
2 9 6



药学实践杂志 年 月 日 第 卷 第 期

药物分析

高效液相色谱法 同 时测定 种不 同 剂型六味地黄丸中 种成分 的含量

王 灵 霞 ， 朱 东 亮 、 柴逸峰 新疆 军区乌 鲁 木 齐 综合 库药材分库 ， 新疆 乌 鲁 木 齐 新疆军 区 联勤部药 品 仪 器检

验所 ， 新疆 乌鲁 木 齐 第二军 医 大学药学 院 ， 上 海

摘要 目 的 建立 法测 定 种 不 同剂 型六 味地黄丸 中 没食 子 酸 、 马钱苷 、 芍药苷 和 丹皮 酚含量的 方法 。 方法 色

谱柱 为
； 流 动相 为 二 元梯度 系统 ， 其中 溶 剂 为 乙腈 ， 溶剂 为 甲 酸水 溶

液 ， 梯度 洗脱 ： （ ’ 为 ；
’

为 ； 为 ； 为 流 速 ：
； 柱 温

； 检测 波长

自 动进样 结果 没食 子 酸 、 马 钱 苷 、 芍药 苷 和 丹 皮 酚 浓 度 分别 在

、 和 范 围 内 呈现 良 好 的线性
，
精密

度实验 均小于
，
加样 回 收率 〗 。 结论 该测 定 方 法简 便 、 准确

，
分离效果 好 ， 能 同 时 测 定 种成分的 含

量 ， 适用 于 不 同 剂 型六味地黄 丸的 质量控制 。

关 键词 六 味 地黄丸 ；
高效液相 色谱法 ； 含 量测 定 ；

没 食 子酸 ； 马 钱苷 ； 芍药 苷 ； 丹 皮 酚
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六 味地黄丸 是 补 肾 名 方 ， 最 早 记载可 以 追溯 至

北 宋名 医钱 乙 所著 《 小 儿药证直决 》 ，
主 要用 于 治疗

头晕耳 鸣 、腰 膝酸 软 、 遗 精盗 汗 等 症
，
六 味地 黄 丸 由

熟 地黄 、 山 茱 萸 、 山 药 、泽 泻 、丹皮和茯 苓六 味药材组

成
⑴

， 临 床应用 广 泛 。 目 前临床 常 用 的六 味地黄制

剂 分为蜜 丸 、 浓缩 丸和胶囊 等 。

目前 药典测定 六 味地 黄 丸含 量 的 方 法 为

法 ， 测定 其 中 的丹 皮酚和 马钱苷 的 含量 ， 作 为牡丹皮

作者简 介 王 灵 霞 （ ， 女 ， 主 管 药 师 ：

：

通讯作者 柴逸峰 ，

和 山 茱萸 的 质 量控 制 方法 ⑴
。 文 献 报 道 中 的 测 定

方 法多为 法 同 时 测定 其中 的 种 化学成

分 ， 且多测 定 其 中 的
一种 剂 型 本 测 定 选择

个 化学成分 作为 指标 成 分
， 即 没食子 酸 、

马 钱苷
、
芍

药 苷和丹皮 酚 ， 其 中 没食子酸 和 马 钱 苷作 为 山 茱 萸

的指 标性成 分 芍 药 苷 和丹皮 酚作 为 丹皮 中 的 指标

性成分
，
建 立 同 时测 定 种成分 的 方法 ， 测定

不 同 厂家 、 不 同剂 型 中 种 成分 的 含量
，
实验方法 准

确 、 简便 、 灵敏
，
可用 于控制 六味 地黄 丸的 质量 控 制 ，

为 提高六 味地黄丸质 量控 制标准 提供参 考 。

仪器和 试药
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美 国 公 司 系 列 液 相 色 谱 （ 包 括 自

动 进样 器 、 四 元 泵
、
二 极 管 阵 列 检 测 器 ） 。

型 计 ； 电子 天 平 ；

型 超声 仪 。

乙 腈 为 级 （ 美 国 公 司 ）
；

乙 醇 为 分

析 醇 （ 上 海 国 药 集 团 ） ； 水 为 娃 哈 哈 纯 净 水 ； 其 余 试

剂 均为 分析纯 。 没食 子酸 、 马钱苷 、 芍 药 苷 和丹皮 酚

购 自 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 ， 纯度 均 在 以

上 。 六 味地黄 丸 样 品 购 自 药 店 （ 表 用 粉 碎 机 粉

碎
，
过 目 筛等预 处理 。

表 样 品 信 息 表

序号 厂 家 批 号 剂 型 序 号 厂家 批 号 剂 型

同仁 堂 蜜丸 仲景 浓缩 丸

同 仁堂 蜜丸 仲 景 浓 缩 丸

同 仁堂 蜜 丸 佛慈 浓 缩 丸

九芝堂 蜜 丸 佛 慈 浓 缩 九

九芝 堂 蜜 丸 佛慈 浓 缩 丸

同 仁堂 浓 缩丸 康缘 软 胶嚢

同 仁堂 浓 缩 丸 同 仁堂 软 胶囊

方 法和 结 果

色 谱 条 件 色 谱 柱 为 柱

；
流 动 相 为 二 元梯 度 系

统 ， 其 中 溶剂 为 乙 腈
， 溶 剂 为 甲 酸 水 溶

液 ， 梯 度 洗脱 ： （ 为
；

为
；

， 为 ； ， 为 流 速 ： ；

柱 温
；
检测 波长 自 动进样 …

溶液 的 制 备

对 照 品储备 液 分别 精密 称取没 食子 酸 、 马

钱苷 、 芍 药 苷 和 丹皮 酚 对 照 品 、 、

和
， 分别 置 于 、

、
、 容 量 瓶 中 ，

以 甲 醇 溶 解
，
摇 匀

，
定 容 ， 即 得 对 照 品 储 备 溶

液 。 置于 弋 冰箱 保存 。 分别 精 密 称 取没 食 子 酸 、

马钱 苷 、 芍药 苷 和 丹皮 酚 对照 品 、 和

’
置 量 瓶中 ， 作 为 混合 对 照 品溶 液 ， 供

系 统适 应性实 验用 。

供试品溶 液 分别称取各 个批号六 味地黄 丸适

量 （ 相 当 于原药材 ，
加 甲 醇 超声 处理

， 放至室 温 ， 补 足减 失的 重量 摇匀 ， 经微孔 滤 膜

滤过 取续滤液 ， 即得六味地黄 丸药材样品 溶液 ：

其中 浓 缩 丸每 丸 相 当 于 原药 材 ， 精 密 称 定

丸重 量 ， 换算成相 当 于 原药 材 的重量
， 精 密

称定
； 水 蜜 丸每 相 当 于 原药材 根据 不 同 厂

家剂 量 的 不同 换算 成相 当 于 原 药材 的 重 量 ，

精密 称定
；
大 蜜 丸每 相 当 于 原 药 材 换算 成

相 当 于 原 药 材 的 重 量
， 精 密 称定 。 软 胶 囊 因

与原 药材没 有 确 切 的换算 关 系
， 故按照 每 日 次 ， 每

次服 用 的 量记为 相 当 于 原药 材 换算 成相 当 于原

药材 取 内 容物 进行 精 密称定 。

系 统 适 用 性 实验 取
“

”

项 下 样 品 溶液

同 仁堂浓 缩丸 ， 批号 ： 和 混合 对 照 品 溶液

各 注 人 仪 ， 按
“

色谱条 件
”

项下 实

验 ， 结果 表 明 样 品 中 所 要 测 定 的 个 色 谱峰 分 离 度

均大 于 ， 拖 尾 因 子 之 间 ， 理 论塔板

数均大 于 见 图 。

图 丨 六 味 地 黄 丸 丨 色 谱 图

混 合对照品 溶液 样 品溶液 没 食子酸 马钱 ； 芍药 ： 丹皮 勘

线性 关 系 考 察 分别取对照 品 储备液 ， 稀 释 成

个浓 度 梯 度 的 对 照 品 溶 液 ， 按
“

色谱 条 件
”

项 下 实

验
，
以 色谱峰 面 积 （ 对 浓 度 （ 作 线性 回 归 ， 结果

表 明
，
没食 子 酸 在 范 围 内 呈 良

好 的线性 关系
，
回 归 方 程 为

，
马 钱 苷 在 叫 范

围 内 呈 良 好 的 线 性关 系 ， 回 归 方 程为

：
； 芍 药 苷 在

范 围 内 呈 良 好 的线 性 关 系 ， 回 归 方程

为
； 丹 皮 酚

在 范 围 内 呈 良 好 的 线 性 关 系 ，

回 归方程 为

精 密 度 实 验 分别取低 、 中 、 高 种浓 度的混合对

照品溶液 在上 述 色 谱条 件 下 重 复进 样 次 每 次进
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样间隔时间 日 内精 密度为 ， 日 间精 密度为 记

录峰面积 ，
代人线 性 回归方程 ， 计算 种成 分的 含 量 。

没食子酸低 、 中
、 高浓度 （ 的

日 内 分别为 和 日 间

分別为 、 和 马钱苷低 、 中 、 高浓度

呢 日 内 分别为 、

和 ， 日 间 分 别 为 、 和

； 芍药苷低 、 中
、
高浓度 （ 、

日 内 分别为
、

和 日 间

分别 为 、 和
；
丹皮酚低 、 中 、 高

浓度 （ 、 、 日 内 分别 为

、
和

，
日 间 分 别 为 、

和 。 结 果 表 明 所 建立 的 法 重 现性

好
，
且测定时间 内样 品溶液稳定性 良 好 。

重 复性 实 验 精 密称取六 味 地黄 丸 样 品 （ 同

仁堂 浓缩丸 ， 批 号
： 份 ，

按
“ ”

项 下

方法分别 制备样 品 溶液 按测 定 种成 分的 含量 计

算 其 ， 结果 没食子 酸 、 马 钱 苷
、 芍药苷 和丹皮 酚

的 分 别 为 和

说明 方法重 复性 良 好 ， 符合含量测 定要求 。

回 收 率 实 验 取 已 知含 量 的六 味 地黄 丸样 品

同仁堂浓缩丸
，
批号 精密称定 份 ， 分别

精密加入没食子 酸
、 马钱苷

、 芍 药苷 和 丹皮酚 对 照品

溶液适量 ， 按
“

供 试品溶 液的 制 备
”

项下 方 法制 备 溶

液
， 测定 种有效成分的含量 。 结果测得平 均 回 收率

分 别 为 、 、 和
，

分别 为 、
、 和 。

样 品 含量 测 定 按
“ ”

项 下 方法 制备 供

试 品 溶液 ， 并按
“ “

项 下方 法 制 备对照 品 溶 液
，

分别进样 ， 记 录峰面积 ， 平行测 定 次 ， 按外 标

法分别计算 没食子 酸 、 马 钱苷 、 芍药苷和 丹皮 酚的含

量 ， 结果 见表 。

表 六 味 地黄丸含量测定结果 （

序号 厂家 批号 剂 型

同 仁堂 大 蜜丸

同 仁堂 水蜜 丸

同 仁堂 水 蜜 丸

九芝堂 水 蜜 丸

九芝 堂 水 蜜丸

同 仁堂 浓缩 丸

同 仁堂 浓 缩丸

仲 景 浓缩 丸

仲 景 浓 缩丸

佛慈 浓缩 丸

佛慈 浓缩 丸

佛慈 浓 缩丸

康缘 软胶囊

同 仁堂 软 胶囊

没食子酸 马 钱苷 芍药苷 丹皮酚

± 丨

±

±

±

±

±

土

士

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

土

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

士

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

结果 与讨论

检测 波长 的 选择 利用二极 管阵列 检测器在线

采集 个成分 的 紫外光谱 ， 个成分 的

最佳检 测波 长分 别 为 ： 没食子 酸
，
马钱苷

， 芍药苷 丹皮酚
，
综合 考 虑在

处每种 物质都有 较好 的吸收 ， 并且 基线平稳 ， 响应

值也较 高 ， 故选择 作 为检测波长 。

不 同 剂 型 之 间 的 质 量 差 异 本 法测 定 了 三种

常见的 剂 型
， 即 蜜 丸 （ 含水 蜜 丸和 大 蜜 丸 ） 、 浓 缩 丸

和软胶囊剂
，
蜜丸 和浓缩 丸 ， 是 目 前市 场上的主流剂

型 ， 能够 相对准确 地反 映 目 前六味 地黄丸 的质量 状

况 。 含量测定 的结果表 明 ，
以 每 含量计算 ， 浓 缩丸

和软胶囊 相对 含量较高 ， 且 个成 分 含量差异不 大 ，

推 测其主要 原因 三种 剂 型 均是 浓 缩 后人 药
，
主要 的

浓缩工艺 差 异小 ， 通 常 是各 味 药材 分 别提取后 混合

入药
， 故 含量 高于蜜 丸和滴丸等 剂 型 。

减慢丹 皮酚在 贮存 期 内 的 含量 下 降是 制 剂 稳

定性研究 的 关 键 丹皮酚作 为六 味地黄丸 中
一个 重

要 的化学 指标成分 ， 具有保护心 血管 、抗 肿瘤 和抗菌

消 炎作用 。 含量测 定 的结 果 表 明
， 各 个 厂 家 或

剂 型 的样 品 中丹皮酚 的含量 随贮 存期 的上升 而急 速

下 降 ， 而 且产 品 均在有 效期 以 内
，
这可能 将显 著影 响

其在 人体 内 的 药效 ， 提示 目 前 的 六 味 地黄丸 应加 强

制 剂稳定 性研 究
，
实现 制剂 质量 的 稳定性 。
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收稿 日 期

修 回 日 期

上接第 页 ）

表 替 哨唑 螺 内 酯乳膏长 期试验 结 果 ±
、

±

批 号 时间
（
月 ） 性状 均匀性 分层现 象

含量 （
％

替硝吨 螺 内 酯
微生物限度

类 白 色 符 合规定 符合规定 符合规定

类 白 色 符 合规定 符合规定 符合规定

类 白 色 符合 规定 符合 规定 符 合规定

类 白 色 符合 规 定 符合规定 符合规定

类 白 色 符合 规 定 符合 规定 符合规定

类 白 色 符合规定 符合 规定 符合规定

类 白 色 符 合 规定 符合 规 定 符合 规定

类 白 色 符合 规定 符合 规 定 符合规定

类 白 色 符合 规 定 符合 规定 符合 规定

类 白 色 符合 规定 符 合 规 定 符合规定

类 白 色 符合 规定 符合 规定 符合规定

类 白 色 符合 规定 符 合 规定 符合规定

类 白 色 符合 规 定 符 合 规定 符合规定

类 白 色 符合 规定 符 合规定 符合规定

类 甶 色 符 合 规 定 符 合规定 符合规定

因处 方 中替硝唑和螺 内 酯的 含量 比 为 ：
， 而 替硝

啤在 波长处 的 吸收也 较强 ，
故选择 了

作 为检测波长 。 在选择流动 相时
，
考 察 甲 醇 水 （

：

为流动相 ， 结 果替 硝唑 出 峰 时间 太快且 与杂 质峰

不能较好分离 。 以 磷酸 氢二铵 乙腈 （

： 为流动 相 ， 结果 出 峰 时间 较快 ， 替 硝唑 峰 、 螺 内

酯峰 的对称性不佳 。 而选用 磷酸二 氢钾

用磷酸 调 至 乙腈 （

：

、 乙 腈 水 （

：

为 流动相 比 较 所得 的峰形基本相 同 ， 替 硝唑 峰 、

螺 内酯 峰与其他峰均能较好分离 。 最 终选择 乙 腈 水

： 为流 动相 及溶 剂 ，
替硝 唑峰 、 螺 内 酯 峰与 其

他峰分离 度大 于 ，
且 不拖尾

，
保 留 时间 恒 定 ， 既 减

少了 系 统干扰 ，
又降低 了 对色谱柱 的 损害 。

稳 定性试验表 明 ， 不 同 放 置 温 度 ，
该 乳 膏 的性

状 、 均匀性 、 分层 现象 、 微生物限度 均无 明 显 变 化 ， 替

硝唑 和螺内 酯的 含量均 随时 间 延 长逐 渐下 降 ，
从 表

可 以看 出 ，
经 过 加 速试验 ， 个 月 替 硝 唑 下 降 了

， 螺 内 酯 下 降 了 ； 从 表 可 以 看 出
，
经

过长期 试验 ， 个 月 替硝 唑下 降 了 螺 内 酯

下降 了 ， 替 硝唑 和螺 内 酯 含量变 化 均在 标 准

规定 的范 围 内 ， 考虑 温 度 可能 是 影 响替 硝 唑螺 内 酯

乳膏稳定 性 的主 要 因 素之 一

，
故 可将该乳膏剂 的 有

效期定 为 个 月 。 该乳 膏 中 替 硝唑 的 降 解产 物

甲 基 硝基 咪 唑 和螺 内 酯 的 降 解 产 物 坎利 酮量 的

变化有待 进一 步研究 。
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