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知柏地黄丸是由知母、黄柏、熟地黄、山茱萸（制）、牡丹

皮、山药、泽泻和茯苓组成[1]。该方载于《医学金鉴》，为传统的

中药方剂，具有滋阴降火之功效，临床用于治疗阴虚火旺、潮

热盗汗、口干咽痛、耳鸣遗精、小便短赤。知柏地黄丸（浓缩

丸）收载于卫生部药品标准，原标准项下除了显微镜鉴别项和

常规检查外，无其他检测项目。方中知母为君药，芒果苷是知

母清热作用的有效成分，同时相关研究[2-5]表明，芒果苷具有免

疫活性、抗菌活性、抗单纯疱疹病毒活性，有抗氧化、抗糖尿

病、抗肿瘤等作用。为进一步完善知柏地黄丸的质量标准，本

研究建立了以高效液相色谱（HPLC）法测定该药中芒果苷含

量的方法。

1 材料
Agilent 1100 HPLC 仪及工作站（美国安捷伦公司）；

AB265-S型电子分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；HHS112

型恒温水浴箱（山东甄城华鲁电热仪器有限公司）；AS20500A

型超声波清洗器（天津Auto Science公司）。

芒果苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：111607-

200301）；知柏地黄丸（浓缩丸，河南省宛西制药股份有限公

司，批号：090912、100410、101110）；知母、黄柏、熟地黄、山茱

萸（制）、牡丹皮、山药、泽泻、茯苓药材（均购自广州市同健医

药连锁有限公司）；乙醇、冰醋酸、石油醚（分析纯，均购自广州

化学试剂厂）；乙腈（色谱纯，美国Sigma公司）；水为纯化水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件[6-8]

色谱柱：Agilent ODS C18柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流

动相：乙腈-0.2％冰醋酸水溶液（15 ∶ 85，V/V）；检测波长：258

nm；流速：1 ml/min；柱温：30 ℃；进样量：10 µl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取芒果苷对照品适量，置于250 ml

量瓶中，用乙醇溶解并稀释至刻度，即得对照品溶液（质量浓

度为5 µg/ml）。

2.2.2 供试品溶液 取知柏地黄丸样品适量，研细，取细粉约

5 g，精密称定，置于100 ml锥形瓶中，加石油醚（60～90 ℃）40

ml，超声处理（功率：250 W，频率：50 kHz）20 min，放冷，滤过，

弃去滤液，挥干，残渣精密加入乙醇50 ml，称定，水浴回流提取

1 h，取出，放冷，再称定，用乙醇补足减失的质量，摇匀，取上清

液，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液 按处方比例称取除去知母外的其他药

材适量，依照知柏地黄丸的制备工艺制备阴性样品，并按

“2.2.2”项下制备方法进行处理，即得阴性对照溶液。

2.3 系统适用性和专属性试验

按“2.1”项下色谱条件，分别精密吸取供试品溶液、对照品

溶液、阴性对照溶液各10 µl，注入HPLC仪进样，记录色谱，详

见图1。由图1可见，供试品色谱在与对照品色谱相应保留时

间处有一相同的色谱峰，而阴性对照色谱在此处无干扰。

2.4 线性关系考察

精密称取芒果苷对照品适量，加乙醇制成每1 ml含25 μg

的溶液，作为对照品贮备液。分别精密量取上述对照品贮备
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液 1、1.2、1.6、2、2.5、3 ml，置于 10 ml量瓶中，加乙醇稀释至刻

度，摇匀，得系列质量浓度溶液，按照“2.1”项下色谱条件进样

测定。以峰面积（y）为纵坐标，检测质量浓度（x）为横坐标，进

行线性回归，得回归方程 y＝3.778 1x－7.622 8（r＝0.999 8）。

结果表明，芒果苷检测质量浓度在 2.5～7.5 µg/ml范围内与峰

面积积分值呈良好的线性关系。

2.5 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下芒果苷对照品溶液 10 µl，按“2.1”项

下色谱条件重复进样6次，测定。结果，RSD＝0.13％，表明仪

器精密度良好。

2.6 稳定性试验

取“2.2.2”项下同一供试品溶液适量，分别于0、1、2、6、12、

24 h按“2.1”项下色谱条件进样测定。结果，RSD＝0.79％，表

明供试品溶液在24 h内质量稳定。

2.7 重复性试验

取知柏地黄丸样品（批号：101110）6 份，精密称定，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进

样测定和计算含量。结果，含芒果苷的量平均为 0.614 mg/g，

RSD＝0.96％，表明本方法重复性较好。

2.8 加样回收率试验

精密称取已知含芒果苷量（0.486 mg/g）的样品 9份，每份

1 g，分别按80％、100％、120％的比例精密加入对照品适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进

样测定，计算加样回收率，结果见表1。

2.9 样品含量测定

分别取知柏地黄丸3批样品适量，按“2.2.2”项下方法制备

供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算含量，结

果见表2。

3 讨论
以芒果苷对照品溶液进样，在200～400 nm波长范围内扫

描，发现在 240、258 nm波长处均有较大吸收，但在 240 nm波

长处杂质成分的吸收也较强，故以 258 nm波长作为芒果苷的

检测波长。

在选择流动相时，通过调节乙腈和水的比例无法实现芒

果苷与相邻组分的基线分离。加入冰醋酸改善了峰形，且将

相邻的两个峰的保留时间相对拉开，使分离度大于1.5，因此最

终确定流动相为乙腈-0.2％冰醋酸水溶液（15 ∶85，V/V）。

从本试验样品含量测定结果可知，产品中芒果苷含量变

化较大。笔者认为，这可能主要是由药材的产地及采收季节

不同所导致。建议生产厂家加强对原料药材的质量监控，并

制定相应的质控指标。

综上所述，本研究采用HPLC法测定知柏地黄丸中芒果苷

的含量，方法学验证结果表明，其精密度、稳定性、重复性等均

能满足定量的要求，且方法简便、快速、准确，适用于测定知柏

地黄丸及相关药材中芒果苷的含量。
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图1 高效液相色谱图
A.供试品；B.对照品；C.阴性对照；a.芒果苷

Fig 1 HPLC chromatograms
A. test samples；B. substance control；C. negative control；a. mangif-

erin
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表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

所含量，
mg

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

0.486 0

加入量，
mg

0.385 0

0.385 0

0.385 0

0.481 0

0.481 0

0.481 0

0.577 0

0.577 0

0.577 0

测得量，
mg

0.858 2

0.863 3

0.875 0

0.956 0

0.961 3

0.959 8

1.072 0

1.057 0

1.054 0

加样回收率，
％

98.53

99.12

100.46

98.86

99.41

99.26

100.87

99.42

99.17

平均加样回收率，
％

99.45

RSD，
％

0.75

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of content determination of samples（n＝3）

批号
090912

100410

101110

含芒果苷的量，mg/g

0.486

0.543

0.611

··3055


