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　　［摘要］　目的　采用高效液相色谱法测定复方大黄颗粒中盐酸小檗碱、淫羊藿苷及５种大黄蒽醌的含量。方法　采用
ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱温３５℃，测定盐酸小檗碱与淫羊藿苷的流动相为乙腈

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４缓冲液（２４∶７６），检测波长为２７０ｎｍ；测定５种大黄蒽醌的流动相为甲醇０．１％Ｈ３ＰＯ４水溶液（７５∶２５），

检测波长为２５４ｎｍ。结果　盐酸小檗碱、淫羊藿苷、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚基线分离，线性良好
（ｒ≥０．９９９８）；方法学考察表明，日内及日间精密度符合相关标准，加样回收率分别为９７．４％、９７．８％、９８．７％、９７．１％、

９７．８％、９９．８％、１００．２％。测定了３批样品中盐酸小檗碱、淫羊藿苷及５种大黄蒽醌的含量（平均值）分别为１８．７７、１．５４、

０．４９０、０．６７８、０．７８６、１．５６、１．４１ｍｇ／ｇ。结论　该方法简便、快速，稳定可靠，为复方大黄颗粒的质量控制提供了依据。
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　　复方大黄颗粒是由大黄、黄连、淫羊藿等多味中药组成

的复方中药制剂，用于气阴两虚、瘀阻肾络型早期糖尿病肾

病。现代药理学研究证实大黄中蒽醌类成分具有调节细胞

因子［１２］、影响糖和脂代谢［３］、抑制成纤维细胞的增殖［４］、影

响血液流变学［５］及清除自由基［６］等治疗糖尿病肾病的药理

作用；盐酸小檗碱是黄连总生物碱的代表性成分，具有改善

葡萄糖代谢［７］、影响炎症因子［８］、抗氧化、清除自由基以及醛

糖还原酶抑制作用，对糖尿病及其并发症有一定的治疗作

用［９１０］；淫羊藿苷是淫羊藿的主要有效成分，可抑制血中肌

酐和尿素氮水平的升高，抑制肾皮质过氧化物的产生，减轻

谷胱甘肽的耗竭，对肾脏损伤具有保护作用［１１］。因此，上述

成分含量是评价该制剂内在质量的重要指标。

　　芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚是大

黄蒽醌的５种代表性成分，复方大黄制剂中大黄蒽醌的含量

测定已有不少报道［１２１３］，但大多局限于大黄酸、大黄素和大

黄酚３种成分的含量测定。李鑫楠等［１４］对熊胆降热丸中的

５种大黄蒽醌类化合物进行含量测定，未能较好地解决芦荟

大黄素的分离问题。《中华人民共和国药典》２００５年版（一

部）记载黄连药材采用薄层扫描法测定盐酸小檗碱的含量，

操作复杂，准确性和重复性差；淫羊藿药材采用高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）测定淫羊藿苷的含量，但分离效果不佳。文献

报道测定盐酸小檗碱和淫羊藿苷的方法也较多［１５１６］，但二者

同时测定未见报道。本研究采用 ＨＰＬＣ测定了复方大黄颗

粒中的盐酸小檗碱、淫羊藿苷和５种大黄蒽醌的含量，有利

于更全面、有效地控制该制剂的质量。

１　仪器和试药

　　美国戴安高效液相色谱仪（Ｐ６８０Ａ泵、ＡＳＩ１００ＴＭ自动进

样器、ＵＶＤ１７０Ｓ四通道紫外检测器、Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ色谱工作

站），超声波提取器 ＡＳ３１２０（奥特塞恩思仪器有限公司），分

析天平（ＳｈｉｍａｄｚｕＬｉｂｒｏｒＡＥＬ４０ＳＭ），电子恒温水浴锅。

　　甲醇、乙腈为色谱纯（天津市康科德科技有限公司），其

余试剂均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。盐酸小檗碱（批号：

１１０７１３２００２０８）、淫羊藿苷（批号：１０７３７２００３１２）、芦荟大黄

素（批号：１１０７９５２００６０５）、大黄酸（批号：０７５７２００２０６）、大黄

素（批号：１１０７５６２００１１０）、大黄酚（批号：１１０７９６２００６１５）、大

黄素甲醚（批号：１１０７５８２００６１０）均用于含量测定，纯度＞

９８％，购自中国药品生物制品检定所。

　　复方大黄颗粒由天津药物研究院中药现代部研制。药

材均购自河北安国药材市场，经天津药物研究院中药现代研

究部张铁军研究员鉴定符合《中华人民共和国药典》２００５年

版各药味项下规定。

２　方法和结果

２．１　ＨＰＬＣ法测定盐酸小檗碱、淫羊藿苷的含量

２．１．１　 色谱条件 　ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ 色 谱 柱 （４．６ ｍｍ×
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２００ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈０．０５ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４缓冲液

（２４７６），流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长：２７０ｎｍ，柱温：３５℃，

进样量：对照品５μｌ，供试品１０μｌ。

２．１．２　溶液制备　对照品储备溶液：精密称取盐酸小檗碱、

淫羊藿苷对照品适量，精密称定，分别置于２５ｍｌ量瓶中，用

甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制得盐酸小檗碱、淫羊藿苷浓

度分别为０．１８０、０．１３２ｍｇ／ｍｌ的对照品储备液。对照品混

合溶液：精密量取上述盐酸小檗碱对照品储备液８ｍｌ、淫羊藿

苷对照品储备液１ｍｌ，置于同一１０ｍｌ量瓶中，用甲醇稀释至

刻度，摇匀，即得对照品混合溶液（每１ｍｌ含盐酸小檗碱１４４

μｇ，淫羊藿苷１３．２μｇ）。供试品溶液：取复方大黄颗粒２０ｇ，

研细，称取０．２ｇ，精密称定，置５０ｍｌ量瓶中，加入适量７０％乙

醇，超声处理６０ｍｉｎ，放至室温，加７０％乙醇至刻度。摇匀，过

０．４５μｍ滤膜，取续滤液，即得。阴性样品溶液：按复方大黄颗

粒制备工艺分别制备不含黄连及不含淫羊藿的阴性样品，并

按供试品溶液配制方法制成阴性样品溶液。

２．１．３　系统适用性试验　取对照品混合溶液、供试品溶液

及阴性样品溶液，在上述色谱条件下进样分析，理论塔板数

按盐酸小檗碱峰计算或淫羊藿苷峰计算均不低于３０００。盐

酸小檗碱、淫羊藿苷与相邻色谱峰的分离度均大于１．５，对称

因子在０．９５～１．０５之间。供试品中其他成分对盐酸小檗

碱、淫羊藿苷的测定无干扰。结果见图１。

图１　混合对照品（Ａ）、缺黄连阴性样品（Ｂ）、缺淫羊藿阴性样品（Ｃ）及供试品（Ｄ）ＨＰＬＣ图谱

１：盐酸小檗碱；２：淫羊藿苷

２．１．４　线性关系考察　精密吸取２、４、６、８、１０、１２μｌ对照品

混合溶液，按２．１．１项下色谱条件进样分析。以峰面积Ｙ 为

纵坐标，进样量Ｘ（μｇ）为横坐标，绘制标准曲线并进行回归

计算。盐 酸 小 檗 碱、淫 羊 藿 苷 回 归 方 程 分 别 为：Ｙ ＝

４０１３．３Ｘ１０３．４６，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝３５５４．７Ｘ１３．０４７，

ｒ＝０．９９９８。结果表明盐酸小檗碱进样量在０．２８８１．７２８μｇ
范围内、淫羊藿苷进样量在０．０２６～０．１５８μｇ范围内，与峰面

积具有良好的线性关系。

２．１．５　精密度试验　取对照品混合溶液，在２．１．１项色谱

条件下连续进样６次，连续进样３ｄ，盐酸小檗碱、淫羊藿苷

色谱峰面积的日内精密度ＲＳＤ分别为１．７９％、１．９７％，日间

精密度 ＲＳＤ分别为１．８１％、２．０５％，表明方法的精密度良

好。

２．１．６　稳定性试验　取同一供试品溶液 （批号０８０１），室温

放置，分别于０、２、４、６、８、１０、１２ｈ按２．１．１项下色谱条件测

定。测得盐酸小檗碱、淫羊藿苷峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝７）分别为

１．６２％、２．５０％。表明供试品溶液室温放置１２ｈ内稳定。

２．１．７　重复性试验　取同一批号（０８０１）样品粉末６份，平

行制备供试品溶液６份，在２．１．１项色谱条件下进行分析测

定。盐酸小檗碱、淫羊藿苷平均含量和 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为

１９．０ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝１．２１％）、１．６０ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝２．５３％）。表

明该方法的重复性良好。

２．１．８　加样回收率试验　精密称取已知含量的样品 （批号

０８０１）约０．１ｇ，共９份，按样品中盐酸小檗碱、淫羊藿苷的

８０％、１００％、１２０％质量浓度分别精密加入盐酸小檗碱、淫羊

藿苷对照品溶液适量，制备每一质量浓度的溶液各３份，按

２．１．１项下色谱条件测定，结果回收率为９６．２％１００．０％
（ＲＳＤ＜１．５％）。表明以本法同时测定盐酸小檗碱和淫羊藿

苷的含量回收率结果良好。

２．１．９　样品测定　取３批复方大黄颗粒，在２．１．１项色谱条

件下进样分析，记录色谱峰面积，外标一点法计算含量。结

果见表１。

表１　复方大黄颗粒中盐酸小檗碱、淫羊藿苷及５种大黄蒽醌的含量
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｍｇ·ｇ１）

批号 盐酸小檗碱 淫羊藿苷 芦荟大黄素 大黄酸 大黄素 大黄酚 大黄素甲醚

０８０１ １９．０±０．２ １．６０±０．０２ ０．４８６±０．０１０ ０．６６７±０．０１２ ０．７７６±０．０１５ １．５８±０．０１ １．４１±０．０２
０８０２ １８．６±０．２ １．５４±０．０２ ０．５０１±０．０１２ ０．６９６±０．０１２ ０．８０２±０．０１４ １．６１±０．０１ １．４５±０．０２
０８０３ １８．７±０．２ １．４９±０．０２ ０．４８２±０．０１１ ０．６７０±０．０１４ ０．７８１±０．０１５ １．４９±０．０１ １．３８±０．０２

２．２　ＨＰＬＣ法测定５种大黄蒽醌的含量

２．２．１　色谱条件　ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，

５μｍ），流动相：甲醇０．１％Ｈ３ＰＯ４水溶液（７５∶２５），流速：

１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长：２５４ｎｍ，柱温：３５℃，进样量：对照品５

μｌ，供试品１０μｌ。

２．２．２　溶液制备　对照品储备溶液：精密称取芦荟大黄素、

大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照品适量，精密称定，分

别置于２５ｍｌ量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制得芦

荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚浓度分别为

７２．５、７８．９、７４．４、７６．０、７４．０μｇ／ｍｌ的对照品储备液。对照品
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混合溶液：精密量取上述芦荟大黄素对照品储备液１．５ｍｌ，大

黄酸、大黄素、大黄酚对照品储备液２ｍｌ，大黄素甲醚对照品储

备液２．５ｍｌ，置于同一１０ｍｌ量瓶中，摇匀，即得对照品混合溶

液（每１ｍｌ含芦荟大黄素１０．９μｇ，大黄酸１５．８μｇ，大黄素１４．

９μｇ，大黄酚１５．２μｇ，大黄素甲醚１８．５μｇ）。供试品溶液：取

复方大黄颗粒２０ｇ，研细，称取０．２ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶

中，精密加入２５ｍｌ甲醇，称定质量，加热回流１ｈ，放至室温，

再称定，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过。精密量取续滤液

５ｍｌ，置烧瓶中，蒸干溶剂，加８％盐酸溶液１０ｍｌ，超声处理２

ｍｉｎ，加三氯甲烷１０ｍｌ，加热回流１ｈ，放冷，置分液漏斗中，用

少量三氯甲烷洗涤容器，并入分液漏斗中，分取三氯甲烷层，酸

液再用三氯甲烷提取３次，每次１０ｍｌ，合并三氯甲烷液，减压

回收溶剂至干，残渣加甲醇使溶解，转移至１０ｍｌ量瓶中，加甲

醇至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。阴性样品溶液：按复方

大黄颗粒制备工艺分别制备不含大黄的阴性样品，并按供试品

溶液制备方法制成阴性样品溶液。

２．２．３　系统适用性试验　取对照品混合溶液、供试品溶液及

阴性样品溶液，在２．２．１项色谱条件下进样分析。理论塔板

数按５种大黄蒽醌峰分别计算均不低于３０００。５种大黄蒽

醌色谱峰与相邻色谱峰的分离度均大于１．５，对称因子在

０．９５～１．０５之间。供试品中其他成分对５种大黄蒽醌的测

定无干扰。结果见图２。

图２　混合对照品（Ａ）、供试品（Ｂ）、缺大黄阴性样品（Ｃ）ＨＰＬＣ图谱

１：芦荟大黄素；２：大黄酸；３：大黄素；４：大黄酚；５：大黄素甲醚

２．２．４　线性关系考察　精密吸取２、４、６、８、１０、１２μｌ对照品

混合溶液，按２．２．１项色谱条件进样分析。以峰面积Ｙ 为纵

坐标，进样量Ｘ（μｇ）为横坐标，绘制标准曲线并进行回归计

算。芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚回归

方程分别为：Ｙ＝１２２８２Ｘ１４．８８４，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝１１０６７Ｘ
３３．３２７，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝９１９６．３Ｘ２４．３０２，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝

１３６３３Ｘ２３．７５８，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝２５２９．５Ｘ６．８５０４，ｒ＝０．

９９９９。结果表明芦荟大黄素进样量在０．０２２～０．１３１μｇ范围

内、大黄酸进样量在０．０３２～０．１９０μｇ范围内、大黄素进样量

在０．０３０～０．１７９μｇ范围内、大黄酚进样量在０．０３０～０．１８２

μｇ范围内、大黄素甲醚进样量在０．０３７～０．２２２μｇ范围内，与

峰面积具有良好的线性关系。

２．２．５　精密度试验　取对照品混合溶液，在２．２．１项色谱条件

下连续进样６次，连续进样３ｄ，芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大

黄酚、大黄素甲醚色谱峰面积的日内精密度ＲＳＤ均＜２．０％，日

间精密度ＲＳＤ均＜２．０％，表明该方法的精密度良好。

２．２．６　稳定性试验　取同一供试品溶液 （批号０８０１），室温

放置，分别于０、２、４、６、８、１０、１２ｈ按２．２．１项色谱条件测定。

测得芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚峰面

积的 ＲＳＤ（ｎ＝７）分别为０．６１％、０．８３％、１．３７％、０．５９％、

１．８２％。表明供试品溶液室温放置１２ｈ内稳定。

２．２．７　重复性试验　取同一批号（０８０１）样品粉末６份，平

行制备供试品溶液６份，在２．２．１项色谱条件下进行分析测

定。芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚平均

含量（ｎ＝６）和 ＲＳＤ分别为０．４８６ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝０．５８％）、

０．６６７ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝０．８８％）、０．７７８ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝１．２３％）、

１．５８ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝０．６３％）、１．４１ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝１．８９％），表

明该方法的重复性良好。

２．２．８　加样回收率试验　精密称取已知含量的样品 （批号

０８０１）约０．１ｇ，共９份，按样品中５种大黄蒽醌的８０％、

１００％、１２０％质量浓度分别精密加入５种大黄蒽醌对照品溶

液适量，制备每一质量浓度的溶液各３份，按２．２．１项色谱条

件测定，结果回收率为９６．５％１０１．３％（ＲＳＤ＜２％）。表明以

本法同时测定５种大黄蒽醌的含量回收率结果良好。

２．２．９　样品测定　取３批复方大黄颗粒，制备供试品溶液，

在２．２．１项色谱条件下进样分析，记录色谱峰面积，外标一

点法计算含量。结果见表１。

３　讨　论

　　参照 《中华人民共和国药典》２００５年版（一部）大黄的含

量测定方法及文献报道方法［１７１８］，选择甲醇０．１％Ｈ３ＰＯ４
（８５１５）为流动相，结果分离效果不甚理想，采用本研究中

色谱条件得到良好分离，且简便可行、重复性好。本研究确

定的高效液相色谱法同时测定盐酸小檗碱与淫羊藿苷的含

量，缩短了检验周期，为及时、准确的控制产品的质量提供了

保障。

　　中药制剂的药效涉及多个成分，单一指标不足以代表处

方的整体作用。本研究建立的含量测定方法简便、灵敏、准

确且专属性较强，可有效控制复方大黄颗粒生产、使用过程

中产品的质量，对于中药复方新药研究及质量控制具有一定

的意义。
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