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UPLC 法同时测定复方龙胆碳酸氢钠片中 10种大黄蒽醌类成分
及土大黄苷的含量 Δ
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摘 要 目的 建立同时测定复方龙胆碳酸氢钠片中10种大黄蒽醌类成分和伪品特征成分土大黄苷含量的方法，用于含大黄复

方制剂的质量评价。方法 采用超高效液相色谱（UPLC）法对8个生产企业40批次复方龙胆碳酸氢钠片中10种大黄蒽醌类成分

（芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄素甲醚-8-O-β-D-

葡萄糖苷、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚）和土大黄苷的含量进行测定。色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18，流

动相为乙腈-0.1% 磷酸溶液（梯度洗脱），流速为0.3 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为5 μL。结合主成分分析与聚类分析对含量测

定结果进行综合分析，并对不同企业样品进行质量评价。结果 上述11种成分在各自检测质量浓度范围内线性关系均良好（r≥

0.999 3），精密度、重复性、稳定性试验的 RSD 均小于 3%（n 均为 6），平均加样回收率为 96.82%～98.92%（RSD≤1.74%，n＝6）；

含量分别为 0.011 7～0.252 0、0～0.323 3、0.131 3～1.236 6、0.081 1～1.056 2、0.015 2～0.189 8、0.001 8～0.152 3、0～0.255 2、

0.001 9～0.223 4、0.054 3～0.303 0、0.022 7～0.172 2、0～2.835 9 mg/g。3个主成分的累计方差贡献率为 95.533%；40批次样品可

分为4类：a 和 d 企业的样品分别自成一类，f、b、g、e 企业的样品为一类，c、h 企业的样品为一类。8家生产企业样品中的大黄蒽醌

类成分含量存在较大差异，且有1家企业的样品检出了土大黄苷。结论 所建 UPLC 法稳定、可靠，可用于复方龙胆碳酸氢钠片中

10种大黄蒽醌类成分及土大黄苷的含量测定。
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Simultaneous determination of 10 rhubarb anthraquinones and rhaponticin in Compound gentian and 
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a method for the simultaneous determination of 10 rhubarb anthraquinones in Compound 

gentian sodium bicarbonate tablets and the content of rhaponticin，which are the characteristic components of artifacts，and to use the 

method to evaluate the quality of compound preparation containing Rheum officinale. METHODS The ultra-performance liquid 

chromatography （UPLC） method was adopted to determine the contents of 10 rhubarb anthraquinones （aloe-emodin-8-O-glucoside，

rheinic acid-8-O-β-D-glucoside，emodin-8-O-glucoside，chrysophanol-8-O-β-D-glucoside，emodin monomethyl ether-8-O-β-D-glucoside，

aloe-emodin，rheinic acid，emodin，chrysophanol，emodin monomethyl ether） and rhaponticin in 40 batches of Compound gentian 

sodium bicarbonate tablets from 8 manufacturers. The determination was performed on the Agilent Eclipse Plus C18 column with a 

mobile phase consisted of acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution （gradient elution） at a flow rate of 0.3 mL/min； the column 

temperature was set at 30 ℃，and the injection volume was 5 μL. Combining principal component analysis and cluster analysis to 

synthesize the results of content determination，the quality of samples from different manufacturers was evaluated. RESULTS All of 

above 11 components showed favorable linear relationships 

with peak areas in their respective mass concentration ranges  

（r≥0.999 3），with RSDs of precision，repeatability and stability 

less than 3% （n＝6）； average sample recoveries ranged 

96.82%-98.92% （RSD≤1.74%，n＝6）； their contents were 

0.011 7-0.252 0，0-0.323 3，0.131 3-1.236 6，0.081 1-1.056 2，
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0.015 2-0.189 8，0.001 8-0.152 3，0-0.255 2，0.001 9-0.223 4，0.054 3-0.303 0，0.022 7-0.172 2，0-2.835 9 mg/g，respectively. The 

cumulative variance contribution of the first three principal components was 95.533%； the 40 batches of samples can be clustered 

into 4 categories：samples from enterprises a and d were in a category of their own，samples from enterprises f，b，g and e were in a 

category，and samples from enterprises c and h were in a category. There were large differences in the content of rhubarb 

anthraquinone in the samples from 8 manufacturers，and rhaponticin was only detected in the sample from one enterprise. 
CONCLUSIONS Established UPLC method is stable and reliable； it can be used for the content determination of 10 rhubarb 

anthraquinones and rhaponticin in Compound gentian sodium bicarbonate tablets. 

KEYWORDS Compound gentian and sodium bicarbonate tablets； rhaponticin； rhubarb anthraquinones； ultra-performance liquid 

chromatography

复方龙胆碳酸氢钠片是由碳酸氢钠、龙胆膏（粉）、

大黄膏（粉）、丁香油、薄荷油与适量辅料组成的中西药

复方制剂，主要用于肝胃不和所致的胃胀反酸作痛、积

食停滞、食欲不振、消化不良等症的治疗。组方中的大

黄药材始载于《神农本草经》，为蓼科植物掌叶大黄

Rheum palmatum L．、唐古特大黄 R. tanguticum Maxim. 

ex Balf. 或药用大黄 R. officinale Baill. 的根和根茎，具有

泻下攻积、清热泻火、利湿退黄之功效[1]。大黄中蒽醌类

物质主要为大黄素型蒽醌，其在肠内亲和力高，可调节

肠道蠕动，对胃肠道疾病有良好的疗效[2]。

据统计，2020年版《中国药典》（一部）中收载的 150

余个含大黄的复方制剂中，大黄的质量控制多采用显

微、薄层色谱、高效液相色谱法；土大黄苷作为伪品大黄

中的特征性成分，在大黄和大黄流浸膏中均不得检出[3]。

本课题组前期采用超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-

MS/MS）法测定了来自8家生产企业的45批次复方龙胆

碳酸氢钠片，结果在10批次样品中检出了土大黄苷，检

出率达 22%[4]。因此，亟须建立一种高效的检测方法以

控制含大黄制剂的质量。当采用液质联用技术时，由于

中成药成分复杂，直接进样容易导致质谱污染，致使检

测结果出现假阳性，并且高效液相色谱法分析时间长、

溶剂消耗量大，不利于大批量及应急样品的快速检

测[5―6]。鉴于此，本研究建立了 UPLC 法，并用该法同时

测定了复方龙胆碳酸氢钠片中大黄素、大黄酸、大黄酚、

芦荟大黄素、大黄素甲醚、芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大

黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄素

甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷共

10种发挥主要药理作用且含量较高的大黄蒽醌类成分

以及伪品特征成分土大黄苷的含量，从而实现土大黄苷

的快速筛查及大黄蒽醌类成分的准确测定，为含大黄复

方制剂的质量控制提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器包括 AcQuity 型 UPLC 仪

（美 国 Waters 公 司），BS224S 型 万 分 之 一 电 子 天 平、

CP225D 型十万分之一电子天平（德国 Sartorius 公司），

KQ-500DE 型数控超声仪（昆山市超声仪器有限公司），

Milli-Q 型超纯水系统（美国 Millipore 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

40批复方龙胆碳酸氢钠片来自国内 8家药品生产

企业，每家企业的样品均有5个批次（样品编号从 a1～a5

至 h1～h5，批号略），处方中大黄以大黄粉或大黄膏的形

式投料，均相当于大黄原生药50 mg/片。对照品大黄素

（批 号 110756-201512，纯 度 98.7%）、大 黄 酸（批 号

110757-201607，纯 度 99.3%）、大 黄 酚（批 号 110796-

201621，纯度99.2%）、芦荟大黄素（批号110795-201710，

纯度 98.3%）、大黄素甲醚（批号 110758-201616，纯度

99.0%）、土大黄苷（批号110794-201708，供检查用）均购

自中国食品药品检定研究院；对照品芦荟大黄素-8-O-葡

萄糖苷（批号 AF20042706，纯度98%）、大黄酸-8-O-β-D-

葡萄糖苷（批号 AF20030303，纯度98%）、大黄素-8-O-葡

萄糖苷（批号 AF20042708，纯度98%）、大黄素甲醚-8-O-

β-D-葡萄糖苷（批号 AF20042709，纯度98%）、大黄酚-8-

O-β-D-葡萄糖苷（批号 AF20041628，纯度98%）均购自成

都埃法生物科技有限公司；乙腈、甲醇均为色谱纯，水为

纯化水，其余试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　11种成分的含量测定

2.1.1　对照品溶液的制备

分别精密称取上述11种对照品适量，分别加少量氯

仿溶解后再加甲醇稀释，制成 0.2 mg/mL 的单一对照品

储备液。精密量取各单一对照品储备液适量，加甲醇制

成约含各成分10 μg/mL 的混合对照品溶液。

2.1.2　供试品溶液的制备

取本品20片，称定质量，研细，取约相当于大黄原生

药 100 mg 的细粉，精密称定。精密加入甲醇 25 mL，称

定质量，于25 ℃超声（功率250 W，频率40 kHz）提取60 

min，放冷至室温，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，

经0.22 μm 滤膜滤过，即得供试品溶液。

2.1.3　阴性样品溶液的制备

按复方龙胆碳酸氢钠片的处方比例，制成缺大黄药

材的阴性样品，按“2.1.2”项下方法制得阴性样品溶液。
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2.1.4　色谱条件

采 用 Agilent Eclipse Plus C18（3.0 mm×150 mm，

1.8 µm）色谱柱，以乙腈（A）-0.1% 磷酸溶液（B）为流

动相进行梯度洗脱（0～10 min，20%A→60%A；10～11 

min，60%A→80%A；11～15 min，80%A→85%A；15～18 

min，85%A→20%A）；流速为 0.3 mL/min；检测波长为

254 nm；柱温为 30 ℃；进样量为 5 µL；检测时间为 20 

min。

2.1.5　系统适用性试验及专属性考察

取上述混合对照品溶液、阴性样品溶液和供试品溶

液（样品编号 a1、b1、c1、d1、e1、f1、g1、h1）各 5 μL，按

“2.1.4”项下色谱条件进样测定，记录色谱图，见图1。结

果表明，在该色谱条件下，理论板数均不小于33 820，各

色谱峰与相邻峰的分离度均大于 1.5，各成分测定不受

其他组分的干扰，并且阴性样品在11种检测成分出峰时

间处均未出现干扰峰。

2.1.6　线性关系考察及检测限、定量限测定

分别精密吸取“2.1.1”项下11种单一对照品储备液，

以甲醇逐步稀释制成各成分质量浓度均分别约为0.5、1.0、

5.0、10.0、20.0 μg/mL 的11种混合对照品溶液，其中大黄

酚及大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷的线性最高点质量浓度

放宽至约 50.0 μg/mL，土大黄苷放宽至约 80.0 μg/mL。

按“2.1.4”项下色谱条件进样测定，以峰面积为纵坐标

（Y）、各对照品质量浓度为横坐标（X）绘制标准曲线，建

立回归方程（表 1）。结果表明，各成分在各自检测的质

量浓度范围内与峰面积线性关系良好（r≥0.999 3）。

另按“2.1.1”项下方法稀释各成分的单一对照品储

备液，按“2.1.4”项下色谱条件分别进样 5～10 μL 测

定，以信噪比 3∶1测得各成分的检测限；同法分别进样

15～25 μL 测定，以信噪比 10∶1测得各成分的定量限。

结果见表 1。

2.1.7　精密度试验

精 密 吸 取“2.1.1”项 下 混 合 对 照 品 溶 液 5 μL，按

“2.1.4”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果显示，芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酸-8-O-β-D-

葡萄糖苷、土大黄苷、大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酚-8-

O-β-D-葡萄糖苷、大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷、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 1.02％ 、1.55％ 、0.61％ 、0.49％ 、0.90%、

0.74%、1.18%、0.83%、0.86%、0.77%、1.32%（n＝6），表明

仪器精密度良好。

2.1.8　重复性试验

分别称取同一批样品（编号 f1）6份，每份0.6 g，精密

称定，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，按“2.1.2”项下方法制

备供试品溶液，按“2.1.4”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积，以外标法按峰面积计算样品含量。结果显示，

样品中芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酸-8-O-β-D-葡

萄糖苷、大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖

苷、大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷、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
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C. 供试品溶液
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1：芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷；2：大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷；3：土

大黄苷；4：大黄素-8-O-葡萄糖苷；5：大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷；6：大

黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷；7：芦荟大黄素；8：大黄酸；9：大黄素；10：

大黄酚；11：大黄素甲醚；a1～h1：8家企业样品。

图1　混合对照品、阴性样品和供试品的UPLC图

表1　芦荟大黄素等 11种成分的线性关系考察结果及

检测限、定量限

成分

芦荟大黄素
大黄酸
大黄素
大黄酚
大黄素甲醚
土大黄苷
芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷
大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷
大黄素-8-O-葡萄糖苷
大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷
大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷

线性范围/（μg/mL）

0.519 7～20.79

0.515 1～20.64

0.497 2～19.89

0.534 6～53.46

0.504 0～20.20

0.507 0～81.12

0.514 0～20.56

0.528 2～21.13

0.491 9～19.68

0.535 1～51.40

0.516 4～20.66

回归方程

Y＝88 798.1X+4 202.1

Y＝71 760.0X+12 177.8

Y＝64 645.2X+18 338.1

Y＝94 861.4X+27 351.3

Y＝33 549.3X+12 029.0

Y＝67 180.8X－17 617.6

Y＝37 096.9X+1 752.7

Y＝19 149.6X－5 843.1

Y＝23 691.8X－6 889.2

Y＝32 414.1X－1 223.8

Y＝29 857.1X－1 579.1

r

0.999 9

0.999 5

0.999 8

0.999 9

0.999 6

0.999 9

0.999 4

0.999 7

0.999 3

0.999 8

0.999 3

检测限/

（μg/mL）

0.050

0.050

0.046

0.055

0.084

0.021

0.029

0.060

0.056

0.043

0.055

定量限/

（μg/mL）

0.150

0.149

0.138

0.166

0.252

0.064

0.086

0.180

0.168

0.128

0.166
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0.020 2、0.021 5、0.175 9、0.136 7、0.016 6、0.012 3、0.014 5、

0.018 7、0.189 0、0.084 5 mg/g，RSD 分 别 为 2.68%、

1.72%、2.16%、2.66%、2.93%、2.04%、1.95%、1.55%、

1.87%、1.36%（n＝6）。另取样品（编号 a1）同法操作，得

样品中土大黄苷的平均含量为 2.891 2 mg/g，RSD 为

0.83%（n＝6）。上述结果表明本方法重复性良好。

2.1.9　稳定性试验

分别取按“2.1.2”项下方法制备的样品编号为 f1和

a1的供试品溶液，在室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 后按

“2.1.4”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显

示，芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖

苷、土大黄苷、大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄酚-8-O-β-D-

葡萄糖苷、大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷、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 1.21%、0.82%、1.99%、0.85%、0.77%、0.86%、1.52%、

1.21%、0.82%、1.40%、0.83%（n＝6），表明供试品溶液在

室温下放置24 h 内稳定。

2.1.10　加样回收率试验

称取已知含量的样品（编号 f1、a1）各6份，每份0.30 

g，精密称定，分别置于 50 mL 具塞锥形瓶中，精密加入

各成分质量浓度约为样品含量 100% 的混合对照品溶

液，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.4”项下

色谱条件进样测定，计算加样回收率。结果显示，各成

分的平均加样回收率为 96.82%～98.92%，RSD 均不大

于1.74%（n＝6），表明本方法准确度良好。

2.1.11　样品含量测定

取各批次样品适量，分别按“2.1.2”项下方法制备供

试品溶液，按“2.1.4”项下色谱条件进样分析，记录峰面

积，以外标法按峰面积计算样品含量。每个样品测定 3

次，取平均值。结果见表2。

表2　40批样品中10种大黄蒽醌类成分及土大黄苷的含量测定结果（n＝3，mg/g）

a

b

c

d

e

f

g

a1

a2

a3

a4

a5

b1

b2

b3

b4

b5

c1

c2

c3

c4

c5

d1

d2

d3

d4

d5

e1

e2

e3

e4

e5

f1

f2

f3

f4

f5

g1

g2

g3

g4

g5

0.050 1

0.047 8

0.051 2

0.052 9

0.051 1

0.012 4

0.012 9

0.011 7

0.013 4

0.013 8

0.250 5

0.247 7

0.252 0

0.251 1

0.250 8

0.216 2

0.221 2

0.217 8

0.212 1

0.220 9

0.070 1

0.072 3

0.071 4

0.070 9

0.071 1

0.021 9

0.021 2

0.020 9

0.022 1

0.022 4

0.048 9

0.050 5

0.050 2

0.049 9

0.049 3

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

0.018 7

0.019 2

0.019 1

0.018 9

0.018 8

0.098 4

0.097 8

0.091 3

0.092 2

0.096 5

0.312 6

0.323 3

0.316 7

0.301 8

0.311 4

0.132 7

0.125 7

0.133 6

0.140 9

0.136 4

0.021 1

0.021 8

0.022 1

0.022 4

0.021 2

0.102 7

0.110 2

0.103 7

0.101 9

0.107 6

0.435 8

0.410 7

0.423 1

0.451 0

0.432 7

0.152 7

0.143 8

0.155 6

0.156 3

0.144 9

1.221 9

1.236 6

1.212 1

1.198 9

1.228 7

0.734 5

0.727 5

0.734 2

0.712 1

0.717 2

0.238 5

0.226 9

0.212 3

0.231 1

0.232 9

0.134 6

0.131 3

0.140 5

0.136 6

0.135 0

0.160 6

0.164 5

0.164 4

0.159 8

0.162 2

0.646 8

0.637 2

0.641 1

0.641 5

0.639 0

0.096 6

0.092 3

0.081 2

0.090 2

0.081 1

0.835 9

0.824 3

0.841 5

0.829 9

0.834 1

1.022 8

1.030 7

1.024 5

1.020 9

1.056 2

0.289 9

0.281 8

0.286 5

0.290 8

0.287 3

0.173 9

0.171 5

0.169 8

0.168 7

0.172 6

0.322 2

0.304 7

0.313 1

0.327 4

0.323 5

0.112 4

0.105 6

0.114 5

0.108 7

0.109 6

0.018 7

0.019 2

0.018 8

0.018 2

0.019 1

0.187 4

0.184 6

0.189 8

0.187 7

0.186 7

0.174 2

0.175 6

0.174 7

0.178 9

0.179 2

0.067 4

0.067 6

0.065 9

0.069 8

0.067 7

0.016 4

0.015 2

0.016 8

0.017 2

0.016 9

0.041 2

0.042 4

0.041 7

0.043 4

0.043 7

0.003 2

0.002 9

0.002 1

0.003 1

0.001 8

0.027 2

0.022 3

0.021 1

0.019 3

0.031 2

0.030 9

0.029 8

0.023 3

0.035 6

0.027 8

0.145 2

0.141 5

0.139 6

0.152 3

0.144 7

0.061 4

0.063 5

0.060 9

0.067 1

0.062 2

0.012 7

0.011 7

0.012 8

0.013 5

0.012 2

0.078 4

0.069 7

0.077 4

0.078 4

0.069 0

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

0.013 8

0.008 7

0.021 1

0.020 2

0.013 3

0.111 5

0.097 6

0.113 8

0.125 7

0.101 0

0.255 2

0.225 6

0.232 5

0.247 5

0.251 6

0.069 8

0.065 4

0.065 1

0.059 8

0.057 9

0.013 2

0.012 9

0.013 3

0.012 1

0.012 9

0.171 4

0.180 9

0.178 2

0.177 6

0.176 5

0.003 1

0.002 9

0.002 1

0.001 9

0.003 3

0.026 5

0.025 9

0.023 1

0.020 2

0.022 9

0.022 2

0.019 4

0.021 2

0.020 5

0.022 8

0.213 2

0.200 8

0.197 8

0.212 1

0.223 4

0.116 2

0.120 9

0.117 8

0.109 8

0.116 9

0.019 2

0.018 9

0.019 9

0.019 7

0.018 2

0.145 8

0.145 3

0.140 9

0.139 8

0.140 3

0.064 2

0.054 3

0.076 4

0.080 1

0.086 5

0.266 7

0.256 9

0.303 0

0.241 2

0.220 3

0.123 7

0.114 5

0.121 7

0.122 8

0.118 9

0.200 4

0.199 6

0.190 7

0.201 8

0.212 3

0.163 7

0.157 7

0.162 9

0.170 2

0.165 6

0.191 1

0.190 8

0.187 6

0.178 2

0.187 7

0.164 0

0.166 0

0.159 0

0.151 0

0.168 0

0.038 8

0.031 2

0.029 3

0.022 7

0.037 7

0.151 9

0.124 5

0.167 7

0.152 3

0.116 9

0.064 4

0.057 8

0.066 6

0.070 6

0.062 3

0.172 2

0.171 2

0.167 8

0.169 0

0.170 9

0.108 1

0.101 1

0.113 7

0.116 7

0.120 9

0.087 2

0.086 2

0.082 1

0.090 6

0.088 7

0.110 7

0.111 3

0.123 1

0.116 7

0.124 0

2.603 2

2.617 9

2.732 4

2.835 9

2.772 0

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

生产企业 样品编号
芦荟大黄素-8-O-

葡萄糖苷
大黄酸-8-O-β-D-

葡萄糖苷
大黄酚-8-O-β-D-

葡萄糖苷
大黄素-8-O-

葡萄糖苷
大黄素甲醚-8-O-β-D-

葡萄糖苷
芦荟大黄素 大黄酸 大黄素 大黄酚 大黄素甲醚 土大黄苷
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h h1

h2

h3

h4

h5

0.212 1

0.208 9

0.214 6

0.211 1

0.206 8

0.089 5

0.089 9

0.090 6

0.087 9

0.085 6

1.106 7

1.114 5

1.108 9

1.112 0

1.189 4

0.744 5

0.698 9

0.737 4

0.771 8

0.762 8

0.153 4

0.152 9

0.160 7

0.152 3

0.156 4

0.029 9

0.030 7

0.022 5

0.025 6

0.027 7

0.100 5

0.092 3

0.111 0

0.122 7

0.101 9

0.021 9

0.021 4

0.020 3

0.019 8

0.025 6

0.115 7

0.124 5

0.110 9

0.122 2

0.104 9

0.058 4

0.059 0

0.065 6

0.069 1

0.064 3

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

续表2

生产企业 样品编号
芦荟大黄素-8-O-

葡萄糖苷
大黄酸-8-O-β-D-

葡萄糖苷
大黄酚-8-O-β-D-

葡萄糖苷
大黄素-8-O-

葡萄糖苷
大黄素甲醚-8-O-β-D-

葡萄糖苷
芦荟大黄素 大黄酸 大黄素 大黄酚 大黄素甲醚 土大黄苷

2.2　主成分分析

2.2.1　相关性分析

在进行主成分分析前，先利用 SPSS 25.0软件进行

KMO 检验和 Bartlett 检验，得 KMO 值为 0.635（＞0.5）提

示可以进行主成分分析；Bartlett 检验结果显示，P＜

0.001，提示各变量间存在显著的相关性，可进行因子分

析及各变量间的共性评价。

2.2.2　特征值和方差贡献率分析

利用 SPSS 25.0软件对样品中11个指标成分进行主

成分分析，结果见表 3。由表 3可知，前 3个主成分的累

计方差贡献率为95.533%，可反映样品中11个指标成分

的大部分信息，因此提取这3个主成分对40批次样品中

11个指标成分的含量进行综合分析，进而对该复方制剂

进行质量评价[7―8]。

2.2.3　不同生产企业样品的综合评价

采用 SPSS 25.0软件，根据“成分矩阵”中各主成分

对应的载荷，选择菜单中“转换”“计算变量”，得到特征

向量，根据特征向量矩阵建立主成分分析模型。F1、F2、

F3 为 3 个主成分的得分，计算公式为：F1＝向量 1C1+向

量 2C2+向量 3C3+……向量 11C11，其中 C1、C2、C3……C11分

别为 11个指标成分标准化后的变量。F2、F3同法计算。

以各主成分的方差贡献率对主成分得分进行加权平均，

得到综合得分（F）：F＝49.704F1+35.905F2+9.924F3，结果

见表 4。由表 4可知，综合得分排前 3名的分别为 d、c、h

企业样品，表明这3家生产企业投料用大黄药材的指标

成分含量接近，且质量较优。

将40批样品中11个指标成分的含量测定结果导入

SIMCA 14.1软件进行标准化处理，生成二维散点图，详

见图2。由图2可知，40批样品可分成4类：a 和 d 企业的

样品分别自成一类，f、b、g、e 企业的样品为一类，c、h 企

业的样品为一类。

2.3　聚类分析

采用 SPSS 25.0软件，将40批次样品中11个指标成

分的含量经标准化处理后，以瓦尔德法、欧氏距离为度

量标准进行聚类分析，输出垂直方向谱系图，结果见图

3。由图3可知，当欧氏距离为14时，40批次样品可聚为

4类：a 和 d 企业的样品分别自成一类，f、b、g、e 企业的样

品为一类，c、h 企业的样品为一类。聚类分析结果与主

成分分析结果一致。

表3　主成分的特征值、方差贡献率及累计方差贡献率

主成分

1

2

3

特征值

5.467

3.950

1.092

方差贡献率/%

49.704

35.905

9.924

累计方差贡献率/%

49.704

85.609

95.533

表4　8个生产企业样品的主成分分值、综合得分及排序

生产企业

d

c

h

a

g

e

f

b

F1

1.995

0.487

0.284

－0.984

0.125

－0.065

－0.988

－0.855

F2

－0.525

1.247

1.063

1.239

－0.832

－0.605

－0.493

－1.093

F3

0.625

－1.081

－0.911

1.762

0.661

0.286

－0.466

－0.875

F

86.512

58.252

43.242

13.064

－17.100

－22.115

－71.433

－90.425

排序

1

2

3

4

5

6

7

8

4

2

0

－2

－4

－6

t[
2

]

－8       －6    　－4        －2             0            2                4              6           8

  t[1]

图2　主成分分析的散点图

欧氏距离

0      2         4         6         8     10        12     14     16      18        20       22     24     26

f1
f2
f5
f3
f4
b2
b5
b1
b4
b3
g1
g2
g3
g4
g5
e4
e5
e1
e3
e2
d2
d3
d1
d4
d5
a1
a2
a3
a4
a5
c2
c5
c1
c3
c4
h1
h2
h3
h5
h4

图3　8家生产企业40批次样品的聚类分析树状图
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3　讨论
目前，业界对含大黄的复方制剂中大黄等多种处方

成分的测定多采用高效液相色谱法，该法分析时间较

长，约 60～80 min。本研究采用小颗粒填料色谱柱（粒

径＜2 μm）结合超高压输液泵（压力＞105 kPa），可同时

测定复方龙胆碳酸氢钠片中 10种大黄蒽醌类成分及 1

种伪品特征成分土大黄苷的含量，并可缩短分析时间至

20 min，检测灵敏度高、准确性良好，可显著改善色谱峰

展宽和拖尾的现象，实现在含大黄的复方制剂中土大黄

苷的快速筛查及大黄蒽醌类成分的准确测定。同时，本

研究考察了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-0.1％磷酸溶液、乙

腈-0.1％磷酸溶液等不同流动相系统的洗脱效果。结果

发现，甲醇洗脱能力较乙腈弱，且色谱峰较宽影响分离

度，存在大黄素-8-O-葡萄糖苷峰与大黄酚-8-O-β-D-葡

萄糖苷峰、芦荟大黄素峰与大黄酸峰不能有效分离的情

况；而采用乙腈洗脱时，大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷

和大黄素甲醚的色谱峰峰形在以0.1％磷酸溶液为水相

时较好，故最终采用乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相进行

梯度洗脱。在此流动相系统下，11个成分各相邻色谱峰

的分离度均大于1.5，理论板数均不小于33 820。

本研究分别考察了甲醇体积分数为 50％、70%、

100%，提取时间为 30、60、90 min 的样品提取效果。结

果发现，大黄素甲醚、大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷和大黄

素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷等成分在甲醇体积分数大于

70% 且提取时间达 30 min 时，其含量才能逐渐增加，而

提取 60 min 与提取 90 min 时的含量无明显差别。考虑

到实际操作的可行性，本研究最终确定了文中提取方

法，即采用100% 甲醇超声提取60 min。

本研究应用主成分分析法提取的前3个主成分可以

概括 40批次样品中 11个指标成分的大部分信息；利用

综合得分排序，可得到 d、c、h 企业样品的综合质量较优。

聚类分析和主成分分析结果一致，均将40批次样品分为

4类：a 和 d 企业的样品分别自成一类，c、h 企业的样品为

一类，f、b、g、e 企业的样品为一类。a 企业的样品中检出

了伪品特征成分土大黄苷，且未检出大黄酸和大黄酸-8-

O-β-D-葡萄糖苷，与其他企业样品质量差异较大，可判

定该企业使用了伪品大黄投料，样品质量较差。

综上所述，本研究所建 UPLC 方法稳定、可靠，可用

于同时测定复方龙胆碳酸氢钠片中 10种大黄蒽醌类成

分及土大黄苷的含量；结合主成分分析、聚类分析等化

学计量学方法，可用于该制剂的质量控制。
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