南和湖北５个产地中，贵州产首乌

藤中大黄素含量最高，其质量百分含量约为０．１１３７％。

　　不同产地首乌藤中的大黄素含量存在显著性差异，提示

在以首乌藤为主药组方时要特别注意其含量的差异性。
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