
２００℃），柱流量（３，４，５ｍｌ·ｍｉｎ－１），分流比，柱温
（５０，６０℃），检测器温度（２３０，２５０℃），结果色谱条
件的略微波动均不影响双氯芬酸钠中甲苯的测定。

取供 试 品，分 别 用 ＨＰ５（３０ ｍ ×０．５３ｍｍ，
２．６５μｍ），ＤＢ５ＭＳ（３０ｍ×０．５３ｍｍ，１．５μｍ）和
ＤＩＫＭＡＣＰＳＩＬ８ＣＢ（３０ｍ×０．５３ｍｍ，５μｍ）三个
不同的色谱柱，按“２．１”项下方法测定，计算双氯芬
酸钠中甲苯的残留量，结果样品中均未检出甲苯，表

明该方法的耐用性良好。

３．５　《中国药典》２０１０年版双氯芬酸钠的检验标准
中并未对原料中的残留溶剂进行控制［７］，据国家食

品药品监督管理总局数据显示，目前国内共有２２家
企业生产该原料，本文只对铁岭天德制药有限公司

的样品进行了测定，其他企业该原料中的甲苯残留

量是否符合要求还有待考察。本文建立的方法可用

于其他有相似合成工艺的原料生产企业的产品质量

控制及企业间产品质量的横向比较，具有较高的实

用价值和参考意义。
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原收载于《卫生部药品标准》维吾尔药分册 ＷＳ３
ＢＷ０１５６９８，工艺为以上七味，加水煎煮３次，合并
煎液浓缩，加入一定量蔗糖，加水调整总量，即得。

本品功能利尿、消肿、降热、止痛，用于各种肝炎、胆

囊炎、尿路感染等。大黄功效泻热攻积、清热泻火、

凉血解毒、逐瘀通经、利湿退黄，在此方中发挥重要

作用，因此选择测定大黄中有效成分的含量［１］。

１　仪器与试药
日本岛津液相色谱仪；ＤＩＯＮＥＸＵ３０００高效液

相色谱仪；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５２４８９液相色谱仪；芦荟大
黄素（批号：１１０７３６２００６２９以９８．６％计），大黄酸
（批 号：０７５７２００２０６），大 黄 素 （批 号：１１０７５６
２００１１００），大黄酚（批号：１１０７９６２０１０１７以９９．６％
计），大黄素甲醚（批号：１１０７５８２００９１２以９８．４％
计）均由中国食品药品检定研究院提供。乙睛，甲

醇均为色谱纯，水为重蒸馏水。样品分别来自武汉

健民药业集团股份有限公司两批：批号为１１０３０１、
１１０３０２；新疆维吾尔药业有限责任公司四批：批号为
１０１２２３、１００３３５、１１０４０５、１１０６０４。
２　方法与结果
２．１　色谱条件

色谱柱：ＤＩＯＮＥＸＡｃｃｌａｉｍ１２０ＡＣ１８（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ），乙腈（Ａ）０．１％磷酸（Ｂ），进行梯度
洗脱：０～２０ｍｉｎ，１５％Ａ；２０～２５ｍｉｎ，１５％Ａ→６０％
Ａ；２５～３８ｍｉｎ，６０％Ａ；３８～４０ｍｉｎ，６０％Ａ→１５％Ａ；
检测波长２５４ｎｍ；流速：１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；
进样量：１０μｌ。
２．２　溶液的制备
２．２．１　对照品溶液　精密称取芦荟大黄素对照品，
大黄酸对照品，大黄素对照品，大黄酚对照品，大黄

素甲醚对照品适量，加甲醇分别制成每１ｍｌ含芦荟
大黄素１０μｇ，大黄酸２０μｇ，大黄素１０μｇ，大黄酚
１５μｇ，大黄素甲醚５μｇ的混合溶液。
２．２．２　供试品溶液　精密量取装量差异项下本品
１０ｍｌ，置烧瓶中，加 １０％盐酸 １５ｍｌ，三氯甲烷 １０
ｍｌ，加热回流６０ｍｉｎ，放冷，置分液漏斗中，分取三氯
甲烷层，水层再用三氯甲烷振摇提取５次，每次２０
ｍｌ，合并三氯甲烷液，挥干溶剂，残渣加甲醇使溶解，
转移至１０ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，滤过，取
续滤液，即得。

２．２．３　阴性样品溶液　取处方中除大黄以外的其
他药味，按工艺制得缺大黄的阴性样品，按“２．２．２”
项下方法阴性样品溶液。对照品，供试品及阴性样

品溶液色谱图见图１，从图中可见阴性样品不干扰
测定。

Ａ．混合对照品　Ｂ．供试品　Ｃ．阴性样品　１．芦荟大黄素

２．大黄酸　３．大黄素　４．大黄酚　５．大黄素甲醚

图１　ＨＰＬＣ色谱图

２．３　方法学研究
２．３．１　线性关系考察　精密称取芦荟大黄素
９．３４ｍｇ，大黄素６．５１ｍｇ，大黄酚６．６５ｍｇ，大黄酸
５．０４ｍｇ，分别置５０ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，作为
贮备液；精密称取贮备液适量，制成分别含芦荟大黄

素０．０１８７ｍｇ·ｍｌ－１，大黄酸０．０２０２ｍｇ·ｍｌ－１，大
黄素０．０１３０ｍｇ·ｍｌ－１，大黄酚０．０１３３ｍｇ·ｍｌ－１，
大黄素甲醚０．００９３ｍｇ·ｍｌ－１的混合对照品溶液。
分别精密吸取混合对照品溶液１，２，５，１０，２０，２５，３０
μｌ，按色谱条件测定峰面积。以峰面积为纵坐标，各
成分进样量（μｇ）为横坐标，绘制标准曲线，计算峰
面积Ａ与进样量 Ｃ的回归方程，结果：芦荟大黄素
在０．０１８７～０．４６７０μｇ范围内，线性方程为：Ａ＝
５．３２×１０６Ｃ＋１．６７×１０４，ｒ＝０．９９９８；大黄酸在
０．０２０２～０．５０４０μｇ范围内，线性方程为：Ａ＝４．７５
×１０６Ｃ－１．１６×１０４，ｒ＝０．９９９９；大黄素在０．０１３０
～０．３９０６μｇ范围内，线性方程为：Ａ＝４．１４×１０６Ｃ
－１．４８×１０３，ｒ＝０．９９９９；大黄酚在０．０１３３～
０．３９９９μｇ范围内，线性方程为：Ａ＝６．４６×１０６Ｃ－
６．０８×１０３，ｒ＝０．９９９９；大黄素甲醚在０．００９３～
０．２７７８μｇ范围内，线性方程为：Ａ＝３．７２×１０６Ｃ－
１．３９×１０５，ｒ＝０．９９９９；结果表明，５种成分均线性
关系良好。

２．３．２　精密度试验　用同一混合对照品溶液，分别
进样５次，测定５类成分的峰面积，结果各成分峰面
积的ＲＳＤ分别为：芦荟大黄素１．４０％（ｎ＝５），大黄
酸１．２４％（ｎ＝５），大黄素１．１１％（ｎ＝５），大黄酚
１．３３％（ｎ＝５），大黄素甲醚１．７８％（ｎ＝５）。
２．３．３　重复性试验　精密量取同一批号本品６份
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（武汉健民药业集团有限公司 批号：１１０３０１）１０ｍｌ，
按供试品溶液制备，依法测定，结果以平均含量及

ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为表示，芦荟大黄素：１６．０９μｇ·
ｍｌ－１（２．２４％），大黄酸：４０．９０μｇ·ｍｌ－１（２．３９％），
大黄素：１９．１３μｇ·ｍｌ－１（２．５０％），大黄酚：２９．２０
μｇ·ｍｌ－１（１．９８％），大黄素甲醚：９．０７μｇ·ｍｌ－１

（２．４０％），五者总量：１１４．４０μｇ·ｍｌ－１（１．１８％）。
２．３．４　加样回收率试验　精密量取同一批号本品
６份（武汉健民药业集团有限公司，批号：１１０３０１）５
ｍｌ，分别按下表加入相应对照品（芦荟大黄素
０．１１６７ｍｇ·ｍｌ－１，大黄酸０．１４５６ｍｇ·ｍｌ－１，大黄
素０．１１０４ｍｇ·ｍｌ－１，大黄酚０．１２５５ｍｇ·ｍｌ－１，大
黄素甲醚０．０４４９５ｍｇ·ｍｌ－１）各１ｍｌ，按供试品溶
液制备，依法测定，结果见表１。
２．３．５　不同色谱柱耐用性比较　分别用三支不同
品牌色谱柱ＤＩＯＮＥＸＡｃｃｌａｉｍ１２０ＡＣ１８，依利特Ｋｒｏ
ｍａｓｉｌＣ１８，ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８，内径与粒度均为
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。测定同一批号本品（武

汉健民药业集团有限公司 批号：１１０３０１），结果表
明：不同色谱柱对测定无影响。

２．３．６　稳定性试验　用同一份供试品分别于０，２，
４，８，１２，１６ｈ进样，比较５类成分的峰面积，结果５
种成分峰面积 ＲＳＤ分别为：芦荟大黄素１．５１％，大
黄酸１．４６％，大黄素１．５８％，大黄酚１．３２％，大黄素
甲醚１．８８％（ｎ＝６）。结果表明，供试品溶液５种成
分均在１６ｈ内稳定。
２．４　样品测定

按正文所述方法，分别测定武汉健民药业２批，
新疆维吾尔药业４批样品，结果见表２。

表１　回收率试验结果（ｎ＝６）

成分 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

芦荟大黄素 ９４．３０ ２．６８

大黄酸 ９５．４９ ２．５０

大黄素 ９３．７０ ２．４２

大黄酚 ９２．５２ ２．４０

大黄素甲醚 ９３．７２ ２．５４

表２　样品测定结果表（ｎ＝２，μｇ·ｍｌ－１）

生产企业 样品批号 芦荟大黄素 大黄酸 大黄素 大黄酚 大黄素甲醚 ５者总量

武汉健民药业 １１０３０１ １６．０９ ４０．９ １９．１３ ２９．２ ９．０７ １１４．３９

１１０３０２ １９．７６ ５１．２３ ２３．３ ３５．６４ １０．８３ １４０．７６

平均含量 １７．９３ ４６．０７ ２１．２２ ３２．４２ ９．９５ １２７．５８

新疆维吾尔药业 １０１２２３ ６．５７ １９．３１ ５．８２ １１．７４ ２．７２ ４６．１６

１００３３５ ３．７７ １５．８２ ３．８３ ４．７８ １．０２ ２９．２２

１１０４０５ ６．６６ ２７．９３ ５．４９ ９．３７ ２．１７ ５１．６２

１１０６０４ ６．１６ ２２．９１ ４．７２ １０．０７ ２．４２ ４６．２８

平均含量 ５．７９ ２１．４９ ４．９７ ８．９９ ２．０８ ４３．３２

３　讨论
３．１　转移率计算

分别将两家企业提供的大黄药材，按《中国药

典》２０１０年版一部测定五种成分的含量，按两家企
业制剂平均含量计算转移率，结果五种成分在制剂

中转移率依次为大黄酸（１９．９２％）＞芦荟大黄素
（１３．４８％）＞大黄酚（７．６２％）＞大黄素（７．４３％）＞
大黄素甲醚（６．１４％），此制剂工艺条件为水煎煮，
说明水煎煮对极性较大的成分转移率较高，两家企

业五种成分转移率顺序一致，但差别较大，两家企业

提供的药材差异不大，造成转移率差别的主要原因，

可能与各企业生产工艺差别有关。

３．２　水解条件考察
参考文献［２，３］，水解酸用２．５ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸，试

验过程中发现，该品种为糖浆剂，含糖量较高，用２．５
ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸水解易碳化，使萃取操作困难，影响结

果，因此将水解酸种改为盐酸。参考《中国药典》大

黄含量测定项下提取条件，考察水解酸度对含量的

影响。精密量取装量差异项下的本品１０ｍｌ（３份，
武汉健民药业集团有限公司，批号：１１０３０１），置烧
瓶中，分别加入 １０％盐酸 ５，１０，１５，２０ｍｌ，进行水
解，其余按正文含量测定项下供试品溶液的制备方

法操作。结果显示，水解酸度无明显差异，１０％盐酸
１５ｍｌ与２０ｍｌ水解含量无较大差异，故正文采用
１０％盐酸１５ｍｌ作为水解条件。
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