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高效液相色谱法同时测定复方胆通片中５种蒽醌类成分含量
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摘要：目的建立同时测定复方胆通片中５种蒽醌类成分含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱采用Ｐｈｅｎｏｍｏｎｅｘ － Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为甲醇－ ０． １％磷酸水溶液（７５ ∶ ２５，Ｖ ／ Ｖ），流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃，检测波长为２５４ ｎｍ。
结果芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚质量浓度分别在２． ８８ ～ ５７． ６，１． ３６ ～ ２７． ２，３． ２２ ～ ６４． ３，１６． ０３ ～ ３２０． ６，
３． ０９ ～ ６１． ８ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好；加样回收率分别为９７． ９１％，１０１． ２０％，１００． １８％，１０２． ２４％，９７． ８６％，ＲＳＤ分别为
２． ３１％，２． ５１％，１． ８３％，１． ６１％，２． ３３％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。结论该方法准确、可靠，可为复方胆通片的质量控制和质量评价提供依据。
关键词：高效液相色谱法；复方胆通片；蒽醌类；含量测定
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没食子酸含量具有明显差异。化香树树皮、树干、树叶没
食子酸含量也不一致犤１１犦。而本次采摘自秦巴山地区的单叶
化香树没食子酸含量较高，具有重要的潜在药用价值。
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复方胆通片是由茵陈、胆通、穿心莲、溪黄草和大黄
５味中药加工制成，具有清热利胆、解痉止痛的功效，临
床主要用于治疗胆囊炎、胆管炎、急慢性胆囊炎、肝硬化
等犤 １ 犦。现行质量标准含量测定项下以胆通为指标成分进
行含量测定犤 ２ 犦。目前，有研究在原标准基础上增加了溪
黄草、胆通、大黄的薄层色谱鉴别，建立了测定羟甲基香
豆素和齐墩果酸的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法犤 ３ 犦。也有研
究以绿原酸、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯、羟甲基香
豆素等成分为指标性成分犤 ４ － ６ 犦建立测定方法。鉴于处方
中大黄的主要有效成分为蒽醌类化合物犤 ７ 犦，其具有较强
的泻下、抗炎、镇痛、抗病毒等生物活性犤 ８ － １１ 犦，常作为药
材或制剂质量控制及评价的指标性成分，故本研究中以
大黄的５种主要成分———蒽醌类成分为目标成分，建
立同时测定复方胆通片中该５种成分含量的高效液相
色谱法。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５型高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司牘，
包括Ｗａｔｅｒｓ ｅ２４８９检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站；ＣＰＡ２２５Ｄ
型十万分之一电子天平（德国赛多利斯公司）；ＫＱ －
５００ＤＥ型超声机（昆山市超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

芦荟大黄素对照品（批号为１１０７９６ － ２０１４０９，纯度
９８． ４％），大黄酸对照品（批号为１１０７５７ － ２０１３０２，纯度
９８． １％），大黄素对照品（批号为１１０７５６ － ２０１２１１，纯度
９９． ２％），大黄酚对照品（批号为１１０７９６ － ２０１４１０，纯度
９８． ７％），大黄素甲醚对照品（批号为１１０７６６ － ２０１２０５，
纯度９８． ９％），均购自中国食品药品检定研究院；复方
胆通片购自利群大药房；色谱甲醇（德国Ｍｅｒｃｋ公司）；
磷酸、分析甲醇（北京化工产品有限公司）。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｏｎｅｘ － Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：甲醇－ ０． １％磷酸水溶液（７５ ∶ ２５，Ｖ ／ Ｖ）；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２５４ ｎｍ；柱温：３０ ℃；进样
量：１０ μＬ。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：称取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大
黄酚和大黄素甲醚对照品适量，精密称定，加甲醇制成

质量浓度分别为５７． ６，２７． ２，６４． ３，３２０． ６，６１． ８ μｇ ／ ｍＬ
的混合对照品溶液，摇匀，即得。

供试品溶液：取复方胆通片１０片，去包衣，磨细，取
约１． ０ ｇ，精密称定，置１００ ｍＬ锥形瓶中，加入２５ ｍＬ甲
醇，回流提取３０ ｍｉｎ，放冷，过滤，用甲醇洗涤滤纸和药
渣，至无色，合并滤液，蒸干，残渣加２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ硫酸溶
液１０ ｍＬ，超声５ ｍｉｎ后加三氯甲烷１０ ｍＬ，回流提取
１． ０ ｈ，冷却，转移至分液漏斗中，用ＣＨＣｌ３洗涤容器数
次，合并洗液，取ＣＨＣｌ３，酸液再用１０ ｍＬ ＣＨＣｌ３萃取
３次，合并ＣＨＣｌ３液，挥去，残渣加甲醇使其溶解，定容
至１０ ｍＬ，摇匀，即得。

阴性对照品溶液：参照处方，取茵陈、胆通、穿心莲、
溪黄草４味中药，按配方比例及供试品溶液制备方法制
成缺大黄的阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：分别精密吸取２． ２项下３种溶液各
１０ μＬ，注入高效液相色谱仪，按２． １项下色谱条件进样
分析。结果见图１。可见，５种被测成分能达到完全分离，
阴性对照无干扰。

１． 芦荟大黄素 ２． 大黄酸 ３． 大黄素
４． 大黄酚 ５． 大黄素甲醚

Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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表２ 加样回收试验（ｎ ＝ ６）
成分

芦荟大黄素

大黄酸

大黄素

大黄酚

大黄素甲醚

取样量（ｇ）
０． ５０２ ７
０． ５４１ ６
０． ５０４ ３
０． ５１２ ２
０． ５０１ ３
０． ５１０ ２
０． ５０２ ７
０． ５４１ ６
０． ５０４ ３
０． ５１２ ２
０． ５０１ ３
０． ５１０ ２
０． ５０２ ７
０． ５４１ ６
０． ５０４ ３
０． ５１２ ２
０． ５０１ ３
０． ５１０ ２
０． ５０２ ７
０． ５４１ ６
０． ５０４ ３
０． ５１２ ２
０． ５０１ ３
０． ５１０ ２
０． ５０２ ７
０． ５４１ ６
０． ５０４ ３
０． ５１２ ２
０． ５０１ ３
０． ５１０ ２

样品含量（ｍｇ）
０． １４４ ６
０． １５５ ７
０． １４４ ９
０． １４７ ３
０． １４４ １
０． １４６ ７
０． ０６８ ３
０． ０７３ ６
０． ０６８ ５
０． ０６９ ６
０． ０６８ １
０． ０６９ ３
０． １６１ ７
０． １７４ ２
０． １６２ ２
０． １６４ ７
０． １６１ ２
０． １６４ １
０． ８０５ ７
０． ８６８ １
０． ８０８ ３
０． ８２０ ９
０． ８０３ ５
０． ８１７ ７
０． １５４ ６
０． １６６ ５
０． １５５ １
０． １５７ ５
０． １５４ １
０． １５６ ９

加入量（ｍｇ）
０． １５２ ０
０． １５２ ０
０． １５２ ０
０． １５２ ０
０． １５２ ０
０． １５２ ０
０． ０７２ ４
０． ０７２ ４
０． ０７２ ４
０． ０７２ ４
０． ０７２ ４
０． ０７２ ４
０． １６５ ０
０． １６５ ０
０． １６５ ０
０． １６５ ０
０． １６５ ０
０． １６５ ０
０． ８２５ ０
０． ８２５ ０
０． ８２５ ０
０． ８２５ ０
０． ８２５ ０
０． ８２５ ０
０． １５８ ０
０． １５８ ０
０． １５８ ０
０． １５８ ０
０． １５８ ０
０． １５８ ０

测得量（ｍｇ）
０． ２８９ ７
０． ３１０ ４
０． ２９２ ５
０． ２９７ ３
０． ２９０ ２
０． ２９６ １
０． １４２ ４
０． １４３ ８
０． １４２ １
０． １４４ ７
０． １４０ １
０． １４３ ９
０． ３２３ ７
０． ３４０ ９
０． ３３２ ５
０． ３２８ ８
０． ３２９ １
０． ３３２ ６
１． ６６３ １
１． ６８７ ２
１． ６５３ ８
１． ６６０ ７
１． ６４８ ５
１． ６７１ ６
０． ３０５ ９
０． ３１９ ５
０． ３１４ ７
０． ３０９ ７
０． ３０７ ４
０． ３１５ ２

回收率（％）
９５． ４６
１０１． ７８
９７． １１
９８． ６８
９６． １２
９８． ２９
１０２． ３５
９６． ９６
１０１． ６６
１０３． ７３
９９． ４５
１０３． ０４
９８． １８
１０１． ０３
１０３． ２１
９９． ４５
１０１． ７６
１０２． １２
１０３． ９３
９９． ２８
１０２． ４８
１０１． ７９
１０２． ４２
１０３． ５０
９５． ７６
９６． ８４
１０１． ０１
９６． ３３
９７． ０３
１００． １９

Ｘ（％）

９７． ９１

１０１． ２０

１００． １８

１０２． ２４

９７． ８６

ＲＳＤ（％）

２． ３１

２． ５１

１． ８３

１． ６１

２． ２３

线性关系考察：分别精密吸取对照品溶液０． ５，１． ０，
２． ０，２． ５，５． ０，１０． ０ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度。分别精密吸取１０ μＬ注入高效液相色谱仪分析，以
峰面积牗 Ｙ 牘对进样质量浓度牗 Ｘ 牘进行线性回归，结果见
表１。

精密度试验：精密吸取混合对照品溶液，按２． １项
下色谱条件连续进样６次，记录峰面积。结果芦荟大黄
素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的ＲＳＤ分别

为１． ６２％，２． ０１％，１． ３１％，０． ７５％，１． ５９％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表
明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液（批号为１４０９０２），
按２． １项下色谱条件分别于０，２，４，６，８，１２，２４ ｈ时进
样分析，记录峰面积。结果芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、
大黄酚和大黄素甲醚的ＲＳＤ分别为２． ４１％，１． １７％，
２． ４７％，０． ８５％，１． ７２％ 牗 ｎ ＝ ７ 牘，表明５种成分在甲醇
溶液中２４ ｈ内稳定。

成分
芦荟大黄素
大黄酸
大黄素
大黄酚
大黄素甲醚

线性回归方程
Ｙ ＝ ２７ ２１７ Ｘ － １６ ６３２
Ｙ ＝ ２８ ９４３ Ｘ － ５ １６３． １
Ｙ ＝ ２７ ５０４ Ｘ ＋ １０ ４０３
Ｙ ＝ ２８ ３１５ Ｘ － １９ ４１５
Ｙ ＝ ２７ ５３６ Ｘ ＋ ５ ４３３． ５

ｒ
０． ９９９ ８
０． ９９９ ９
０． ９９９ ７
０． ９９９ ６
０． ９９９ ８

质量浓度线性范围（μｇ ／ ｍＬ）
２． ８８ ～ ５７． ６
１． ３６ ～ ２７． ２
３． ２２ ～ ６４． ３
１６． ０３ ～ ３２０． ６
３． ０９ ～ ６１． ８

表１ ５种成分线性回归方程和线性范围牗 ｎ ＝ ６ 牘
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表３ 样品含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ３）
批号
１４０９０２
１５０９１３
１５０３２４
１５０９１７
１５１２０８

芦荟大黄素
０． ２８７ ５
０． ３１４ ９
０． ２９１ ８
０． ３００ ８
０． ２６２ ７

大黄酸
０． １３５ ９
０． １１８ ３
０． １２６ ５
０． １０９ ４
０． １５８ ２

大黄素
０． ３２１ ６
０． ３７９ １
０． ２８５ ３
０． ３３５ ２
０． ３２４ ８

大黄酚
１． ６０２ ８
１． ３９７ ３
２． ０４１ ８
１． ８９３ ２
２． ６２１ ７

大黄素甲醚
０． ３０７ ５
０． ２５９ １
０． ３２１ ７
０． ２８４ ５
０． ３５８ ６

总量
２． ６５５ ３
２． ４６８ ７
３． ０６７ １
２． ９２３ １
３． ７２６ ０

重复性试验：取同一批（批号为１４０９０２）样品，依法
平行制备６份供试品溶液，按２． １项下色谱条件进样分
析，记录峰面积，并计算ＲＳＤ。结果芦荟大黄素、大黄
酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的ＲＳＤ分别为
０． ９７％，１． ４９％，２． ３５％，１． ５６％，１． ０４％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明
方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量（批号为１４０９０２）的样
品６份，每份约０． ５ ｇ，按１ ∶ １的比例加入对照品，依法
制备供试品溶液，按２． １项下色谱条件进样分析，计算
回收率。结果见表２。
２． ４ 样品含量测定

取不同批次样品约１． ０ ｇ，每个批次平行取３份，制
备供试品溶液，按２． １项下色谱条件进样分析，以外标
法计算含量。结果见表３。
３ 讨论
３． １ 提取方法选择

参照单因素考察法，试验中比较了２种提取方法
（超声、回流），提取时间（３０，４５，６０ ｍｉｎ），提取溶剂（甲
醇、乙醇），料液比（１ ∶ １０，１ ∶ ２５，１ ∶ ５０），结果显示，以２５
倍量的甲醇回流提取３０ ｍｉｎ后再水解提取５种蒽醌类
成分所得含量最高。
３． ２ 水解条件选择

蒽醌类成分易与糖结合，大部分以苷的形式存在。
在测定时需先水解成苷元，结果显示，采用２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
硫酸的水解效果优于８％的盐酸犤 １２ 犦，故选用２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
的硫酸水解后氯仿萃取的提取方法。
３． ３ 流动相选择

试验中比较了甲醇－水犤 １３ 犦，甲醇－ ０． １％磷酸水犤 １４ 犦

和乙腈－ ０． １％磷酸水溶液犤 １５ 犦３种流动相。结果显示，当
以甲醇－ ０． １％磷酸水溶液（７５ ∶ ２５，Ｖ ／ Ｖ）为流动相及洗
脱程序时，５种蒽醌类成分均能与相邻色谱峰完全分离，
且峰形较好，可能是蒽醌类化合物大都具有酚羟基，显弱
酸性，在流动相中加入一定的酸可抑制其电离，从而改善
峰形。
３． ４ 研究价值

复方胆通片现行标准中含量测定项以羟甲基香豆
素为指标成分，并未收入蒽醌类成分含量测定。有文献

以大黄素为指标成分，建立了复方胆通片中大黄素的含
量测定方法，但单一成分并不能完整地反映和保证药物
的疗效和质量，故本试验中建立了复方中成药大黄的
５种蒽醌类成分含量测定方法，为以５种蒽醌类成分的
总含量为含量测定要求的研究奠定了基础。
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