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摘要　目的：通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对２０个不同批次同一厂家的六味地黄丸进行指纹图谱的建立，并对其主要成
分进行分析。方法：所有２０个批次的六味地黄丸均按照统一方法配制供试品溶液。本研究进样体积为２μＬ；色谱柱 Ｃ１８
限定窄径为２１ｍｍ，短柱限定为１００ｍｍ，填料粒径限定为１７μｍ，温控箱将色谱柱的温度限定为３５℃。流动相Ａ的主
要由００１％磷酸和超纯水混合而成；流动相Ｂ的主要由乙腈和超纯水混合而成，研究中所有高效液相色谱均采用梯度洗
脱程序。前期对ＨＰＬＣ法进行常规的方法学考察，当所有方法学考察均可靠良好时，再对所有批次六味地黄丸进行指纹
图谱的建立，然后做进一步的相似度分析和主要成分分析。结果：１）六味地黄丸中主要成分梓醇、马钱苷、山药素Ⅰ均可
见良好的分离度，最重要的是这３中成分之间并不存在任何内源性的干扰物质，显示各个成分的专属性均较好。２）对照
品线性回归分析结果显示：梓醇对照品回归方程：Ｙ＝４１１０Ｘ＋７９８９９；马钱苷对照品回归方程：Ｙ＝４２０１Ｘ－６０１３４；山药
素Ⅰ回归方程：Ｙ＝２６３２Ｘ＋１１５３８。３）梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ精密度试验的ＲＳＤ值分别为０３２％、０５１％、０２７％；稳
定性试验ＲＳＤ值分别为１９８％、２１３％、１１１％；重复性试验ＲＳＤ值分别为１３５％、１１６％、１０２％；加样回收试验的ＲＳＤ
值分别为２３７％、１５４％、１９３％，均符合当ＲＳＤ值＜３％时，说明采用ＨＰＬＣ这一测定方法是可靠的。４）建立六味地黄丸
ＨＰＬＣ指纹图谱后，经过相似度计算，从Ｓ１Ｓ２０的相似度均大于０９０，说明２０个批次的六味地黄丸的样品相似度良好。
５）２０批不同批次的六味地黄丸中中梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ的含量差异无统计学意义，２０个不同批次的六味地黄丸中梓
醇、马钱苷和山药素Ⅰ的含量的平均值分别为（２１７６±０２９０）ｍｇ／ｇ、（１８７５±０１１９）ｍｇ／ｇ、（１７７６±００９５）ｍｇ／ｇ。结论：
采用ＨＰＬＣ建立六味地黄丸指纹图谱，２０个不同批次六味地黄丸经过相似度良好，且各主要成分分析间未见明显差异。
关键词　高效液相色谱法；指纹图谱；六味地黄丸；浓缩丸；梓醇；马钱苷；山药素Ⅰ；主要成分分析
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　　医家钱乙在宋代时期的著书《小儿药证直诀》
中记载了滋阴补肾良方———六味地黄丸，而这一仅

由熟地黄、山茱萸肉、泽泻、干山药、白茯苓、牡丹皮

组成的药方，不仅对头晕耳鸣有疗效，对腰膝酸软等

肾阴亏虚的病症也屡见奇效［１２］；现代医学研究更进

一步发现六味地黄丸在增强免疫力，改善肾功能等

方面的功效［３５］。而对六味地黄丸的药物质量控制

方面，目前的研究较少，有研究者［６７］从没食子酸、芍

药苷等方面入手研究六味地黄丸的质量控制标准；

然而没食子酸是山茱萸中含有的成分之一，而芍药

苷则是牡丹皮的成分之一，均不是这２种药物的主
要成分。《中华人民共和国药典》中明确规定了梓

醇作为熟地黄的主要有效成分［８］，马钱苷作为山茱

萸的主要有效成分［９］，山药素Ⅰ作为干山药的主要
有效成分［１０］，由于在六味地黄丸中熟地黄、山茱萸

肉和干山药作为本方的君臣药，因此本研究主要成

分分析从梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ入手，并建立六味
地黄丸的ＨＰＬＣ指纹图谱。现具体报道如下。
１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ安捷伦
科技有限公司，型号：１２００ＬＣ）；进样器（美国 Ａｇｉ
ｌｅｎｔ安捷伦科技有限公司，型号：Ｇ１３２９Ｂ）；四元泵
（美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ安 捷 伦 科 技 有 限 公 司，型 号：
Ｇ１３１１Ｃ）；电子版分析天平（河南兄弟仪器有限公
司，型号：ＡＳ２２０Ｒ２）；超纯水系统（美国密理博有限
公司，型号：ＭｉｌｉＲＯＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）；数字定时超声波清
洗器（杭州萧山余祝超声波设备厂，型号：ｐｓ—
１００Ａ）。
１２　试药　梓醇对照品纯度≥９８％（批号：１１０８０８
２５８）和马钱苷对照品纯度≥９８％（批号：１２０８０１）的
药品供应方均是中国食品药品检定研究所；山药素

Ⅰ对照品纯度≥９８％（批号：５１４１５０００）的药品由
南京广润生物制品有限公司提供。色谱纯乙腈（美

国Ｆｉｓｈｅｒ公司，批号：１０２４８９，）；色谱纯甲醇（南京化
学试剂股份有限公司，批号：２３６１２５７９）。
１３　分析药品　六味地黄丸（浓缩丸，北京同仁堂
科技 发 展 股 份 有 限 公 司 制 药 厂，国 药 准 字

Ｚ１９９９３０６８），随机选取２０个不同批次的六味地黄丸

１８０７００６５、１８０７０１２４、１８０７０００３、１８０７００３５、１８０７０００２、
１８０７００２５、１８０７０００８、１８０７００１６、１８０７００５７、１８０７００４１、
１８０７００１１、１８０７００６４、１８０７００１９、１８０７００８２、１８０７０１１１、
１８０７００７３、１８０７００３６、１８０７００２９、１８０７００４０、１８０７００７７
分别标识为Ｓ１、Ｓ２、……Ｓ２０。
２　方法与结果
２１　色谱条件　进样体积为２μＬ；色谱柱 Ｃ１８（色
谱柱型号：安捷伦 ＺｏｒｂａｘＳＢ，产品厂家：美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
安捷伦科技有限公司），本研究的 Ｃ１８柱限定窄径为
２１ｍｍ，短柱限定为 １００ｍｍ，填料粒径限定为
１７μｍ，温控箱将色谱柱的温度限定为３５℃。流动
相Ａ的主要由００１％磷酸和超纯水混合而成；流动
相Ｂ的主要由乙腈和超纯水混合而成，研究中所有
高效液相色谱洗脱梯度程序均根据表１进行。检测
波长通过３Ｄ紫外吸收图谱显示在２５６ｎｍ和２７４ｎｍ
时可以检测到较多的吸收峰。见图１。

表１　高效液相色谱洗脱梯度程序（流速０１ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ 流动相Ｂ

０～１５ ９８％～８５％ ２％～１５％
１５～２５ ８５％～７５％ １５％～２５％
２５～４０ ７５％～３０％ ２５％～７０％
４０～５０ ３０％～５％ ７０％～９５％

图１　六味地黄丸３Ｄ紫外吸收图谱

２２　对照品溶液的制备　采用电子分析天平精密
分别精密称取梓醇对照品、马钱苷对照品和山药素

Ⅰ对照品各５０ｍｇ，分别放置在用标签标记好３个
对照品名的５ｍＬ容量瓶中，并用色谱纯甲醇定容配
制成所需浓度，最终得梓醇对照品溶液每毫升含有

梓醇０２５ｍｇ；马钱苷对照品溶液每毫升含有马钱苷
０１５ｍｇ；山药素Ⅰ对照品溶液每毫升含有山药素Ⅰ
０３５ｍｇ。将３种对照品溶液混合摇匀后，即得混合
对照品溶液。
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２３　供试品溶液的制备　所有批次的六味地黄丸
均按照统一方法配制供试品溶液，具体操作如下：首

先采用电子分析天平精密称取六味地黄丸１ｇ，然后
将六味地黄丸在研钵中捣碎成粉末状，将六味地黄

丸粉和１０ｍＬ甲醇混合如锥形瓶中密闭，并于数字
定时超声波清洗器中提取３０ｍｉｎ，待冷却后以甲醇
补足失重分量，手工摇匀后又在离心机上充分混合

１０ｍｉｎ，即得六味地黄丸供试品溶液。
２４　专属性试验　对六味地黄丸供试品溶液和梓
醇对照品溶液、马钱苷对照品溶液和山药素Ⅰ对照
品溶液进行专属性试验，本研究结果显示，六味地黄

丸中主要成分梓醇、马钱苷、山药素Ⅰ均可见良好的
分离度，最重要的是这３中成分之间并不存在任何
内源性的干扰物质，显示各个成分的专属性均较好。

２５　线性关系考察　根据对照品溶液配制方法将
梓醇对照品溶液、马钱苷对照品溶液和山药素Ⅰ对
照品溶液分别根据从高到低的梯度，配制５个浓度
梯度的对照品溶液，计算并绘制回归方程，方程中纵

坐标Ｙ是各对照品的峰面积，横坐标 Ｘ是各对照品
的浓度，结果显示梓醇对照品溶液、马钱苷对照品溶

液和山药素Ⅰ对照品溶液线性关系考察均显示良
好。见表２。

表２　梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ对照品的线性关系考察结果

对照品 回归方程 相关系数 线性范围（μｇ／ｍＬ）

梓醇 Ｙ＝４１１０Ｘ＋７９８９９ ０９９９８ ４４４～４８６７
马钱苷 Ｙ＝４２０１Ｘ－６０１３４ １００００ １６１６～３０４２５
山药素ⅠＹ＝２６３２Ｘ＋１１５３８ ０９９９９ ７４０～２４０３３

２６　中间精密度试验　取同一批次同一时间配制
的六味地黄丸供试品溶液，连续进样 ６次，检测梓
醇、马钱苷和山药素Ⅰ的含量并换算其各自对应的
ＲＳＤ值，结果显示这３个主要成分的 ＲＳＤ值分别为
０３２％、０５１％、０２７％，符合当 ＲＳＤ值 ＜３％时，即
说明高效液相色谱仪器的精密度良好。见表３。

表３　高效液相色谱仪精密度试验结果

检测次数 梓醇（ｍｇ／ｍＬ） 马钱苷（ｍｇ／ｍＬ） 山药素Ⅰ（ｍｇ／ｍＬ）

１ ０５６６ ０１６１ ００４３
２ ０５５３ ０１６６ ００３９
３ ０５８６ ０１５９ ００４６
４ ０５７１ ０１５６ ００４０
５ ０５５２ ０１６０ ００４９
６ ０５６４ ０１６２ ００４４

平均值 ０５６５ ０１６１ ００４４
ＲＳＤ（％） ０３２ ０５１ ０２７

２７　稳定性试验　选择同一份六味地黄丸供试品
溶液，根据静置时间的从短到长（０、２、４、８、１２、２４ｈ）

依次检测六味地黄丸中主要成分梓醇、马钱苷和山

药素Ⅰ的含量并换算各成分的 ＲＳＤ值，结果显示这
３个主要成分的 ＲＳＤ值分别为 １９８％、２１３％、
１１１％，符合当ＲＳＤ值＜３％时，即说明六味地黄丸
供试品溶液在静置２４ｈ内都能保持良好的稳定性。
见表４。

表４　六味地黄丸供试品溶液的稳定性试验结果

检测时间（ｈ）梓醇（ｍｇ／ｍＬ）马钱苷（ｍｇ／ｍＬ）山药素Ⅰ（ｍｇ／ｍＬ）

０ ００３７ ０１０３ ０７７２
２ ００３２ ０１０９ ０７６８
４ ００３９ ０１０５ ０７６５
８ ００３１ ０１１０ ０７７０
１２ ００３３ ０１０７ ０７７１
２４ ００３８ ０１１１ ０７６９
平均值 ００３５ ０１０８ ０７６９
ＲＳＤ（％） １９８ ２１３ １１１

２８　重复性试验　取６份同一批次同一制备方法
制备的六味地黄丸供试品溶液，使用同一台高效液

相色谱仪器重复测试该供试品溶液，检测六味地黄

丸中主要成分梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ的含量并换
算各成分的 ＲＳＤ值，结果显示这 ３个主要成分的
ＲＳＤ值分别为１３５％、１１６％、１０２％，符合当 ＲＳＤ
值＜３％时，即说明六味地黄丸供试品溶液能够保持
良好的重复性。见表５。

表５　高效液相色谱仪精密度试验结果

检测样品 梓醇（ｍｇ／ｍＬ）马钱苷（ｍｇ／ｍＬ） 山药素Ⅰ（ｍｇ／ｍＬ）

１ ０６１７ ０１０２ ０１９６
２ ０６２２ ０１０６ ０２００
３ ０６１９ ０１０５ ０１９７
４ ０６１６ ０１０４ ０１９８
５ ０６１８ ０１０９ ０２０１
６ ０６２０ ０１０３ ０１９９

平均值 ０６１９ ０１０５ ０１９９
ＲＳＤ（％） １３５ １１６ １０２

２９　回收率试验　在含量已知的六味地黄丸供试
品溶液中，加入含量相同的对照品溶液，混合均匀

后，对混合液和各个对照品溶液分别重复检测６次，
检测六味地黄丸供试品溶液中主要成分梓醇、马钱

苷和山药素Ⅰ的含量并换算各成分的 ＲＳＤ值，结果
显示这 ３个主要成分的 ＲＳＤ值分别为 ２３７％、
１５４％、１９３％，符合当 ＲＳＤ值 ＜３％时，即说明采
用ＨＰＬＣ法测定六味地黄丸供试品溶液中主要成分
的含量是可靠的。

２１０　样品检测结果
２１０１　六味地黄丸指纹图谱的建立　以 Ｓ２０为参
考图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》
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将其他批次的六味地黄丸样品的色谱峰与Ｓ２０进行
自动匹配，获得１６个共有峰，生成六味地黄丸ＨＰＬＣ
指纹图谱。经过相似度计算，从 Ｓ１Ｓ２０的相似度分
别是 ０８９９、０９６１、０９４９、０９２３、０９３６、０９５５、
０８８９、０９７８、０９４４、０９６７、０９２６、０９６５、０９１４、
０９６１、０９０５、０９７１、０９８８、０８９７，如果保留２位小
数，所有的样本均大于０９０，说明２０个批次的六味
地黄丸的样品相似度良好。见图２。

图２　六味地黄丸的ＨＰＬＣ指纹图谱

２１０２　六味地黄丸的主要成分分析结果　２０批
不同批次的六味地黄丸中主要成分梓醇、马钱苷和

山药素Ⅰ的分析结果显示，各个批次中梓醇、马钱苷
和山药素Ⅰ的含量差异无统计学意义，２０个不同批
次的六味地黄丸中梓醇、马钱苷和山药素Ⅰ的含量
的平均值分别为（２１７６±０２９０）ｍｇ／ｇ、（１８７５±
０１１９）ｍｇ／ｇ、（１７７６±００９５）ｍｇ／ｇ。见表５。

表５　六味地黄丸的主要成分分析结果（ｍｇ／ｇ）

样品批次 梓醇 马钱苷 山药素Ⅰ

Ｓ１ ２２２１ １８０４ １７８０
Ｓ２ １９３６ １７２５ １７１１
Ｓ３ ２１０８ １７１９ １６４７
Ｓ４ ２０５６ １９４５ １８３６
Ｓ５ ２２０４ １７９３ １８１５
Ｓ６ ２０１８ １８１０ １６７７
Ｓ７ ２０８７ １７５６ １７０５
Ｓ８ ２０２５ １９５４ １７６８
Ｓ９ ２６２３ ２０１８ １７２７
Ｓ１０ １９３４ １７７６ １９４８
Ｓ１１ ２２１１ １９５６ １８６４
Ｓ１２ ２８３７ ２２０３ １７９１
Ｓ１３ ２３９６ １８９８ １８８１
Ｓ１４ ２０４７ ２０２４ １９５６
Ｓ１５ １９５３ １８３０ １７６２
Ｓ１６ ２０２７ １７８６ １６０９
Ｓ１７ １９４１ １８８７ １７２４
Ｓ１８ ２８９０ １８４０ １８７５
Ｓ１９ ２０１２ １９３２ １７３５
Ｓ２０ １９９２ １８４３ １７１８
平均值 ２１７６±０２９０ １８７５±０１１９ １７７６±００９５

３　讨论
目前在中药研究的领域中，在研究中药质量控

制方面和真伪鉴别方法上，指纹图谱是国内外公认

的较好的研究方法［１１］。高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）因
其信息量丰富而在中药指纹图谱研究中被运用最多

最广的方法［１２１３］，有研究人员采用高效液相指纹图

谱法检测六味地黄丸，采用聚类分析法研究发现不

同剂型的六味地黄丸存在明显的 ＨＰＬＣ指纹图谱差
异［１４１６］；其他研究人员［１７１９］进通过系统指纹定量法

进一步考察不同剂型六味地黄丸的制作工艺，通过

比较六味地黄丸浓缩丸、水蜜丸和胶囊等３种不同
剂型，发现从工艺稳定性角度分析，浓缩丸最好，胶

囊次之，而水蜜丸最差；而从六味地黄丸所含化学物

质差异性角度分析，则浓缩丸最好，水蜜丸次之，而

胶囊的差异性最大。尽管研究人员对不同剂型的六

味地黄丸做了大量研究，但是对单一剂型的深入研

究仍然不多，因此本研究针对工艺稳定性和化学物

质差异性最好的六味地黄丸浓缩丸进行深入研究。

本研究随机选取２０个不同批次同一厂家的六味地
黄丸浓缩丸进行 ＨＰＬＣ指纹图谱研究，并将其编号
Ｓ１Ｓ２０，以Ｓ２０为参考图谱，采用《中药色谱指纹图
谱相似度评价系统》将其他批次的六味地黄丸样品

的色谱峰与Ｓ２０进行自动匹配，获得１６个共有峰，
将生成的六味地黄丸ＨＰＬＣ指纹图谱经过相似度计
算，结果显示所有的样本相似度均大于０９０，说明
研究中２０个批次的六味地黄丸的样品相似度良好。
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性药物的溶解，进一步达到促进药效发挥的作用。

综上所述，中药免煎颗粒与中药饮片的主要有

效成分含量无明显差异，在临床实际工作中可按照

患者的具体情况灵活选用，在保证治疗效果的基础

上，尽量实现良好的药学价值。
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