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白蔹药材中大黄素含量的反相高效液相色谱法测定

孟　飞，宋学立 （中国人民解放军联勤保障部队第九六〇医院淄博院区，山东 淄博  255300）

［摘要］　目的　建立白蔹药材中大黄素含量的测定方法，为完善白蔹药材的质量控制标准提供方法和依据。方法　采

用反相高效液相色谱法，色谱柱：Apollo-C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.2% 磷酸（85:15）；流速：1.0 ml/min；柱
温：室温；检测波长：220 nm。结果　在选定的色谱条件下，白蔹药材中大黄素在 0.124～3.968 μg/ml 范围内线性关系良好，直

线回归方程为 Y=53 962X–966.46，r=0.999 7，平均回收率为 99.7%，RSD 为 2.5%（n=9）。结论　该方法所测结果准确、灵敏度

高、重现性好，适用于白蔹药材中大黄素的含量测定。
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Emodin assay in Ampelopsis radix by RP-HPLC
MENG Fei，SONG Xueli（Zibo Branch of  No. 960 Hospital of Joint Logistic Support Force of PLA, Zibo 255300, China）

［Abstract］　 Objective　To establish a method for Emodin assay in Ampelopsis radix, and to improve the quality control of
Ampelopsis  radix. Methods　Reversed  phase  high  performance  liquid  chromatography  was  used.  The  column:  Apollo-C18 (4.6
mm×250  mm,  5  μm);  mobile  phase:  methanol:0.2%  phosphoric  acid  (85:15);  flow  rate:  1.0  ml/min;  column  temperature:  room
temperature;  detection  wavelength:  220  nm. Results　With  the  specified  chromatographic  conditions,  there  was  a  good  linear
relationship  for  Emodin  in Ampelopsis  radix in  the  range  of  0.124-3.968  μg/ml.  The  linear  regression  equation  was Y=
53 962X–966.46, r=0.999 7. The average recovery was 99.7%. RSD=2.5% (n=9). Conclusion　This method is accurate, sensitive
and repeatable. It is suitable for the determination of emodin in Ampelopsis radix.

［Key words］　Ampelopsis radix；emodin；HPLC

白蔹为葡萄科蛇葡萄属植物白蔹的干燥块根，

首载于《神农本草经》。白蔹是最早用于疮痈、烫

伤[1] 治疗的药物，具有解毒、生肌的功效。资料显

示，白蔹在皮肤创伤治疗中的使用频率较高。随

着白蔹药理研究的不断深入，发现白蔹还具有抗

菌、抗病毒[2-6]、免疫调节及促进溃疡快速愈合等

作用。

在 2015 版《中国药典》中，白蔹的质量标准只

有定性分析而无定量分析。白蔹成分检测中发现

其含大黄素等蒽醌类活性成分[7]，且白蔹中大黄素

的定量测定方法文献资料[8-9] 较少。本实验采用反

相高效液相色谱法，建立白蔹药材中大黄素含量测

定方法，为白蔹的质量控制标准提供方法和依据。

1    试药与仪器

1.1    试药

大黄素对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：110756-201512，经面积归一化法计算含量为

99.1%） ；甲醇（烟台远东精细有限公司，批号：

160706）为色谱纯，水为超纯水，磷酸（莱阳市双双

化工有限公司，批号：2010246）为分析纯，硫酸（淄

博市淄川区张庄化学试剂厂，批号：950626）为分析

纯。白蔹饮片（安国市弘发中药材饮片有限公司，

批号：131001），经淄博市中医院药品供应科主任魏

星教授鉴定为葡萄科蛇葡萄属植物白蔹 Ampelopsis
japonica(Thunb.) Makino 的干燥块根。

1.2    仪器

Lab Alliance PC 3000 高效液相色谱仪（美国科

学系统公司），紫外检测器（北京普析通用仪器有限

责任公司）；LD310-2R 电子天平（沈阳龙腾电子有

限公司）；FA/JA 系列电子天平（上海上平仪器有限

公司）；RE-201D 型恒温水浴锅、RE-201D 型旋转
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蒸发器（郑州博科仪器设备有限公司）；766-3 型远

红外快速干燥箱（江苏省南通县金余电器配件厂）。

2    方法与结果

2.1    色谱条件

Apollo-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流

动 相 为 甲 醇 −0.2% 磷 酸 溶 液 （ 85:15） ， 流 速

1.0 ml/min，检测波长 220 nm，进样量 20 μl。在此

条件下，大黄素与相邻色谱峰分离度良好，无干扰，

理论塔板数为 2 000。对照品与供试品色谱图见

图 1。
2.2    溶液的配制

2.2.1    对照品溶液的制备

取大黄素对照品（含量为 99.1%）约 10 mg，精
密称定，置于 1 000 ml 容量瓶中，加甲醇溶解并稀

释至刻度，摇匀，得浓度为 9.91 μg /ml 的大黄素对

照品储备液，备用。

2.2.2    供试品溶液的制备

取过 5 目筛的白蔹药材粉末，置烘箱内

（70±2）℃，2 h 烘干。精密称量 30 g，用 10 倍量质

量分数 20% 的硫酸在 50 ℃ 条件下回流水解

2  h。过滤，取滤渣。滤渣用纯化水洗至中性

（pH=7），烘干。称其质量，记录。再以 8 倍量体积

的 95% 乙醇在 82 ℃ 条件下回流提取 2 次，每次

1 h，过滤，合并乙醇提取液，减压蒸馏，浓缩至无醇

味，加乙醇溶解并定容于 10 ml 容量瓶中，即得供

试品溶液。

2.3    方法学考察

2.3.1    线性关系考察

分别精密量取“2.2.1”项下制备的大黄素对照

品溶液各 125、250、500、1 000、2 000、4 000 μl，分
别置 10 ml 容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，配制成

6 种不同浓度的对照品溶液。依次精密吸取对照

品溶液各 20 μl 注入高效液相色谱仪中，记录峰面

积。以峰面积 Y 为纵坐标，对照品溶液浓度 X 为横

坐标，进行线性回归，得回归方程为 Y = 53 962X −
966.  46， r =  0.999  7；结果表明大黄素在 0.124～
3.968 μg/ml 浓度范围内线性关系良好。

2.3.2    精密度试验

精密量取对照品溶液 20 μl，按“2.1”项下色谱

条件连续进样 6 次，测定峰面积。大黄素峰面积

RSD 为 1.7%。仪器精密度良好，符合要求。

2.3.3    重复性试验

精密称取同一批号样品 6 份，按“2.2.2”项下方

法平行制备样品溶液，在“2.1”项色谱条件下，分别

进样，测定大黄素的峰面积，RSD 为 1.2%（n= 6），
结果表明本方法重复性良好。

2.3.4    稳定性试验

按“2.1”项下色谱条件，分别精密量取在室温

（10~30 ℃）下放置 0、2.5、5、7.5、10、24 h 的同一

份供试品溶液各 20 μl 进样测定，记录大黄素的峰

面积，6 次进样结果表明，供试品溶液在 24 h 内基

本稳定，RSD 为 1.5%。

2.3.5    加样回收率试验

取同一批次（批号：20170704）已知含量的白蔹

药材样品 9 份，分别按相当于样品溶液中大黄素含

量的 80%（ n=3）、 100%（ n=3）、 120%（ n=3）加入

“2.3.1”项下制备的对照品溶液，按“2.2”项下色谱

条件进行测定。计算回收率，结果见表 1。
2.3.6    样品测定

取不同批次白蔹药材样品，分别按“2.3.2”项下

方法制备样品溶液，按“2.2”项下色谱条件测定峰

面积，连续进样 3 次，以外标法计算含量，测定结果

见表 2。
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图 1    白蔹 HPLC图

A.对照品；B.供试品；1.大黄素
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3    讨论

3.1    色谱条件的选择

3.1.1    检测波长的选择

笔者所查文献[8-10] 中，测量大黄素所用波长有

254、290 nm 等。通过实验发现，不同的波长影响

其重现性及灵敏度。通过对大黄素标准品甲醇溶

液全波段（200～400 nm）紫外扫描可见:其在 220、
254、260、272、278 nm 处均具有特征吸收。通过

综合比较上述波长处大黄素峰的峰形及峰面积，

220 nm 处波长的峰形较好、干扰少、峰面积较大，

故选定 220 nm 作为白蔹药材中大黄素的测定波长。

3.1.2    流动相的选择

大黄素的化学名为 1'3'8-三羟基-6-甲基蒽醌，

具有一定的极性和酸性。所查文献中，大黄素含量

测定的流动相体系有多种。在实验过程中发现，流

动相对色谱峰的保留时间及分离度有较大影响。

故本实验在选择流动相时，考察了不同比例的甲

醇 -水 ， 乙 腈 -水 ， 甲 醇 :0.1% 磷 酸 溶 液 [8-10]， 甲

醇 :0.5% 磷酸溶液 [11]，甲醇 :0.2% 磷酸溶液，甲

醇:0.02% 磷酸溶液，甲醇:1% 冰醋酸[12] 等不同溶剂

系统，结果表明，相同条件下，甲醇:0.2% 磷酸溶液

（85:15）为流动相时，可以达到基线分离，出峰时间

较短，峰形较好。

3.1.3    流速与进样量的选择

在流动相及波长选定的条件下，考察了不同流

速（0.5~2.0 ml/min）对出峰时间的影响，当流速小

于 1.0 ml/min 时，保留时间延长，使流动相的用量

增加，会造成试剂的浪费；当流速大于 1.0 ml/min
时，保留时间缩短，但大黄素的峰会与杂质峰产生

重叠，影响分离度及重现性。本实验选择 1.0 ml/min
作为流速。

在样品浓度一定的条件下，考察了不同进样体

积（10～30 μl）的影响。实验结果表明，进样体积小

于 20 μl 时，重现性及灵敏度均下降；大于 20 μl 时，

杂质峰明显。当进样量为 20 μl 时，峰的对称性得

到保证。因此，本实验选择 20 μl 为进样量。

3.2    样品提取方法的选择

已有文献[8] 对白蔹中大黄素的提取方法采用

甲醇提取及三氯甲烷萃取法。通过实验发现这种

方法稳定性差、步骤烦琐，且所用试剂毒性较大。

本实验在上述提取方法的基础上，参照大黄药材中

大黄素的提取方法[10]，通过 4 因素（粒度、溶剂剂

量、溶剂浓度、提取时间）3 水平的正交设计确定了

白蔹中大黄素的提取方法。结果表明，采用过 5 目

筛的白蔹粉末，先用 20% 的硫酸在 50 ℃ 条件下回

流酸水解 2 h，滤渣用纯化水洗至中性。再用 8 倍

量体积的 95% 乙醇，水浴回流 2 h 能够达到较好的

提取效果。白蔹中含大黄素等游离蒽醌，还含有结

合型蒽醌 [13-14]。先进行酸水解，使结合型蒽醌水

解，结果大黄素的含量有所提高。白蔹具有的抗菌

性与其中的大黄素[15-16] 有关，大黄素是白蔹的活性

成分。本提取方法克服了以往相关文献报道方法

的不足，分离度好、重现性好、结果准确，因此大黄

素作为白蔹药材中指标成分有一定可行性，为完善

白蔹药材的质量控制标准提供了方法和依据。新

药临床试验的质量是药品上市后安全、有效的保障[17]，

所以临床试验过程中的质量控制尤为重要。包括

相似性评价（外观检测和观感评估测试）、安全性评

价（常规安全性检测）、适用性评价（薄层鉴别、

HPLC、指标成分测定和药理实验）和最终制剂的

质量标准。临床试验过程中的质量控制所要评价

的范围更广、要求更为严格，是为了确保临床数据

的真实、准确、完整和可靠，为下一步临床应用提

供依据，对提高医疗水平具有重大意义。
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