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HPLC 法同时测定不同产地掌叶大黄中 10 个蒽醌类化合物
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摘要　目的：建立高效液相色谱法同时测定不同产地掌叶大黄中 10 个蒽醌类成分（芦荟大黄素 -8-O-
葡萄糖苷、大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄

素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚）。方法：采用 C18 色

谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），甲醇 -0.1% 磷酸水为流动相，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min-1，检测波

长 254 nm，柱温 25 ℃。结果：10 个成分在测定范围内线性关系较好（r ＞ 0.999），芦荟大黄素 -8-O- 葡

萄糖苷、大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄

素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚平均回收率（n=6）分

别为 99.0%、99.2%、99.0%、99.2%、99.0%、99.2%、98.8%、99.4%、98.7%、99.6%；不同产地大黄药材中上

述 10 个蒽醌类成分含量差异明显，含量范围分别为 0.044%~0.130%、0.348%~1.686%、0.028%~0.183%、

0.164%~0.352%、0~0.116%、0.095%~0.161%、0.294%~0.411%、0.157%~0.265%、0.275%~0.321%、

0.064%~0.150%。结论：本文建立的方法样品处理简便，分析灵敏，能为大黄药材的质量评价提供 
参考。
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Abstract　Objective：To establish simultaneous determination method of ten anthraquinones（aloe-emodin-8-
O-glucopyranoside，rhein-8-O-glucopyranoside，chryohol-8-O-β-D-glucoyroide，emodin-8-O-glucoside， 
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physcion-8-O-β-D-monoglucoside，aloe-emodin，rhein，emodin，chrysophanol and physcion）in Rheum 
palmatum L．from different habitants by HPLC．Methods：C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm）was adopted，
the mobile phase was a mixture of methanol and 0.1% phosphoric acid at the flow rate of 1.0 mL·min-1，the 
determination wavelength was set at 254 nm，the column temperature was 25 ℃ and the injection volume was 10 μL ．

Results：In the determination range，the linear relationship of ten components was good，and the recoveries of 
aloe-emodin-8-O-glucopyranoside，rhein-8-O-glucopyranoside，chryohol-8-O-β-D-glucoyroide，emodin-8-
O-glucoside，physcion-8-O-β-D-monoglucoside，aloe-emodin，rhein，emodin，chrysophanol and physcion were 
99.0%，99.2%，99.0%，99.2%，99.0%，99.2%，98.8%，99.4%，98.7% and 99.6%，respectively．The contents of 
ten anthraquinones in Rhei Radix et Rhizoma from different habitants were 0.044%-0.130%，0.348%-1.686%，

0.028%-0.183%，0.164%-0.352%，0-0.116%，0.095%-0.161%，0.294%-0.411%，0.157%-0.265%，0.275%-
0.321% and 0.064%-0.150%，which showed remarkable difference．Conclusion：The proposed method was 
simple and sensitive，thus providing reference for the quality evaluation of Rheum palmatum L.
Keywords：Rheum palmatum L.；anthraquinone；aloe-emodin-glucopyranoside；rhein-glucopyranoside；
chryohol-glucoyroide；emodin-glucoside；physcion-monoglucoside；aloe-emodin；rhein；emodin；chrysophanol；
physcion；multi-component determination of traditional Chinese medicine；HPLC

大黄是临床常用中药，药用历史悠久，始载

于《神农本草经》，具有泻热通肠、凉血解毒、逐

瘀通经之功效［1］。目前对大黄的药理作用以及

化学组成研究都比较深入，主要活性成分为蒽醌

类、双蒽酮类、苯丁酮苷类、二苯乙烯苷类和鞣质

等［2-3］，各成分的药理作用均有差异［4］，其中研究

较多的为蒽醌类化合物。游离蒽醌类成分药理作

用比较明确，如芦荟大黄素具有抗菌、抗病毒作

用，大黄素和大黄酸具有保肝、利胆、降血脂、抗肿

瘤等生物活性［5-7］，大黄酚和大黄素甲醚具有神

经保护作用［8］。结合型蒽醌类报道较少，有研究

表明，大黄致泻强度与蒽醌苷类含量之间呈正相 
关［9］。大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷具有明显

的抗炎活性［10］。大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷有神

经保护、促成骨细胞增殖分化和降血脂等药理活性，

也具有抗肿瘤作用，其对正常二倍体细胞的损伤作用

比大黄素小［11］。

大黄药材的质量控制多以 HPLC 法测定芦荟大

黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚 5 种游离

蒽醌类成分的含量，也有以分光光度法测定总蒽醌含

量的报道［12］，考虑游离和结合蒽醌类成分药理活性

有所不同，仅测定游离蒽醌类成分或总蒽醌含量均

不能全面反映大黄药材的质量。本实验采用 HPLC
法，将全国各道地产区的大黄在 5 个游离蒽醌类（芦

荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚）和

5 个结合蒽醌类（芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄

酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖

苷、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D-
葡萄糖苷）含量上作了比较研究，目的是找出各化学

成分在各地区间的差异，为大黄药材的质量评价提供

较为充实的参考依据。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Ultimate 3000 高效液相色谱仪（Thermo Fisher 
Scientific），Phenomenex Luna C18 色 谱 柱（250 mm× 
4.6 mm，5 μm；填 料：十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶；

Phenomenex 公 司），ME204E 分 析 天 平（Mettler 
Toledo），XP205 十万分之一天平（Mettler Toledo），
Speedvac Concentrator（Thermo Fisher Scientific），

KH-250E 数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限 
公司）。

1.2　试药

对照品芦荟大黄素（批号 110795-200605）、大
黄酸（批号 110757-200206）、大黄素（批号 110756-
200110）、大黄酚（批号 110796-201118）、大黄素甲醚

（批号 110758-201013）购自中国食品药品检定研究

院，对照品大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（批号

131012）、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（批号 130822）、
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大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（批号 131212）、大黄 
酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（批号 140315）购自成都

克洛玛生物科技有限公司，芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖

苷（批号 13072901）对照品购自上海纯化生物科技

有限公司，甲醇为色谱纯，磷酸、盐酸等为分析纯，水

为娃哈哈纯净水。

大黄药材分别从四川、甘肃、青海等地区收集，经

河南中医药大学陈随清教授鉴定为蓼科植物掌叶大

黄（Rheum palmatum L．）的干燥根及根茎。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

采用 Phenomenex Luna C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

色谱柱，柱温 25 ℃，以甲醇（A）-0.1% 磷酸水（B）
为 流 动 相，梯 度 洗 脱（0~10 min，35%A → 55%A；

10~15 min，55%A → 60%A；15~30 min，60%A → 
75%A；30~45 min，75%A→ 95%A），流速为 1.0 mL·min-1，

检测波长为 254 nm，进样量 10 μL。对照品和大黄样

品的色谱图见图 1。

1. 芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（aloe-emodin-8-O-glucopyranoside）　2. 大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（rhein-8-O-glucopyranoside）　3. 大黄酚 -8-O-β-D-

葡萄糖苷（chryohol-8-O-β-D-glucoyroide）　4. 大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（emodin-8-O-glucoside）　5. 大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（physcion-

8-O-β-D-monoglucoside）　6. 芦荟大黄素（aloe-emodin）　7. 大黄酸（rhein）　8. 大黄素（emodin）　9. 大黄酚（chrysophanol）　10. 大黄素甲醚

（physcion）

图 1　对照品（A）及礼县大黄样品（B）HPLC 图

Fig. 1　HPLC chromatograms of reference substances（A）and sample from Lixian（B）

2.2　混合对照品溶液的制备

精密称取上述 10 个对照品适量，用甲醇制得混

合对照品溶液（芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄

酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖

苷、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D-
葡萄糖苷和芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大

黄素甲醚质量浓度依次为 21.7、212、25.4、42.8、29.4、
18.64、66.24、35.8、51.36 和 43.2 μg·mL-1）。

2.3　供试品溶液的制备

取大黄粉末（过 4 号筛）约 1 g，精密称定，置

250 mL 具塞锥形瓶中，加甲醇 -0.2% 碳酸钠溶液

（80∶20）50 mL，精密称定，浸泡 40 min，超声（250 
W，40 kHz）提取 30 min，再精密称定，补足减失的量，

滤过，取续滤液适量，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。

2.4　方法学考察

2.4.1　线性关系考察　配制含有 10 个蒽醌类成分的

混合对照品溶液，稀释至 7 个不同浓度，在优化的实

验色谱条件下依次进样 10 μL 各 3 次，以峰面积为

纵坐标 Y，对照品进样量 X（μg）为横坐标，进行线性

回归，回归方程、相关系数和线性范围见表 1。

2.4.2　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液 10 
μL，按上述色谱条件连续进样 6 次，测定峰面积，计

算芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄酸 -8-O-β-D-
葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O-
葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和芦荟

大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚峰面积

的 RSD（n=6）分别为 1.2%、0.75%、1.6%、1.5%、1.1%、

2.0%、0.78%、0.86%、0.94%、1.5%，表明仪器精密度

良好。

2.4.3　重复性试验　取同一大黄样品 6 份，按“2.3”
项下方法制成供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件

进样分析，计算各成分平均含量及 RSD。结果芦荟

大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄

糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O-
葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和芦

荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的

平均含量（n=6）分别为 0.112%、1.301%、0.160%、

0.344%、0.116%、0.158%、0.405%、0.262%、0.282%、

0.064%，RSD 分别为 1.1%、1.8%、1.2%、1.6%、1.6%、1.3%、

1.4%、1.8%、0.74%、1.4%，表明本方法重复性良好。
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表 1　10 个成分的保留时间、回归方程、相关系数和线性范围

Tab. 1　Retention times，regression equations，correlation coefficients and linear ranges of 10 components

化合物

（compound）
保留时间

（retention time）/min
回归方程

（regression equation）
r

线性范围

（linear range）/μg

芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（aloe-emodin-8-O-glucopyranoside）
大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（rhein-8-O-glucopyranoside）
大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（chryohol-8-O-β-D-glucoyroide）
大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（emodin-8-O-glucoside）
大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（physcion-8-O-β-D-monoglucoside）
芦荟大黄素（aloe-emodin）
大黄酸（rhein）
大黄素（emodin）
大黄酚（chrysophanol）
大黄素甲醚（physcion）

9.70
13.21
20.47
21.46
25.27
28.13
33.22
37.45
41.65
44.83

Y=49.376 5X+0.031 2
Y=14.409 1X+1.108 0
Y=63.291 4X-0.044 4
Y=26.599 6X+0.230 2
Y=17.432 2X+0.278 2
Y=87.542 5X-0.177 5
Y=71.531 5X+0.485 8
Y=74.713 2X-0.129 8
Y=93.704 3X+0.057 4
Y=38.817 7X-0.106 1

0.999 8

0.999 9
0.999 6
0.999 5
0.999 6
0.999 6
0.999 9
0.999 9
0.999 8
 0.999 9

0.01~0.35
0.11~3.39
0.01~0.41
0.02~0.86
0.01~0.47
0.01~0.37
0.03~1.06
0.02~0.57
0.02~0.82
0.02~0.69

2.4.4　稳定性试验　取同一大黄供试品溶液，分别

在制备后 0、5、10、15、20、25 h，按“2.1”项下色谱

条件进样测定，结果芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄

酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖

苷、大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D-
葡萄糖苷和芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大

黄素甲醚峰面积的 RSD（n=6）分别为 1.9%、1.2%、

1.3%、2.4%、1.7%、0.91%、2.1%、2.0%、1.6%、1.9%，

峰面积的 RSD 不超过 5%，表明样品溶液在 25 h 内

基本稳定。

2.4.5　加样回收率实验　精密称取已知含量的同一

产地大黄样品 0.5 g，分别精密加入一定量 10 个成分

的对照品溶液，按“2.3”项下方法制备供试溶液，分

别进样测定，计算回收率，结果见表 2。

表 2　样品中 10 个成分的加样回收率测定（x—±SD，n=6）

Tab. 2　Recoveries of 10 components in the sample

化合物

（compound）
样品含量

（content）/mg
对照品加入量

（added）/mg

检出量

（found）
±SD/mg

回收率

（recovery）
±SD/%

RSD/
%

芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（aloe-emodin-8-O-glucopyranoside）
大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（rhein-8-O-glucopyranoside）
大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（chryohol-8-O-β-D-glucoyroide）
大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（emodin-8-O-glucoside）
大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（physcion-8-O-β-D-monoglucoside）
芦荟大黄素（aloe-emodin）
大黄酸（rhein）
大黄素（emodin）
大黄酚（chrysophanol）
大黄素甲醚（physcion）

0.643 9±0.013 0
7.688 1±0.006 6
0.904 3±0.009 3
1.754 9±0.005 4
0.488 8±0.005 1
0.793 2±0.008 9
2.067 6±0.001 2
1.319 7±0.007 0
1.400 3±0.015 0
0.3762±0.004 1

0.651 0
7.504 8
0.890 4
1.754 8
0.485 1
0.801 5
1.995 5
1.317 4
1.403 8
0.380 2

1.29±0.019
15.13±0.14
1.80±0.014
3.49±0.019

0.97±0.003 9
1.59±0.021
4.04±0.034
2.63±0.014
2.78±0.016
0.75±0.011

99.1±1.49
99.2±1.86
99.0±0.62
99.2±1.21
98.9±1.50
99.2±1.61
98.8±1.20
99.4±0.63
98.7±0.82
99.6±2.07

1.5
1.9
0.63
1.2
1.5
1.6
1.2
0.64
0.83
2.1

2.5　样品含量测定

分别取不同产地大黄粉末 1 g，按“2.3”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定

峰面积，根据标准曲线计算样品中 10 个蒽醌类化合

物的含量，结果见表 3。
3　讨论

3.1　色谱条件的优化

中国药典（2015 年版一部）针对大黄药材中芦荟

大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚 5 个游离

型蒽醌类成分的测定采用的流动相为甲醇 -0.1% 磷

酸溶液（85∶15）等度洗脱。而本文要同时对 5 个游

离蒽醌和 5 个结合蒽醌类成分进行分析测定，由于两

类成分极性相差较大，采用该条件未能达到良好分离。

因此，本文对甲醇 - 水、甲醇 - 磷酸水、乙腈 - 磷酸水

等不同流动相进行了考察，结果以甲醇 -0.1% 磷酸水

梯度洗脱得到色谱图基线较平稳且分离效果好。
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表 3　不同产地掌叶大黄中 10 种蒽醌类化合物的含量（%）

Tab. 3　Content of ten anthraquinones in Rheum palmatum L．from different habitants

成分

（ingredients）

含量（content）/%

成都

（Chengdu）
阿坝

（Aba）
宕昌

（Dangchang）
礼县

（Lixian）
果洛州

（Guoluozhou）
大通

（Datong）

芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（aloe-emodin-8-O-glucopyranoside）
大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（rhein-8-O-glucopyranoside）
大黄酚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（chryohol-8-O-β-D-glucoyroide）
大黄素 -8-O- 葡萄糖苷（emodin-8-O-glucoside）
大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（physcion-8-O-β-D-monoglucoside）
芦荟大黄素（aloe-emodin）
大黄酸（rhein）
大黄素（emodin）
大黄酚（chrysophanol）
大黄素甲醚（physcion）

0.073
0.348
0.028
0.164
0.011
0.109
0.294
0.157
0.321
0.137

0.074
0.354
0.034
0.177
—

0.095
0.302
0.168
0.320
0.150

0.112
1.300
0.162
0.346
0.116
0.161
0.404
0.265
0.282
0.064

0.130
1.537
0.183
0.352
0.099
0.157
0.411
0.254
0.275
0.075

0.052
1.686
0.076
0.203
0.012
0.113
0.346
0.183
0.299
0.142

0.044
1.244
0.063
0.187
0.008
0.124
0.337
0.170
0.287
0.138

3.2　检测器的选择

大黄药材中的有效成分为蒽醌类化合物，特殊的

结构导致其具有较强的荧光性质。有文献报道，可以

采用高效液相色谱 - 荧光检测法（HPLC-FLED）对大

黄蒽醌类成分进行测定［13］。本文对荧光检测器的参

数进行了考察，采用的激发波长为 340 nm，发射波长

为 570 nm，在此方法下 5 个苷类成分的响应比较小，

而采用紫外检测器进行检测时 10 个成分均响应大，

灵敏度高，因此本文最终采用 HPLC-UV 检测法对大

黄药材中 10 个蒽醌类成分进行含量测定。用 HPLC-
FLED 法得到的大黄对照品和样品色谱图见图 2。

峰号同图 1（the peak number is the same as in Fig．1）

图 2　混合对照品（A）及礼县大黄样品（B）HPLC-FLED 图

Fig. 2　HPLC-FLED chromatograms of reference substances（A）and 
Rhei Radix et Rhizoma sample of Lixian（B）

3.3　样品处理方法的选择

本文对超声提取法和加热回流提取法进行了比

较试验，结果表明 2 种方法提取率相近，故选用超声

提取法。大黄药材的质量控制多采用酸水解法［14］、

甲醇或乙醇回流提取法［15-16］制备供试品溶液，但蒽

醌苷类成分在酸性条件下容易分解，不宜采用此方

法，考虑游离型蒽醌与结合型蒽醌都含酚羟基，具一

定酸性，在碱性溶液中溶解度更大［17］，本文采用甲 
醇 -0.2% 碳酸钠溶液（80∶20）为提取溶剂，室温浸

泡 40 min 后超声 30 min 制备供试品溶液，进行回收

率试验，结果符合分析要求。

3.4　不同产地各成分含量的比较

本实验结果表明，不同产地之间大黄中各成分含

量差异较大。甘肃大黄中芦荟大黄素、大黄酸、大黄

素的含量相对其他产地较高，而大黄素甲醚含量较其

他产地低，大黄酚在四川成都大黄中含量最高，与文

献报道［18］相符。对 5 个结合蒽醌类成分含量进行比

较，发现各成分在不同产地含量最大相差近 6 倍：芦

荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷、大黄酚 -8-O-β-D- 葡

萄糖苷和大黄素 -8-O- 葡萄糖苷均在甘肃礼县大黄

中含量最高，而大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷在青

海果洛州大黄中含量最高，大黄素甲醚 -8-O-β-D-
葡萄糖苷在各产地大黄中含量均较小，在四川阿坝大

黄中未检测出大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷。

从各成分含量分析可见，大黄药材中含游离型蒽

醌大黄酚和大黄酸含量较高，芦荟大黄素和大黄素甲

醚含量较低，结果与文献报道相符［19］；含结合型蒽醌

大黄酸 -8-O-β-D- 葡萄糖苷含量最高，大黄素甲 
醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷的含量最低；由此可知，不
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同的气候、土壤等生态因子及产地加工方式、贮藏方

式、生长年限对药材质量影响很大［20］。本研究为探

索建立科学、可控的大黄药材质量评价方法提供了实

验依据。
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