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HPLC 等吸收双波长法同时测定桂附地黄丸中

5 种成分的含量

车 磊，孙国祥
( 沈阳药科大学 药学院，辽宁 沈阳 110016)

摘要: 目的 建立同时测定桂附地黄丸中没食子酸、5-羟甲基糠醛、马钱苷、芍药苷和丹皮酚 5 种成

分的反相高效液相色谱分析方法。方法 色谱柱为 Scienhome Kromasil C18 柱 ( 250 mm × 4. 6 mm，
5 μm) ，流动相 A 为体积分数为 0. 1%的磷酸溶液、B 为体积分数为 0. 1%的磷酸甲醇溶液，梯度洗

脱，柱温( 30. 00 ± 0. 15) ℃，检测波长为 190 ～ 400 nm DAD 检测。结果 没食子酸、5-羟甲基糠醛、马
钱苷、芍 药 苷 和 丹 皮 酚 分 别 在 0. 06 ～ 1. 60、0. 06 ～ 1. 60、0. 05 ～ 0. 60、0. 05 ～ 0. 60 和 0. 12 ～
3. 20 g·L －1

内峰面积与质量浓度呈良好的线性关系。5 种成分的平均回收率分别为 98. 7%、
101. 2%、99. 0%、98. 5%和 99. 6%。结论 该方法可用于桂附地黄丸的质量控制。
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桂附地黄丸 ( Guifudihuang pills，GFDHP) 出

自金匮肾气方，由肉桂、附子 ( 制) 、熟地黄、山茱

萸( 制) 、牡丹皮、山药、茯苓、泽泻八味药组成。
功擅温补肾阳，用于肾阳不足，腰膝酸冷，肢体浮

肿，小便不利或反多，痰饮喘咳，消渴
［1］。君药熟

地黄含有 5-羟甲基糠醛 ( 5-hydroxymethyl-2-fural
dehyde，5-HMF) ，是熟地黄限量控制的客观指标

之一
［2］。臣药之一山茱萸主要成分为马钱苷( lo-

ganin，LGN) 和没食子酸( gallic acid，GA) ，有补益

肝肾，涩精固脱的功效
［3］。佐药之一牡丹皮的主

要成分为丹皮酚( paeonol，POL) 和芍药苷( paeoni-
florin，PNF) ，有清热凉血，活血化瘀的功效

［4］。5
种成分的化学结构见图 1。有文献对上述各活性

成分的定量分 析 方 法 进 行 过 报 道
［5 － 7］，而 关 于

GFDHW 的质量控制方法仅对其中的单一或两组

分进行定量研究
［8 － 10］。2010 年版《中华人民共和

国药典》也仅以 LGN 和 POL 含量作为质控指标，

对其他成分无含量控制标准。试验中发现在选定

的色谱系统条件下，LGN 和 PNF 的色谱峰完全重

叠。考虑到 2 种物质的紫外吸收光谱有差异，应

用 Agilent1100 配有的 DAD 检测器和 ChemStation
工作站，利用等吸收双波长法对谱图进行处理，不

经色谱分离即可实现对 2 组分的定量分析。有报

道采 用 等 吸 收 双 波 长 法 对 组 分 进 行 分 析 测

定
［11 － 12］，但未见 GFDHW 有关方面的研究。本文

作者采用 HPLC 等吸收双波长法同时对 GFDHW
中的 GA、5-HMF、LGN、PNF 和 POL5 种成分进行

含量测定
［13 － 15］，具有简便、准确、无干扰的特点，

对全面有效地控制该制剂的质量具有重要意义。

Fig． 1 Structures of gallic acid(1)，5-hydroxymethyl-2-furaldehyde(2)，loganin(3)，paeoniflorin(4)，paeonol(5)



1 仪器与材料

Agilent 1100 高效液相色谱仪 ( 配有 DAD 检

测器，美 国 Agilent 公 司 ) ，ChemStation 工 作 站，

RE-52 型旋转蒸发仪 ( 上海亚荣生化仪器厂 ) ，

Sarturius-BS110S 分析天平( 北京赛多利斯天平有

限公司) ，KDM 型控温电热套( 山东鄄城华鲁仪器

公司) 。
甲醇( 色谱纯，山东禹王实业有限公司化工

分公司 ) ，乙 醇 ( 分 析 纯，沈 阳 市 富 康 消 毒 药 剂

厂) ，磷酸( 色谱纯，天津市科密欧化学试剂有限

公司) ，水为去离子水( 沈阳药科大学水站) 。
没 食 子 酸 ( gallic acid，GA，批 号 110831-

200803) 对照品、5-羟甲基糠醛 ( 5-hydroxymethyl-
2-fural dehyde，5-HMF，批号 111626-200905 ) 对照

品、马钱苷( loganin，LGN，批号 111640-200503) 对

照品、芍 药 苷 ( paeoniflorin，PNF，批 号 110736-
200933) 对 照 品、丹 皮 酚 ( paeonol，POL，批 号

110708-200505) 对照品，均购自中国药品生物制

品检定所。
12 批 桂 附 地 黄 丸 均 为 市 售 品，编 号 为 S1-

S12。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色 谱 柱 : Scienhome Kromasil C18 柱

( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm ) ; 流 动 相 A 为 体 积

分 数 为 0. 1% 的 磷 酸 溶 液，B 为 体 积 分 数 为

0. 1% 的磷酸甲醇溶液，梯度洗脱 ( 0 ～ 10 min，

体积分数为 5% ～ 15% B; 10 ～ 30 min，体积分

数为 15% ～ 60% B; 30 ～ 40 min，体 积 分 数 为

60% ～ 85% B; 40 ～ 45 min，体 积 分 数 为 85%
～ 100% B; 45 ～ 60 min，体 积 分 数 为 100%
B) ; 流 速 : 1. 0 mL·min － 1 ; 紫 外 检 测 波 长 : 190
～ 400 nm; 柱 温 : ( 30 ± 0. 15 ) ℃ ; 进 样 量 : 3
μL; 洗脱时间 : 60 min。
2. 2 对照品溶液制备

取 GA、5-HMF 和 POL 3 种对照品适量，精密

称定，加甲醇制成质量浓度为 GA 5 g·L －1、5-HMF
5 g·L －1

和 POL 10 g·L －1
的混合溶液，作为混合对

照品溶液。
分别取 LGN 和 PNF 对照品适量，精密称定，

加甲醇制成质量浓度分别为 LGN-PNF ( g·L －1 ) :

0. 60-0、0. 55-0. 05、0. 50-0. 10、0. 40-0. 20、0. 30-

0. 30、0. 20-0. 40、0. 10-0. 50、0. 05-0. 55 和 0-0. 60
的 9 组混合对照品溶液。
2. 3 供试品溶液制备

取桂附地黄丸适量 ( 约相当于原药材 6 g) ，

精密称定，加乙醇 40 mL，回流提取 1. 5 h，滤过，

残渣加体积分数为 50% 的乙醇 25 mL 继续回流

提取 1 h，滤过。合并 2 次滤液，减压浓缩至约

15 mL，用体积分数为 75% 的乙醇定容至 25 mL，

摇匀，作为供试品溶液。
2. 4 阴性样品供试液制备

按处方比例分别称取除熟地黄、山茱萸和牡

丹皮以外的其余药味，按“2. 3”条方法操作，分别

制成缺少 5-HMF、GA、和 POL 的阴性样品，作为

阴性样品供试液。
2. 5 HPLC-DAD 等吸收双波长法原理

色谱峰重叠但在线吸收光谱有差异的 a、b 2
组分混合物，要消除 b 的干扰以测定 a，可从 b 的

吸收光谱图上选择两个吸光度相等的波长 λ1 和

λ2，测定混合物的色谱峰面积差，根据色谱峰面积

差值来计算 a 的含量，同法可测定 b。波长选择

的原则: a. 干扰组分 b 在这 2 个波长处应具有相

等吸光度 ( 色谱峰面积差几乎为 0 ) ，即 ΔAb =
Ab
λ1 － A

b
λ2 = 0; b. 待测组分在这 2 个波长处的吸收

峰面积差值 ΔAa
应足够大( 色谱峰面积差越大越

好) 。在 LGN 和 PNF 的 单 一 对 照 品 溶 液 的

HPLC-DAD 在线光谱中进行双波长的选择。Agi-
lent ChemStation 工作站可以得到 2 个谱图的差

谱，应用等吸收双波长法原理可消去双组分重叠

峰中某一个组分对色谱峰的贡献，求得另一组分

的含量。
2. 6 样品溶液提取方法的选择

考察了以水、体积分数分别为 25%、50%、
75%、95%的乙醇和甲醇为提取溶剂，按“2. 3”条

方法制备 GFDHP 供试液，其中前 3 者经体积分数

为 80%乙醇醇沉 12 h。将上述各供试液进样分

析，记录色谱图。通过比较色谱图最终确定用体

积分数为 95%的乙醇 40 mL，回流提取 1. 5 h，滤

过，残渣加体积分数为 50% 的乙醇 25 mL 继续回

流提取 1 h，滤过; 合并 2 次滤液，减压浓缩至约

15 mL，用体积分数 75%的乙醇定容至 25 mL。
2. 7 检测波长的选择

GFDHP 主要含糖类、三萜类和有机酸类等化

学成分，在 200 ～ 250 nm 处有较强的紫外吸收。
在 210、230、246、265、280 nm 5 个波长处进行测
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定，尤以 230 nm 波长下，出峰多，分离好，响应值

高，因此确定在 230 nm 波长处测定 GFDHP 中

GA、5-HMF 和 POL 3 组分含量。但 PNF 和 LGN
在此色谱条件下色谱峰完全重叠，作者利用 DAD
检测器记录 190-400 nm 信号，依据 2 组分的紫外

吸收光谱特征，应用等吸收双波长法作为 GFDHP
中 PNF 和 LGN 的定量方法。选定 PNF 的测定波

长为 231 nm，参比波长为 245 nm; LGN 的测定波长

为 245 nm，参比波长为 218 nm; 见图 2、3。

a—PNF; b—LGN
Fig． 2 The choice of PNF wavelength

a—PNF; b—LGN
Fig． 3 The choice of LGN wavelength

2. 8 系统适用性试验

分别取 GA、LGN、PNF、POL 对照品溶液、5 种

对照品混合溶液、S1 供试品溶液和各种阴性样品

供试液，每种溶液各为 3 μL 进样分析，记录色谱

图( 见图 4 ) 。结果以 POL 峰计算理论塔板数为

12 225; 除 LGN 与 PNF 色谱峰完全重叠外，GA、5-
HMF 和 POL 与相邻组分的分离度均大于 1. 5，达

到基线分离，表明可对此 5 种成分同时进行定量

分析。

Fig． 4 The chromatograms of PNF standard，LGN standard，POL standard，GA standard，5 mixed solution，sample1
(S1)，negative sample without Rehmannia glutinosa Libosch(A)，negative sample without Paeonia suffruticosa Andr
(B)，negative sample without Cornus officinalis Sieb. et Zucc(C)，and negative sample without five analytes

2. 9 方法学考察

2. 9. 1 线性关系考察

精密量取混合对照品溶液 0. 12、0. 20、0. 40、
1. 00、2. 00 和 3. 20 mL 分别置于 10 mL 量瓶中，

用甲醇定容至刻度，摇匀，得 3 组分系列混合标准

溶液。分别进样 3 μL，记录色谱图。以标准溶液

的质量浓度( ρ) 为横坐标，以 230 nm 处的峰面积

( A) 为纵坐标，制作标准曲线。取 LGN-PNF 的

9 组混合对照品溶液，分别进样 3 μL，记录色谱

图。以标准溶液的质量浓度 ( ρ) 为横坐标，以峰
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面积差值( ΔA) 为纵坐标，制作标准曲线。线性方 程、线性范围及相关系数如表 1 所示。
Table 1 Regression equations，linear ranges，correlation coefficients of the five components

Analyte Regression equation r ρlinear range / ( g·L
－1 )

GA A = 2 295. 1ρ + 20. 6 0. 999 8 0. 06-1. 60

5-HMF A = 1 395. 7ρ + 7. 0 0. 999 8 0. 06-1. 60

POL A = 3 176. 7ρ + 82. 7 0. 999 6 0. 12-3. 20

LGN ΔA = 1 622. 4ρ － 0. 4 0. 999 8 0. 05-0. 60

PNF ΔA = 1 633. 6ρ + 3. 2 0. 999 7 0. 05-0. 60

2. 9. 2 精密度试验

精密量取 5 组分混合对照品溶液3 μL，在上

述色谱条件下测定，重复进样分析 6 次，记录色谱

图。测得 GA、5-HMF、LGN、PNF 和 POL 峰面积的

RSD 分别为 0. 9%、1. 5%、1. 3%、1. 6% 和 1. 8%，

表明仪器精密度良好。
2. 9. 3 稳定性试验

精密量取 S1 ( 批号: 80080543 ) 供试品溶液

3 μL，分别在配制完 0、3、5、7、9、12 h 进样，记录

峰面积。测得 GA、5-HMF、LGN、PNF 和 POL 峰面

积的 RSD 分别为 1. 2%、1. 3%、1. 7%、1. 3% 和

1. 0%，表明样品在 12 h 内稳定。
2. 9. 4 重复性试验

取 S1( 批号: 80080543) 样品，按“2. 3”条分别

制备 6 份供试品溶液，在上述色谱条件下测定，记

录色谱图，计算供试品中 GA、5-HMF、LGN、PNF
和 POL 的 含 量。测 得 其 含 量 的 RSD 分 别 为

0. 7%、1. 1%、1. 7%、1. 7% 和 0. 5%，表明方法重

复性良好。

2. 9. 5 回收试验

精密称 取 已 知 含 量 的 S8 ( 批 号: 100407 ) 6
份，每份样品中分别精密加入质量浓度为5 g·L －1

的 GA 对照品溶液 2. 0 mL、5 g·L －1
的 5-HMF 对

照品溶液 1. 8 mL、6 g·L －1
的 PNF 对照品溶液 0. 7

mL、6 g·L －1
的 LGN 对照品溶液 0. 9 mL 和 10 g·

L －1POL 对照品溶液 0. 8 mL。按所建立的方法进

行处理和测定，记录色谱图，5 种成分的平均回收

率分 别 为 98. 7%、101. 2%、99. 0%、98. 5% 和

99. 6%。
2. 9. 6 样品含量测定

将 12 批 GFDHP 的供试品溶液分别进样检

测，记录色谱图，用标准曲线分别计算供试液中 5
组分的含量，并换算成其在桂附地黄丸制剂中的

含量，结果见表 2。将 12 批样品含量结果进行聚

类分析见图 5。当类间距离大于 10 时，12 批样品

质量可被明显的划分为 3 类，除 S1 和 S8 外，其余

同一厂家不同批号的样品均被划分为一类，说明

本方法能够从整体上鉴别出 GFDHP 的质量。
Table 2 Contents of the five components in GFDHW

Sample Factory Batch No．
w /%

GA 5-HMF LGN PNF POL

1 Lanzhou Taibao Pharmaceutical Co． ，LTD 80080543 0. 39 0. 22 0. 11 0. 08 0. 10

2 Lanzhou Taibao Pharmaceutical Co． ，LTD 80081220 0. 39 0. 34 0. 16 0. 11 0. 42

3 Lanzhou Taibao Pharmaceutical Co． ，LTD 80090112 0. 32 0. 28 0. 15 0. 10 0. 47

4 Lanzhou Taibao Pharmaceutical Co． ，LTD 80100102 0. 19 0. 36 0. 14 0. 10 0. 39

5 Henan Wanxi Pharmaceutical Co． ，LTD 090205 0. 40 0. 38 0. 18 0. 17 0. 21

6 Henan Wanxi Pharmaceutical Co． ，LTD 090703 0. 36 0. 30 0. 18 0. 15 0. 17

7 Henan Wanxi Pharmaceutical Co． ，LTD 081106 0. 31 0. 36 0. 15 0. 16 0. 18

8 Henan Wanxi Pharmaceutical Co． ，LTD 100407 0. 34 0. 30 0. 19 0. 14 0. 36

9 Anqing Huidafeng Pharmaceutical Co． ，LTD 080514 0. 66 0. 24 0. 10 0. 15 0. 34

10 Jiangxi Zhangshu Pharmaceutical Co． ，LTD 091001 0. 31 0. 45 0. 10 0. 11 0. 22

11 Sichuan Mianyang Pharmaceutical Co． ，LTD 55080001 0. 29 0. 47 0. 11 0. 07 0. 24

12 Beijing Tong Pharmaceutical Co． ，LTD 7032667 0. 18 0. 13 0. 13 0. 13 0. 35
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Fig． 5 Twelve batches of GFDHP cluster analysis dia-
gram by the five component contents

3 结论

本文作者建立了一种同时测定 GFDHW 中

5 种有效成分的反相高效液相色谱法。应用等吸

收双波长法对色谱峰重叠的两组分实现了定量分

析，为 HPLC 实验中色谱峰重叠组分的含量测定

提供了一种新的方法。对五种组分的含量测定结

果进行聚类分析，表明本方法能够从整体上控制

GFDHW 的质量。分析方法简便、准确，为全面控

制该制剂的质量提供了一种简单、可行的定量分

析方法。
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Determination of the five components in Guifudi-
huang pills by HPLC with dual wave length- equal
absorbance

CHE Lei，SUN Guo-xiang
( School of Pharmacy，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 110016，China)

Abstract: Objective To establish an RP-HPLC method for the simultaneous determination of the five com-
ponents in Guifudihuang pills( GFDHP，traditional Chinese medicines) ． Methods GFDHP was separated by
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RP-HPLC on Scienhome Kromasil C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) column with the gradient elution solvent
composed of 0. 1% ( φ) phosphoric acid water and 0. 1% ( φ) phosphoric acid methanol． The flow rate was
1. 0 mL·min －1，the column temperature was maintained at( 30. 00 ± 0. 15 ) ℃，and ard UV detection wave-
lengths were set from 190 to 400 nm to determine the contents of the five components． Results Good linear
relationships were obtained between peak area and concentrations of the five components，and the calibration
curves were linear in the ranges of 0. 06-1. 60，0. 06-1. 60，0. 05-0. 60，0. 05-0. 60，0. 12-3. 20 g·L －1 for the
gallic acid，5-hydroxymethyl-2-furaldehyde，loganin，paeoniflorin and paeonol，respectively． The average re-
coveries were 98. 7%，101. 2%，99. 0%，98. 5% and 99. 6%，respectively． Conclusions This method is sim-
ple，and accurate． It can be used for the quality control of the GFDHP．
Key words: Guifudihuang pills( GFDHP) ; dual wave length-equal absorbance; gallic acid; 5-hydroxymethyl-
2-furaldehyde; loganin; paeoniflorin;


paeonol
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Isolation and identification of constituents from fruit
of Trichosanthes kirilowii Maxim．

FAN Xue-mei，CHEN Gang，SU Shan-shan，LU Xuan，PEI Yue-hu
( School of Traditional Chinese Materia Medica，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 110016，

China)

Abstract: Objective To isolate and identify the chemical constituents of the butanol extract part of the fruit
of Trichosanthes kirilowii Maxim． ethanol extract．Methods The chemical constituents of T kirilowii Maxim．
were studied by multiple chromatographical techniques( such as silica gel chromatography，Sephadex LH-20，

prepretion HPLC，and etc． ) and these compounds were identified by analysis of the spectral data and chemi-
cal properties． Results On the basis of physio-chemical evidence and spectral analysis，the structures of the 4
compounds were identified as follows: furan-2，5-diyldimethanol( 1) ，chrysoerid-7-O-β-D-glucoside( 2) ，dib-
utyl 2-hydroxysuccinate( 3) ，［2，2'-Bioxazolidine］-3，3'-diethanol( 4) ． Conclusions All the mentioned com-
pounds are isolated from this genus for the first time，and compound 4 is isolated from natural products for
the first time．
Key words: Fructus trichosanthis; chemical constituent; structure identification
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