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保肾乙丸是在临床治疗经验基础上优选的组方，具有补
肾健脾、活血和络、泄浊利水的功效，主治慢性肾脏病所致的
慢性肾衰竭（代偿期、失代偿期和衰竭期）非透析患者、气阴两
虚兼湿浊证患者出现的面黄乏力、食少纳呆、口干腰酸、大便
干结、下肢水肿等，具有保护肾功能，降血肌酐、血尿素氮、血
尿酸、尿蛋白，消水肿等作用。该处方主要由菟丝子、何首乌、
黄芪、怀牛膝、大黄、陈皮等中药材组成，其中君药何首乌的主
要成分为蒽醌类成分，使药大黄的主要成分亦为蒽醌类成

分。蒽醌类成分具有多种生理活性，主要表现在降血糖、降胆
固醇、利尿通便、抗氧化和抗衰老等方面。蒽醌类成分主要包
括芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚等，目前
对该类成分的测定多采用外标法（ESM），所需对照品繁杂，且
费时费力。因此，本研究采用一测多评法（QAMS）[1-4]建立了
同时测定保肾乙丸中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大
黄素甲醚含量的方法，旨在为保肾乙丸的质量控制提供参考。
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摘 要 目的：建立同时测定保肾乙丸中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚5种蒽醌类成分含量的方法。方法：采

用高效液相色谱法，以大黄素为基准峰，分别计算其与芦荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚的相对校正因子（RCF），通过RCF

计算保肾乙丸中上述 5 种蒽醌类成分的含量。色谱柱为 Waters Symmetry C18，流动相为甲醇-0.1％磷酸溶液（70 ∶30，V/V），流速为

1.0 ml/min ，检测波长为254 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μl。结果：芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚检测质量

浓度线性范围分别为 5.83～186.6 μg/ml（r＝0.999 7）、9.39～300.5 μg/ml（r＝0.999 5）、9.55～305.6 μg/ml（r＝0.999 9）、10.23～

327.4 μg/ml（r＝0.999 9）、4.01～128.4 µg/ml（r＝0.999 4）；定量限分别为 364.4、880.2、596.9、319.7、501.3 ng，检测限分别为 109.3、

293.4、179.1、95.91、150.4 ng；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜2.0％；加样回收率分别为 96.38％～100.90％（RSD＝1.62％，

n＝6）、97.72％～101.75％（RSD＝1.44％，n＝6）、97.66％～102.34％（RSD＝1.63％，n＝6）、97.33％～101.91％（RSD ＝1.75％，n＝

6）、97.78％～100.74％（RSD＝1.19％，n＝6）。大黄素与芦荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚间的RCF分别为1.217 7、1.153 4、

1.424 2、1.034 5。结论：该方法准确可靠、操作简便快捷，可用于同时测定保肾乙丸中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄

素甲醚5种蒽醌类成分的含量。
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Simultaneous Determination of 5 Anthraquinones in Baoshenyi Pill by QAMS
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous determination of 5 anthraquinones（aloe emodin，rhein，

emodin，chrysophanol and physcion）in Baoshenyi pill. METHODS：HPLC was conducted，using emodin as reference peak，the

relative correction factors（RCFS）between emodin and aloe emodin，rhein，chrysophanol and physcion were calculated to calcu-

late the contents of above-mentioned 5 anthraquinones. The column was Waters Symmetry C18 with mobile phase of methanol-0.1％

phosphoric acid solution（70 ∶ 30，V/V）at a flow rate of 1.0 ml/min，the detection wavelength was 254 nm，column temperature

was 30 ℃ and injection volume was 10 μl. RESULTS：The linear range was 5.83-186.6 µg/ml for aloe emodine（r＝0.999 7），

9.39-300.5 µg/ml for rhein（r＝0.999 5），9.55-305.6 µg/ml for emodin（r＝0.999 9），10.23-327.4 µg/ml for chrysophanol（r＝0.999 9）

and 4.01-128.4 µg/ml physcion（r＝0.999 4）；the limits of quantification were 364.4，880.2，596.9，319.7，501.3 ng，limits of detec-

tion were 109.3，293.4，179.1，95.9，150.4 ng；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than 2.0％；recover-

ies were 96.38％-100.90％（RSD＝1.62％，n＝6），97.72％-101.75％（RSD＝1.44％，n＝6），97.66％-102.34％（RSD＝1.63％，n＝

6），97.33％-101.91％（RSD＝1.75％，n＝6）and 97.78％-100.74％（RSD＝1.19％，n＝6）. The RCFs of emodin to aloe emodine，

rhein，chrysophanol and physcion were 1.217 7，1.153 4，1.424 2 and 1.034 5，respectively. CONCLUSIONS：The method is reli-

able，simple and fast，and can be used for the simultaneous determination of aloe emodin，rhein，emodin，chrysophanol and phy-

scion in Baoshenyi pill.

KEYWORDS Baoshenyi pill；QAMS；Anthraquinones；HPLC
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（美国Agilent公司）；H1650型台式高速离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司）；AE-240 型电子分析天平（瑞士

Mettler-Toledo公司）；BP211D型电子分析天平（德国Sartorius

公司）；Milli-Q型超纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

保肾乙丸（江苏康缘药业股份有限公司，批号：120905、

120906、120907、120909、131001、131002、131003、141201、

141202、141203，规格：6 g/瓶）；芦荟大黄素对照品（批号：

110795-201007，纯 度 ：98.0％）、大 黄 酸 对 照 品（批 号 ：

110757-200206，纯 度 ：100％）、大 黄 素 对 照 品（批 号 ：

110756-201410，纯 度 ：100％）、大 黄 酚 对 照 品（批 号 ：

110796-201017，纯度：99.5％）、大黄素甲醚对照品（批号：

110758-201013，纯度：99.8％）均购自中国食品药品检定研究

院；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 原理

在一定范围内成分的量（质量或浓度）与仪器响应值成正

比，即：f＝W/A（f表示相对校正因子，W表示成分的量，A表示

仪器响应值）。在对保肾乙丸中5种蒽醌类成分进行质量控制

时，以大黄素（s）为内参物，建立大黄素（s）与芦荟大黄素、大

黄酸、大黄酚、大黄素甲醚之间的相对校正因子（RCF）：

fsx＝fs/fx＝（Cs × Ax）/（Cx × As）…………………………（1）

式中，fsx代表内参物与待测成分之间的成分RCF；Cs、Cx分

别代表内参物与待测物成分浓度；As、Ax分别代表内参物与待

测成分的仪器响应值。

通过RCF计算芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄

素甲醚的量，同时采用ESM法计算上述成分的量：

AE＝aCE + b ……………………………………………（2）

式中，AE代表待测成分的仪器响应值；a、b分别代表本公

式的斜率和截距；CE代表ESM法计算所得待测成分的浓度进

行同步测定，以验证计算值的准确性和可行性[5-8]。

2.2 色谱条件

色谱柱：Waters Symmetry C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：甲醇-0.1％磷酸溶液（70 ∶ 30，V/V）；流速：1.0 ml/min；检

测波长：254 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

2.3 溶液的制备

2.3.1 混合对照品溶液 分别精密称取芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照品适量，置于同一 100 ml量

瓶中，加甲醇制成1 ml含芦荟大黄素40 μg、大黄酸60 μg、大黄

素60 μg、大黄酚60 μg、大黄素甲醚25 μg的混合对照品溶液。

2.3.2 供试品溶液 取样品适量，研细，取约2.5 g，精密称定，

置于 250 ml圆底烧瓶中，精密加入甲醇 100 ml，称定质量，加

热回流 1 h，放冷，再次称定质量，加甲醇补足减失的质量，滤

过，滤液蒸干，残渣加 2.5 mol/L 的硫酸溶液 25 ml，微热使溶

解，加三氯甲烷 40 ml，水浴回流 1 h，分取三氯甲烷层，剩余溶

液再加三氯甲烷萃取 3次，每次 20 ml，合并上述三氯甲烷液，

水洗至中性，回收三氯甲烷，残渣加甲醇使溶解并定容至10 ml

量瓶中，作为供试品溶液。

2.3.3 阴性对照溶液 按样品的处方比例和制备工艺制备缺

何首乌和大黄的阴性样品，再按“2.3.2”项下方法制备阴性对

照溶液。

2.4 系统适用性试验

精密量取“2.3”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“2.2”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，各成分均能达到基线

分离，分离度均＞1.5；理论板数以大黄素峰计为 19 872 ，保留

时间为23.478 min。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.5 线性关系考察

精密称取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲
醚对照品各适量，置于同一50 ml量瓶中，加甲醇溶解并定容，

摇匀，得各待测成分质量浓度分别均为 186.6、300.5、305.6、

327.4、128.4 µg/ml的系列混合对照品溶液。取上述系性溶液
各适量，按“2.2”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。

表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges

待测成分
芦荟大黄素
大黄酸
大黄素
大黄酚
大黄素甲醚

回归方程
y＝45 597x+23.71

y＝43 292x－25.43

y＝37 554x+23.15

y＝52 442x+23.15

y＝37 275x+12.73

r

0.999 7

0.999 5

0.999 9

0.999 9

0.999 4

线性范围，μg/ml

5.83～186.6

9.39～300.5

9.55～305.6

10.23～327.4

4.01～128.4

2.6 定量限与检测限考察

取“2.3.1”项下混合对照品溶液适量，等倍逐步稀释，按
“2.2”项下色谱条件进样测定，记录信噪比。当信噪比为10 ∶ 1
时，得定量限（LOQ）；当信噪比为3 ∶1时，得检测限（LOD）。结
果，芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的LOQ

分别为364.4、880.2、596.9、319.7、501.3 ng；LOD分别为109.3、

293.4、179.1、95.9、150.4 ng。

2.7 精密度试验

取“2.3.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.2”项下色谱条
件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，芦荟大黄素、大黄
酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚峰面积的RSD分别为1.13％、

1.12％、0.51％、0.73％、0.94％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.8 稳定性试验

取“2.3.2”项下供试品溶液（批号：120905）适量，分别于室
温下放置0、2、4、8、10、12 h时按“2.2”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果，芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大
黄素甲醚峰面积的 RSD 分别为 0.75％、1.11％、0.83％、

0.95％、1.57％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置 12 h内
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图1 高效液相色谱图

A.混合对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.芦荟大黄素；2.大黄酸；3.大黄

素；4.大黄酚；5.大黄素甲醚

Fig 1 HPLC chromatograms
A. mixed reference substance；B. test sample；C. negative control；1.aloe

emodine；2.rhein；3.emodin；4.chrysophanol；5.physcion
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稳定性良好。

2.9 重复性试验

取样品（批号：120905）2.5 g，精密称定，共 6份，按“2.3.2”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.2”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积并计算含量。结果，芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、

大黄酚、大黄素甲醚的平均含量分别为 0.18、0.46、0.35、0.21、

0.11 mg/g，RSD 分别为 1.24％、0.71％、1.12％、1.08％、1.64％

（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

取已知含量的样品（批号：120905）6份，每份 1.25 g，分别

置于250 ml锥形瓶中，精密加入一定质量的芦荟大黄素、大黄

酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照品，按“2.3.2”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.2”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。

2.11 RCF的计算和待测成分色谱峰的定位

以大黄素为内参物，按“2.1”项下公式（1），结合“2.5”项下

系列混合对照品溶液所得峰面积数据，计算大黄素与芦荟大

黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚的RCF。结果，大黄素与芦

荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚的RCF分别为1.217 7、

1.153 4、1.424 2、1.034 5。

利用色谱峰相对保留值（其他成分保留时间与内参物保

留时间的比值）定位：由色谱峰相对保留值和内参物的保留时

间计算出目标峰相对保留时间，再根据峰形及光谱吸收变化

趋势，即能够在一定程度上准确判断目标峰的位置。结果，芦

荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚相对保留时间的RSD

分别为0.75％、0.60％、0.45％、0.44％（n＝5），表明利用色谱峰

相对保留值进行目标峰的定位是可行的。

2.12 RCF的耐用性考察

本 试 验 考 察 了 不 同 色 谱 柱（Waters Symmetry C18、

Kromasil C18、Phenomenex Luna C18）、不同仪器（Aglient 1200、

Aglient 1260、Waters 2695）、不同柱温（25、28、30、32、35 ℃）、

不同流速（0.8、1.0、1.2 ml/min）对蒽醌类成分含量测定结果的

影响及对 RCF 和相对保留值的影响。结果，不同色谱柱、仪

器、柱温、流速下测定的芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、

大黄素甲醚含量的RSD分别为1.35％、2.14％、0.37％、1.68％、

0.85％；芦荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚RCF的RSD

分别为2.14％、1.71％、1.23％、1.46％，相对保留值的RSD分别

为 1.89％、2.79％、2.31％、2.10％。结果表明，不同色谱柱、仪

器、柱温、流速对芦荟大黄素、大黄酸、大黄酚、大黄素甲醚的

RCF无明显影响。

2.13 样品含量测定

取10批样品各适量，按“2.3.2”项下方法制备供试品溶液，

再按“2.2”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并分别采用

ESM法和QAMS法测定保肾乙丸中5种蒽醌类成分的含量[相

对误差（RE）＝（QAMS法测得含量－ESM法测得含量）/ESM

法测得含量×100％] ，结果见表3。

3 讨论
本研究选用性质稳定、价廉易得的大黄素为内参物，建立

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

芦荟大黄素

大黄酸

大黄素

大黄酚

大黄素甲醚

1.251 4

1.263 2

1.247 8

1.255 1

1.250 7

1.245 7

1.251 4

1.263 2

1.247 8

1.255 1

1.250 7

1.245 7

1.251 4

1.263 2

1.247 8

1.255 1

1.250 7

1.245 7

1.251 4

1.263 2

1.247 8

1.255 1

1.250 7

1.245 7

1.251 4

1.263 2

0.225

0.227

0.225

0.226

0.225

0.224

0.576

0.581

0.574

0.577

0.575

0.573

0.438

0.442

0.437

0.439

0.438

0.436

0.263

0.265

0.262

0.264

0.263

0.262

0.138

0.139

0.221

0.221

0.221

0.221

0.221

0.221

0.571

0.571

0.571

0.571

0.571

0.571

0.428

0.428

0.428

0.428

0.428

0.428

0.262

0.262

0.262

0.262

0.262

0.262

0.135

0.135

0.441

0.440

0.443

0.444

0.446

0.447

1.137

1.150

1.155

1.140

1.133

1.141

0.861

0.860

0.875

0.868

0.861

0.865

0.526

0.520

0.521

0.520

0.521

0.529

0.272

0.271

97.74

96.38

98.64

98.64

100.00

100.90

98.25

99.65

101.75

98.60

97.72

99.47

98.83

97.66

102.34

100.23

98.83

100.23

100.38

97.33

98.85

97.71

98.47

101.91

99.26

97.78

98.72

99.24

99.69

99.11

99.38

1.62

1.44

1.63

1.75

1.19

待测
成分

取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回
收率，%

平均加样回
收率，%

RSD，
%

1.247 8

1.255 1

1.250 7

1.245 7

0.137

0.138

0.138

0.137

0.135

0.135

0.135

0.135

0.273

0.274

0.271

0.271

100.74

100.74

98.52

99.26

待测
成分

取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回
收率，%

平均加样回
收率，%

RSD，
%

续表2

Continued tab 2

表3 样品含量测定结果（n＝2，mg/g）

Tab 3 Results of contents determination of samples（n＝2，mg/g）

样品批号

120905

120906

120907

120909

131001

131002

131003

141201

141202

141203

大黄素
ESM法
0.212

0.187

0.156

0.230

0.207

0.165

0.112

0.135

0.241

0.212

芦荟大黄素
ESM法
0.185

0.182

0.215

0.165

0.123

0.114

0.165

0.143

0.221

0.185

QAMS法
0.190

0.185

0.211

0.160

0.121

0.116

0.162

0.145

0.215

0.190

RE ，％
2.70

1.65

1.86

3.03

1.63

1.75

1.82

1.40

2.71

2.70

大黄酸
ESM法
0.463

0.357

0.268

0.375

0.441

0.305

0.318

0.291

0.342

0.463

QAMS法
0.461

0.359

0.259

0.382

0.443

0.312

0.307

0.285

0.341

0.461

RE，％
0.43

0.56

3.36

1.87

0.45

2.30

3.46

2.06

0.29

0.43

大黄酚
ESM法
0.352

0.321

0.214

0.269

0.332

0.375

0.206

0.285

0.341

0.352

QAMS法
0.348

0.325

0.207

0.268

0.322

0.368

0.212

0.286

0.351

0.348

RE，％
1.14

1.25

3.27

0.37

3.01

1.87

2.91

0.35

2.93

1.14

大黄素甲醚
ESM法
0.110

0.098

0.167

0.154

0.113

0.135

0.068

0.085

0.127

0.110

QAMS法
0.111

0.096

0.165

0.152

0.111

0.132

0.070

0.087

0.124

0.111

RE，％
0.91

2.04

1.20

1.30

1.77

2.22

2.94

2.35

2.36

0.91
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了该成分与其他 4 种蒽醌类成分的RCF，分别采用ESM法与

QAMS法测定10批保肾乙丸中5种蒽醌类成分的含量。结果

表明，ESM法测定结果与QAMS法测定结果无显著差异，说明

QAMS法能够准确测定保肾乙丸中 5 种蒽醌类成分的含量。

同时，QAMS法所用对照品种类较少，操作简单、方便，具有实

用价值。

综上所述，本方法准确可靠、操作简便快捷，可用于同时

测定保肾乙丸中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素

甲醚5种蒽醌类成分的含量。
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改进HPLC法测定注射用多种维生素（12）中维生素B12的含量

徐家根 1＊，刁岩忠 2（1.南京大学医学院附属口腔医院药学部，南京 210008；2.南京优科生物医药集团股份有限
公司，南京 210009）

中图分类号 R917；R927.2 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）36-5159-03
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摘 要 目的：改进高效液相色谱法测定注射用多种维生素（12）中维生素 B12的含量。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Kromasil 100-5 C18，流动相为水（用 10％稀磷酸调节 pH 为 4.5）-乙腈（梯度洗脱），流速为 1.2 ml/min，检测波长为 361 nm，柱温为

35 ℃，进样量为 50 μl。结果：维生素 B12检测进样量线性范围为 15.03～45.09 ng（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的

RSD＜1％；回收率为99.31％～100.90％（RSD＝0.42％，n＝9）。结论：该方法简便、准确、灵敏度高、重复性好，可用于注射用多种

维生素（12）中维生素B12的含量测定。

关键词 注射用多种维生素（12）；维生素B12；含量测定；高效液相色谱法；方法改进

Improvement of the Method for Content Determination of Vitamin B12 in Multivitamin for Injection（12）by
HPLC
XU Jiagen1，DIAO Yanzhong2（1.Dept. of Pharmacy，Stomatological Hospital Affiliated to Medical College of
Nanjing University，Nanjing 210008，China；2.Nanjing YOKO Pharmaceutical Group Co.，Ltd.，Nanjing 210009，

China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To improve the method for the content determination of vitamin B12 in Multivitamin for injection

（12）. METHODS：HPLC was performed on the column of Kromasil 100-5 C18 with mobile phase of water（adjusted to pH4.5 with

10％ diluted phosphoric acid）-acetonitrile（gradient elution）at a flow rate of 1.2 ml/min，the detection wavelength was 361 nm，

column temperature was 35 ℃，and injection volume was 50 μl. RESULTS：The linear range of vitamin B12 was 15.03-45.09 ng

（r＝0.999 9）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were no lower than 1％；recovery was 99.31％ -100.90％

（RSD＝0.42％，n＝9）. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate，sensitive，reproducible，and can be used for the content

determination of vitamin B12 in Multivitamin for injection（12）.

KEYWORDS Multivitamin for injection（12）；Vitamin B12；Content determination；HPLC；Method improvement

􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌􀤌

维生素B12（Vitamin B12）又称氰钴胺素（Cyanocobalamin）[1]，

是人体必需的水溶性维生素之一[2]，参与体内多种代谢，还可

有效预防恶性贫血、老年痴呆、抑郁症等疾病，对保持人体健

康起着重要作用[3]。维生素B12原料药及单方制剂标准在《中国

药典》《美国药典》《欧洲药典》《日本药典》中均有收载，但均采

用紫外-可见分光光度法测定含量，该方法专属性差，干扰因素

多。国内外上市的注射用复合维生素制剂有注射用水溶性维

生素、注射用 12种复合维生素、注射用多种维生素（12）、多种

维生素注射液（13）[4-5]等。这些制剂的标准均为国家药品注册

标准[6-8]，尚无药典标准；国家药品注册标准及相关文献[9]中，均
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