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摘  要：目的  以六味地黄丸为研究对象，探索采用中成药对照提取液对中成药进行定量测定的质量控制新方法。方法  制
备六味地黄丸对照提取液，确定 HPLC 色谱条件，对六味地黄丸提取物中 5-羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱苷、芍药苷和丹皮

酚的量进行标定；并对该提取物进行了 3 个月常温稳定性试验。结果  该色谱条件对 5 种成分的分离良好；稳定性试验结果

显示 5 种成分峰面积的 RSD 均小于 1.5%。结论  采用中成药对照提取液对六味地黄丸进行质量控制方法可行；该方法可大

大降低质量控制成本，更全面控制中成药的质量，为研究建立新的中成药质量控制方法提供了科学依据。 
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目前中药质量控制采用的最主要方法是以化学

对照品为指标进行定性及定量控制[1]。这些方法在控

制中药质量的过程中发挥了重要作用。但在实际检

验实践中，这种方法的局限性已经愈发显现[2-4]。主

要体现在单一成分很难全面评价中药的质量，过高

的对照品价格及复杂的检验操作过程，限制了该方

法的进一步应用。本实验以六味地黄丸为研究对象，

探索一种以六味地黄丸对照提取液为对照物质来对

六味地黄丸进行质量控制的方法，为建立一种新的

中药质控方法提供实验依据。 
1  仪器与试药 

Agilent 1200 高效液相色谱仪；HU10260B 型超

声清洗机（天津市恒奥科技发展有限公司）；R200D
电子分析天平（瑞士 Sartorius）。 

马钱苷（批号 111640-200604）、5-羟甲基糠醛

（批号111626-201007）、芍药苷（批号110736-201035）、
丹皮酚（批号 110708-200506）对照品均购自中国

药品生物制品检定所；莫诺苷（批号 101027，质量

分数 98%）购自上海融禾医药科技有限公司；六味

地黄丸（北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂，

批号 9012942）；乙腈（色谱纯，美国 Tedia 公司），

甲醇（色谱纯，天津市康科德科技有限公司）。 
2  方法与结果 
2.1  六味地黄丸对照提取液的制备 

取六味地黄丸 15 g，置具塞锥形瓶中，加甲醇

200 mL，超声提取 25 min，滤过，滤液经中性氧化

铝柱（100～200 目，10 g，内径 1 cm）分离，用 100 
mL 甲醇洗脱，收集洗脱液，蒸至约 50 mL，转移至 
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100 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，用 0.45 μm 微孔滤

膜滤过至安瓿中，充氮气，熔封后作为六味地黄丸

对照提取液。 
2.2  色谱条件 

色谱柱为 Capcellpak ODS 柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-0.05%磷酸水溶

液（B），梯度洗脱：0～30 min，95%～86% B；30～
50 min，86%～30% B；柱温 35 ℃；体积流量 1 
mL/min；检测波长 237 nm；进样量 10 μL。检测波

长的确定是在 DAD 检测下，兼顾 5 种化合物的紫

外吸收而确定。在上述色谱条件下，对照品和供试

品溶液色谱图见图 1。 
 

     
 
 

1-5-羟甲基糠醛  2-莫诺苷  3-马钱苷  4-芍药苷  5-丹皮酚 
1-5-(hydroxymethyl) furfural  2-morroniside  3-loganin  4-paeoniflorin  5-paeonol 

 
图 1  混合对照品溶液 (A)、六味地黄丸对照提取液 (B) 和六味地黄丸供试品溶液 (C) 的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of mixed reference solution (A), LDP reference extract solution (B), and LDP sample solution (C) 
 
2.3  对照品溶液的制备 

取 5-羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱苷、芍药苷、

丹皮酚对照品适量，精密称定，加甲醇使溶解，配

制成 5-羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱苷、芍药苷、丹

皮酚质量分数分别为 92.00、45.10、49.45、37.90、
40.65 μg/mL 的混合对照品溶液。 
2.4  线性关系考察 

精密吸取混合对照品溶液 2、5、10、15、20 μL
进样，以对照品进样量为横坐标（X），色谱峰面积

为纵坐标（Y）进行线性回归，得回归方程：5-羟甲

基糠醛 Y＝967.15 X＋2.02，r＝0.999 9，5-羟甲基糠

醛进样量在 0.184～1.840 μg 与峰面积的线性关系

良好；莫诺苷 Y＝143.78 X＋10.72，r＝0.999 7，莫

诺苷进样量在 90.2～902.0 ng 与峰面积的线性关系

良好；马钱苷 Y＝1 552.78 X＋23.29，r＝0.999 5，
马钱苷进样量在 98.9～989.0 ng 与峰面积的线性关

系良好；芍药苷 Y＝1 154.52 X－3.42，r＝0.999 5，
芍药苷进样量在 75.8～758.0 ng 与峰面积的线性关

系良好；丹皮酚 Y＝90.183 X＋25.265，r＝0.999 5，
丹皮酚进样量在 81.3～813.0 ng 与峰面积的线性关

系良好。 
2.5  精密度试验 

精密吸取六味地黄丸对照提取液 10 μL，按

“2.2”项下方法测定，连续进样 6 次，测得 5-羟甲

基糠醛峰面积的RSD为1.1%，莫诺苷峰面积的RSD
为 1.1%，马钱苷峰面积的 RSD 为 0.9%，芍药苷峰

面积的RSD为 0.7%，丹皮酚峰面积的RSD为 0.9%。

结果表明，仪器精密度良好。 
2.6  六味地黄丸对照提取液稳定性试验 

精密吸取六味地黄丸对照提取液 10 μL，按

“2.2”项下方法测定，分别在 0、2、4、8、12、24 h
进样，测得 5-羟甲基糠醛峰面积的 RSD 为 0.6%，

莫诺苷峰面积的RSD为1.0%，马钱苷峰面积的RSD
为 0.8%，芍药苷峰面积的 RSD 为 1.0%，丹皮酚峰

面积的 RSD 为 0.9%。结果表明，六味地黄丸对照

提取液在 24 h 内测定，稳定性良好。 
2.7  六味地黄丸对照提取液定量标定 

取六味地黄丸对照提取液，按“2.2”项下方法

测定，对提取液中的 5-羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱

苷、芍药苷和丹皮酚的量进行标定，并进行了 3 个

月的常温稳定性试验研究。结果见表 1。 
以上实验结果显示，该方法分离度良好，5 种 

 
表 1  六味地黄丸对照提取液的定量标定及 

常温稳定性试验 (n＝6) 
Table 1  Quantitative calibration and room temperature 

stability test of reference extract solution 
of LDP (n＝6) 

质量分数 / (μg·mL−1) 对照 

提取液 5-羟甲基糠醛 莫诺苷 马钱苷 芍药苷 丹皮酚

0 个月 33.41 61.11 39.03 25.42 80.53

1 个月 33.43 60.02 39.43 25.19 80.65

2 个月 33.11 61.33 38.78 25.37 80.14

3 个月 33.13 61.09 39.21 25.01 80.32

RSD / %  0.52  0.96  0.70  0.74  0.91
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成分的稳定性在常温条件下 3 个月的质量浓度值的

RSD 均小于 1.0%。在甲醇溶液中，氮气密封的条

件下，5 种成分的稳定性良好。说明以该对照提取

物对六味地黄丸进行质量控制是基本可行的。 
2.8  六味地黄丸供试品溶液的制备 

精密称取六味地黄丸 1 g，置具塞锥形瓶中，加

甲醇 30 mL，超声提取 25 min，滤过，滤液蒸至近

干，转移至 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，得供试

品溶液。 
2.9  重复性试验 

精密称取六味地黄丸 1 g，按“2.8”项下方法

制备供试品溶液，共 6 份。按“2.2”项下方法测定，

以六味地黄丸对照提取液为对照，计算，测得 5-羟
甲基糠醛质量分数的 RSD 为 1.0%，莫诺苷质量分

数的RSD为 1.3%，马钱苷质量分数的RSD为 1.0%，

芍药苷质量分数的 RSD 为 1.1%，丹皮酚质量分数

的 RSD 为 1.0%。结果表明，本方法重复性良好。 
2.10  加样回收率试验 

精密称取六味地黄丸 0.5 g，共 6 份，分别置具

塞锥形瓶中，精密加入六味地黄丸对照提取液 5 
mL，加甲醇 25 mL，超声提取 25 min，滤过，滤液

蒸至近干，转移至 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，

测定，计算回收率。结果 5-羟甲基糠醛、莫诺苷、

马钱苷、芍药苷、丹皮酚平均加样回收率分别为

97.1%、95.7%、96.3%、96.8%、95.5%，RSD 分别

为 2.3%、1.3%、1.3%、1.5%、1.0%。结果提示，

本方法回收率较好，方法可行。 
2.11  定量测定 

分别采用六味地黄丸对照提取液和混合对照品

作为对照物质，对六味地黄丸中 5-羟甲基糠醛、莫

诺苷、马钱苷、芍药苷和丹皮酚 5 种成分进行定量

测定，结果见表 2。结果表明，采用两种方法进行

定量测定，其结果的相对平均偏差（RD）值均小于

1%，说明以对照提取液测定法对六味地黄丸进行质

量控制在方法上可行。 
3  讨论 

采用二极管阵列检测器在 200～400 nm 进行扫

描，5-羟甲基糠醛、马钱苷、莫诺苷、芍药苷、丹

皮酚最大吸收波长分别为 284、240、237、233、274 
nm，在 237 nm 附近均有一定的响应，兼顾 5 种化

合物的紫外吸收，确定本实验检测波长为 237 nm。 

表 2  六味地黄丸中 5 种成分的测定 (n＝6) 
Table 2  Determination of five constituents in LDP (n＝6) 

质量分数 / (μg·mL−1) 

对照物质 5-羟甲

基糠醛

莫诺苷 马钱苷 芍药苷 丹皮酚

对照提取液 428.1 680.2 520.7 457.1 892.3

混合对照品 432.6 688.6 527.2 465.3 908.6

RD / % 0.52 0.61 0.62 0.89 0.91 
 

通过对六味地黄丸对照提取液中 5-羟甲基糠

醛、莫诺苷、马钱苷、芍药苷和丹皮酚进行标定和

稳定性研究，结果验证了样品中 5 种成分的分离度

和稳定性符合定量要求。因此，以中成药对照提取

液作为对照物质对六味地黄丸进行质量控制在方法

上是可行的。 
中成药对照提取液测定法和现有的质量控制方

法相比，定量测定结果的 RD 值均小于 1%。本方法

能同时对多成分进行控制，简化检验过程，大大地

降低检验成本（由目前每批次上千元的检验成本降

低为几十元）。而且对照提取液的制备方法简便，利

于推广应用。 
如果采用中成药对照提取液测定法进行质量控

制，可以在技术上控制企业生产、满足简单检验标

准的假药，所以本方法如果能正式成为法定的检验

标准，这对于节约检验成本，提升中药的质量控制

水平具有重要的现实意义。 
本课题组正进行该对照提取物的长期稳定性研

究，考察对照药材提取物在不同保存条件下的稳定

性，并将多组分控制中成药质量的方法拓展开来，

对中成药中共有峰进行研究，加强对未知成分的定

量测定研究。 
本实验只对六味地黄丸进行了研究，下一步将

对六味地黄丸的系列品种及其他较复杂工艺的中成

药进行研究，以考察方法的适用性。 
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