
高效液相色谱仪，按“2． 1”项下色谱条件进行测定，记
录色谱峰面积，根据标准曲线计算各配伍比例时甘草
酸成分的含量( n = 3) ，以甘草海藻药对不同配伍比例
为横坐标，甘草酸含量为纵坐标作图，结果见图 2。

图 2 甘草-海藻不同配伍比例时甘草酸含量柱形图
Fig． 2 Column diagram of glycyrrhizic acid content in

the compatibility of Glycyrrhiza uralensis and Sargassum
fusiforme in different ratio

3 讨论
本实验考察了中药传统水煎煮，甲醇、乙醇 2 种溶

剂以及回流、超声 2 种提取方式，结果甲醇回流提取
得最高，最终选择了甲醇回流提取。

由于甘草酸是有机酸，易电离，醋酸铵溶液加入少
量醋酸可减少拖尾，改善峰形，且分离效果较好，加入
乙腈可以改善基线的平稳。因此选择甲醇-乙腈-
0． 2 mol·L-1醋酸铵溶液-冰醋酸( 45∶15∶40∶1 ) 为
流动相。

笔者曾以正交实验设计法对甘草酸的提取工艺进
行优化，以甘草酸的提取率为指标，考察了醇浓度、料
液比、提取时间和提取次数对提取效果的影响，经过直
观分析和方差分析，结果显示以 12 倍量的体积分数为
60%的甲醇溶液、提取 3 次，每次 1 h，能获得最好的提
取效果。

甘草海藻配伍后，会导致甘草酸的明显变化，随着
甘草海藻配伍比例由 1∶3，1∶2，1∶1 变化时，甘草酸
含量明显降低，并且当配伍为 1∶1 时含量最低。随着
配伍比例为 1∶1，2∶1，3∶1 时，由于甘草在配伍中比
例的提高，甘草酸的含量逐渐提高。这说明甘草海藻
配伍时，会影响有效成分甘草酸的变化，可能正是由于
成分的变化导致疗效的降低，或许可以揭示甘草海藻
配伍禁忌的物质基础。
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高效液相色谱法测定
牛黄解毒滴丸中大黄素和大黄酚含量

陈敬然1，谢飞2，尹晓飞1，刘晋华1，王爱萍1

( 1．解放军第 251 医院药剂科，河北张家口 075000; 2．河北省张家口市第四医院药剂科，075000)

［摘 要］ 目的 采用高效液相色谱法测定牛黄解毒滴丸中大黄素和大黄酚含量。方法 色谱柱: Kromasil C18柱
( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) ;流动相:甲醇-0． 1%磷酸溶液( 85∶ 15) ;流速: 1 mL·min －1 ; 紫外检测波长: 254 nm; 柱温:
30 ℃。结果 大黄素在 2． 36 ～ 37． 72 μg·mL-1范围内线性关系良好，平均回收率分别为 99． 56%，RSD = 1． 1% ( n = 9) ;

大黄酚在 6． 41 ～ 102． 60 μg·mL-1范围内线性关系良好，平均回收率 99． 89%，RSD = 1． 8% ( n = 9) 。结论 该方法简便，

准确，可作为牛黄解毒滴丸质量控制的方法。
［关键词］ 牛黄解毒滴丸; 大黄素; 大黄酚;色谱法，高效液相
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Content Determination of Emodin and Chrysophanol in Niuhuang Jiedu Dropping Pill by
HPLC
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ABSTRACT Objective To establish a HPLC method for determination of emodin and chrysophanol in niuhuang jiedu
dropping pill． Methods Kromasil C18 ( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) column was used; the mobile phase was methanol-0． 1%
phosphoric acid ( 85∶ 15) ; the flow rate was 1 mL·min －1 and column temperature was at 30 ℃ ; the detection wave-length was
254 nm． Results There was a good linear relationship of emodin and chrysophanol at range from 2． 36-37． 72 μg·mL-1 and
6． 41 － 102． 60 μg·mL-1，respectively; the average recoveries were 99． 56% ( RSD = 1． 1%，n = 9) and 99． 89% ( RSD = 1． 8%，
n = 6 ) ，respectively． Conclusion This method is convenient，accurate and reproducible for determination of emodin and
chrysophanol in niuhuang jiedu dropping pill．

KEY WORDS Niuhuang jiedu dropping pill; Emodin; Chrysophanol; HPLC

牛黄解毒滴丸为我院自制制剂 ( 批准文号: 北联
制字［2004］FP06014 ) ，主要由人工牛黄、大黄、黄芩、
冰片等组方而成，具有清热解毒的功效，主要用于治疗
火热内盛、咽喉肿痛、牙龈肿痛、口舌生疮、目赤肿痛等
症状。临床应用较为广泛。《中华人民共和国药典》
2005 年版一部中通过控制黄芩中黄芩苷的含量以控
制牛黄解毒片的质量。由于本制剂中大黄的含量也较
多，而大黄中主要含有大黄素、大黄酚、大黄酸等成分，
故笔者采用高效液相色谱( HPLC) 法同时对牛黄解毒
滴丸中大黄素和大黄酚的含量进行测定，报道如下。
1 仪器与试药
1． 1 仪器 日本岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪，岛
津 SPD-M20A 二极管阵列检测器，CTO-20A 柱温箱，
Workstation多通道工作站; 德国赛多利斯 BP211D 电
子分析天平;昆山超声仪器有限公司 KQ-100DB 数据
超声处理器。
1． 2 试药 大黄素对照品 ( 中国药品生物制品检定
所，批号: 110756-200110) ，大黄酚对照品( 中国药品生
物制品检定所，批号: 1100796-200310 ) ，甲醇 ( 色谱
纯) ，其余试剂为分析纯，牛黄解毒滴丸( 解放军第 251
医院 制 剂 室 提 供，批 号: 20070509，20080102，
20080722) 。
2 方法与结果
2． 1 色谱条件 Kromasil C18柱( 4． 6 mm × 150 mm，
5 μm) ; 流动相:甲醇-0． 1%磷酸溶液( 85∶15) ; 流速:
1 mL·min －1 ; 紫外检测波长: 254 nm; 柱温: 30 ℃ ; 进
样量: 20 μL。
2． 2 供试品溶液的制备 取牛黄解毒滴丸样品 100
粒，研细，精密称取约 1 g 置锥形瓶中，精密加乙醇
50 mL，密塞，称定质量，置水浴上加热回流 1 h，放冷，
用乙醇补足减失的质量，滤过，精取续滤液 25 mL，置
烧瓶中，水浴蒸干，加 30% 乙醇-盐酸 ( 10∶1 ) 溶液
30 mL，置水浴中加热水解 1 h，立即冷却，用三氯甲烷
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强力振摇提取 4 次，每次 15 mL，合并三氯甲烷液，在
水浴上蒸干，残渣用无水乙醇-乙酸乙酯( 2∶1 ) 溶解，
移至 50 mL量瓶中，稀释至刻度，即得。另取缺大黄的
阴性样品同法制得阴性对照液备用。
2． 3 系统适应性实验 分别取供试品溶液、阴性对照
溶液和对照品溶液，按照“2． 1”项色谱条件，进样
20 μL测定。在此条件下大黄素峰的理论塔板数为
4 786，大黄酚峰的理论塔板数为 9 956; 大黄素与大黄
酚峰的分离度为 7． 23;阴性对照无干扰。见图 1。

图 1 阴性对照品、对照品和供试品的 HPLC色谱图
1．阴性对照品; B．对照品; C．供试品; 1．大黄素; 2．大黄酚
Fig． 1 HPLC chromatogram of negative reference

substance，reference substance and niuhuang jiedu dropping
pill sample

A． negative reference substance; B． reference substance; C．
sample; 1． emodin; 2． chrysophanol

2． 4 标准曲线的绘制 分别精密称取大黄素和大黄酚
对照品适量，加无水乙醇-乙酸乙酯( 2∶1) 适量溶解，并
定量稀释成含大黄素 94． 3 μg· mL-1 和大黄酚
256． 5 μg·mL-1的储备液。分别精密量取此储备液
0． 25，0． 50，1． 00，2． 00，4． 00 mL，用无水乙醇-乙酸乙酯
( 2∶1) 定量稀释至 10 mL，在上述色谱条件下进样分
析，测定峰面积值( A) ，并以 A 对进样浓度( C) 进行回
归，绘制标准曲线。结果大黄素回归方程: A = 3． 571 3
×104C +3． 318 6 × 103，r = 0． 999 8，线性范围 2． 36 ～
37． 72 μg·mL-1。大黄酚回归方程: A = 4． 779 4 × 104C
－ 2． 625 0 × 104，r = 0． 999 9，线性 范 围: 6． 41 ～
102． 60 μg·mL-1。
2． 5 稳定性实验 取对照品溶液 ( 含大黄素
9． 43 μg·mL-1和大黄酚 25． 65 μg·mL-1 ) ，分别于 0，
4，8，24 h 在上述色谱条件下测定，峰面积基本不变。
大黄素的相对标准偏差 ( RSD) 为 0． 56%，大黄酚的
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RSD为 0． 81%。
2． 6 精密度实验 取对照品溶液 ( 含大黄素
9． 43 μg·mL-1和大黄酚 25． 65 μg·mL-1 ) ，在上述色
谱条件下连续测定 5 次，大黄素的 RSD 为 0． 47%，大
黄酚的 RSD为 0． 60%。
2． 7 重复性实验 按照拟订的含量测定方法，取同批
号样品 5 份，分别制备样品供试液，在上述色谱条件下
测定 5 次，大黄素的 RSD为 1． 10%，大黄酚的 RSD为
0． 94%。
2． 8 回收率实验 取已知含量的样品 ( 批号:
20080722) ，分别加入大黄素和大黄酚对照品储备液 4，
5，6 mL，取牛黄解毒滴丸样品 100 粒，研细，精密称取约
1 g置锥形瓶中，分别精密加乙醇 46，45，44 mL，再按
“2． 2”项中所述方法操作，在上述色谱条件下测定，结果
见表 1，2。经低、中、高 3 种浓度各 3 次实验，大黄素和
大黄酚的加样回收率结果均在 95% ～105%之间。大黄
素的平均回收率 99． 56%，RSD = 1． 1% ( n = 9) ; 大黄酚
的平均回收率 99． 89%，RSD =1． 8% ( n =9) 。
2． 9 含量测定 对 3 批样品的含量测定结果见表 3。

表 1 大黄素的加样回收率测定结果
Tab． 1 Recovery of emodin

样品量 /
g

已知含量 加入量 测得量
mg

回收率 /
%

0． 502 3 0． 412 0． 377 0． 786 99． 20
0． 510 2 0． 418 0． 377 0． 800 101． 33
0． 500 6 0． 410 0． 377 0． 788 100． 27
0． 500 9 0． 411 0． 472 0． 873 97． 88
0． 498 2 0． 409 0． 472 0． 883 100． 42
0． 496 3 0． 407 0． 472 0． 872 98． 52
0． 497 6 0． 408 0． 566 0． 967 98． 76
0． 517 2 0． 424 0． 566 0． 991 100． 18
0． 501 4 0． 411 0． 566 0． 974 99． 47

表 2 大黄酚的回收率测定结果
Tab． 2 Recovery of chrysophanol

样品量 /
g

已知含量 加入量 测得量
mg

回收率 /
%

0． 502 3 1． 145 1． 026 2． 158 98． 73
0． 510 2 1． 163 1． 026 2． 194 100． 49
0． 500 6 1． 136 1． 026 2． 141 97． 95
0． 500 9 1． 142 1． 283 2． 442 101． 33
0． 498 2 1． 131 1． 283 2． 415 100． 08
0． 496 3 1． 128 1． 283 2． 403 98． 38
0． 497 6 1． 135 1． 539 2． 640 97． 79
0． 517 2 1． 179 1． 539 2． 749 102． 01
0． 501 4 1． 152 1． 539 2． 726 102． 27

3 讨论
笔者在本实验对多种流动相条件及检测波长进行

比较［1-8］，结果发现大黄素与大黄酚在 254 nm 波长处
有较好的吸光度，以甲醇-0． 1%磷酸( 85∶15 ) 作为流
动相时所得色谱图中主峰分离较好，柱效较高，理论塔
板数、拖尾因子等参数均符合要求，样品测定无干扰，
是比较理想的色谱条件。

表 3 3 批样品的含量测定结果
Tab． 3 Results of content determination of 3 groups of

samples mg·g-1，n = 3

批号 大黄素含量 大黄酚含量
20070509 0． 82 2． 28
20080102 0． 83 2． 28
20080722 0． 82 2． 27

在制备供试品溶液时，笔者参考《中华人民共和
国药典》2005 年版一部中大黄、三黄片的样品处理方
法［1］。还曾分别采用甲醇超声提取 30 min［2］、60 min，
甲醇超声 1 h 后酸化提取［3］，加热回流 1 h［7］、3 h，加
热回流后酸化提取［8-9］等方法处理样品，结果所测含量
与本实验结果相比，含量偏低。

实验结果表明，采用 HPLC 法测定牛黄解毒滴丸
中大黄素和大黄酚的含量，操作方法简便、灵敏度高、
结果准确、重复性好，可以作为牛黄解毒滴丸生产中质
量控制的标准。
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