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益肾衍嗣丸为河南省驻马店市第二中医院的院内

制剂，由当归、熟地黄、制何首乌、黄芪、枸杞子、菟丝子、

沙苑子、五味子、女贞子、山茱萸等中药组成，具有补肾、

助阳、生精的功效[1-5]。当归、地黄和何首乌为方中君药，

但目前尚未有同时测定该制剂中上述3种药材中相关主

要活性成分含量的报道。鉴于此，笔者采用双波长高效

液相色谱法（HPLC），建立了同时测定该制剂中当归的

主要活性成分阿魏酸[6-7]、地黄的主要活性成分梓醇[8-9]、

何首乌的主要活性成分大黄素和大黄素甲醚 [10-11]的含

量，以期为完善该制剂的质量控制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1260型HPLC仪，包括 G1311C 四元梯度泵带真空

脱气机、G1329B标准自动进样器、G4212B 二极管阵列

检测器、M8500AA 色谱工作站（美国 Agilent 公司）；

AG135 型 十 万 分 之 一 电 子 分 析 天 平（瑞 士 Me-

ttler-Toledo 公 司）；Synergy 185 型 超 纯 水 仪（美 国

Millipore公司）；KQ-300DE型数控超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

益肾衍嗣丸（河南省驻马店市第二中医院自制，批

号：20161201、20161202、20161203，规格：1 g/丸）；阿魏

酸对照品（批号：110773-201611，纯度：＞99.0％）、梓醇

对照品（批号：110808-201601，纯度：＞99.0％）、大黄素

对照品（批号：110756-201110，纯度：＞98.7％）、大黄素

甲醚对照品（批号：110789-201611，纯度：＞99.0％）均购

自中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱纯，磷酸为分

析纯，水为纯化水。

2 方法
2.1 色谱条件

色谱柱：Kromasil-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：甲醇 -0.1％磷酸溶液（78 ∶ 22，V/V）；流速：1.0
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色谱柱为Kromasil-C18，流动相为甲醇-0.1％磷酸溶液（78 ∶22，V/V），流速为1.0 mL/min，检测波长为 280 nm（阿魏酸、大黄素和大黄

素甲醚）、210 nm（梓醇），柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。结果：阿魏酸、梓醇、大黄素和大黄素甲醚检测质量浓度线性范围分

别为 0.090 8～2.270 0 μg/mL（r＝0.999 9）、0.199 0～4.975 0 μg/mL（r＝0.999 3）、0.354 0～8.850 0 μg/mL（r＝0.999 9）、0.336 0～

8.400 0 μg/mL（r＝0.999 7）；定量限分别为14.66、8.75、10.26、13.68 ng，检测限分别为5.66、2.67、3.78、4.25 ng；精密度、稳定性、重复

性试验的 RSD＜2.0％；加样回收率分别为 101.15％～102.73％（RSD＝0.58％，n＝6）、99.20％～101.69％（RSD＝1.20％，n＝6）、

100.90％～101.36％（RSD＝0.16％，n＝6）、95.64％～98.96％（RSD＝1.49％，n＝6）。结论：该方法准确可靠，操作简单，适用于益

肾衍嗣丸中4种成分含量的同时测定。
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mL/min；检测波长：280 nm（阿魏酸、大黄素和大黄素甲

醚）、210 nm（梓醇）；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取阿魏酸、梓醇、大黄

素、大黄素甲醚对照品分别为 9.08、9.95、8.85、8.40 mg，

各置于 10、10、5、5 mL量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得

单一对照品贮备液。取上述阿魏酸、梓醇、大黄素、大黄

素甲醚单一对照品贮备液各 0.5、1、1、1 mL，置于同一

100 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 取样品粉末约 1.0 g，精密称定，置

于 100 mL 具塞锥形瓶中，加 75％甲醇溶液 50 mL，于

50 ℃温浸 2 h，超声（功率：500 W，频率：40 kHz，下同）

处理 30 min，滤过，重复提取 2 次，合并提取液，减压回

收溶剂至干，加甲醇溶解并转移至 100 mL 量瓶中，定

容，摇匀，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的制备工艺和处方比例，

制备不含当归、地黄和何首乌的阴性样品，再按“2.2.2”

项下方法制备阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液、供试品溶液

和阴性对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱，详见图1。由图1可知，在该色谱条件下，

各成分峰与其他相邻峰均能达到基线分离，分离度＞

1.5；理论板数以阿魏酸峰计为 10 000，保留时间为 35.1

min。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 0.2、0.5、1.0、

2.0、5.0 mL ，分别置于10 mL量瓶中，加甲醇定容，摇匀，

作为系列混合对照品溶液。取上述系列混合对照品溶

液适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

以待测成分质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积（y）为

纵坐标进行线性回归。回归方程与线性范围见表1。

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当

信噪比为 10 ∶ 1 时，得 LOQ；当信噪比为 3 ∶ 1 时，得

LOD。结果，阿魏酸、梓醇、大黄素和大黄素甲醚的LOQ

分别为 14.66、8.75、10.26、13.68 ng，LOD 分别为 5.66、

2.67、3.78、4.25 ng。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 μL，按“2.1”项下

色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，阿魏

酸、梓醇、大黄素和大黄素甲醚峰面积的 RSD 分别为

1.26％、1.17％、0.36％、1.43％（n＝6），表明仪器精密度

良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：20161201）适量，

分别于室温下避光放置 0、2、4、6、8、12、24、36、48、72 h

时按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，

阿魏酸、梓醇、大黄素和大黄素甲醚峰面积的RSD分别

为 1.20％、0.39％、1.27％、1.17％（n＝10），表明供试品溶

液在室温下放置72 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取样品粉末（批号：20161201）6份，精密称定，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积并计算样品含量。结果，阿魏

酸、梓醇、大黄素和大黄素甲醚含量的平均值分别为

0.111 8、0.266 9、0.428 2、0.424 3 mg/g，RSD 分别为

1.89％、0.82％、1.81％、1.53％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.9 加样回收率试验

取样品粉末（批号：20161201）适量，共 6份，每份约

1.0 g，精密称定，分别置于 100 mL量瓶中，各加入一定
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ple（210 nm）；B2. test sample（210 nm）；C1. negative control（210
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表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges

待测成分
阿魏酸
梓醇
大黄素
大黄素甲醚

回归方程
y＝1.524 1x－0.243 2

y＝1.636 0x＋0.220 6

y＝1.433 5x－0.148 1

y＝1.813 4x－0.176 7

r

0.999 9

0.999 3

0.999 9

0.999 7

线性范围，μg/mL

0.090 8～2.270 0

0.199 0～4.975 0

0.354 0～8.850 0

0.336 0～8.400 0
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质量的待测成分对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

阿魏酸

梓醇

大黄素

大黄素甲醚

取样
量，g

1.099 9

1.001 8

1.001 7

1.003 4

1.002 6

1.003 2

1.099 9

1.001 8

1.0017

1.003 4

1.002 6

1.003 2

1.099 9

1.001 8

1.001 7

1.003 4

1.002 6

1.003 2

1.099 9

1.001 8

1.001 7

1.003 4

1.002 6

1.003 2

样品含
量，mg

0.108 9

0.100 6

0.099 9

0.103 8

0.102 6

0.103 2

0.253 2

0.245 8

0.245 1

0.241 1

0.240 3

0.240 8

0.435 6

0.427 6

0.428 1

0.431 1

0.430 2

0.431 6

0.428 7

0.418 7

0.418 2

0.422 1

0.410 7

0.421 5

加入量，
mg

0.113 5

0.113 5

0.113 5

0.113 5

0.113 5

0.113 5

0.248 8

0.248 8

0.248 8

0.248 8

0.248 8

0.248 8

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

0.442 5

测得量，
mg

0.224 3

0.215 4

0.216 5

0.218 9

0.217 6

0.218 1

0.500 9

0.492 6

0.492 1

0.494 1

0.493 1

0.493 8

0.883 8

0.875 2

0.874 6

0.879 6

0.878 3

0.878 9

0.846 3

0.846 8

0.846 1

0.845 3

0.848 6

0.845 7

加样回收
率，％
101.67

101.15

102.73

101.41

101.32

101.23

99.56

99.20

99.28

101.69

101.61

101.69

101.29

101.15

100.90

101.36

101.27

101.08

98.84

96.75

96.70

95.64

98.96

95.86

平均加样回
收率，％
101.58

100.50

101.18

97.13

RSD，
％

0.58

1.20

0.16

1.49

2.10 样品含量测定

取 3批样品粉末各适量，按“2.2.2”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并计算样品含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 3 Results of contents determination of samples

（n＝3，mg/g）

样品批号
20161201

20161202

20161203

阿魏酸
0.111 3

0.109 6

0.110 8

梓醇
0.267 7

0.261 8

0.258 9

大黄素
0.428 9

0.437 8

0.445 7

大黄素甲醚
0.424 8

0.436 7

0.431 4

3 讨论

3.1 检测波长的选择

笔者采用二极管阵列检测器进行全波长扫描发现，

梓醇在 210 nm波长处有最大吸收，阿魏酸、大黄素和大

黄素甲醚在280 nm波长处有最大吸收，故本试验采用上

述两种波长进行试验。

3.2 流动相的考察

笔者考察了不同比例的甲醇-水、乙腈-水、甲醇-乙

腈-0.4％磷酸、乙腈-0.2％醋酸铵、甲醇-0.1％磷酸溶液为

流动相时的色谱情况。综合考虑保留时间、峰形、分离

度等，最终确定本试验的流动相为定甲醇-0.1％磷酸溶

液（78 ∶22，V/V）。

3.3 提取溶剂及提取时间的考察

本试验比较了水、50％甲醇溶液、75％甲醇溶液、甲

醇为提取溶剂时的提取效果，结果75％甲醇溶液提取效

果最佳。因此，选择 75％甲醇溶液为提取溶剂。同时，

还考察了超声提取时间（15、30、60 min），结果表明，30

min与 60 min时样品提取效果基本相似，为节约试验时

间，最终选择超声时间为30 min。

综上所述，本方法准确可靠，操作简单，适用于益肾

衍嗣丸中4种成分含量的同时测定。
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