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肾衰康颗粒为成都军区总医院自制制剂，由黄芪、大黄、

枸杞子、甘草、党参、白术等 14味中药材组成，具有健脾补肾、

益气养血、活血化瘀、泻浊排毒等功效[1]。该制剂以前只对黄

芪、大黄两味药材进行了定性鉴别，为更好地控制该制剂质

量，保证用药安全、有效，笔者在对黄芪、大黄采用薄层色谱

（TLC）法进行鉴别的同时，采用高效液相色谱（HPLC）法测定

了制剂中大黄素和大黄酚的含量，以为肾衰康颗粒的质量标

准建立提供依据。

1 材料
1.1 仪器

1100型 HPLC 仪，包括 G1311A 泵、G1315A 紫外检测器

（美国 Agilent公司）；AB-135S型精密电子天平、AE-200S型电

子天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；VGT- 1990QTD 型超声仪

（江东精密仪器有限公司）；TGL-18G-C型高速台式离心机（上

海安亭科学仪器厂）；DU730 型紫外分光光度计（美国

Beckman公司）；硅胶G、H薄层板（青岛海浪硅胶干燥剂有限

公司）。

1.2 药品与试剂

肾衰康颗粒（成都军区总医院制剂中心自制，批号：

140901、141201、150228，规格：10 g/袋）；黄芪对照药材（批号：

121462-201304）、大黄对照药材（批号：120902-201010）、大黄

素对照品（批号：110756-200110，纯度≥98％）、大黄酚对照品

（批号：110796-201319，纯度≥98％）均购自中国食品药品检

定研究院；乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 定性鉴别

2.1.1 黄芪[2] 取样品内容物 10 g，研细，加甲醇 30 ml，超声

（功率：200 W，频率：40 kHz，下同）提取 30 min，滤过，滤液蒸

干，残渣加水20 ml使溶解，用水饱和正丁醇提取2次，每次20

ml，合并正丁醇液，用氨试液洗涤 2次，每次 20 ml，弃去氨试

液，正丁醇液蒸干，残渣加甲醇 1 ml 使溶解，作为供试品溶

液。另取黄芪对照药材1 g，按供试品溶液制备方法制成对照

药材溶液。按肾衰康颗粒处方和制备工艺制备缺黄芪的阴性

样品，再按供试品溶液制备方法制成阴性对照溶液。按TLC

法[2010年版《中国药典》（一部）附录ⅥB][3]试验，吸取上述3种

溶液各5 μl，分别点于同一硅胶G薄层板上，以乙酸乙酯-丁酮-

甲酸-水（5 ∶ 3 ∶ 1 ∶ 1，V/V/V/V）为展开剂，置于氨蒸气饱和的展开

缸内，展开，取出，晾干，喷以 10％硫酸乙醇试液，于 105 ℃加
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热至斑点显色清晰，日光下检视。结果显示，供试品色谱中，

在与对照药材色谱相应位置上显相同颜色的斑点，且阴性对

照无干扰，详见图1。

2.1.2 大黄 取样品内容物10 g，研细，加甲醇30 ml，超声30

min，滤过，取滤液15 ml，蒸干，残渣加水10 ml使溶解，再加盐
酸 1 ml，加热回流 30 min，立即冷却，用乙醚分 2次振摇提取，

每次 20 ml，合并乙醚液，蒸干，残渣加三氯甲烷 1 ml使溶解，

作为供试品溶液。另取大黄对照药材 0.2 g，按供试品溶液制
备方法制成对照药材溶液。按肾衰康颗粒处方和制备工艺制
备缺大黄的阴性样品，再按供试品溶液制备方法制成阴性对
照溶液。按TLC法[2010年版《中国药典》（一部）附录ⅥB][3]试
验，吸取上述3种溶液各5 μl，分别点于同一硅胶H薄层板上，

以石油醚（30～60 ℃）-甲酸乙酯-甲酸（15 ∶ 5 ∶ 1，V/V/V）为展开
剂，置于氨蒸气饱和的展开缸内，展开，取出，晾干，置紫外光
灯（365 nm）下检视。结果显示，供试品色谱中，在与对照药材
色谱相应位置上显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰，详见
图2。

2.2 含量测定[4-7]

2.2.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Agilent HC-C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.1％磷酸（85 ∶ 15，
V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：254 nm；柱温：30 ℃；进样
量：10 µl。在上述色谱条件下，理论板数以各待测成分峰计均不

少于3 000，分离度均＞1.5，各成分基线分离良好。色谱见图3。

2.2.2 对照品溶液的制备 分别取大黄素、大黄酚对照品适

量，精密称定，加甲醇制成每1 ml均含10 μg的大黄素、大黄酚

单一对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取装量差异项下的样品内容物适

量，研细，取约 1.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲

醇25 ml，密塞，称定质量，超声处理20 min，放冷，称定质量，用

甲醇补足减失的质量，摇匀，以半径为 13.5 cm、3 000 r/min离

心5 min，滤过，取续滤液，即得。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按肾衰康颗粒处方和制备工艺

制备缺大黄的阴性样品，按“2.2.3”项下方法制成阴性对照

溶液。

2.2.5 线性关系考察 分别取大黄素、大黄酚对照品适量，精

密称定，加甲醇溶解分别制成每1 ml含76 µg大黄素、64 µg大

黄酚的单一对照品溶液。分别量取上述大黄素对照品溶液适

量，加甲醇制成质量浓度分别为 1.9、3.8、7.6、15.2、30.4、60.8

µg/ml的系列大黄素对照品溶液。精密吸取上述系列大黄素

对照品溶液各10 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积。以大黄素质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵

坐标进行线性回归，得回归方程为 y＝30.978x－4.745 3（r＝

0.999 9）。结果表明，大黄素检测质量浓度线性范围为 1.9～

60.8 µg/ml。分别量取上述大黄酚对照品溶液适量，加甲醇制

成质量浓度分别为1.6、3.2、6.4、12.8、25.6、51.2 µg/ml的系列大

黄酚对照品溶液。精密吸取上述系列大黄酚对照品溶液各10

μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以大黄酚

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，得回归方程为 y＝40.503x－6.215 9（r＝0.999 9）。结果表

明，大黄酚检测质量浓度线性范围为1.6～51.2 µg/ml。

2.2.6 精密度试验 取“2.2.2”项下对照品溶液适量，按

“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，

大黄素、大黄酚峰面积的RSD分别为0.57％、0.51％（n＝6），表

明仪器精密度良好。

2.2.7 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液（批号：

141201）适量，分别于放置0、2、4、8、12、24 h时进样测定，记录

峰面积。结果，大黄素、大黄酚峰面积的RSD为2.01％、2.88％

（n＝6），表明供试品溶液在24 h内基本稳定。

2.2.8 重复性试验 精密称取同一批样品（批号：141201）适

量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，共6份，再按“2.2.1”项

图1 黄芪的薄层色谱图
1.对照药材；2～4.供试品；5.阴性对照

Fig 1 TLC chromatograms of Astragali Radix
1.control medicinal material；2-4.test samples；5.negative control
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图3 高效液相色谱图

A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；a.大黄素；b.大黄酚

Fig 3 HPLC chromatograms
A.reference substance；B.test samples；C.negative control；a.emodin；b.

chrysophanol
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图2 大黄的薄层色谱图
1.对照药材；2～4.供试品；5.阴性对照

Fig 2 TLC chromatograms of Rhei Radix et Rhizoma
1.control medicinal material；2-4.test samples；5.negative control
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下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，大黄素、大黄酚峰

面积的RSD为1.98％、1.10％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.2.9 加样回收率试验 取已知含量样品（批号：141201）适

量，共 9份，分别加入高、中、低质量的大黄素、大黄酚对照品，

按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定，计算各成分含量并计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分

大黄素

大黄酚

取样量，
g

0.500 3

0.500 5

0.5015

0.499 1

0.501 0

0.498 9

0.499 8

0.501 3

0.501 0

0.500 0

0.500 5

0.501 5

0.499 1

0.501 0

0.498 9

0.499 8

0.501 3

0.501 0

样品含
量，mg

0.035 3

0.035 3

0.035 4

0.035 2

0.035 3

0.035 2

0.035 2

0.035 3

0.035 3

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.007 9

加入量，
mg

0.028 2

0.028 2

0.028 2

0.038 4

0.038 4

0.038 4

0.042 3

0.042 3

0.042 3

0.006 3

0.006 3

0.006 3

0.007 9

0.007 9

0.007 9

0.009 5

0.009 5

0.009 5

测得量，
mg

0.063 9

0.064 5

0.064 5

0.072 2

0.073 4

0.071 9

0.077 1

0.076 7

0.077 4

0.014 5

0.014 3

0.014 1

0.016 0

0.015 8

0.015 6

0.017 1

0.017 4

0.017 8

加样回收
率，％

101.42

103.66

103.41

96.35

99.15

95.76

98.99

97.78

99.55

104.02

101.93

98.74

102.66

99.94

97.24

97.36

100.37

104.34

平均加样回
收率，％

99.56

100.73

RSD，
％

2.83

2.65

2.2.10 样品含量测定 取 3批样品各适量，分别按“2.2.3”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定

并计算各成分含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of contents determination of samples（n＝3）

批号
140901

141201

150228

大黄素含量，mg/g

0.070 5

0.070 4

0.070 4

大黄酚含量，mg/g

0.015 8

0.015 6

0.015 6

3 讨论

在TLC鉴别中，本研究对方中14味药材中的12味均进行

了检测，结果发现其余10味药材存在重复性差、阴性对照有干

扰或在与对照药材色谱相应位置上未显相同颜色的斑点等问

题，故仅纳入黄芪、大黄2味药材进行TLC鉴别。

黄芪的TLC鉴别中，用超声提取替代以往的加热回流，操

作简单、易行，且提取率与加热回流相当。萃取时用水饱和的

正丁醇代替乙酸乙酯，避免了乙酸乙酯萃取时易造成的乳化

现象；同时，水饱和正丁醇可实现深度萃取，使萃取效率提高。

预试验考察了不同试剂对含量测定中样品提取效果的影

响，最终发现甲醇提取效果最好。在提取时间的考察中，笔者

分别对15、30、45、60 min进行了比较，发现30 min便能较好提

取，再延长提取时间对提取效果无较大影响。

预试验还对含量测定中使用不同流动相（甲醇-水、乙腈-

水、甲醇-0.1％乙酸、甲醇-0.1％磷酸）下供试品的响应情况进

行了对比。结果表明，使用甲醇-水作为流动相，各目标峰分离

效果不佳；而在甲醇-0.1％乙酸流动相中，各目标峰之间分离

效果较好，但乙酸易挥发，重复性较差。因此，最终确定了甲

醇-0.1％磷酸作为流动相进行含量测定。

综上所述，本研究所建标准可用于肾衰康颗粒的质量

控制。
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国家卫生计生委副主任王国强访问上海合作组织秘书处

本刊讯 2015年12月21日，应上海合作组织秘书长梅津

采夫邀请，国家卫生计生委副主任、国家中医药管理局局长王

国强访问上海合作组织秘书处,与梅津采夫等进行了会谈。

王国强对上海合作组织秘书处的邀请表示感谢,祝贺上海

合作组织近几年取得的长足进步，并对梅津采夫秘书长在任

期间，对上海合作组织成员国之间传统医学特别是中医药合

作所做出的努力表示高度的赞赏和由衷的感谢。希望梅津采

夫回国履新后，继续推动俄卫生部与我国国家中医药管理局

进一步就中医师执业、药品及器械准入等问题进行沟通交流。

梅津采夫通报了自2015年2月与王国强副主任会谈后的

工作落实进展情况，并表示他在此前上海合作组织总理会及

理事会发言中，建议成员国的卫生机构将中西医经验结合起

来，继续推动传统医学合作。萨哈林州州长科热米亚科表示，

希望今后可以商议在萨哈林州进行中医药领域合作项目，利

用萨哈林州丰富的矿泥温泉资源，与郊区疗养院和市区医院

合作建立中医中心。

··374


