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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立硝矾洗剂中大黄总蒽醌的含量测定方法 。方法 　 采用 HPLC 法 ，色谱柱为 Kromasil １００唱５C１８柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，流动相 ：０ ．１％ 磷酸唱甲醇（１５ ∶ ８５） ，柱温 ：３０ ℃ ，检测波长 ：２５４ nm 。结果 　芦荟大黄素 、大黄酚 、大

黄酸 、大黄素 、大黄素甲醚的线性关系良好 ，样品平均回收率为 ９９ ．４５％ ，RSD为 １ ．６８％ 。结论 　所建方法简便 、快速 、准确 ，适用

于硝矾洗剂的质量控制 。

　 　 ［关键词］ 　硝矾洗剂 ；高效液相色谱 ；总蒽醌
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Determination of total anthraquinones in Xiaofan lotion by HPLC method
HUANG Juan１ ，ZHANG Qinglian１ ，PI Fengjuan１ ，ZHANG Shibo１ ，ZHAO Ling２ ，LIU Hao２ （１ ．Department of Pharmacy ，
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versity ，Luzhou ６４６０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a method for the determination of total anthraquinones in Xiaofan lotion by HPLC ．

Methods 　 Rhubarb anthraquinones were simultaneously separated and assayed on a Kromasil C １８ column（２５０ mm × ４ ．６ mm ，

５ μm） with the mobile phase of ０ ．１％ phosphoric acid唱methanol （１５ ∶ ８５） at ３０ ℃ ．The detection wavelength was ２０７ nm ．

Results 　 The linear relationship is good for Aloe唱emodin and other five standard ingredients ． The average recovery was
９９畅４５％ ，RSD １ ．６８％ ．Conclusion 　 The method is simple ，rapid and accurate ．It is suitable for determination of total anthra唱
quinones in Xiaofan lotion ．

　 　 ［Key words］ 　 Xiaofan lotion ；HPLC ；total anthraquinone

　 　硝矾洗剂是在泸州市中医医院名老中医多年临

床经验总结出来的组方基础上开发的纯中药制剂 ，

由大黄 、芒硝 、白矾等六味中药组成 ，具有清热解毒 ，

消肿止痛 ，收湿止痒的功效 ，用于湿热下注引起的内

外痔 、混合痔 、肛裂 、肛门湿疹 、肛窦炎等 ，经过 １０余

年的临床应用 ，效果良好 。方中大黄为君药 ，具有泻

下攻积 、凉血解毒 、清热泻火 、逐瘀通经的功效 ，主要

成分为芦荟大黄素 、大黄素 、大黄酸 、大黄酚 、大黄素

甲醚等蒽醌类化合物 。为了有效控制该制剂质量 ，笔

者采用 HPLC法测定大黄总蒽醌的含量 ，以期为该制

剂中有效成分的测定及其质量控制提供评价方法 。

1 　材料

1 ．1 　 仪器 　 戴安 UltiMate唱３０００ 自动进样高效液

相色谱仪 ，包括四元泵 、紫外检测器 、自动进样器等 ；

电子天平 FA２００４ ；AP唱０１P 真空泵（天津奥特赛恩

斯仪器有限公司） ，KQ唱１００E超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司） 。

1 ．2 　试药 　芦荟大黄素（批号 ：１１０７９５唱２０１００７） ，大

黄酚（批号 ：１１０７９６唱２０１０１７） ，大黄酸（批号 ：１１０７５７唱

２００２０６） ，大黄素（批号 ：１１０７５６唱２００１１０）及大黄素甲

醚（批号 ：１１０７５８唱２０１０１３）等对照品均购自成都蓉兴

医药科技开发有限公司 。硝矾洗剂为本院制剂室自

制（批号 ：２０１４１００１ 、２０１４１００２ 、２０１４１００３） ；大黄 、黄

柏 、白矾药材（泸州天植中药饮片有限公司） ，冰片

（四川青神康华制药有限公司） ，芒硝（四川新荷花中

药饮片股份有限公司） ，以上药材经全检均符合枟中

华人民共和国药典枠（２０１５年版 ，简称枟药典枠）有关

规定 ；甲醇为色谱纯 ，其余试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 色谱条件［１］
　 色谱柱 ：Kromasil １００唱５C１８柱
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（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm ；流动相 ：０ ．１％ 磷酸唱甲醇

（１５ ∶ ８５） ；检测波长 ：２５４ nm ；柱温 ：３０ ℃ ；流速 ：

１ ．０ ml／min ；理论塔板数按大黄总蒽醌峰计算 ，应不

低于 ３ ０００ 。

2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　 对照品溶液［１ ，２］

　 精密称取芦荟大黄素对

照品（５ ．０１ mg ） 、大黄素对照品（５ ．２３ mg） 、大黄酸
对照品（５ ．２５ mg） 、大黄酚对照品（５ ．７９ mg） 、大黄
素甲醚对照品（５ ．２８ mg） ，分别置于 ５０ ml的棕色容
量瓶中 ，加甲醇分别制成每 １ ml含芦荟大黄素 、大

黄酸 、大黄素 、大黄酚 、大黄素甲醚 １００ ．２ 、１０５畅０ 、

１０４ ．６ 、１１５ ．８ 、５２ ．８ μg 的溶液 ；精密量取上述对照

品溶液各 ２ ml ，混匀 ，即得（每 １ ml中分别含芦荟大
黄素 、大黄酸 、大黄素 、大黄酚 ２０ ．０４ 、２１畅００ 、２０ ．９２ 、

２３ ．１６ μg ，含大黄素甲醚 １０ ．５６ μg） 。
2 ．2 ．2 　供试品溶液［１ ，３］

　 参照枟药典枠一部“大黄”

项下含量测定方法 ，精密量取成品（批号 ：２０１４１００２）

５ ml ，置具塞锥形瓶中 ，水浴挥干 ，精密加入甲醇

２５ ml ，称定重量 ，加热回流 １ h ，放冷 ，再称定重量 ，

用甲醇补足减失的重量 ，摇匀 ，滤过 。精密量取续滤

液 ５ ml ，置烧瓶中 ，置 ８０ ℃水浴中加热挥去溶剂 ，

加盐酸溶液（２２ → １００）１０ ml ，超声处理 ２ min ，再加

三氯甲烷 １０ ml ，加热回流 １ h ，放冷 ，置分液漏斗

中 ，用少量三氯甲烷洗涤容器 ，并入分液漏斗中 ，分

取三氯甲烷层 ，酸液再用三氯甲烷提取 ３ 次 ，每次

１０ ml ，合并三氯甲烷液于蒸发皿中 ，水浴挥干 ，残渣

加甲醇使溶解 ，转移至 １０ ml 量瓶中 ，加甲醇至刻

度 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，即得 。

2 ．2 ．3 　阴性对照溶液 　按照硝矾洗剂工艺制备缺

大黄的阴性供试品 ，按“２ ．２ ．２”项下供试品溶液制备

方法制备阴性对照溶液 。

2 ．2 ．4 　测定方法 　取供试品溶液 ，精密量取 ５ ml ，
置 １００ ml量瓶中 ，加水溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，滤

过 ，精密量取续滤液 １０ μl注入液相色谱仪 ，记录色

谱图 ，按外标法以峰面积计算 ，即得 。

2 ．3 　系统适用性考察［３］
　 精密吸取大黄混合对照

品溶液 １０ μl ，按上述色谱条件进样 ，重复 ５ 次 ，测

定 ，记录色谱图 。结果表明 ，在该色谱条件下 ，各组

分分离度良好 ，出峰先后顺序为芦荟大黄素 、大黄

酸 、大黄素 、大黄酚 、大黄素甲醚 。各色谱峰中主成

分峰分离度均大于 １ ．５ ，对称因子均在 ０ ．９５ ～ １ ．０５

之间 ，理论塔板数以大黄总蒽醌峰计算不低

于 ３ ０００ 。

2 ．4 　专属性考察 　精密吸取大黄混合对照品溶液 、

供试品溶液及阴性对照溶液各 １０ μl ，按上述色谱条

件测定 。阴性溶液在 ５ 种成分峰位处均无干扰（图

１） ，证明该方法具有良好的专属性 。

图 1 　硝矾洗剂的 HPLC图
A ．混合对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；

C ．阴性对照溶液 ；１ ．芦荟大黄素 ；２ ．大黄酸 ；

３ ．大黄素 ；４ ．大黄酚 ；５ ．大黄素甲醚

2 ．5 　线性关系考察 　精密吸取对照品溶液 １ 、２ 、４ 、

８ 、１０ 、１６ 、２０ μl ，按照上述条件注入 ，测定 ，以进样量

为横坐标（X／mg） ，峰面积为纵坐标（Y ） ，进行线性

回归 ，回归方程见表 １ 。

表 1 　对照品线性关系考察结果

对照品名称 回归方程 相关系数 r 线性范围（m／μg）
芦荟大黄素 Y ＝ ７６ /．９５７ X － ０ ．０１３ ９ １  ．０００ ０ ０ f．０２０ ０４ ～ ０ ．４００ ８

大黄酸 　 　 Y ＝ ６７ /．０９８ X － ０ ．０４１ ９ １  ．０００ ０ ０ f．０２１ ００ ～ ０ ．４２０ ０

大黄素 　 　 Y ＝ ６５ /．５９９ X － ０ ．０８３ ６ １  ．０００ ０ ０ f．０２０ ９２ ～ ０ ．４１８ ４

大黄酚 　 　 Y ＝ ８５ /．９０１ X － ０ ．０７９ ２ １  ．０００ ０ ０ f．０２３ １６ ～ ０ ．４６３ ２

大黄素甲醚 Y ＝ ５７ /．４１７ X － ０ ．０４４ ３ １  ．０００ ０ ０ f．０１０ ５６ ～ ０ ．２１１ ２

2 ．6 　精密度试验［４］
　 精密吸取大黄总蒽醌混合对

照品溶液 １０ μl ，重复进样 ６ 次 ，测定 ，计算峰面积 ，

其 RSD分别为芦荟大黄素 ０ ．２９％ 、大黄酸 ０ ．３０％ 、

大黄素 ０ ．３２％ 、大黄酚 ０ ．３３％ 、大黄素甲醚

０畅３５％ ，表明仪器的精密度良好 。

2 ．7 　重复性试验［４］
　取样品（批号 ：２０１４１００２）制备

６份供试品溶液 ，分别进样 １０ μl ；同时取大黄总蒽
醌混合对照品溶液（０ ．０９５ ６８ mg／ml）１０ μl进样 ，按

２４４
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外标法测定含量 ，计算 RSD 均小于 ２％ ，表明重复

性良好 。

2 ．8 　 稳定性考察［ ４］
　 取供试品溶液 （批号 ：

２０１４１００２） ，于室温下放置 ，在不同时间点（０ 、２ 、４ 、６ 、

８ h）分别精密吸取 １０ μl ，注入液相色谱仪 ，记录色

谱图 ，计算 RSD均小于 ２％ ，结果表明 ，供试品溶液

在室温下放置 ８ h基本稳定 。

2 ．9 　加样回收率试验 　精密量取硝矾洗剂（批号 ：

２０１４１００２）５ ml ，共 ６份 ，分别置于具塞锥形瓶中 ，依

次精密加入浓度为０ ．１００ ２ mg／ml芦荟大黄素对照
品储备液 ９ ml ，浓度为０ ．１０５ ０ mg／ml大黄酸对照
品储备液 ８ ml ，浓度为０ ．１０４ ６ mg／ml大黄素对照
品储备液 ３ ．５ ml ，浓度为０ ．１１５ ８ mg／ml大黄酚对
照品储备液 ７ ml ，浓度为０ ．０５２ ８ mg／ml大黄素甲
醚对照品储备液 ６ ml 。按照“２ ．２ ．２”项下方法制备

供试品溶液 ，取样注入液相色谱仪 ，测定 ，计算回收

率 ，结果见表 ２ 。

表 2 　硝矾洗剂回收率试验结果

供试品
含量

（mg／ml）
加入对
照品量
（mg ／ml）

测得量
（mg ／ml）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．６１９ ２ ９６  ．６１ ９９ 墘．４５ １ 蜒．６８

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．７４９ ０ １００  ．６２

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．６８１ ４ ９８  ．５３

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．７４２ １ １００  ．４１

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．７６４ ２ １０１  ．０９

３ �．４９３ ５ ３ 櫃．２３５ ３ ６ 3．７１０ ４ ９９  ．４３

2 ．10 　耐用性试验 　精密吸取供试品溶液 ５ ml ，分
别改变温度（ ± ５ ℃ ） 、波长（ ± ５ nm） 、流动相比例
（ ± ５％ ） ，注入色谱仪 ，进行耐用性试验 ，结果其

RSD均小于 １％ ，表明该方法耐用性良好 。

2 ．11 　样品含量测定 　精密吸取供试品溶液 １０ μl ，
按照上述建立的含量测定方法 ，测定 ３个批次的样

品含量 ，结果见表 ３ 。

表 3 　硝矾洗剂的含量测定结果（mg ／ml）
批号 含量

２０１４１００１ 垐０ L．６９

２０１４１００２ 垐０ L．７３

２０１４１００３ 垐０ L．７７

3 　讨论

3 ．1 　方剂的理论基础 　硝矾洗剂方是在传统中医

药理论基础上 ，根据痔疮“湿热与淤滞相搏 ，气血结

滞”的病机 ，采用清热燥湿 、消肿止痛为治则筛选药

物而制成的 。临床主要用于痔疮熏洗坐浴和痔疮术

后恢复 ，已有 １０余年历史 ，成功治疗数以万计的痔

疮患者 ，且疗效显著 ，没有明显的过敏反应和其他毒

副作用 。

3 ．2 　含测成分的选择 　硝矾洗剂为中药复方制剂 ，

成分复杂 、干扰多 ，故含量测定指标成分的选择是质

量控制的关键 。大黄作为硝矾洗剂的君药 ，主要具

有止血 、抗菌 、利尿 、泻下等作用 ，蒽醌类成分为其主

要有效成分［５］
。参考文献［６唱８］ ，多数研究在进行大

黄含量测定时 ，仅选择其部分蒽醌成分进行测定 。

本研究为了更好地控制制剂质量 ，参照枟药典枠“大

黄”项下含量测定方法 ，采用 HPLC 法同时测定大
黄的 ５种蒽醌成分 ，以总蒽醌含量作为含量测定指

标 。因其样品处理方法步骤多 、较复杂 ，为避免因操

作导致结果的偏倚 ，研究的同时制订了详细的标准

操作规程（SOP） ，对实验人员进行了多次培训 ，确保

含量测定结果的准确性 。

3 ．3 　 流动相的选择 　 预实验结果显示 ，在甲醇唱

０ ．１％ 磷酸溶液体系下各成分有较好的分离 。为更

优化该色谱条件 ，研究小组对该体系下不同比例进

行了考察 ，最终确定在甲醇唱０ ．１％ 磷酸（８５ ∶ １５）时 ，

各峰分离度最好 ，峰响应值达到要求 ，故而确定此流

动相比例 。
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