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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定决明子与其配方颗粒 （决明子） 中橙黄决明素和大黄酚的含量。 方法　 该药物甲

醇提取液的分析采用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｃ Ｔ３ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ９０％ 乙腈与 １０％ 异丙醇混合液⁃
０􀆰 １％ 磷酸 （７０ ∶ ３０）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２８４ ｎｍ。 结果 　 橙黄决明素、 大黄酚在 ０􀆰 ６０ ～
１００􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ＞ ０􀆰 ９９９ ８）。 药材中橙黄决明素、 大黄酚平均加样回收率 （ＲＳＤ） 分别为

９４􀆰 ２０％ （１􀆰 ５９％ ）、 ９８􀆰 ７１％ （ １􀆰 ０１％ ）， 配方颗粒中两者平均加样回收率 （ ＲＳＤ） 分别为 ９６􀆰 ４２％ （ １􀆰 ５０％ ）、
１０２􀆰 １５％ （１􀆰 ０３％ ）。 结论　 该方法稳定可靠， 重复性好， 可用于决明子与其配方颗粒的质量控制。
关键词： 决明子； 决明子配方颗粒； 橙黄决明素； 大黄酚； ＨＰＬＣ
中图分类号： Ｒ９２７􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）１１⁃３６３６⁃０３
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 １１􀆰 ０４１

　 　 决明子为豆科植物决明或小决明的干燥成熟种子［１］ ，
始载于 《神农本草经》 ［２］ ， 具有清热明目、 润肠通便的功

效［３⁃５］ 。 决明子配方颗粒是由具有 ＧＭＰ 资质的制药公司生

产的中药汤剂改良产品， 其优点在于携带和使用方便［６］ ，
在临床治疗上常用于治疗羞明多泪、 目暗不明、 目赤涩痛、
头痛眩晕、 大便秘结等症状［７］ ， 但大多数配方颗粒缺乏统

一的质量标准和一致性评价［８⁃１０］ 。 配方颗粒与中药材标准

水煎剂的等效性尚不清楚。 研究显示， 决明子中的有效成

分主要为蒽醌类化合物［１１⁃１４］ ， 目前有关决明子中有效成分

含量测定的研究多针对橙黄决明素、 大黄酚、 大黄酸、 芦

荟大黄素、 大黄素等， 其中以对橙黄决明素和大黄酚的研

究为主［１５⁃１８］ 。 本研究拟采用 ＨＰＬＣ 法对决明子与其配方颗

粒中橙黄决明素、 大黄酚成分进行目标导向分离。 与 ２０２０
年版 《中国药典》 中描述的提取工艺相比， 本方法操作简

单、 专属性高， 稳定性好， 更有利于企业对配方颗粒的质

量进行客观评价， 同时降低对决明子及其配方颗粒中橙黄

决明素、 大黄酚含量检测的成本。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｎｅｘｅｒａ ＬＣ⁃２０ＡＤＸＲ 高效液相色谱系统 （日本

岛津公司）， 配置 ＳＰＤ⁃２０Ａ 紫外可见光检测器、 ＬＣ⁃２０ＡＤ
多溶剂输送系统、 ＣＴＯ⁃２０ＡＣ 柱温箱、 ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ 数据处

理工作站； ＢＴ２５Ｓ 型十万分之一电子天平、 ＣＰ２２４Ｓ 型万分

之一电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ＫＱ⁃５００ＶＤＥ 型双频

数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 大黄酚 （批号 １１０７９６⁃２０１９２２， 纯度

９９􀆰 ４％ ）、 橙黄决明素 （批号 １１１９００⁃２０２００６， 纯度 ９９􀆰 ０％ ）

对照品 （中国食品药品检定研究院）。 决明子 （批号

１８１２０１， 产地河南洛阳， 亳州市圣海中药饮片有限公司），
经专家鉴定为正品。 炒决明子配方颗粒 （批号 ９１１５６１２，
２􀆰 ０ ｇ ／袋， 相当于原药材 １０ ｇ， 广东一方制药有限公司）。
０􀆰 ４５ μｍ 醋酸纤维素膜过滤器 （大连精研分析仪器有限公

司）。 甲醇、 乙腈均为色谱纯 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
异丙醇为色谱纯， 无水乙醇、 乙酸乙酯、 磷酸等均为分析

纯 （天津市四友精细化学品有限公司）； 水为超纯水

（１８１５ 元素型摩尔超纯水系统制备）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备　
２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取橙黄决明素、 大黄酚对照品

各 １０􀆰 ００ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇混匀、 定容，
超声处理 １０ ｍｉｎ， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得 （质量浓

度为 ２００ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液　 决明子粉碎后过 １２０ 目筛， 精密称取

粉末和配方颗粒各 １ ｇ， 分别置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中， 各

加入 ８０ ｍＬ 甲醇水浴加热， 回流时间为１００ ｍｉｎ， 趁热过

滤， 用甲醇洗涤残渣 ３ 次， 合并滤液， 再水浴加热， 回收

甲醇， 残渣中加入 ２０ ｍＬ 蒸馏水进行溶解， 超声处理

１０ ｍｉｎ， 加入 ２０ ｍＬ 无水乙醇⁃乙酸乙酯 （１ ∶ １） 混合液萃

取， 萃取层用水浴锅进行加热， 回收溶剂， 残渣用甲醇溶

解， 分 ３ 次移至 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇混匀、 定容，
０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ２　 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｃ Ｔ３ Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ９０％ 乙腈与 １０％ 异丙醇混合液⁃
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０􀆰 １％ 磷酸 （７０ ∶ ３０）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；
检测波长 ２８４ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。 色谱图见图 １。

１． 橙黄决明素　 ２． 大黄酚

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ３　 方法学考察　
２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶

液 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 １０、 ０􀆰 ４０、 ２􀆰 ００、 ５􀆰 ００ ｍＬ， 分别置于 ６
个 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇稀释摇匀， 定容， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤

膜过 滤， 制 得 质 量 浓 度 为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ６、 ２􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 ４０、
１００ μｇ ／ ｍＬ的对照品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测

定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标

（Ｙ） 进行回归， 得方程分别为橙黄决明素 Ｙ ＝ ８􀆰 ４１×１０３Ｘ＋
１３􀆰 ２６ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９）、 大黄酚 Ｙ ＝ ９􀆰 ２２ × １０３Ｘ ＋ ４􀆰 ９２ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ８）， 分别在 ０􀆰 ６０ ～ １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系

良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 日内精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品

溶液 ０􀆰 ６、 ８􀆰 ０、 ７０ μｇ ／ ｍＬ， 同一天在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定 ６ 次， 测得橙黄决明素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ６７％ 、
１􀆰 ０２％ 、 １􀆰 ９３％ ， 大 黄 酚 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ３２％ 、
０􀆰 ８５％ 、 １􀆰 ７６％ ， 表明该方法日内精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 日间精密度试验　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品

溶液 ０􀆰 ６、 ８􀆰 ０、 ７０ μｇ ／ ｍＬ， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进

样测定 ６ 次， 连续 ３ ｄ， 测得橙黄决明素峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ９８％ 、 １􀆰 ６１％ 、 ２􀆰 ６０％ ； 大黄酚峰面积 ＲＳＤ 分别

为 １􀆰 ４６％ 、 １􀆰 ０５％ 、 ２􀆰 ２３％ ， 表明该方法日间精密度

良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 稳定性试验　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液

及 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下供试品溶液适量， 于 ０、 １、 ２、 ８、 １２、
２４ ｈ 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得对照品溶液

中橙黄决明素、 大黄酚峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 １２％ 、 ０􀆰 ２１％ ，
决明子供试品溶液中橙黄决明素、 大黄酚峰面积 ＲＳＤ 分别

为 ０􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ２５％ ， 决明子配方颗粒供试品溶液中橙黄决

明素、 大黄酚峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ２７％ 、 ０􀆰 ２４％ ， 表明溶

液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 重复性试验　 称取同一批决明子和决明子配方颗粒

各 ６ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备决明子和决明子配方颗

粒供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测

得决明子中橙黄决明素含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２６％ ， 大黄酚含量

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９％ ； 决明子配方颗粒中橙黄决明素含量 ＲＳＤ 为

０􀆰 ８２％ ， 大黄酚含量 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６６％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取各成分含量已知的同一

批决明子和决明子配方颗粒各 ６ 份， 每份 ０􀆰 １ ｇ， 分别精密

加入 １０ ｍＬ 对照 品 溶 液 （ 含 橙 黄 决 明 素、 大 黄 酚 各

１０􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ）， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算加样回收率。 结

果， 决明子中橙黄决明素、 大黄酚的平均加样回收率

（ＲＳＤ） 分别为 ９４􀆰 ２０％ （１􀆰 ５９％ ）、 ９８􀆰 ７１％ （１􀆰 ０１％ ）， 决

明子配方颗粒中橙黄决明素、 大黄酚的平均加样回收率

（ＲＳＤ） 分别为 ９６􀆰 ４２％ （１􀆰 ５０％ ）、 １０２􀆰 １５％ （１􀆰 ０３％ ）。
２􀆰 ４　 含量测定 　 取决明子 （批号 １８１２０１） 及其配方颗粒

（批号 ９１１５６１２） 各 ３ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算含量，
结果见表 １。

表 １　 各成分含量测定结果 （％， ｎ＝３）
样品 橙黄决明素 大黄酚

决明子 ６􀆰 ０２ ６􀆰 ２５ ６􀆰 １４ ４􀆰 １１ ４􀆰 ２２ ４􀆰 １１
决明子配方颗粒 ９􀆰 ９８ ９􀆰 ８６ ９􀆰 ９５ ６􀆰 ５６ ６􀆰 ３９ ６􀆰 ４２

３　 讨论

研究表明， 决明子药材与配方颗粒在临床上常用于治

疗羞明多泪、 目暗不明、 目赤涩痛、 头痛眩晕、 大便秘结

等症状［２⁃４］ 。 随着中药在全世界范围的推广， 定量准确已经

不能满足于对中药质量的控制要求， 而建立多指标成分同

步分析的模式已经成为关注的重点。 决明子主要是通过水

解蒽醌苷进行质量控制， 包括其水解产物大黄酚及橙黄决

明素。 本研究建立测定决明子药材与配方颗粒的 ＨＰＬＣ 特

征图谱， 对两者中橙黄决明素、 大黄酚的含量进行测定，
建立质量标准， 鉴别市场上决明子药材与配方颗粒的正伪

与优劣。
本研究通过对提取方式 （超声提取法、 热回流提取

法、 连续回流提取法） 的考察发现， 热回流提取法对橙黄
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决明素和大黄酚同时提取的效果相对较好； 在此基础上进

一步考察甲醇、 ７０％ 甲醇、 ５０％ 甲醇对提取结果的影响，
结果表明甲醇提取物色谱图杂质干扰较少， 且提取率较高，
故选择甲醇热回流提取法； 对提取时间 （３０、 ６０、 １００、
１５０ ｍｉｎ） 进行考察， 确定提取时间为 １００ ｍｉｎ 时， 有效成

分已提取完全。 此外， 本研究考察不同流动相的分离效果，
与传统的乙腈⁃水、 甲醇⁃水、 乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸这 ３ 个不同流

动相系统的分离效果相比较， 乙腈与异丙醇 （９０ ∶ １０） 混

合液⁃０􀆰 １％ 磷酸等度洗脱对所测有效成分达到基线分离，
效果较好。

相较于以往研究方法， 本方法操作简单， 采用等度洗

脱， 专属性高， 稳定性好， 降低检验成本， 通过对决明子

与配方颗粒中橙黄决明素、 大黄酚的含量测定， 对质量进

行客观评价， 鉴别市场上决明子与配方颗粒的正伪与优劣，
为保证药材质量提供科学依据。
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