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二黄益肾汤系山东省济宁市中医院肾病科的临床

经验方，由丹参、炒白术、大黄、炙淫羊藿等１０味中药组
方，具有补益脾肾、降浊排毒、活血通络之功效，用于气

虚湿瘀型慢性肾功能不全（ＣＫＤ３～４期）的治疗。为确
定其制备工艺的合理性，全面有效控制质量，保障临床

用药安全、有效，本研究中采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对方
中大黄和白术进行了定性鉴别，采用反相高效液相色谱

（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法测定丹参中丹参素和原儿茶醛及淫羊
藿中淫羊藿苷的含量，为进一步完善二黄益肾汤的质量

标准提供依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

ＡＢ－１３５Ｓ型电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，精度为十万
分之一）；ＫＱ－５００ＤＢ型超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司，功率为 ３００Ｗ，频率为 ２５ｋＨｚ）；ＺＦ－８型

暗箱三用紫外分析仪（上海一科仪器有限公司）。

１．２ 试药
大黄对照药材（批号为 １２０９８４－２０１２０２），白术对

照药材（批号为１２０９２５－２０１６１１），丹参素钠对照品（纯
度≥９８％，批号为 １１０８５５－２０１６１４），原儿茶醛对照品
（纯度≥９９％，批号为１１０８１０－２０１６０８），淫羊藿苷对照
品（纯度≥９８％，批号为１１０７６６－２０１７２１），均购自中国
食品药品检定研究院；二黄益肾汤（济宁市中医院制剂

室自制，批号分别为 ２０１８１２１７，２０１８１２１９，２０１８１２２１，规
格为每瓶 １５０ｍＬ）；甲醇，乙腈（色谱纯，ＡｖａｎｔｏｒＰｅｒｆｏｒ
ｍａｎｃｅＭａｔｅｒｉａｌｓ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ；ＧＣ≥９９．９％）；娃哈哈纯净
水 ；丹 参 （批 号 为 ２０１８０３２０１）、炒 白 术 （批 号 为
２０１８０４１２２）、大黄（批号为２０１８０１２９１）、炙淫羊藿（批号
为 ２０１８０３２６６）等 １０味药材均由济宁邦尔中药饮片有
限公司提供，经济宁市中医院刘会芳副主任中药师鉴定

为正品，均符合《中国药典牗一部牘》相关规定。

二黄益肾汤质量标准研究

田雪芬，郭文厂，李冬冬△，黄秀贞
（山东省济宁市中医院，山东 济宁 ２７２１００）

摘要：目的 建立二黄益肾汤的质量控制标准。方法 原药材经水提、浓缩、纯化；采用薄层色谱鉴别方中大黄、白术２味药材；采用反相
高效液相色谱法分别测定丹参素、原儿茶醛、淫羊藿苷的含量。结果 薄层色谱法能准确定性鉴定大黄、白术，斑点清晰，阴性对照无干

扰；丹参素、原儿茶醛、淫羊藿苷质量浓度分别在 ６．１～９７．６μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００），１．６８８～２７．０００μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００），

８．０６３～１２９．０００μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率分别为９９．５８％，１０１．４４％，９９．８０％，ＲＳＤ分别为２．３６％，
１．３０％，１．０８％（ｎ＝６）。结论 该方法简单合理，专属性强，准确可靠，重复性好，定性和定量分析准确，可用于二黄益肾汤的质量控制。
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１ ２ ３ １ ２ ３
Ａ Ｂ

１．供试品溶液 ２．对照药材溶液 ３．阴性对照药材溶液

Ａ．日光 Ｂ．紫外光灯（３６５ｎｍ）

图１ 大黄薄层色谱图

１ ２ ３

１．供试品溶液 ２．对照药材溶液 ３．阴性对照药材溶液
图２ 白术薄层色谱图

２ 方法与结果

２．１ 样品制备
按处方称取丹参、炒白术、大黄、炙淫羊藿等 １０味

药材，其中炒白术、砂仁、莪术混合加 １０倍量水，浸泡
０．５ｈ，采用水蒸气蒸馏法提取挥发油，冷藏备用；大黄
加 １２倍量水，浸泡０．５ｈ，微沸 ５ｍｉｎ，滤过，备用；其余
６味药材与提取挥发油的药渣和蒸馏后的水溶液、大黄
药渣混合，加 １４倍量水，浸泡 ０．５ｈ，煎煮 １ｈ，倾出煎
液；药渣再加 １０倍量水，煎煮 ４０ｍｉｎ，倾出煎液，合并
２次煎液，滤过；将滤液浓缩至约 ３５０ｍＬ，放冷至室温，
搅拌下加入大黄滤液，冷藏、静置过夜，滤过，滤液加热

至沸，放冷，加入上述挥发油，加纯化水至 ４５０ｍＬ，混
匀，即得样品。

２．２ 薄层色谱鉴别
大黄：取样品（批号为２０１８１０１４）３０ｍＬ，加盐酸２ｍＬ，

加热回流 ３０ｍｉｎ，立即冷却，用乙醚提取 ２次，每次
４０ｍＬ，合并乙醚液，溶剂挥干，残渣加三氯甲烷 １ｍＬ
使溶解，作为供试品溶液。取大黄对照药材 ０．５ｇ，加甲
醇 ２０ｍＬ，超声处理 ２０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加水
１０ｍＬ使溶解，按供试品溶液制备方法制备对照药材溶
液。取除大黄外的其余药材，按处方和样品制备工艺制

备不含大黄的阴性对照品，按供试品溶液制备方法制备

阴性对照药材溶液。照 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》通
则 ０５０２中 ＴＬＣ法，吸取供试品溶液 ８μＬ和对照药材
溶液 ６μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以石油醚
（３０～６０℃）－甲酸乙酯－甲酸（７．５∶２．５∶０．６，Ｖ／Ｖ／Ｖ）
的上层溶液为展开剂，展开，取出，晾干，置氨蒸气中熏

至斑点显色清晰犤１－３犦。供试品溶液色谱中，在与对照药

材溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点，置紫外光灯

（３６５ｎｍ）下检视，显相同颜色的荧光斑点，阴性对照无
干扰。详见图１。

白术：取样品（批号为 ２０１８１０１４）９０ｍＬ，加乙醚振

摇提取２次，每次１００ｍＬ，合并乙醚液，溶剂挥干，残渣
加环己烷１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。另取白术对照
药材 ２．０ｇ，加水 ５０ｍＬ，加热回流 ３０ｍｉｎ，放冷，滤过，
用乙醚提取 ２次，每次 ６０ｍＬ，合并乙醚液，挥干，残渣
加环己烷１ｍＬ使溶解，作为对照药材溶液。取除白术外
的其余药材，按处方和样品制备工艺制备不含白术的阴

性对照品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照药材溶

液。照 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》通则 ０５０２中 ＴＬＣ
法，吸取上述 ３种溶液各 １０μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ
薄层板上，以石油醚（６０～９０℃）－乙酸乙酯（２∶１，Ｖ／Ｖ）
为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 １０％硫酸乙醇溶液，
在 １０５℃加热至斑点显色清晰，置紫外光灯（３６５ｎｍ）
下检视犤１，４犦。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱

相应位置上显相同颜色的荧光斑点，阴性对照无干扰。

详见图２。

２．３ 丹参素和原儿茶醛含量测定
２．３．１ 色谱条件犤５－７犦

色谱柱：ＰｕｒｏｓｐｈｅｒｓｔａｒＲＰ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈（流动相Ａ），０．４％冰醋酸－水溶液
（流动相 Ｂ），０～３５ｍｉｎ时 ３％～１０％（Ａ）；检测波长：
２８０ｎｍ；柱温：３０℃；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：８μＬ。
２．３．２ 溶液制备

分别取丹参素钠对照品 １．０７ｍｇ和原儿茶醛对照
品０．２７ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度，摇匀，即得质量浓度为 ０．０９７６ｇ／Ｌ的丹参素对照
品贮备液（１ｍｇ丹参素钠相当于 ０．９１２ｍｇ丹参素）和
０．０２７０ｇ／Ｌ的原儿茶醛对照品贮备液。按２．１项下方
法制备样品，精密量取５ｍＬ，置１０ｍＬ棕色容量瓶中，加
５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，离心，取上清液，过滤，即得
供试品溶液。

２．３．３ 方法学考察

专属性试验：按处方和制备工艺制备不含丹参的阴

性对照样品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶

液。分别精密吸取上述 ３种溶液各 １０μＬ，注入液相色
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图３ 丹参高效液相色谱图

表１ 样品含量测定结果（ｍｇ／１００ｍＬ，ｎ＝３）

批号

２０１８１２１７
２０１８１２１９
２０１８１２２１

丹参素

１７．８０
１７．５４
１８．０２

原儿茶醛

８．２０
８．３０
８．３２

淫羊藿苷

１６．１５
１６．０９
１６．１７

谱仪，按拟订色谱条件进样测定。色谱图见图３。
线性关系考察：精密量取上述对照品贮备液，用甲

醇逐级稀释成６．１，１２．２，２４．４，４８．８，７３．２，９７．６μｇ／ｍＬ
系列质量浓度的丹参素对照品溶液和 １．６８８，３．３７５，
６．７５０，１３．５００，２０．２５０，２７．０００μｇ／ｍＬ系列质量浓度的
原儿茶醛对照品溶液，精密吸取上述对照品溶液各１６μＬ，
按拟订色谱条件依法分别进样，记录峰面积。以质量浓

度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性拟合，得
丹参素的回归方程 Ｙ丹 ＝１３０３５．９１２Ｘ丹 －４３６９．２２３，
ｒ＝１．００００牗ｎ＝６牘；原儿茶醛的回归方程 Ｙ原 ＝
７１３１０．２３７Ｘ原 －６８４１．４６０，ｒ＝１．００００。结果表明，丹
参素和原儿茶醛的质量浓度分别在６．１～９７．６μｇ／ｍＬ，
１．６８８～２７．０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取上述对照品混合贮备液８μＬ，
按拟订色谱条件进样测定，连续进样６次。结果丹参素
和原儿茶醛峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．９６％和 １．４０％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为２０１８１２１９），精密吸取
供试品溶液 １０μＬ，按拟订色谱条件分别于 ０，４，８，１２，
１６，２４ｈ时进样测定。结果丹参素和原儿茶醛含量的
ＲＳＤ分别为２．６７％和２．０８％（ｎ＝６），表明供试品溶液
在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为２０１８１２１９），依法制备
供试品溶液 ６份，按拟订色谱条件进样测定，各进样 １
次。结果丹参素和原儿茶醛含量的 ＲＳＤ分别为２．５４％
和１．２１％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：平行取６份已知含量的样品（批号
为２０１８１２１９）４５ｍＬ，分为平行２份３个水平，分别加入
含量相当量８０％，１００％，１２０％的丹参素和原儿茶醛混
合对照品，依法制备供试品溶液，进样１０μＬ，记录色谱
图，测量丹参素和原儿茶醛的峰面积，代入回归方程计

算。结果丹参素的平均回收率为 ９９．５８％，ＲＳＤ为
２．３６％（ｎ＝６）；原儿茶醛的平均回收率为 １０１．４４％，

ＲＳＤ为１．３０％（ｎ＝６）。
定量限、检测限确定：取上述对照品贮备液逐级稀

释，取信噪比（Ｓ／Ｎ）为 １０的作为定量限，丹参素和原
儿茶醛的定量限分别为１１．１４６，１．０１３ｎｇ；取 Ｓ／Ｎ为３
的作为检测限，丹参素和原儿茶醛的检测限分别为

１．７９３ｎｇ和０．００６８０ｎｇ。
２．３．４ 样品含量测定

取 ３批样品，按供试品溶液制备方法平行制备 ２
份，按拟订色谱条件分别进样测定，计算样品中丹参素

和原儿茶醛的含量。结果见表１。

２．４ 淫羊藿苷含量测定
２．４．１ 色谱条件犤８－９犦

色谱柱：ＰｕｒｏｓｐｈｅｒＳｔａｒＲＰ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：以乙腈－０．１％磷酸溶液（２６∶７４，
Ｖ／Ｖ）；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２６９ｎｍ；进样
量：８μＬ。
２．４．２ 溶液制备

取淫羊藿苷对照品 １．２９ｍｇ，精密称定，置 １０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得质量浓度为

０．１２９ｇ／Ｌ的淫羊藿苷对照品贮备液。精密吸取样
品（批号为２０１８１２１７）５ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇
４０ｍＬ，超声处理（功率为 ３００Ｗ，频率 ２５ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，
放冷，加甲醇至刻度，摇匀，滤过，续滤液浓缩至 ５ｍＬ，
即得供试品溶液。

２．４．３ 方法学考察

专属性试验：按处方和制备工艺制备不含淫羊藿的

阴性对照样品，按供试品溶液的制备方法制成阴性对照

品溶液。分别精密吸取上述 ３种溶液各 １０μＬ，注入液
相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定。色谱图见图４。

线性关系考察：精密量取上述对照品贮备液，用甲

醇逐级稀释成 ８．０６３，１６．１２５，３２．２５０，６４．５００，９６．７５０，
１２９．０００μｇ／ｍＬ系列质量浓度的对照品溶液，精密吸取
上述对照品溶液各１６μＬ，按拟订色谱条件及方法分别
进样，记录峰面积。以对照品溶液质量浓度（Ｘ）为横坐
标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性拟合，得淫羊藿苷的
回归方程 Ｙ＝３３２６７．２１７Ｘ＋１０１６３．５３８，ｒ＝１．００００
牗ｎ＝６牘。结果表明，淫羊藿苷质量浓度在 ８．０６３～
１２９．０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。

精密度试验：精密吸取上述对照品贮备液 １０μＬ，
按拟订色谱条件连续进样６次，记录淫羊藿苷的峰面积。
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结果的 ＲＳＤ为０．４８％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取样品（批号为２０１８１２１７），依法制备

供试品溶液，精密吸取５μＬ，按拟订色谱条件分别于０，
４，８，１２，１６，２４ｈ时进样测定。结果淫羊藿苷含量的
ＲＳＤ为２．４９％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定
性良好。

重复性试验：取样品（批号为２０１８１２１７），依法制备
供试品溶液６份，按拟订色谱条件进样测定。结果淫羊
藿苷含量的 ＲＳＤ为 １．８４％（ｎ＝６），表明方法重复性
良好。

加样回收试验：平行取６份已知含量的样品各１０ｍＬ，
分为平行 ２份 ３个水平，分别加入含量相当量 ８０％，
１００％，１２０％的淫羊藿苷对照品粉末，依法制备供试品
溶液，每次进样 ５μＬ，记录色谱图，测量淫羊藿苷的峰
面积，代入回归方程计算。结果淫羊藿苷的平均回收率

为９９．８０％，ＲＳＤ为１．０８％（ｎ＝６）。
定量限、检测限确定：取上述对照品贮备液逐级稀

释，取信噪比（Ｓ／Ｎ）为 １０的作为定量限，淫羊藿苷的
定量限为 １．９５４ｎｇ；取 Ｓ／Ｎ为 ３的作为检测限，淫羊
藿苷的检测限为０．２７９ｎｇ。
２．４．４ 样品含量测定

取 ３批 （批 号 分 别 为 ２０１８１２１７，２０１８１２１９，
２０１８１２２１）样品，依法平行制备２份供试品溶液，按拟订
色谱条件分别进样测定，计算含量。结果见表１。
３ 讨论

３．１ 薄层色谱鉴别要求
对白术进行薄层色谱鉴别时，１０５℃加热至紫外灯

下检视，主斑点不清晰，１０５℃加热时间略长，但羧甲基
纤维素未碳化变黑后，主斑点显色清晰。对大黄进行薄

层鉴别时，参考 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》中八正合
剂相应药材的鉴别方法，方法简单、合理，斑点显色清

晰，分离效果好。

３．２ 丹参中有效成分含量分析指标确定
丹参中有效成分主要为脂溶性的丹参酮类和水溶

性的酚酸类化合物，２０１５年版《中国药典牗一部牘》规定
了丹参的含量测定成分为丹参酮类和丹酚酸Ｂ。丹参酮
类化合物具有脂溶性高、对光和温度不稳定、半衰期短

等缺点。ＧＯＮＧ等犤１０犦报道了丹酚酸 Ｂ受热后降解为丹
酚酸Ａ、咖啡酸、丹酚酸Ｃ、丹参素、原儿茶醛等，其降解
产物可作为以丹酚酸 Ｂ为指标进行含量分析的物质基
础。原儿茶醛具有抗氧化、抑制血小板聚集、改善肾脏血

循环、减轻急性肾损伤引起的肾小管坏死的作用犤１１犦；丹

参素可降低肾小管上皮细胞转分化为成纤维细胞的比

率，维持肾小管上皮细胞的正常形态犤１２犦。对含有丹参的

中药复方制剂进行含量测定时，多以丹参素和原儿茶醛

作为指标犤１３犦。故本试验中选择了丹参中的 ２种水溶性
成分（丹参素和原儿茶醛）为指标进行含量分析。

３．３ 流动相选择
流动相采用了甲醇（Ｂ）－０．４％冰醋酸水溶液（Ｃ）

等度洗脱犤１４犦，结果发现峰形拖尾较严重，样品中化合物的

峰高被压得很低。选择流动相乙腈（Ｂ）－０．４％冰醋酸水溶
液（Ｃ）梯度洗脱，０～７ｍｉｎ时２％～５％（Ｂ），７～３５ｍｉｎ时
５％～１３％（Ｂ）犤５犦，但原儿茶醛与其前面一个未知峰未分
开。经多次调整梯度洗脱的流动相比例，但峰形越来越

无法分开，因此减少梯度洗脱比例变化的幅度，采用乙

腈（Ｂ）－０．４％冰醋酸水溶液（Ｃ）梯度洗脱，０～４０ｍｉｎ
时 ３％～９％（Ｂ）、０～３５ｍｉｎ时 ３％～１１％（Ｂ），前者出
峰时间较长，后者原儿茶醛与其前面一个峰相邻太近。

最后采用０～３５ｍｉｎ时３％～１０％（Ｂ）的比例，则丹参素和
原儿茶醛可完全与杂峰分离，且峰形和出峰时间较好。

３．４ 淫羊藿流动相和检测波长选择
淫羊藿中多以淫羊藿苷为指标进行含量测定犤１５－１６犦。

曾考察乙腈－水（２５∶７５，２６∶７４，２８∶７２，３０∶７０，Ｖ／Ｖ牘，其
中流动相比例为２５∶７５时出峰时间太长，为 ２８∶７２和
３０∶７０时基线不稳，为２６∶７４时样品分离度良好，略有拖
尾。故确定用乙腈－０．１％磷酸水溶液（２６∶７４，Ｖ／Ｖ）作
为淫羊藿苷的流动相。使用二极管阵列检测器（ＰＤＡ）
进行了全波长扫描（１９０～８００ｎｍ），结果淫羊藿样品
在２６９ｎｍ波长处淫羊藿苷有较大吸收，且杂质成分干
扰少，故选择２６９ｎｍ作为淫羊藿苷的检测波长。
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