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研究．

ＨＰＬＣ法测定明目地黄丸中马钱苷、芍药苷
和丹皮酚的含量

禄美云

（昆明市食品药品检验研究院 药品检验中心，云南 昆明 ６５０１００）

摘要：《中国药典》２０１５年版采用３组不同色谱分析条件分别对明目地黄丸中的马钱苷、芍药苷和丹皮
酚的含量进行测定，该方法操作复杂，且费时．因此，为简化明目地黄丸中有效成分的测定方法，对
《中国药典》中该中成药的高效液相色谱法的色谱条件进行优化，改变波长程序和改进供试品制备方法，

实现了仅用１组色谱系统就可同时测定明目地黄丸中马钱苷、芍药苷、丹皮酚的含量，且该方法操作简
便、快捷、准确度高．
关键词：高效液相色谱法；明目地黄丸；马钱苷；芍药苷；丹皮酚
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　　明目地黄丸是中成药中成分较为复杂的一种，
原质量检测标准收载于 《中华人民共和国卫生部

药品标准 中药成方制剂：第９册》，但该标准中只
有茯苓、当归和山药这３味药的显微鉴别．之后，
又收载于 《中华人民共和国药典》［１］２０１５版 （以

下简称 《中国药典》）中，在该药典中明目地黄丸

的处方是由熟地黄、酒萸肉、牡丹皮、白芍、煅石

决明等１２味药组成，其具有养肝明目的功效，临
床用于肝肾虚、视物畏光、模糊不清等病症的治

疗．其中：马钱苷为酒萸肉中的主要药效成分，具
有调节免疫、抗炎和抗休克等药理作用［２－６］；牡丹

皮具有清热散淤之功效，而丹皮酚为其主要有效成

分之一；芍药苷有抗心肌缺血、抑制血小板聚集、

镇痛、镇静等作用［７－９］，是白芍和牡丹皮的主要成

分．结构式见图１～图３．



《中国药典》不仅将明目地黄丸中的酒萸肉、白

芍、牡丹皮３味药中的主要药效成分马钱苷、芍药
苷、丹皮酚作为指标性成分，并对其含量进行测定，

进而对明目地黄丸的质量进行控制，同时还规定：本

药品含酒萸肉以马钱苷计算，含牡丹皮以丹皮酚计

算，含白芍和牡丹皮以芍药苷计算，且大蜜丸每丸中

上述３种成分分别不得少于２０，３６，５４ｍｇ．由于
这３种药效成分的极性相差较大，因此 《中国药典》
采用３组色谱条件分别对明目地黄丸中马钱苷、芍药
苷、丹皮酚的含量进行测定，所用方法操作复杂、费

时．此外，还有采用在线二维柱切换－超高效液相色
谱法测定明目地黄丸中莫诺苷、马钱苷、芍药苷及丹

皮酚含量的报道［１０－１２］，这种方法虽然分离效率较高，

但实验需采用两种类型的色谱柱，导致操作复杂．因
此，为简化明目地黄丸 （大蜜丸）中有效成分的含量

测定方法，本文通过优化检测条件，实现只采用１套
色谱条件，１次进样分析，就可同时定性分析及定量
测定３种有效成分的含量，从而建立了一种快捷、高
效的测定方法．

由于上述３种中成药成分的物理、化学性质相
差较大，其中：马钱苷易溶于水，较少溶于乙醇；

芍药苷在碱性条件下不稳定，而在酸性条件下稳定；

丹皮酚易溶于甲醇．因此 《中国药典》采用不同的

提取溶剂和条件对酒萸肉、白芍、牡丹皮中３种有
效成分进行提取，导致操作费时［１３－１５］．综合分析以
上３种成分的性质，本文选择５０％的甲醇为供试品
中３种成分的提取溶剂和对照品的制备溶剂［１６］，通

过大量实验探索优化出不同于 《中国药典》和其他

文献的色谱条件及方法，对明目地黄丸中３种主要
药效成分同时提取，提高了样品前处理的效率，并

简化了３种有效成分样品提取步骤．通过一系列实
验验证，证明所用方法准确、精密，具有实际应用

价值，可用于明目地黄丸 （大蜜丸）的质量控制．

１　仪器与试药

１１　仪器
实验所用主要仪器如表１所示．

表１　主要仪器

仪器 厂家

安捷伦高效液相色谱仪

１２６０（配可变波长程序）
安捷伦科技有限公司

电子分析天平 （１／１００００）
梅特勒－托利多仪器
（上海）有限公司

隔膜真空泵、隔膜真空泵溶

剂过滤器、有机系微孔过滤

膜 （０４５μｍ）、针式滤头

天津津腾实验室

设备有限公司

超纯水系统
默克密里博实验室

设备上海有限公司

电热恒温水浴锅
北京市永光明医

疗仪器有限公司

微量分析天平 （１／１０００００） 奥豪斯仪器上海有限公司

１２　试药
实验用试剂与试药见表２．

表２　试剂与试药

试药与试剂 纯度 厂家

明目地黄丸

（大蜜丸）
－

云南腾药制药股份企

业 （批号：１６１２４０）

磷酸 分析纯 四川西陇科学有限公司

甲醇 色谱纯 默克股份两合公司

乙腈 色谱纯 默克股份两合公司

马钱苷 ９９２％
中国食品药品检定研究院

（批号：１１１６４０２０１７０７）

芍药苷 ９５７％
中国食品药品检定研究院

（批号：１１０７３６２０１７４１）

丹皮酚 ９９９％
中国食品药品检定研究院

（批号：１１０７０８２０１４０９）

２　实验部分

２１　色谱条件
色谱柱 ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（５ｍ，４６ｍｍ×

２５０ｍｍ），流动相 Ａ（０１％磷酸水溶液）Ｂ（乙睛
腈），流量为 １０ｍＬ／ｍｉｎ，马钱苷、芍药苷的检测
波长为２３６ｎｍ，丹皮酚的检测波长为２７４ｎｍ，柱
温３５℃，进样量５μＬ（自动进样器）．在此检测
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条件下，各待测组分分离度符合要求，马钱苷、芍

药苷、丹皮酚的出峰时间分别为 １００８，１６４１，
４３８１ｍｉｎ．相应的理论塔板数按马钱苷、芍药苷、
丹皮酚计算应分别不低于４０００，４５００，３５００．流
动相梯度和检测波长见表３和表４．

表３　流动相梯度程序

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ ８５ １５

２０ ８５ １５

３０ ４０ ６０

４５ ４０ ６０

５０ ８５ １５

６０ ８５ １５

表４　波长检测程序

时间／ｍｉｎ λ／ｎｍ

０ ２３６

２０ ２７４

４０ ２７４

５０ ２３６

６０ ２３６

２２　对照品溶液的制备
精密称取对照品马钱苷 １３３２ｍｇ、芍药苷

１２９５ｍｇ和丹皮酚１０４２ｍｇ分别于２５ｍＬ容量瓶
中，以５０％甲醇为溶剂定容，摇匀，再取定容后
的马钱苷和丹皮酚对照品溶液２ｍＬ、芍药苷对照
品溶液５ｍＬ，二次定容到５０ｍＬ容量瓶中，制成
每１ｍＬ中含马钱苷 ２１１４μｇ、丹皮酚 １６６５μｇ、
芍药苷４９５７μｇ的混合溶液，混合溶液用一次性
针头式滤器 （孔径０４５μｍ）过滤，取滤液，采用
自动进样器进样５μＬ进行分析．
２３　供试品溶液的制备

取明目地黄丸 （大蜜丸），剪碎，分别精密称

定８份，每份１ｇ，置具塞锥形瓶中，并精密加入

５０％甲醇 ２５ｍＬ，密塞后称定质量，平均分成 ４
份，分别加热回流４５，６０，７５，９０ｍｉｎ，放冷后称
定其质量，并用５０％甲醇补足减失的质量，滤过
后续滤液用孔径为０４５μｍ的一次性针头式滤器过
滤，取滤液，采用自动进样器进样５μＬ进行分析．
２４　线性关系考察

按２２项下制备５个不同质量浓度的混合对照
品溶液，分别进样５μＬ，再按２１项下的色谱条
件进样测定，记录色谱图．以对照品质量浓度、峰
面积分别为横坐标和纵坐标，并进行线性回归，结

果见图４、图５、图６，线性关系见表５．

表５　３种有效成分的线性方程与线性范围

有效成分 回归方程 相关系数 （ｒ） 线性范围／（ｍｇ·ｍＬ－１）

马钱苷 ｙ＝１６２６２５１９９ｘ＋３７７２６３ ０９９９７４ ００２１１４～１０５７００

芍药苷 ｙ＝１５３６８３４７５ｘ－１４２１８８８ ０９９９０９ ００４９５７～２４７８５０

丹皮酚 ｙ＝５１２５１９８５７ｘ－２４９７４０５ ０９９９５５ ００１６６５～０８３２５０

２５　精密度实验
取混合对照品溶液，连续进样 ６针，每针

５μＬ，记录各目标成分峰面积．得到马钱苷、芍药

苷、丹皮酚的峰面积的 ＲＳＤ值分别为 ０１９％，
０３０％，０５９％，表明仪器的精密度良好，能满足
实验定量分析的要求．
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２６　重复性实验
取同一批号明目地黄丸 （大蜜丸）供试品２４ｇ，

按照２３项下制备样品６份，进样分析，记录各目标
成分峰面积，并计算各成分的质量分数．得到马钱
苷、芍药苷、丹皮酚质量分数的 ＲＳＤ值分别为
０９１％，０３９％，０４４％，表明３种有效成分质量分
数测定的重复性符合 《中国药典》要求 （待测定成分

质量分数在０１％以内，重复性要求ＲＳＤ≤３％）．
２７　稳定性实验

取制备好的同一份供试品溶液，分别在０，２，
４，８，１２，２４ｈ吸取５μＬ，按２１项下色谱条件进
样测定．在上述６个时间段内，溶液中的马钱苷、
芍药苷、丹皮酚的峰面积稳定，ＲＳＤ分别为

０８５％，１２０％，０６７％，表明该供试品溶液至少
可稳定２４ｈ．
２８　准确度实验

使用加标回收率考察准确度．精密量取已知质
量浓度的同一样品６份 （每份３ｍＬ）置２５ｍＬ量
瓶中，分别精密加入２２项下制备好的混合对照品
溶液０８，１０，１２ｍＬ，定容，进样５μＬ进行测
定，计算回收率，加标回收率的计算公式为：加标

回收率＝［（实际测定值－试样测定值）／加标量］×
１００％．由表６～表８可见，３种有效成分质量浓度
测定的准确度符合 《中国药典》要求 （待测定成

分质 量 分 数 在 ０１％ 以 内，回 收 率 限 度 在
９０％～１０８％）．

表６　马钱苷的回收率实验结果

样品号
加入量／

（μｇ·ｍＬ－１）
样品量／

（μｇ·ｍＬ－１）
测得量／

（μｇ·ｍＬ－１）
回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％

１ ０６７６ １３５６０ １４２０３ ９５１１

２ ０６７６ １３５６０ １４１９８ ９４３７

３ ０８４５ １３５６０ １４４０９ １００４７

４ ０８４５ １３５６０ １４３８８ ９７９８

５ １０１４ １３５６０ １４５８１ １００６９

６ １０１４ １３５６０ １４５４３ ９６９４

２７１ ９７５９

表７　芍药苷的回收率实验结果

样品号
加入量／

（μｇ·ｍＬ－１）

样品量／

（μｇ·ｍＬ－１）

测得量／

（μｇ·ｍＬ－１）
回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％

１ １５８６ ２９３０１ ３０８２４ ９６０２

２ １５８６ ２９３０１ ３０８５２ ９９７９

３ １９８２ ２９３０１ ３１２２８ ９７２２

４ １９８２ ２９３０１ ３１２７４ ９９５４

５ ２３７９ ２９３０１ ３１６０５ ９６８４

６ ２３７９ ２９３０１ ３１７０８ １０１１７

２０５ ９８４３

表８　丹皮酚的回收率实验结果

样品号
加入量／

（μｇ·ｍＬ－１）

样品量／

（μｇ·ｍＬ－１）

测得量／

（μｇ·ｍＬ－１）
回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％

１ ０５３２ ２９７８３ ３０３０３ ９７７４

２ ０５３２ ２９７８３ ３０３１１ ９９２４

３ ０６６６ ２９７８３ ３０４４６ ９９５４

４ ０６６６ ２９７８３ ３０４６１ １０１８０

５ ０７９９ ２９７８３ ３０５９２ １０１２５

６ ０７９９ ２９７８３ ３０６０１ １０２３７

１７６ １００３２
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２９　样品提取时间优化
取明目地黄丸 （大蜜丸），剪碎，分别精密

称定８份，每份１ｇ，置于具塞锥形瓶中，并精密
加入５０％甲醇２５ｍＬ，密塞，称定其质量，以两
份为单位平均分成４份，每份加热回流 ４５，６０，
７５，９０ｍｉｎ，放冷，然后称定其质量，用５０％甲
醇补足加热回流过程中减失的质量，摇匀，滤

过，取续滤液用一次性针头式滤器 （孔径

０４５μｍ）过滤，取滤液，采用自动进样器进样
５μＬ进行分析，记录色谱图．结果表明，提取
６０ｍｉｎ即可完全提取，且其最终各成分的含量符
合 《中国药典》规定．提取结果见表９，色谱图
见图７、图８．

表９　样品提取时间及筛选结果

回流时间

／ｍｉｎ
取样量／ｇ

马钱苷／
（ｍｇ·ｇ－１）

芍药苷／
（ｍｇ·ｇ－１）

丹皮酚／
（ｍｇ·ｇ－１）

４５
１０３９３ ０３４８ ０７５０ ０７４９

１０３５１ ０３４７ ０７４８ ０７４９

６０
１０３５８ ０３４１ ０７５１ ０７６１

１０３３６ ０３１２ ０７５３ ０７７６

７５
１０３９４ ０３４７ ０７６４ ０７６２

１０３３６ ０３４４ ０７５４ ０７２１

９０
１０３６７ ０３４９ ０７４３ ０７７３

１０３７３ ０３５１ ０７４３ ０７７１

２１０　样品实际测定结果
本实验采用明目地黄丸 （大蜜丸） （云南腾

药制药股份有限公司：批号 １６１２４０），平均每丸
质量９ｇ．按 《中国药典》的规定，最终测得每

丸中马钱苷、芍药苷及丹皮酚的含量，结果见

表１０．
表１０　每丸中马钱苷、芍药苷和丹皮酚的含量

序号
马钱苷／

（ｍｇ·丸 －１）

芍药苷／
（ｍｇ·丸 －１）

丹皮酚／
（ｍｇ·丸 －１）

供试品１
３４６ ６８８ ７０９

３１８ ６９６ ７１９

供试品２
２８９ ６９６ ７０７

３５３ ６９０ ６８７

供试品３
２９０ ６９３ ６９５

３１８ ６９２ ６９４

３　讨论

３１　色谱柱选择
本实验在条件筛选时，曾采用ＸＴＥＲＲＡＲＰＣ１８

（１８５μｍ，４６ｍｍ×１５０ｍｍ）色谱柱进行检测分
析，然而用短柱分析时，马钱苷、芍药苷、丹皮酚

的出峰时间分别为５７０２，９６０２，３１５６３ｍｉｎ，出峰
时间太短，易导致对照品和样品的峰型不符合要求．
此外，丹皮酚由于受到流动相酸性的影响，导致供

试品峰不能与杂峰完全分离．最主要的是马钱苷、
芍药苷、丹皮酚的理论塔板数不能达到 《中国药

典》规定的数值，只有改用长柱才能满足分析的需

要，因此本实验选用 ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（５μｍ，
４６ｍｍ×２５０ｍｍ）色谱柱．
３２　检测波长选择

《中国药典》关于明目地黄丸的含量测定是，

马钱苷的检测波长为２３６ｎｍ，芍药苷的为２３０ｎｍ，
丹皮酚的为２７４ｎｍ．而本实验采用可变波长程序，
３种有效成分的检测波长仍用 《中国药典》的规

定．在实验中，筛选出波长改变时间程序，在该色
谱条件下马钱苷、芍药苷、丹皮酚的峰形和分离度

均较好，无杂峰的干扰．
３３　溶剂提取方法选择

本实验采用加热回流提取方法，以５０％的甲
醇为溶剂，对４５，６０，７５，９０ｍｉｎ这４个时间段逐
一考察．结果表明，６０ｍｉｎ的提取效果较好，在此
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时间段内样品的主峰与杂峰分离度很好．
３４　柱温选择

分别考察柱温３５℃和 ４０℃对样品测定的影
响，结果显示，温度对测定结果的影响较小，因此

选择柱温为３５℃．
３５　流动相筛选

考察流动相为乙腈０１％磷酸溶液，其比例分
别为Ｖ（乙腈）∶Ｖ（０１％磷酸溶液）＝１２∶８８、Ｖ（乙
腈）∶Ｖ（０１％磷酸溶液）＝１５∶８５和 Ｖ（乙腈）∶
Ｖ（０１％磷酸溶液）＝２０∶８０．而流动相的比例对样
品的测定影响较大，当 Ｖ（乙腈）∶Ｖ（０１％磷酸溶
液）＝１５∶８５为流动相时，马钱苷、芍药苷、丹皮
酚与杂质峰的分离度最佳，且峰形最好．因此，本
实验采用该流动相．

４　结语

１）实验结果表明，通过加热回流可有效提取
明目地黄丸中的马钱苷、芍药苷和丹皮酚，且供试

品的前处理较简便，在所建立的流动相和色谱条件

下，无杂峰影响，能满足明目地黄丸中相关成分含

量测定的基本要求．
２） 《中国药典》中采用３套不同的色谱条件

测定明目地黄丸中马钱苷、芍药苷、丹皮酚的含

量，操作费时且样品前处理较繁琐．而本文建立了
１套可以同时测定３种有效成分的色谱条件，此色
谱条件主要是针对 《中国药典》中３种成分的提
取溶剂、供试品前处理方法和检测波长进行改进，

改进后的操作方法简便、高效、节省时间、准确度

高．因此，所建立的方法可用于明目地黄丸中马钱
苷、芍药苷、丹皮酚的含量测定．
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