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HPLC 法比较 3 种土大黄中游离蒽醌和总蒽醌的含量 *
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4．中国食品药品检定研究院，北京 100050）

摘要　目的：建立 HPLC 测定方法，比较贵州土大黄尼泊尔酸模（Rumex nepalensis Spreng.）、齿果酸模

（Rumex dentatus Linn.）或羊蹄（Rumex crispus Linn.）中游离蒽醌和总蒽醌（以大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚的总量计）的含量。方法：采用 Diamonsil C18（4.6 mm×200 mm，5 μm）色谱柱，以甲醇 -0.1% 磷酸溶

液（83∶17）为流动相，流速 1 mL·min-1，检测波长 254 nm，柱温 30 ℃。结果：大黄素、大黄酚、大黄素甲醚

进样量分别在 9.670~522.2 ng（r=0.999 9）、18.06~975.2 ng（r=0.999 9）、7.390~399.1 ng（r=0.999 9）范围内线

性关系良好；游离蒽醌中大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的平均回收率分别为 102.6%（RSD=1.5%）、102.5%
（RSD=0.80%）、97.4%（RSD=1.1%），总蒽醌中大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的平均回收率分别为 100.5%
（RSD=1.2%）、97.4%（RSD=1.6%）、98.6%（RSD=1.7%）。游离蒽醌中大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的含量分别

在 0.008%~0.088%、0.007%~0.289%、0.007%~0.103% 范围内；总蒽醌中大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的含量

分别在 0.034%~0.244%、0.076%~0.856% 和 0.030%~0.297% 范围内。结论：结合蒽醌含量最高的是羊蹄，齿果

酸模、尼泊尔酸模和未鉴定的 9 批样品次之，且羊蹄和齿果酸模中结合蒽醌含量均大于游离蒽醌含量。
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Abstract　Objective：To establish an HPLC method to compare the contents of free and total anthraquinones（total 
amount of emodin，chrysophanol and ararobinol）in Rumex nepalensis Spreng，Rumex dentatus Linn and Rumex 
crispus Linn from Guizhou．Methods：The HPLC method was performed on a Diamonsil C18 column（4.6 mm×200
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mm，5 μm）with the mobile phase consisting of methanol-0．1% phosphoric acid（83∶17）at the flow rate of 1  
mL·min-1．The detection wavelength was set at 254 nm and the column temperature was 30 ℃．Results：Emodin， 
chrysophanol and ararobinol revealed a good linear relationship in the range of 9.670-522.2 ng（r=0.999 9），18.06-975.2 
ng（r=0.999 9）and 7.390-399.1 ng（r=0.999 9），respectively．The recoveries of emodin，chrysophanol and ararobinol 
in total anthraquinones were 102.6%（RSD=1.5%），102.5%（RSD=0.80%）and 97.4%（RSD=1.1%），respectively 
and the recoveries of emodin，chrysophanol and ararobinol in free anthraquinones were 100.5%（RSD=1.2%），

97.4%（RSD=1．6%）and 98.6%（RSD=1.7%），respectively．The contents of emodin，chrysophanol and ararobinol 
in free anthraquinones were in the ranges of 0.008%-0.088%，0.007%-0.289% and 0.007%-0.103%，respectively．
The contents of emodin，chrysophanol and ararobinol in total anthraquinones were in the ranges of 0.034%-0.244%，

0.076%-0.856% and 0.030%-0.297%，respectively．Conclusion：Rumex crispus had more combined anthraquinones 
than Rumex dentatus，Rumex nepalensis and 9 batches of undefined samples．Contents of combined anthraquinones in 
Rumex crispus and Rumex dentatus were higher than free anthraquinones in those samples．
Keywords：Rumex；free anthraquinones；total anthraquinones；emodin；chrysophanol；ararobinol；content 
determination；HPLC

基硅烷键合硅胶）色谱柱；天津市泰斯特仪器有限公

司 DK-98-11A 型电热恒温水浴锅，梅特勒 - 托利多

仪器有限公司 XS205 型电子分析天平，上海宗义实

业发展有限公司 0.45 μm 微孔滤膜。

1.2　试药

大黄素对照品（批号 110756-200110）、大黄酚对

照品（批号 110796-200615）、大黄素甲醚对照品（批

号 110758-200611）购于中国食品药品检定研究院。

土大黄药材共 31 批，采集于贵州省花溪平桥、清

镇、小关以及罗甸等地，均由贵阳中医学院陈德媛研

究员鉴定为尼泊尔酸模（Rumex nepalensis Spreng.）、
齿果酸模（Rumex dentatus Linn.）和羊蹄（Rumex crispus 
Linn.），其中 9 批样品未鉴定品种。

甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。水

为重蒸馏水。

2　方法与结果

2.1　色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Diamonsil C18（4.6 mm×200 mm，5 μm）；流动

相：甲醇 -0.1% 磷酸溶液（83∶17）；流速：1.0 mL·min-1；

检测波长：254 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。
分别取空白溶剂（甲醇）、混合对照品溶液和供

试品溶液注入液相色谱仪，记录色谱图，见图 1；从图

中可见，空白溶剂在大黄素、大黄酚和大黄素甲醚位

置处无干扰峰，供试品溶液中大黄素、大黄酚和大黄

素甲醚峰与其他组分分离完全（分离度 >1.5），理论

板数按大黄素峰计算不低于 4 000。

贵州土大黄为蓼科酸模属植物尼泊尔酸模

（Rumex nepalensis Spreng.）、齿果酸模（Rumex dentatus 
Linn.）或羊蹄（Rumex crispus Linn.）的新鲜或干燥根

及根茎。主产于湖北、陕西、贵州、云南等地［1］，土大

黄中主要含有蒽醌、黄酮、奈和萘酚以及二苯乙烯等

化合物，其中蒽醌类以大黄素、大黄酚和大黄素甲醚

含量较高［2］。土大黄具有抗菌消炎，抗氧化，止血，抗

肿瘤等功效［3-4］，根提取物对正常小鼠非特异性免疫

功能（单核－巨噬细胞系统吞噬功能）有一定影响［5］，

主要用于银屑病、出血证、跌打损伤、紫癜等疾病的治

疗［6-9］。土大黄现在用于乙肝散、肝乐欣胶囊、肤痔清

软膏、止血片等制剂的制备，应用比较广泛。目前，对

土大黄药材的质量控制仅见于《贵州省中药材、民族

药材质量标准》2003 年版，现行标准中仅有外观性状

描述、显微鉴别及简单的薄层鉴别和含量测定［10-11］，

专属性不强，可控性差。为了有效地控制土大黄的质

量，本文参考相关资料［12］，对本品中的游离蒽醌与总

蒽醌（以大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的总量计）含

量进行了测定，为科学应用本品提供参考。

1　仪器与试药

1.1　仪器

岛津公司 LC-20AD 高效液相色谱仪（SPD-
M20A 二极管阵列检测器、CBM-20A 系统控制器、

CTO-20AC 柱温箱、LC-20AT 泵、SIL-20A 自动进

样器、LC2000 色谱数据工作站），迪马科技有限公司

Diamonsil C18（4.6 mm×200 mm，5 μm；填料：十八烷
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A．空白（blank）　B．对照品（reference substance）　C．游离蒽醌（free anthraquinones）　D．总蒽醌（total anthraquinones）

1．大黄素（emodin）　2．大黄酚（chrysophanol）　3．大黄素甲醚（ararobinol）

图 1　混合对照品及 26 号土大黄样品的 HPLC 图谱

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances and Rumex sample No. 26
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2.2　对照品储备液制备

精密称定大黄素对照品 0.024 17 g，置 100 mL 量瓶

中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制得大黄素对照品

储备液（0.241 7 mg·mL-1）；精密称定经五氧化二磷干燥

至恒重的大黄酚对照品 0.018 06 g，置 100 mL 量瓶中，加

氯仿 -甲醇（1∶4）溶解并稀释至刻度，摇匀，制得大黄酚

对照品储备液（0.180 6 mg·mL-1）；精密称定经五氧化二磷

干燥至恒重的大黄素甲醚对照品 0.018 47 g，置 100 mL 量

瓶中，加氯仿 - 甲醇（2∶3）溶解并稀释至刻度，摇匀，制

得大黄素甲醚对照品储备液（0.184 7 mg·mL-1）。

2.3　供试品溶液制备

2.3.1　游离蒽醌供试品溶液　取本品粉末（过 4 号

筛）约 0.6 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲

醇 25 mL，称量，加热回流 80 min，放冷，再称量，用甲

醇补足减失的量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.3.2　总蒽醌供试品溶液　取本品粉末（过 4 号

筛）约 0.2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲 
醇 - 盐酸（10∶0.3）25 mL，称量，置 80 ℃水浴中加热回

流 60 min，放冷，再称量，用甲醇 - 盐酸（10∶0.3）补足

减失的量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.4　标准曲线的制备

分别精密量取“2.2”项下大黄素、大黄酚及大黄

素甲醚的对照品储备液适量，置于同一 25 mL 量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，制成每 1 mL 含大黄素、大黄酚和

大黄素甲醚分别为 19.34、36.12、14.78 μg 的混合对照

品溶液。分别精密吸取该混合对照品溶液 0.5、1、3、
9、15、21、27 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图，以峰

面积为纵坐标，对照品质量浓度为横坐标，绘制标准曲

线，得大黄素，大黄酚，大黄素甲醚的线性回归方程：

Y=3.523×106X-5.205×103 r=0.999 9
Y=5.005×106X-1.129×104  r=0.999 9
Y=3.249×106X-1.728×104 r=0.999 9

结果表明，大黄素，大黄酚，大黄素甲醚进样量分

别在 9.670~522.2、18.06~975.2、7.390~399.1 ng 范围

内与峰面积呈良好的线性关系。

2.5　精密度试验

取“2.4”项下的混合对照品溶液，按“2.1”项下

条件连续进样 6 次。计算大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚峰面积的 RSD 分别为 0.38%、0.42%、0.71%，表明

仪器精密度良好。

2.6　重复性试验

取 26 号样品，分别按“2.3.1”和“2.3.2”项下方法

平行制备 6 份供试品溶液，按“2.1”项下条件进样测

定。计算游离蒽醌中大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的

平均含量分别为 0.017%、0.086%、0.033%，RSD 分别为

1.8%、1.5%、2.0%；总蒽醌中大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚的平均含量分别为 0.085% 和 0.408%、0.136%，RSD
分别为 1.8%、1.4%、1.8%，表明该方法的重复性良好。

2.7　稳定性试验

取 26 号样品，分别按“2.3.1”和“2.3.2”项下方

法制备供试品溶液各 1 份，分别于供试品溶液制备

后 0、4、8、12、16、24 h 按“2.1”项下条件测定，计算

游离蒽醌中大黄素、大黄酚和大黄素甲醚峰面积的

RSD 分别为 0.73%、0.27%、0.61%，总蒽醌中大黄素、

大黄酚和大黄素甲醚峰面积的 RSD 分别为 1.4%、

0.78%、1.4%，说明游离蒽醌和总蒽醌的供试品溶液

在 24 h 内稳定性良好。

2.8　加样回收率试验

精密称取已知含量（大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚的含量分别为 0.017%、0.086%、0.033%）的 26 号土

大黄样品 0.3 g 共 6 份，分别置具塞锥形瓶中，精密加

入大黄素、大黄酚和大黄素甲醚混合对照品溶液（分

别精密量取“2.2”项下中大黄素、大黄酚及大黄素甲

醚的对照品储备液适量，置于同一 25 mL 量瓶中，加

甲醇稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度分别为 10.63、
6.36、8.127 μg·mL-1 的混合对照品溶液）25 mL，按

“2.3.1”项下方法制备供试溶液，按“2.1”项下条件进

样测定，计算游离蒽醌的回收率。结果见表 1。
精密称取已知含量（大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚的含量分别为 0.085%、0.408%、0.136%）的 26 号

土大黄样品 0.1 g 共 6 份，分别置具塞锥形瓶中，精

密加入大黄素、大黄酚和大黄素甲醚混合对照品溶

液（分别精密量取“2.2”项下中大黄素、大黄酚及大

黄素甲醚的对照品储备液适量，置于同一 25 mL 量瓶

中，加甲醇稀释至刻度，既得质量浓度分别为 16.44、
15.89、12.56 μg·mL-1 的混合对照品溶液）25 mL，按

“2.3.2”项下方法制备供试溶液，按“2.1”项下条件测

定，计算总蒽醌的回收率。结果见表 2。
2.9　样品含量测定

取 31 批不同产地的土大黄，按“2.3.1”和“2.3.2”
项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下条件进样测

定，采用外标一点法计算土大黄中游离蒽醌和总蒽醌

含量后，再计算结合蒽醌含量（总蒽醌含量 - 游离蒽醌

含量）以及结合蒽醌与游离蒽醌的比值，结果见表 3。
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表 1　土大黄中游离蒽醌的加样回收率试验

Tab. 1　Recovery of free anthraquinones

成分

（composition）
称样量

（sample amount）/g
样品中含量

（contented）/mg
加入量

（added）/mg
测得总量

（found）/mg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

大黄素

（emodin）
0.301 9 0.052 5 0.053 2 0.105 7 99.9 101.6 1.5
0.301 5 0.052 5 0.053 2 0.106 3 101.3
0.302 1 0.052 6 0.053 2 0.105 7 99.9
0.302 3 0.052 6 0.053 2 0.107 6 103.4
0.304 4 0.053 0 0.053 2 0.107 2 102.1
0.303 1 0.052 7 0.053 2 0.107 5 103.1

大黄酚

（chrysophanol）
0.301 9 0.260 2 0.270 9 0.536 8 102.1 102.5 0.80
0.301 5 0.259 9 0.270 9 0.535 8 101.9
0.302 1 0.260 4 0.270 9 0.539 9 103.2
0.302 3 0.260 6 0.270 9 0.541 3 103.6
0.304 4 0.262 4 0.270 9 0.540 4 102.6
0.303 1 0.261 3 0.270 9 0.536 3 101.5

大黄素甲醚

（ararobinol）
0.301 9 0.100 5 0.101 6 0.200 1 98.0 97.4 1.1
0.301 5 0.100 4 0.101 6 0.199 8 97.8
0.302 1 0.100 6 0.101 6 0.200 5 98.4
0.302 3 0.100 7 0.101 6 0.200 0 97.8
0.304 4 0.101 4 0.101 6 0.199 8 96.7
0.303 1 0.100 9 0.101 6 0.197 8 95.4

表 2　土大黄中总蒽醌的加样回收率试验

Tab. 2　Recovery of total anthraquinones
成分

（composition）
称样量

（sample amount）/g
样品中含量

（contented）/mg
加入量

（added）/mg
测得总量

（found）/mg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（ average recovery）/%
RSD/%

大黄素

（emodin）
0.103 2 0.088 1 0.082 2 0.170 0 99.7 100.5 1.2
0.102 4 0.087 4 0.082 2 0.169 9 100.3
0.102 9 0.087 9 0.082 2 0.171 1 101.3
0.103 5 0.088 4 0.082 2 0.169 5 98.7
0.102 0 0.087 1 0.082 2 0.171 0 102.1
0.103 1 0.088 0 0.082 2 0.170 9 100.9

大黄酚

（chrysophanol）
0.103 2 0.420 5 0.397 3 0.810 7 98.2 97.4 1.6
0.102 4 0.417 3 0.397 3 0.811 7 99.3
0.102 9 0.419 3 0.397 3 0.800 4 95.9
0.103 5 0.421 8 0.397 3 0.804 8 96.4
0.102 0 0.415 7 0.397 3 0.808 3 98.8
0.103 1 0.420 1 0.397 3 0.800 9 95.8

大黄素甲醚

（ararobinol）
0.103 2 0.140 2 0.157 0 0.292 6 97.1 98.6 1.7
0.102 4 0.139 2 0.157 0 0.290 3 96.3
0.102 9 0.139 8 0.157 0 0.296 3 99.7
0.103 5 0.140 7 0.157 0 0.295 9 98.9
0.102 0 0.138 6 0.157 0 0.296 4 100.5
0.103 1 0.140 1 0.157 0 0.295 5 99.0

3　讨论

3.1　游离蒽醌提取方法的研究

比较氯仿、甲醇、水作为提取溶剂，通过研究选择

甲醇作为提取溶剂；比较了超声和加热回流提取方

法，通过研究证明加热回流方法更好；通过对比加热

回流时间 20、40、60、80 和 100 min 的提取效果，最

后选择了加热回流 80 min 的时间。

3.2　总蒽醌提取方法的研究

比较了氯仿 - 盐酸和甲醇 - 盐酸作为总蒽醌

的水解提取溶剂，结果表明甲醇 - 盐酸作为水解提

取液更好；试验过程中考察了不同酸度的甲醇 - 盐

酸水解提取液，分别考察了（10∶0.05）、（10∶0.1）、
（10∶0.3）、（10∶0.6）和（10∶0.9）水解提取液，结果

表明水解提取液为甲醇 - 盐酸（10∶0.3）时，总蒽醌

可水解完全，故选择甲醇 - 盐酸（10∶0.3）为总蒽醌

供试品溶液的水解提取液。通过对比加热回流时间

20、40、60、80 和 100 min 的水解提取效果，最后采用

了加热回流 60 min 的时间。
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3.3　样品含量测定结果分析

羊蹄样品中结合蒽醌的含量是游离蒽醌含量的

1.58~12.36 倍，花溪平桥的羊蹄中结合蒽醌的含量高

于清镇、小关等地，可能是因为花溪平桥的环境比较

潮湿而且是在阳光充沛的环境，在湿润而又阳光充

沛的地理环境下土大黄中结合蒽醌含量更高。结果

说明，土大黄同种不同产地中结合蒽醌和游离蒽醌的

含量差异很大，且结合蒽醌的含量均大于游离蒽醌的 
含量。

齿果酸模样品中结合蒽醌的含量是游离蒽醌的

1.39~2.11 倍，4 个不同产地中蒽醌含量差别不是很

大。尼泊尔酸模，仅有 2 批药材，有待做进一步的研

究。未鉴定品种的 9 批样品中结合蒽醌的含量是游

离蒽醌的 0.56~3.59 倍。31 批样品中共有 4 批样品

的结合蒽醌含量小于游离蒽醌含量。

3.4　结论

羊蹄和齿果酸模中结合蒽醌含量均大于游离蒽

醌含量，且结合蒽醌含量最高的是产于花溪和清镇的

羊蹄，齿果酸模和尼泊尔酸模次之。土大黄提取物可

以调节肠道蠕动，导致泻下的是结合蒽醌类成分，游

离蒽醌类化合物促进腹泻的活性很弱［13-15］，故在临

床应用中，建议选取花溪和清镇产的羊蹄作为以泻下

作用为功效的药材。本试验的方法准确，可靠，为土

大黄药材的质量控制提供了科学依据。
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