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高效液相色谱法测定知柏地黄丸中马钱苷

及菝葜皂苷元的含量
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摘要　目的：通过高效液相色谱法测定知柏地黄丸中有效成分马钱苷及菝葜皂苷元的含量。方法：选取高效液相色谱法
对知柏地黄丸中成分的含量进行测定。色谱条件采用Ｃ１８色谱柱（型号为ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ），该色谱柱的长度为２５０ｍｍ，色谱
柱内经为４６ｍｍ，色谱柱填料颗粒直径为５μｍ。进样量为２０μＬ，流动相采用乙腈（Ａ相）和０１％磷酸水溶液（Ｂ相）的
二元体系进行梯度洗脱。高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）严谨性考察，包括线性关系、精密度、重复性、稳定性和加样回收试验考
察，结果：阴性对照品溶液１在与马钱苷对照品溶液和供试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱峰；阴性对照品２在与
菝葜皂苷元对照品溶液和供试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱峰。线性考察结果显示回归方程、相关系数和线性

范围分别是：马钱苷在００４０５４～４０５４μｇ范围内与峰面积呈良好的线性关系，其回归方程为Ｙ＝６１１１６Ｘ＋５６６４１（ｒ＝
０９９９７）；菝葜皂苷元进样量在０４４００１～４３５３μｇ范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系，回归方程Ｙ＝１６３９７Ｘ＋
１１５４９（ｒ＝０９９９８）。精密度试验：ＲＳＤ＝０７９％；稳定性试验：色谱峰相对峰面积ＲＳＤ平均值１７１６％；重复性试验：色谱
峰相对峰面积 ＲＳＤ平均值 ２０１１％。马钱苷对照品溶液、菝葜皂苷元对照品溶液平均回收率分别为 １０５７１９％、
９８８６５％，ＲＳＤ分别为１２９％、１３６％。２０１８０５０２６、２０１８０６０１３、２０１８０７０８５等３个不同批次号的知柏地黄丸中，马钱苷成
分和菝葜皂苷元成分的含量差异无统计学意义。结论：高效液相色谱法的操作简单，结果具有较好的精密度、稳定性和重

复性，可作为知柏地黄丸质量控制的有效方法，而不同批次知柏地黄丸中有效成分含量未见明显差异。

关键词　高效液相色谱法；知柏地黄丸；马钱苷；菝葜皂苷元；精密度；稳定性；重复性；专属性
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　　知柏地黄丸是由中药知母、黄柏、熟地黄、山药、
山茱萸（制）、牡丹皮、茯苓、泽泻，以蜂蜜为辅料制

作而成的中成药，知柏地黄丸出自《医宗金鉴》，是

在六味地黄丸的基础上加了知母和黄柏两味药，全

方共奏滋肝脾肾阴，清相火泄湿浊之效［１］。根据《药

性论》所述山茱萸曰：“止月水不定，补肾气，兴阳

道，添精髓，疗耳鸣，止老人尿不节”。即山茱萸具有

补益肝肾，涩精固脱的功效，临床主要用于遗尿［１］、

崩漏［１２］、阳痿［１，３４］等病证；山茱萸的主要成分含有

马钱苷，药理学研究发现，马钱苷能有效增强小鼠的

抗疲劳能力和提高小鼠的记忆力等［５６］。根据《用药

法象》所描述知母曰：“泻无根之肾火，疗有汗之骨

蒸，止虚劳之热，滋化源之阴”。即知母具有清热泻

火、生津润燥之功，用于骨蒸潮热和内热消渴疗效奇

佳，现代药理学显示，知母的主要成分之一为菝葜皂

苷元［７８］。有研究发现，菝葜皂苷元能有效改善骨质

疏松，同时能够上调超氧化物气化酶的表达水平，增

强大鼠的抗氧化能力［９１０］。尽管知柏地黄丸在临床

上已经使用多年，且疗效良好，但是对其药物的有效

成分进行定量分析的研究仍较少，未能有效建立一

种中药质量评定方法，不利于本品的产品质量控制。

高效液相色谱法（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）是目前在中药成分研究领域中最为
广泛使用的分析方法之一，其具有应用范围广、检测

分析快、药物分离、检出灵敏度高、操作自动简便等优

点［１１１２］，本研究使用ＨＰＬＣ对知柏地黄丸中马钱苷和
菝葜皂苷元这２个成分含量进行测定。现报道如下。
１　仪器与试药
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ高效液相（型号：１２００型），其中
该色谱系统还包括以下主要适配零件和系统，如二

极管阵列 ＤＡＤ检测器（型号：Ｇ１３１５Ｄ型）、四元梯
度泵（型号：Ｇ１３１１Ａ型）、柱温箱（型号：Ｇ１３１６Ａ
型）、在线脱气机和化学工作站（型号：Ｇ１３２２Ａ型）。
购买于上海精密仪器仪表公司的电子分析天平（型

号：ＦＡ１００４Ｎ型）和超声波清洗器 （型号：ＫＱ
１００ＤＥ）；购买于法国 ＭＩＬＩＰＯＲＥ公司的超纯水系统
（型号：ＭｉｌｉＲＯＰｌｕｓ型）；上海科导超声仪器有限公
司；双光束紫外可见分光光度计（型号：ＭＱＫ
ＵＶ１８００型）购买于上海米青科实业有限公司。

１２　试药　于中国药品生物制品检定所购买马钱
苷对照品和菝葜皂苷元对照品，批号分别为１１６４０
２００５０２、１１０７４２００４１。于美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司购买色谱
纯乙腈和甲醇，批号分别为：１０２４８９、１０１４３７。于上
海拓国沪试实验室器材股份有限公司购买的磷酸分

析纯（ＡＲ级，批号：２０１７０４１２）。
１３　分析药品　知柏地黄丸（由九芝堂股份有限公
司，国 药 准 字 Ｚ１１０２０１５２），选 择 ２０１８０５０２６、
２０１８０６０１３、２０１８０７０８５等３个不同批次。
２　方法与结果
２１　色谱条件　采用 Ｃ１８色谱柱（型号为 Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ），该色谱柱的长度为 ２５０ｍｍ，色谱柱内经为
４６ｍｍ，色谱柱填料颗粒直径为５μｍ，柱温２５℃。
进样量为２０μＬ，流动相采用乙腈（Ａ相）和０１％磷
酸水溶液（Ｂ相）的二元体系进行梯度洗脱，具体的
梯度洗脱程序和流速见表１。

表１　梯度洗脱程序（流速１０ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～１０ １２ ８８
１０～１１ １２～４０ ８８～６０
１１～２５ ４０ ６０
２５～２６ ４０～１２ ６０～８８
２６～２９ １２ ８８

２２　对照品溶液的配制　精密称取马钱苷对照品，
加８０％甲醇制成每毫升含马钱苷３０μｇ的溶液，即得
马钱苷对照品溶液。精密称取菝葜皂苷元对照品适

量，加甲醇制成每１０ｍＬ含０２ｍｇ的溶液，即得菝葜
皂苷元对照品溶液。混合对照品即取适量菝葜皂苷

元对照品溶液和马钱苷对照品溶液混合均匀即得。

２３　供试品溶液的配制　精密称定知柏地黄丸
１ｇ，置于具塞锥形瓶中，用量筒精密加入乙醇
２０ｍＬ，称定重量并记录，浸泡过夜。超声处理（功
率２５０Ｗ，频率３０ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，待冷却后称定重量
并记录，用乙醇补足重量差，摇匀，取滤过液待用。

精密量取滤过液 １０ｍＬ，蒸干，加水和盐酸分别为
１０ｍＬ、１ｍＬ，采用加热回流法２ｈ后关火，取出冷却
至２５℃，一边滴加４０％氢氧化钠溶液一边均匀振摇
充分混合，至溶液颜色由橙黄突变为橙红停止滴加

４０％氢氧化钠溶液；在此基础上用三氯甲烷振摇提
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取２次，３０ｍＬ／次，合并２次三氯甲烷液，蒸干，残渣
加甲醇溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，稀释至刻度，
摇匀，用０４５μｍ微孔滤膜滤过，取过滤液，即得知
柏地黄丸供试品溶液。阴性对照品溶液１，知柏地
黄丸去山茱萸后同供试品溶液提取方法即得；阴性

对照品溶液２，知柏地黄丸去知母后同供试品溶液
提取方法即得。

２４　专属性试验　取２０μＬ马钱苷对照品溶液、菝
葜皂苷元对照品溶液、供试品溶液和各自对应的阴

性对照品溶液，根据２１的色谱条件进行专属性试
验，结果显示阴性对照品溶液１在与马钱苷对照品
溶液和供试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱

峰；阴性对照品２在与菝葜皂苷元对照品溶液和供
试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱峰。提示

马钱苷和菝葜皂苷元具有良好的专属性。见图１。
２５　线性关系考察　精密称取马钱苷对照品
１０１４ｍｇ，放置２５ｍＬ量瓶中，加入８０％甲醇溶解并
稀释至刻度定容，即得含马钱苷０４０５３ｍｇ／ｍＬ的
马钱苷对照品溶液，分别精密吸取２、３、５、１０、２０μＬ，
按照“２１”项下色谱方法进样。以峰面积积分值
（Ｙ）的自然对数为纵坐标，以进样量的自然对数
（Ｘ）为横坐标，进行线性回归。结果表明，马钱苷在
００４０５４～４０５４μｇ范围内与峰面积良好的线性关
系，其回归方程为 Ｙ＝６１１１６Ｘ＋５６６４１（ｒ＝
０９９９７）。精密量取浓度为０２１７３ｍｇ／ｍＬ的菝葜
皂苷元对照品溶液适量，同马钱苷线性回归方法，得

回归方程Ｙ＝１６３９７Ｘ＋１１５４９（ｒ＝０９９９８）。结
果表明，菝葜皂苷元进样量在０４４００１～４３５３μｇ范
围内与峰面积积分值呈良好的线性关系。见表２。
２６　精密度试验　精密吸取同一对照品溶液，在一
组相同的测量程序、相同测试地点和相同的色谱条

件等情况下，连续进样６次，进样２０μＬ／次。结果显

示，ＲＳＤ＝０７９％，表明高效液相仪器精密度良好。
２７　稳定性试验　由于固定相的有限稳定性，为确
保每一次研究之间的结果误差最小，进行指纹图谱

对比研究之前，取同一批号供试品溶液以确定供试

品溶液的稳定性，分别室温放置０、４、８、１２、２４ｈ后
进行ＨＰＬＣ检测，各色谱峰相对峰面积的ＲＳＤ＜３％
则说明稳定性良好，本研究稳定性结果显示色谱峰

相对峰面积 ＲＳＤ平均值１７１６％，提示知柏地黄丸
供试品溶液２４ｈ内稳定性良好。
２８　重复性试验　为确保研究的客观性，进行指纹
图谱对比研究之前，需要进行短时间内的 ＨＰＬＣ连
续重复性测试，精密量取６份同一批号供试品溶液，
进样量 ２０μＬ，连续进样，各色谱峰相对峰面积的
ＲＳＤ＜３％表示重复性良好，本研究结果显示色谱峰
相对峰面积 ＲＳＤ平均值２０１１％，提示知柏地黄丸
供试品溶液的重复性良好。见表３。
２９　回收率试验　精密吸取已知含量的知柏地黄
丸供试品溶液６份，均为１ｍＬ／份，分别置于１０ｍＬ
容量瓶中，每一份均精密加入等量已知浓度的

０４０５３ｍｇ／ｍＬ马钱苷对照品溶液、０２１７３ｍｇ／ｍＬ
菝葜皂苷元对照品溶液，加入超纯水稀释至刻度定

容混合均匀后，进行加样回收试验的检测，根据２１
的色谱条件进行检测并计算加样回收率。结果显示

马钱苷对照品溶液、菝葜皂苷元对照品溶液平均回

收率分别为 １０５７１９％、９８８６５％，ＲＳＤ分别为
１２９％、１３６％，提示高相液相检测方法所测加样回
收率结果可靠。见表４。

表２　对照品线性关系考察结果

成分 回归方程 相关系数 线性范围（μｇ）

马钱苷 Ｙ＝６１１１６Ｘ＋５６６４１ ０９９９７ ００４０５４～４０５４
菝葜皂苷元 Ｙ＝１６３９７Ｘ＋１１５４９ ０９９９８ ０４４００１～４３５３

图１　专属性高效液相色谱图
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表３　重复试验相似度评价结果

项目 重复度１ 重复度２ 重复度３ 重复度４ 重复度５ 重复度６ 平均值 ＲＳＤ（％）

重复度１ １０００ ０９９４ ０９９７ ０９９１ ０９９３ ０９９６ ０９９５ ２０１６
重复度２ ０９９５ １０００ ０９９３ ０９９１ ０９９４ ０９９８ ０９９５ １９９８
重复度３ ０９９３ ０９９７ １０００ ０９９３ ０９９８ ０９９６ ０９９６ ２０２２
重复度４ ０９９６ ０９９７ ０９９３ １０００ ０９９３ ０９９４ ０９９６ ２０１５
重复度５ ０９９１ ０９９８ ０９９８ ０９９３ １０００ ０９９５ ０９９６ １９９７
重复度６ ０９９７ ０９９５ ０９９３ ０９９６ ０９９１ １０００ ０９９５ ２０１８

表４　加样回收试验结果

成分
样品中

含量
添加量 测得量

回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

马钱苷 １００３ ０７７５ １６９１ １１１４８１１１３１０３
１００３ ０７７５ １６９４ １１４２３６
１００３ ０７７５ １６９２ １１３５９２
１３１６ ０１０１ ０２０９ １００７３１１００１８９
１３１６ ０１０１ ０２０７ ９８４７４ １２９
１３１６ ０１０１ ０２１０ １０１３６２
０５０２ ０３８８ ０８０７ １０３７３４１０３８６５
０５０２ ０３８８ ０８０５ １０３９１２
０５０２ ０３８８ ０８０８ １０３９４８

菝葜皂苷元 ０３５６ ０２６１ ０６１３ ９８９１１ ９８９４９
０３５６ ０２６１ ０６０８ ９６８０９
０３５６ ０２６１ ０６１９ １０１１２６
０２９７ ０２１８ ０５１１ ９８９１８ ９８９７９
０２９７ ０２１８ ０５０９ ９８２９５ １３６
０２９７ ０２１８ ０５１３ ９９７２４
０２３８ ０１７４ ０４０９ ９９４１４ ９８６６６
０２３８ ０１７４ ０４０６ ９７５４６
０２３８ ０１７４ ０４０８ ９９０３７

２１０　样品检测结果　取 ２０１８０５０２６、２０１８０６０１３、
２０１８０７０８５等３个不同批次号的知柏地黄丸，根据
２２供试品溶液配制，每批样品都根据２１的色谱
条件进行重复测试３次，知柏地黄丸中成分的含量
取３次测定的平均值，结果显示，３个不同批次的知
柏地黄丸中马钱苷成分和菝葜皂苷元成分的含量未

见明显差异。见表５。

表５　３个不同批次知柏地黄丸中成分含量（ｍｇ／ｇ）

成分 ２０１８０５０２６ ２０１８０６０１３ ２０１８０７０８５

马钱苷 ０７７４ ０７７９ ０７７６
菝葜皂苷元 ０２９７ ０２９６ ０２９８

３　讨论
知柏地黄丸出自于清代吴谦·《医宗金鉴》，另

据李明权考证，知柏地黄丸最早是以“滋阴八味丸”

的名称出现于明代张介宾所著的《景岳全书·新方

八阵》。知柏地黄丸为《中华人民共和国药典》２０１５
年版１部收载品种，是滋阴清热的经典名方，应用广
泛，对阴虚火旺型糖尿病、老年干燥症、女性更年期

综合征、肾病综合征等均具有良好的治疗效果。近

年来经中医辨证后灵活使用，对慢性咽炎、急性尿路

感染等疾病也有较好疗效。利用现代药理学研究方

法建立阴虚模型对其细胞水平和分子水平的药理作

用机制研究也证明了其治疗阴虚的作用。知柏地黄

丸中的君药为知母，而知母有效成分为多种甾体皂

苷，其皂苷主要为菝葜皂苷元。知母根茎中含甾体

皂苷约为 ６％［１４］，有知母皂苷 Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ｂ１、
Ｂ２等。菝葜皂苷元为知母中几种主要甾体皂苷的
母核皂苷元，因此，可通过测定菝葜皂苷元的含量对

知母药材的质量进行控制，进而有效、准确地控制知

柏地黄丸的质量。

山茱萸是知柏地黄丸中关键的臣药之一，目前

有关山茱萸含量测定方法的研究颇多，主要是以熊

果酸、齐墩果酸和马钱苷等为含量检测指标。山茱

萸中熊果酸含量测定的文献报道虽比较多，但熊果

酸并非山茱萸的特有成分，它存在于山楂、马鞭草、

车前草、紫珠、女贞子、怀牛膝等许多药材中，并且熊

果酸与齐墩果酸均属三萜酸，这２种成分在天然植
物中又是共生共存的，在化学结构上是差向异构体，

两者的极性也几乎无差别［１５］。有实验表明，在薄层

板上应用《中华人民共和国药典》条件无法分离开，

实验中所测得实际熊果酸含量其实是熊果酸与齐墩

果酸含量的总和［１６１７］。马钱苷为山茱萸主要有效

成分，测定其含量，可为山茱萸及其制剂提供质量控

制的有效手段。在提取方法的选择上，以马钱苷和

菝葜皂苷元含量作为考察指标，对提取溶剂进行考

察：取样品１ｇ３份，分别精密加入甲醇，８０％甲醇，
５０％甲醇２５ｍＬ，超声３０ｍｉｎ。用８０％甲醇提取的
含量较高，所以选用８０％甲醇作为提取溶剂。对提
取方式及时间进行考察：取样品１ｇ６份，精密加入
８０％甲醇２５ｍＬ，取其中３份回流，提取时间分别为
２０，３０，４０ｍｉｎ；取另外 ３份超声，提取时间分别为
２０，３０，４０ｍｉｎ。回流和超声２种提取方式对含量结
果影响不大，因超声操作较为简便，且２０ｍｉｎ能将
马钱苷和菝葜皂苷元提取完全，故选择超声处理

（功率２５０Ｗ，频率４９ｋＨｚ）２０ｍｉｎ。
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综上所述，采用高效液相色谱法操作简便，结果

准确，重复性好，加样回收率高，可用于知柏地黄丸

的质量控制。在对具有多种有效成分，且相互间可

发生直接影响的知柏地黄丸来说，检测药物有效成

分是，单一的对一种成分或少数几个有效成分进行

检测，仍不足以较为全面地体现出知柏地黄丸的质

量控制效果，故而未来将进一步结合检测多种有效

成分，更全面反映知柏地黄丸的质量评价，以期为知

柏地黄丸的质量控制及药理研究工作提供相关

思路。
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