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益肾排毒丸中有效成分含量测定及指纹图谱研究
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摘 要： 目的 建立一种RP-HPLC同时测定益肾排毒丸中毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚等 3种成分含量的方

法及指纹图谱。方法 采用Agilent TC-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.2%甲酸溶液（B）梯度

洗脱（0～20 min，20%～40% A；20～30 min，40% A；30～35 min，90% A；35～40 min，20% A），体积流量 1.0 mL/min，

柱温 30 ℃，检测波长 260 nm。结果 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚分离度较好，且在各自浓度范围内呈现出

良好的线性关系，r = 0.999 2；精密度可靠（RSD 为 0.63%～0.74%）；样品在 12 h 内稳定；方法重复性良好（RSD 为

1.39%～2.00%）；3种成分的平均加样回收率分别为 100.3%、100.5%、103.2%，RSD均小于 2.0%。采用HPLC可准确有效

测出益肾排毒丸中有效成分的含量。指纹图谱研究得共有峰 32个，指认了其中 6个成分，益肾排毒丸各批次间一致性较

好，质量相对稳定。结论 该方法简便易行、稳定可靠，可更好用于益肾排毒丸的质量控制。
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Abstract: Objective To establish an RP-HPLC method for simultaneous determination of the contents of three ingredients

(calycosin glycoside, emodin, physcion) and fingureprint in Yishen Paidu Pills.Methods The analysis was performed on Agilent TC-

C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) with the mobile phase of acetonitrile (A) and 0.2% formic acid (B) in a liner gradient mode as

follows: 0—20 min, 20%—40% A; 20—30min, 40% A; 30—35 min, 90% A; 35—40 min, 20% A. The flow rate was 1.0 mL/min.

The column temperature was 30℃ and the detective wavelength was at 260 nm. Results The standard curves of three ingredients

showed good linearity in their concentration ranges with r = 0.999 2. Precision was reliable (RSD in 0.63%—0.74%). Samples were

stable in 12 h and the repeatability of method was excellent (RSD in 1.39%—2.0%). The average recovery of the three ingredients

were 100.3%, 100.5% and 103.2%, respectively with RSD less than 2.0%.The contents of three ingredients in Yishen Paidu Wan can

be determined accurately and effectively by HPLC. Fingerprints study of Yishen Paidu Pills indicated that they have good

consistency among different batches and the quality were relatively stable.Conclusion The method is rapid, simple and accurate, and

can be better applied for the quality control of Yishen Paidu Pills.
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益肾排毒丸由黄芪、大黄、水蛭、僵蚕 4味中药

组成，是华中科技大学同济医学院附属协和医院在

民间验方和现代医学理论及文献的基础上研制出

的浓缩水丸。益肾排毒丸具有益气扶正、升清降
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浊、活血化痰利水等功效，适用于慢性肾功能不全

和急慢性肾炎等，经过 20余年的临床应用，已取得

显著疗效［1-2］。黄芪和大黄分别为处方中的君药和

臣药，前期研究对于益肾排毒丸的质量评价和质量

控制，主要以臣药-大黄的有效成分如大黄酸、大黄

酚、大黄素等的含量作为评价指标，还未对君药黄

芪的主要有效成分如黄芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄

糖苷等的含量进行测定［3-4］。因此，为更好地控制制

剂质量，保证制剂的疗效，本研究首次建立HPLC同

时测定益肾排毒丸中毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄

素、大黄素甲醚等 3种成分的含量。该方法稳定可

靠，简便易行，能同时测定处方中君臣药的代表性

成分，可更加全面的反映制剂质量，适用于益肾排

毒丸的质量控制。

1 材料

Agilent1260高效液相色谱仪，Agilent化学工作

站，BS 224 S型及EX125DZH型电子天平，DK-98-1

型电热恒温水浴锅。

对照品毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号 111920-

201606，纯度 97.6%）、大黄素（批号 110756-201512，

纯度 98.7%）、大黄素甲醚（批号 110758-201616，纯

度 99.0%）均购自中国食品药品检定研究院，供含量

测定用乙腈为色谱纯，水为去离子水，其他试剂均

为分析纯。益肾排毒丸（批号 20170117、20170216、

20170309，规格 50 g/瓶）由华中科技大学同济医学

院附属协和医院药剂科提供。

2 方法与结果

2.1 色谱条件与系统适应性试验

色谱柱为 Agilent TC-C18（250mm × 4.6 mm，5

μm）；流动相为乙腈（A）-0.2%甲酸溶液（B），梯度洗

脱（0～20 min，20%～40% A；20～30 min，40% A；

30～35 min，90% A；35～40 min，20% A）；柱温为

30 ℃；体积流量为 1.0 mL/min；检测波长 260 nm；，

进样体积 10 μL。理论塔板数按毛蕊异黄酮葡萄糖

苷峰计算应不低于 3 000，按大黄素峰计算应不低于

4 000，按大黄素甲醚峰算应不低于3 000。

2.2 对照品溶液的制备

分别精密称取毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素和

大黄素甲醚适量，加入甲醇制成单一对照品储备

液，质量浓度分别为 0.2、0.36、0.04 mg/mL，取储备

液毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素各 1 mL，取储备液

大黄素甲醚 7 mL至 10 mL量瓶中，用甲醇溶解并稀

释至刻度，摇匀，制成混合对照品溶液A1，其中毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚质量浓度分

别为 20.2、36.1、30.8 μg/mL。取混合对照品溶液A1

5 mL至 10 mL量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，制成混合对照品溶液 A2，其中毛蕊异黄酮葡

萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚质量浓度分别为 10.1、

18.05、15.4 μg/mL。

2.3 供试品溶液的制备

取益肾排毒丸，研细，取约 2 g，精密称定，置具

塞锥形瓶中，精密加入甲醇 25 mL，称定质量，加热

回流 1 h，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质

量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.4 阴性对照溶液的制备

按处方配比及制法，制成不含大黄、黄芪的

阴性样品，按供试品溶液的制备方法制成阴性对

照溶液。

2.5 专属性试验

分别精密吸取混合对照品溶液A2，供试品溶液

及阴性对照溶液 10 μL，按上述色谱条件进行分析，

记录色谱图，结果见图1。毛蕊异黄酮葡萄糖苷出

1-毛蕊异黄酮葡萄糖苷；2-大黄素；3-大黄素甲醚

1- calycosin glycoside；2- emodin；3- physcion
图1 对照品（A）、阴性对照样品（B）和益肾排毒丸（C）的

HPLC色谱图

Fig.1 HPLC of reference substance（A），negative

sample（B）and Yishen Paidu Pills（C）
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峰时间约为 7.9 min，理论板数为 39 000；大黄素出

峰时间约为 30.4 min，理论板数为 800 000；大黄素

甲醚出峰时间为 33.5 min，理论板数为 1 100 000；阴

性样品对主峰无干扰。

2.6 线性关系的考察

分别精密吸取混合对照品溶液A1 0.1、0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0 mL，置 10 mL量瓶中，加甲醇稀释至刻

度，分别精密吸取上述 6个浓度的混合对照品溶液

10 μL，注入液相色谱仪测定。以质量浓度为横坐

标（X），峰面积平均值（Y）作为纵坐标，进行线性回

归，得到回归方程。结果见表 1，各成分在线性范围

内线性关系良好。

2.7 重复性试验

精密称取益肾排毒丸（批号 20170309）6份，按

照 2.3项下方法平行制备 6份供试品溶液，按 2.1项

下色谱条件测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素、大

黄素甲醚的峰面积，结果毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大

黄素、大黄素甲醚平均质量分数分别为 0.113、

0.219、0.094 mg / g，RSD 分 别 为 1.39%、1.91%、

2.00%，表明该方法重复性良好。

2.8 精密度试验

取对照品溶液 A2，按 2.1 项下色谱条件重复进

样 6次，每次进样量 10 μL，测定毛蕊异黄酮葡萄糖

苷、大黄素、大黄素甲醚的峰面积，结果RSD分别为

0.74%、0.63%、0.71%，表明仪器精密度良好。

2.9 稳定性试验

精密称取益肾排毒丸（批号 20170309）1份，按

照 2.3 项下方法制备 1 份供试品溶液，于室温下放

置，分别在0、2、4、6、8、12 h进样测定，结果RSD分别为

1.57%、0.67%、1.25%，表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.10 加样回收率试验

精密称取已知含量的益肾排毒丸（批号

20170309）9份，每份样品称样量为 1 g，分别精密加

入毛蕊异黄酮葡萄糖苷高、中、低质量浓度（126.3、

113.0、87.9 μg/mL）1 mL。分别按照 2.3项下供试品

溶液方法制备样品。精密称取已知含量的益肾排

毒丸（批号 20170309）9份，每份样品称样量为 1 g，

分别精密加入大黄素高、中、低质量浓度（278.2、

220.2、177.2 μg/mL）1 mL。分别按照 2.3 项下供试

品溶液方法制备样品。精密称取已知含量的益肾

排毒丸（批号 20170309）9份，每份样品称样量为 0.5

g，分别精密加入大黄素甲醚高质量浓度（16.72 μg/

mL）3.6 mL、中质量浓度（24.238 μg/mL）1.7 mL、低

质量浓度（16.04 μg/mL）2.2 mL。分别按照 2.3项下

供试品溶液方法制备样品。以上各浓度对照品溶

液均为新鲜配制。进样体积 10 μL，按照 2.1项下色

谱条件测定，结果毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素、大

黄素甲醚的平均回收率为 100.29%、100.51%、

103.16%，RSD值分别为1.65%、1.60%、1.39%。

2.11 样品含量测定

取 3 个 批 号（ 批 号 20170117、20170216、

20170309）的益肾排毒丸，按 2.3项下的方法制备供

试品溶液，按 2.1项下色谱条件测定，结果（表 2）表

明 3批益肾排毒丸中，大黄素与大黄素甲醚含量批

次间差异不大，毛蕊异黄酮葡萄糖苷批次间有差

异，规定益肾排毒丸中大黄素不得少于 0.15 mg/g，

大黄素甲醚不得少于 0.07 mg/g，毛蕊异黄酮葡萄糖

苷不得少于0.07 mg/g。

2.12 益肾排毒丸指纹图谱初步研究

取 益 肾 排 毒 丸（批 号 20170117、20170216、

表1 标准曲线与线性范围

Table 1 Standard curve and liear range

化合物

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

大黄素

大黄素甲醚

线性范围/（μg∙mL-1）

2.02~20.2

3.61~36.1

3.08~30.8

线性关系

Y=22.778X

Y=27.856X

Y=38.72X

r

0.999 2

0.999 2

0.999 2

表2 样品测定结果（n=3）

Table 2 Content of samples（n=3）

批号

20170117

20170216

20170309

毛蕊异黄酮葡萄糖苷/（mg∙g-1）

0.100±0.0011

0.097±0.001

0.109±0.001

大黄素/（mg∙g-1）

0.237±0.0025

0.238±0.0015

0.227±0.005

大黄素甲醚/（mg∙g-1）

0.099±0.0011

0.101±0.0015

0.099±0.0005
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20170309、20180108、20180109、20180110），分别按

2.3项下的方法制备供试品溶液，按 2.1项下色谱条

件测定，图谱导入中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2012版），以 S1（批号 20170117）为参照峰，以中

位数生成对照图谱，时间窗宽度为 0.10，自动匹配后

生成对照谱图，匹配出共有峰 32个，指认其中 6个，

分别为毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素、大黄酚、大黄素甲醚，见图 2。6批益肾排毒

丸样品相似度分别为1.000、1.000、0.999、0.998、1.000、

1.000，表明批次间一致性较好，质量相对稳定。

9-毛蕊异黄酮葡萄糖苷；26-芦荟大黄素；27-大黄酸；29-大黄素；30-大黄酚；32-大黄素甲醚

10-calycosin glycoside；26-aloe-emodin；27-rhein；29-emodin；30-chrysophanol；32-physcion

图2 6批益肾排毒丸的HPLC指纹图谱（A）及对照指纹图谱（R）和混合对照品（B）的HPLC色谱图

Fig.2 HPLC fingerprint of Yishen Paidu Pills（A），reference fingerprint（R）and HPLC of mixed reference substance（B）

3 讨论

医院制剂的质量标准一般应首选处方中君

药（主药）、贵重药、毒性药制定含量测定项目。如

有困难时则可选择处方中其他药味的已知成分或

者具备能反应内在质量的指标成分建立含量测定

方法［5-6］。以往的研究仅以益肾排毒丸中臣药-大黄

的代表性成分作为含量测定指标，未测定处方中君

药黄芪的代表性成分的含量，不足以全面控制产品

质量。因此，本研究选取益肾排毒丸中黄芪和大黄

的 3 种代表性成分作为指标，建立新的含量测定

方法。

《中国药典》2015版一部收载的黄芪含量测定

的成分为黄芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄糖苷。黄芪

甲苷结构中缺乏共轭基团，需用蒸发光检测器检

测；而毛蕊异黄酮葡萄糖苷与大黄的主要有效成分

游离蒽醌的化学极性相近，最大吸收波长相近，都

可用紫外检测器检测［7］。文献报道，黄酮类是黄芪

中主要有效成分，具有免疫调节、抗炎、抗病毒等功

效，而毛蕊异黄酮葡萄糖苷作为黄芪中黄酮类主要

成分，是其指标性成分［9］。考虑到含量测定方法应

简单、快速、有效等原则，因而本研究选取毛蕊异黄

酮葡萄糖苷作为处方中君药-黄芪的指标性成分进

行含量测定。

蒽醌类物质是大黄的主要活性成分，同时也是
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药典收载的大黄含量测定的指标成分，包括芦荟大

黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚等［8］。

文献报道，大黄素具有抗肾间质纤维化［10］，减轻肾

脏局部炎性反应［11］，利尿［12］等作用；大黄素甲醚能

抑制白介素-6释放，减少胶原蛋白 IV及纤维链接蛋

白的产生从而有抗糖尿病肾病作用［13］，作为有效成

分基础，毛蕊异黄酮葡萄糖苷色谱峰、大黄素色谱

峰、大黄素甲醚色谱峰与其他组分的色谱峰可达到

基线分离，被测峰与相邻峰的峰分离度大于 1.5，所

以本研究选取这 3 种化合物作为指标性成分。另

外，药典规定水蛭用凝血酶滴定法对抗凝血酶活性

进行测定，僵蚕无含量测定方法，均不适用于本研

究的含量测定法。因此，本研究也未测定水蛭和僵

蚕相关成分的含量。

本实验含量测定方法主要参照 2015版《中国药

典》。选取的检测波长，参照 2015版药典中黄芪含

量测定的波长，为 260 nm；供试品制备方法参照

2015版药典中大黄“游离蒽醌”测定项下和黄芪“毛

蕊异黄酮葡萄糖苷”测定项下的供试品制备方法；

流动相比较甲醇-0.1% 磷酸系统与乙腈-0.2% 甲酸

系统，发现在乙腈-0.2%甲酸系统下梯度洗脱时，分

离效果更好。

本研究首次采用HPLC同时测定益肾排毒丸中

毛蕊异黄酮葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚 3种成分

含量，填补了该制剂质控标准中对君药-黄芪质量控

制的缺失，同时结合指纹图谱研究，能够更全面地

控制益肾排毒丸的质量，且方法稳定可靠，简便易

行，为完善该制剂的质量标准提供了新的依据。
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