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声提取１５，３０，４５ｍｉｎ，称定质量，用甲醇－盐酸（１００∶１，
Ｖ／Ｖ）补足减失的质量，摇匀，取续滤液，用０．４５μｍ微
孔滤膜滤过，精密吸取１０μＬ，注入液相色谱仪，测得盐
酸小檗碱含量分别为 ０．５７１２，０．６６８０，０．６６７３ｍｇ／ｇ。
可见，超声提取３０ｍｉｎ盐酸小檗碱含量最高，故确定超
声提取时间为３０ｍｉｎ。
３．３ 方法评价

本研究中建立了多动安颗粒中黄连、佛手、麻黄、熟地

黄的薄层色谱鉴别方法，对该制剂中盐酸小檗碱含量进行

测定，并对方法学进行了考察。该方法简单，专属性强、耐

用性好，可用于多动安颗粒的质量控制。
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高效液相色谱法测定决明子４种成分含量
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摘要：目的 建立同时测定决明子中４种成分含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。方法 色谱柱为迪马Ｄｉｍｏｎｓｉｌ柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动
相为乙腈－甲醇 －０．１％磷酸溶液（４９∶７∶４４，Ｖ／Ｖ／Ｖ），等度洗脱，柱温为 ３０℃，检测波长为 ２２２ｎｍ，流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为

１０μＬ。结果 进样量线性范围橙黄决明素为０．０２４６４～０．２４６４μｇ（ｒ＝０．９９９９９），大黄素为０．０１７４～０．１７４μｇ（ｒ＝０．９９９９９），大黄酚
为０．０２９５６～０．２９５６μｇ（ｒ＝０．９９９９９），大黄素甲醚为０．０１６～０．１６μｇ（ｒ＝０．９９９９８）；平均回收率橙黄决明素、大黄素、大黄酚、大黄
素甲醚分别为９９．４１％，９９．５１％，９９．４８％和９９．２４％，ＲＳＤ分别为０．５８％，０．８２％，０．９５％和０．９０％牗ｎ＝６牘。结论 该方法可用于决明

子质量的综合评价。
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决明子主要含蒽醌类，有橙黄决明素、大黄素、大黄

酚、大黄素甲醚、美决明素、黄决明素、决明素、芦荟大黄

素等多种蒽醌苷元和与糖结合成的苷类犤１－４犦，具有清热明

目犤５犦、润肠通便犤６犦功效。２０１５年版《中国药典（一部）》犤７犦

中以橙黄决明素和大黄酚为决明子药材的检测指标，其供

试品溶液的前处理方法烦琐、复杂。本研究中采用普通的

高效液相色谱仪、等度洗脱，同时测定了决明子中橙黄决

明素、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的含量。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱仪，包括ＤＧＵ－２０Ａ
型泵，ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ型二极管阵列检测器，ＬＣ－ｓｏｌｕｔｉｏｎ型
色谱工作站，ＳＩＬ－２０Ａ型自动进样器（日本岛津公司）。

试药：决明子药材牗共３批，承德燕峰药业有限责任
公司牘，由河北省药品检验研究院韩桂茹主任药师鉴定
为决明子 ＧａｓｓｉａｏｂｔｕｓｉｆｏｌｉａＬ．的种子；橙黄决明素对照
品（批号为 １１１９００－２０１２０２，供含量测定用，含量以
９５．０％计），大黄素对照品（批号为１１０７５６－２００１１０，供
含量测定用），大黄酚对照品（批号为１１０７９６－２０１３１９，
供含量测定用，含量以 ９９．６％计），大黄素甲醚对照品
（批号为 １１０７５８－２０１０１３，供含量测定用，含量以
９９．８％计），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇（批
号为 １６１２１８）、乙腈（批号为 １６１１２３）均为色谱纯，均购
自天津市科密欧化学试剂有限公司；磷酸（分析纯，天津

市红岩化学试剂厂，批号为０９０９０３）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：迪马Ｄｉｍｏｎｓｉｌ柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流

动相：乙腈－甲醇－０．１％磷酸溶液（４９∶７∶４４，Ｖ／Ｖ／Ｖ），等
度洗脱；柱温：３０℃；检测波长：２２２ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进
样量：１０μＬ。理论板数按橙黄决明素峰计应不低于６０００。
２．２ 溶液制备

对照品溶液：取在干燥器中干燥 ２４ｈ的橙黄决明
素、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照品适量，精密称定，

加甲醇制成原液，取原液适量，加９０％甲醇制成每１ｍＬ
含橙黄决明素 ０．００９ｍｇ、大黄素 ０．００４ｍｇ、大黄酚
０．０１５ｍｇ、大黄素甲醚０．００４ｍｇ的混合溶液，即得。

供试品溶液：取决明子药材细粉０．５ｇ，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加入甲醇－盐酸溶液牗１０∶１，Ｖ／Ｖ牘
２５ｍＬ，称定质量，置 ８０℃水浴中加热回流 ３０ｍｉｎ，放
冷，若瓶壁有黏附，超声去除，再称定质量，用甲醇补足

减失的质量，摇匀，滤过，精密量取续滤液３ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，加２％氢氧化钠溶液１．５ｍＬ，加甲醇至刻度，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２．３ 方法学考察
线性关系考察：取每１ｍＬ含橙黄决明素０．０１２３２ｍｇ、

大黄素 ０．００８７ｍｇ、大黄酚 ０．０１４７８ｍｇ、大黄素甲醚
０．００８ｍｇ的对照品溶液，分别进样 ２，５，１０，１５，２０μＬ，
测定峰面积，以进样量牗Ｘ牘为横坐标、峰面积牗Ｙ牘为纵
坐标进行线性回归。回归方程分别为，橙黄决明素Ｙ＝
３３９６３６７．８Ｘ＋７７０，ｒ＝０．９９９９９；大黄素 Ｙ＝３８２２４１２．５Ｘ－
３９２３，ｒ＝０．９９９９９；大黄酚 Ｙ＝５８１９２３２．８Ｘ－６６５５，
ｒ＝０．９９９９９；大黄素甲醚 Ｙ＝２９２９０２１．８Ｘ－７５５７，
ｒ＝０．９９９９８。结果表明，橙黄决明素、大黄素、大黄酚、
大黄素甲醚进样量分别在 ０．０２４６４～０．２４６４μｇ，
０．０１７４～０．１７４μｇ，０．０２９５６～０．２９５６μｇ，０．０１６～
０．１６μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取同一对照品溶液，连续进样５次，每
次 １０μＬ，测定峰面积。结果橙黄决明素、大黄素、大黄
酚和大黄素甲醚的峰面积平均值分别为 ２８４６１６，
７７７４３，７８０７４４，１３１６３４，ＲＳＤ分别为 ０．６３％，０．４１％，
０．４０％，０．５１％牗ｎ＝５牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于０，１，２，８，
２４ｈ时进样，测定峰面积。结果橙黄决明素、大黄素、大
黄酚、大黄素甲醚峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．４１％，
０．２７％，０．０６％，０．６４％牗ｎ＝５牘，表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：依据 ２０１５年版《中国药典（四部）》中
药品质量标准分析方法验证指导原则项下规定，采用同

一浓度的 ６份样品进行评价，即以 １００％的剂量，取同
一批样品（１号样）６份，依法制备供试品溶液，并测定含
量。结果样品中橙黄决明素、大黄素、大黄酚、大黄素甲

醚的平均含量分别为１．４３０，０．３５０，２．２５１，０．７９２ｍｇ／ｇ，
ＲＳＤ分别为 ０．１３％，０．４２％，０．０９％，０．３２％牗ｎ＝６牘，
表明方法重复性良好。

加样回收试验：按重复性试验项下方法，取已知含

量的同一批样品 ６份（１号样），每份 ０．２５ｇ，按 １∶１的
比例加入相应量的对照品，依法制备供试品溶液，测定

含量，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

因是单味药材，空白试剂无干扰，仅提供样品的测

定图谱，详见图１。含量测定结果见表２。
３ 讨论

３．１ 测定方法选择
采用普通的色谱仪、等度洗脱，以乙腈－甲醇－０．１％

磷酸溶液牗４９∶７∶４４，Ｖ／Ｖ／Ｖ牘为流动相，在牗２２２±１牘ｎｍ
波长处同时测定决明子药材中橙黄决明素、大黄素、大

黄酚、大黄素甲醚的含量，各波峰分离度符合要求，进样

１针，３５ｍｉｎ出峰完毕。一台普通液相色谱仪即可完成
测定，试验成本降低，普及范围大。
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０．２５０４
０．２５０３
０．２５０８
０．２５０１
０．２５０６
０．２５１０

Ａ
３５８．１
３５６．３
３５８．６
３５７．６
３５８．４
３５８．９

Ｂ
８７．６
８７．６
８７．８
８７．５
８７．７
８７．８

Ｃ
５６３．７
５６３．４
５６４．６
５６３．０
５６４．１
５６５．０

Ｄ
１９８．３
１９８．２
１９８．６
１９８．１
１９８．５
１９８．８

Ａ
３６０．０
３６０．０
３６０．０
３６０．０
３６０．０
３６０．０

Ｂ
８８．０
８８．０
８８．０
８８．０
８８．０
８８．０

Ｃ
５７０．０
５７０．０
５７０．０
５７０．０
５７０．０
５７０．０

Ｄ
２００．０
２００．０
２００．０
２００．０
２００．０
２００．０

Ａ
７１６．５
７１２．６
７１５．５
７１７．７
７１３．７
７１９．１

Ｂ
１７４．３
１７４．９
１７５．２
１７５．６
１７４．９
１７６．５

Ｃ
１１３０．７
１１２５．６
１１３５．９
１１３２．６
１１２３．３
１１３７．８

Ｄ
３９４．１
３９５．４
３９７．６
３９８．１
３９６．８
３９９．４

Ａ
９９．５６
９８．９７
９９．１４
１００．０３
９８．６９
１００．０６

Ｂ
９８．５２
９９．２０
９９．３２
１００．１１
９９．０９
１００．８０

Ｃ
９９．４７
９８．６３
１００．２３
９９．９３
９８．１０
１００．４９

Ｄ
９７．９０
９８．６０
９９．５０
１００．００
９９．１５
１００．３０

Ａ

９９．４１

Ｂ

９９．５１

Ｃ

９９．４８

Ｄ

９９．２４

Ａ

０．５８

Ｂ

０．８２

Ｃ

０．９５

Ｄ

０．９０

取样量

（ｇ）
样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为橙黄决明素，Ｂ为大黄素，Ｃ为大黄酚，Ｄ为大黄素甲醚。

表１ 加样回收试验结果牗ｎ＝６牘

ｔ／ｍｉｎ

Ｕ／μＶ
７５０００

５００００

２５０００

０

０ １０ ２０ ３０

１

２

３

４

ｔ／ｍｉｎ

Ｕ／μＶ
７５０００

５００００

２５０００

０

０ １０ ２０ ３０
Ｂ

Ａ

１

２

３

４

１．橙黄决明素 ２．大黄素 ３．大黄酚 ４．大黄素甲醚

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

表２ 决明子４种成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

批号

１
２
３

橙黄决明素

１．４３０
１．２８５
１．４１５

大黄素

０．３５０
０．３２８
０．６７７

大黄酚

２．２５１
２．２２９
２．２３２

大黄素甲醚

０．７９２
０．６７５
０．７７６

总含量

４．８２３
４．５１７
５．１００

３．２ 供试品溶液前处理程度改进
２０１５年版《中国药典》中需甲醇加热回流提取，取

适量提取液蒸干、残渣再加稀盐酸水解，水解液用三氯

甲烷萃取 ４次，萃取液再蒸干，用溶剂定容。粗略地计
算，处理 １批样品需有机溶剂 １９５ｍＬ，耗时 ５～６ｈ，费
时费力，且严重污染环境。以无浓缩、萃取、蒸干的环保

方法，取代了甲醇提取、提取液蒸干、水溶解、三氯甲烷

萃取、萃取液再蒸干、有机溶剂定容的传统方法，效率提

高、时间缩短、环境污染降低，精密度和准确度提升。

３．３ 流动相等度洗脱程序选择
目前，决明子或其制剂的含量测定中多数是测定橙

黄决明素和大黄酚含量犤８－１１犦，也有测定橙黄决明素、大

黄素、大黄酚含量的犤１２犦，还有测定橙黄决明素、大黄素、

大黄酚、大黄素甲醚含量的犤１２－１３犦，最多测定到 １２种蒽
醌类成分犤１４犦，均为梯度洗脱，除采用超高效液相色谱

法，特定的超高效液相色谱柱出峰时间在 ４ｍｉｎ犤１２犦（但
波峰分离不佳，尤其是样品中大黄素波峰保留时间与对

照品相差较大）内外，其余测定 ４种成分的梯度洗脱时
间多设定为４０ｍｉｎ以上。
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