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HPLC 法测定调中四消丸中咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、
圆柚酮和 α-香附酮 
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摘  要：目的  建立 HPLC 波长切换联合梯度洗脱法同时测定调中四消丸中咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、圆柚

酮、α-香附酮。方法  采用 Agilent TC- C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：乙腈–0.1%磷酸溶液，梯度洗脱；0～
21 min 在 325 nm 波长下检测咖啡酸；21～37 min 在 254 nm 波长下检测芦荟大黄素、大黄酸和大黄素甲醚，37～55 min 在 242 
nm 波长下检测圆柚酮和 α-香附酮；体积流量：0.9 mL/min；柱温：30 ℃；进样量为 10 µL。结果  咖啡酸、芦荟大黄素、大黄

酸、大黄素甲醚、圆柚酮、α-香附酮分别在 2.48～49.60、17.56～351.20、4.59～91.80、6.76～135.20、1.92～38.40、4.26～85.20 
µg/mL 与峰面积线性关系良好；平均回收率分别为 98.01%、99.27%、97.61%、99.41%、96.90%、98.58%，RSD 值分别为 0.77%、

1.18%、0.96%、1.25%、1.48%、1.17%（n = 6）。结论  本方法简单快速，可作为调中四消丸的质量控制方法。 
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Determination of caffeic acid, aloe-emodin, rhein, physcion, nootkatone, and 
α-cyperone in Tiaozhong Sixiao Pills by HPLC 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC wavelength switching combined gradient elution method for simultaneous 
determination of six major components, including caffeic acid, aloe-emodin, rhein, physcion, nootkatone and α-cyperone in 
Tiaozhong Sixiao Pills. Methods  The determination was carried out on Agilent TC-C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). The 
mobile phase was consisted of acetonitrile - 0.05% phosphoric acid solution with gradient elution. The detection wavelengths were 
325 nm (for caffeic acid), 254 nm (for aloe-emodin, rhein, and physcion), and 242 nm (for nootkatone and α-cyperone). The column 
temperature was set at 30 ℃, and the flow rate was 0.9 mL/min with injection volume of 10 µL. Results  There were good linear 
relationships of caffeic acid, aloe-emodin, rhein, physcion, nootkatone, and α-cyperone in the concentration ranges of 2.48 — 49.60, 
17.56 — 351.20, 4.59 — 91.80, 6.76 — 135.20, 1.92 — 38.40, and 4.26 — 85.20 µg/mL, respectively. The average recoveries were 
98.01%, 99.27%, 97.61%, 99.41%, 96.90%, and 98.58% with RSD of 0.77%, 1.18%, 0.96%, 1.25%, 1.48%, and 1.17% (n＝6), 
respectively. Conclusion  The method is simple and rapid, which can be used as quality control methods for Tiaozhong Sixiao Pills. 
Key words: Tiaozhong Sixiao Pills; caffeic acid; aloe-emodin; rhein; physcion; nootkatone; α-cyperone; HPLC 

 

调中四消丸处方源于《卫生部颁药品标准》中

药成方制剂第二册，由牵牛子（炒）、熟大黄、香附

（醋炙）、五灵脂（醋炙）、猪牙皂组成。牵牛子行

水利气、导滞逐饮，为方中君药；熟大黄苦降通便、 
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破积导滞，香附疏肝行气开郁，为方中臣药；佐以

五灵脂活血化 止痛，猪牙皂消凝聚之痰湿，诸药

合用，共奏消食化滞、利水止痛之效。调中四消丸

现标准仅规定了制法、性状、理化鉴别[1]及丸剂通

则项下的检测项目[2]。为进一步控制产品质量，提

高该制剂的质量标准，本实验采用 HPLC 波长切换

联合梯度洗脱法对牵牛子（炒）中的咖啡酸、熟大

黄中的芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚及香附（醋

炙）中的圆柚酮、α-香附酮进行了同时测定。 
1  仪器与试药 

Agilent 1100 系列四元梯度泵高效液相色谱仪；

Sartorius BP211D 型电子天平；KQ3200DB 型数控

超声波清洗器。 
调中四消丸购自北京同仁堂科技发展股份有限

公司制药厂，100粒质量为6 g；咖啡酸（批号110885- 
200102）、芦荟大黄素（批号 110795-201609）、大

黄酸（批号 110757-201607）、大黄素甲醚（批号

110758-201616）、α-香附酮（批号 110748-201312）
对照品均购自中国食品药品检定研究院；圆柚酮对

照品（批号 4674-50-4，质量分数 95.0%）购自上海

抚生实业有限公司；乙腈为色谱纯，水为重蒸馏水，

其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 

2.1  对照品溶液的制备 
取咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、

圆柚酮和 α-香附酮对照品各适量，用甲醇分别制成

咖啡酸 0.496 mg/mL、芦荟大黄素 3.512 mg/mL、大

黄酸 0.918 mg/mL、大黄素甲醚 1.352 mg/mL、圆柚

酮 0.384 mg/mL、α-香附酮 0.852 mg/mL 单成分对照

品储备液。分别精密量取各对照品储备液 5.0、5.0、
5.0、5.0、2.5、5.0 mL，用甲醇稀释制成 100 mL，
得混合对照品溶液。 
2.2  供试品溶液的制备 

取调中四消丸适量，研成细粉，取约 6 g，精密

称定，精密加入甲醇 50 mL，称定质量，超声波超

声提取 30 min，放冷后再次称定质量，用甲醇补足

减失质量，振摇均匀，滤过，即得。 
2.3  阴性样品溶液的制备 

按调中四消丸处方工艺，分别制备缺牵牛子

（炒）、熟大黄、香附（醋炙）的阴性样品，并按供

试品溶液的制备项下方法制成不含牵牛子、熟大黄、

香附的阴性样品溶液。 
2.4  色谱条件 

采用Agilent TC- C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 µm）；流动相：乙腈（A）–0.1%磷酸溶液（B），
梯度洗脱：0～15 min，46.0% A；15～21 min，
46.0%→58.0% A；21～37 min，58.0%→72.0% A；

37～48 min，72.0%→78.0% A；48～55 min，
78.0%→46.0% A；0～21 min 在 325 nm[3-4]波长下检

测咖啡酸；21～37 min 在 254 nm[5-7]波长下检测芦

荟大黄素、大黄酸和大黄素甲醚，37～55 min 在 242 
nm[8-10]波长下检测圆柚酮和 α-香附酮；体积流量：

0.9 mL/min；柱温：30 ℃；进样量为 10 µL。理论

塔板数按所测各成分咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮计均不低于 3 500，
各峰的分离度均大于 1.5。 
2.5  线性关系考察 

精密量取咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄

素甲醚、圆柚酮和α-香附酮对照品储备液各5.0 mL，
置 50 mL 量瓶中，摇匀，得混合对照品溶液Ⅰ（咖

啡酸 49.60 µg/mL、芦荟大黄素 351.20 µg/mL、大黄

酸 91.80 µg/mL、大黄素甲醚 135.20 µg/mL、圆柚酮

38.40µg/mL、α-香附酮 85.20µg/mL），再用甲醇分

别稀释至 75%、50%、25%、10%、5%，依法进样

测定咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、

圆柚酮和 α-香附酮的峰面积值，采用质量浓度作为

横坐标，测得的各成分峰面积作为纵坐标，进行线

性回归，结果见表 1。 
表 1  线性关系考察 

Table 1  Linear relationship test 
成分 回归方程 r 线性范围/(μg·mL−1) 
咖啡酸 Y＝8.153 6×105 X＋429.5 0.999 9 2.48～49.60 
芦荟大黄素 Y＝8.015 7×105 X－336.2 0.999 3 17.56～351.20 
大黄酸 Y＝1.259 2×106 X＋471.0 0.999 7 4.59～91.80 
大黄素甲醚 Y＝1.153 4×106 X＋189.6 0.999 5  6.76～135.20 
圆柚酮 Y＝6.861 5×105 X＋300.8 0.999 9 1.92～38.40 
α-香附酮 Y＝7.340 8×105 X－252.7 0.999 6 4.26～85.20 
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2.6  系统适用性和专属性试验 
取混合对照品溶液、供试品溶液和阴性样品溶

液进样测定，结果样品中其他成分对 6 个成分的测

定无干扰，色谱图见图 1。 

 
1-咖啡酸  2-芦荟大黄素  3-大黄酸  4-大黄素甲醚  5-圆柚酮  6-α-香附酮 

1-caffeic acid  2-aloe-emodin  3-rhein  4-physcion  5-nootkatone  6-α-cyperone 

图 1  混合对照品（A）、调中四消丸（B）、缺牵牛子阴性（C）、

缺熟大黄阴性（D）、缺香附阴性（E）的色谱图 
Fig. 1  HPLC Chromatogram of mixed reference substances 

(A), Tiaozhong Sixiao Pills (B), negative sample without 

Pharbitidis Semen (C), negative sample without Rhei 

Radix et Rhizoma Praeparata (D) and negative sample 

without Cyperi Rhizoma (E) 

2.7  精密度试验 
取同一混合对照品溶液（咖啡酸 0.024 8 

mg/mL、芦荟大黄素 0.175 6 mg/mL、大黄酸 0.045 9 
mg/mL、大黄素甲醚 0.067 6 mg/mL、圆柚酮 0.009 6 
mg/mL、α-香附酮 0.042 6 mg/mL），连续进样 6 次，

测定峰面积，结果咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮峰面积的 RSD 值

分别为 1.13%、0.82%、1.25%、0.94%、1.27%、1.59%
（n＝6）。 
2.8  重复性试验 

取批号为 15083202 调中四消丸样品 6 份，制备

供试品溶液，进样测定，分别计算咖啡酸、芦荟大

黄素、大黄酸、大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮的

质量分数，结果所测 6 个组分质量分数的 RSD 值分

别为 1.42%、0.67%、0.81%、1.30%、0.59%、1.44%。 
2.9  稳定性试验 

取批号为 15083202 调中四消丸同一供试品溶

液，在室温下放置 0、2、4、8、12、18 h，依法进

样测定咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、

圆柚酮和 α-香附酮的峰面积值，结果调中四消丸供

试品溶液在室温下 18 h 内稳定，所测各成分峰面积

的 RSD 值分别为 1.16%、0.78%、1.23%、0.38%、

0.96%、1.21%。 
2.10  回收率试验 

取批号 15083202 调中四消丸研细后细粉 6 份，

每份 3.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，依次精密

加入 0.579 mg/mL 咖啡酸、0.219 mg/mL 圆柚酮、

0.975 mg/mL α-香附酮对照品混合溶液 1.0 mL，
0.857 mg/mL 大黄酸对照品溶液 6.0 mL，0.581 
mg/mL 大黄素、0.727 mg/mL 大黄素甲醚对照品混

合溶液 2.0 mL，制备供试品溶液，进样测定，计算

咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、圆柚

酮和 α-香附酮的回收率，结果平均回收率分别为

98.01%、99.27%、97.61%、99.41%、96.90%、98.58%，

RSD 值分别为 0.77%、1.18%、0.96%、1.25%、1.48%、

1.17%。 
2.11  样品测定 

取 3 批调中四消丸，每批 3 份样品，制备供

试品溶液，依法进样，测定咖啡酸、芦荟大黄素、

大黄酸、大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮的峰面

积，采用外标法计算所测各成分的质量分数，结

果见表 2。 

 
A 

1 

1 

2 

0        10        20       30        40       50 
t /min 

1 5 

3 

3 

3 

4 

2 

5 

6

5 

6

4 

5 
6

4 

E 

1 

4 

1 

C 

2 

B 

6

3 

2 

D 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 32 卷  第 7 期    2017 年 7 月 

   

·1191·

表 2  调中四消丸中咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮的测定结果（n = 3） 
Table 2  Determination of caffeic acid, aloe-emodin, rhein, physcion, nootkatone and α-cyperone in Tiaozhong Sixiao Pills (n = 3) 

质量分数/（mg·g−1） 
批号 

咖啡酸 芦荟大黄素 大黄酸 大黄素甲醚 圆柚酮 α-香附酮 

15083202 0.192 1.716 0.389 0.483 0.074 0.326 

15080854 0.183 1.888 0.422 0.504 0.068 0.297 

16080671 0.210 1.547 0.359 0.446 0.083 0.363 

 
3  讨论 
3.1  波长的确定 

采用对照品溶液在 200～400 nm 波长扫描，同

时参考文献报道方法[3-10]， 终在 325 nm 波长下检

测咖啡酸，在 254 nm 波长下检测芦荟大黄素、大

黄酸和大黄素甲醚，在 242 nm 波长下检测圆柚酮

和 α-香附酮。 
3.2  色谱条件的考察 

在流动相选择时，分别考察了甲醇–水[8-10]、

乙腈–水、乙腈–0.2%冰醋酸溶液[11]、乙腈–0.04%
磷酸溶液[3-4]和乙腈–0.1%磷酸溶液[5]等流动相体

系，结果显示以乙腈–0.1%磷酸溶液为流动相系统

时峰对称度较好，基线平稳，分离效果理想，出峰

时间短，能够保证在 55 min 内完成对咖啡酸、芦荟

大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮

6 个成分的同时测定。 
3.3  供试品制备方法的确定 

在供试品溶液的制备时，分别考察了提取方法

（回流、超声、索氏）及提取溶剂（70%甲醇、甲醇、

乙醇），结果显示，以甲醇超声提取效果为佳，在此

基础上对提取时间（15、30、45 min）进行了考察，

结果显示超声提取 30 min 和超声提取 45 min 所测

各成分咖啡酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素甲醚、

圆柚酮和 α-香附酮质量分数差异不大，但明显高于

超声提取 15 min。故供试品的制备方法选择甲醇超

声提取 30 min。 
本研究采用高效液相波长切换联合梯度洗脱法

测定调中四消丸中 6 个成分咖啡酸、芦荟大黄素、

大黄酸、大黄素甲醚、圆柚酮和 α-香附酮，方法简

单快速，可作为调中四消丸的质量控制方法。 
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