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HPLC 法测定桂附地黄丸中山 茱萸新苷的含量
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摘要：目的：研究高效液相色谱仪测定桂附地黄丸中山茱萸新苷含量。方法：采用SinoChrom ODS-BP液相色谱柱（批号：1DD29A0，柱长：

250mm，柱内径：4.6mm，填料平均粒径：5mm）；流动相：乙腈 - 磷酸（0.3%），柱温：30℃，检测波长：240nm，进样量：10mL，流速：

1.0mL·min-1。结果：山茱萸新苷在0.05-0.5mg·mL-1 范围内其浓度与其峰面积积分线性关系良好，线性方程为Y= 318.2X+5.029（r=0.9972，

n=6），方法学考察结果为稳定性 RSD 为 1.8%、精密度 RSD 为 0.4%、重复性 RSD 为 1.6%，平均加样回收率为 96.81%，RSD 为 1.24%（n=9）。

结论：本法数据准确，重复性好，所得结果稳定，可用于桂附地黄丸中山茱萸新苷的含量测定。
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一、引言

桂附地黄丸最初的处方出自张仲景的《金匮要略》，方名为

崔氏八味丸、肾气丸，《医方集解》中提出其组方原理：六味地

黄丸处方加入附子和肉桂，治疗相火不足，虚赢少气，益火之原，

以消阴翳，尺脉弱，进而将其命名为桂附八味丸。由于处方源于

六味地黄丸，后代医家称其为桂附地黄丸。桂附地黄丸是由熟地

黄（160g）、肉桂（20g）、泽泻（60g）、茯苓（60g）、附子（制）（20g）、

牡丹皮（60g）、山药（80g）、酒萸肉（80g）八味中药组成，主

治温补肾阳。现代医学研究表明其与其他药物联合使用，可以治

疗糖尿病、肾病患者的肾功能、帕金森综合征、脑动脉供血不足

而引起的眩晕脾肾阳虚证，为了更好的研究和发现其新的功效，

对其成分及其含量的研究显得更加重要。

目前主要检测的是该药物中的马钱苷、莫诺苷、桂皮醛以及

丹皮酚等成分的含量，测定方法多使用 HPLC 法，而鲜有可以稳

定检测出该药中山茱萸新苷的方法。

二、仪器、药品与试剂

（一）仪器

Thermo Ulimate 3000 型高效液相色谱仪（赛默飞世尔仪器有

限公司），SB25-12 型超声波清洗器（宁波新芝生物科技股份有

限公司），DZKW-4 型电热恒温水浴锅（北京中兴伟业世纪仪器

有限公司），XS105DU 型电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公司）。

（二）药品

酒 萸 肉（ 黑 龙 江 众 信 中 药 饮 片 有 限 公 司， 批 号：

20221001），桂附地黄丸（浓缩丸）（仲景宛西制药股份有限

公 司， 批 号：231103， 240103，240105）， 桂 附 地 黄 丸（ 浓 缩

丸）（ 九 芝 堂 股 份 有 限 公 司， 批 号：202308215，202308016，

202308218），桂附地黄丸（水蜜丸）（北京同仁堂科技发展股份

有限公司，批号：23031832，23031839，23031843）。

（三）试剂

山茱萸新苷（≥ 98%）（合肥博美生物科技有限公司，批

号：131189-57-6），色谱甲醇（北京迪马科技有限公司，批号：

70116），色谱乙腈（北京迪马科技有限公司，批号：70122），

甲醇（天津市永大化学试剂有限公司，批号：20160914）、磷

酸（天津耀华化学试剂有限责任公司，批号：20200210）为分析

纯。 

二、方法与结果

（一）色谱条件

色 谱 柱：sinoChrom ODS-BP 色 谱 柱（250mm×4.6mm，

5mm）， 乙 腈 为 A 相，0.3% 磷 酸 溶 液 为 B 相， 梯 度 洗 脱：

0~20min，7% A；20~50min，7~20% A；50~65min，20%A。柱温：

30℃，检测波长：240nm，进样体积：10mL，流速：1.0mL·min-1。

（二）对照品溶液的制备

精密称定山茱萸新苷对照品，加入色谱甲醇配制浓度为

0.5mL·min-1，即得 a 溶液。

（三）桂附地黄丸供试品溶液的制备

取桂附地黄丸（水蜜丸），研磨，过 80 目筛，精密称定细

粉，置于 50mL 的具塞锥形瓶中，加入 50% 甲醇溶液 25mL，超声

45min，功率 250W，频率 33kHz，滤过，滤液水浴浓缩，转移至

10mL 容量瓶中，50% 甲醇定容，过 0.45mm 滤膜，即得 b 溶液。

（四）酒萸肉药材供试品溶液的制备

取适量酒萸肉药材，烘干，粉碎后过 80 目筛，精密称取约 0.3g，

置于 50mL 具塞锥形瓶中，按照 2.3 项下的方法制备成酒萸肉药材

供试品 c 溶液。

（五）阴性对照溶液的制备 

按照桂附地黄丸的处方比例和制备方法，制备缺少酒萸肉的

阴性样品，按照 2.3 项下的方法，制备缺少酒萸肉的阴性对照 d 溶

液。

（六）空白溶液的制备 

50% 甲醇溶液，滤过，即得 e 溶液。

（七）方法学考察

1. 专属性试验 

分别精密吸取上述 a、b、c、d、e 溶液 10μL，然后按 2.1 项

下的色谱条件测定，测定结果见图 1，桂附地黄丸供试品 b 与酒

萸肉药材供试品 c 的色谱曲线均在对照品 a 的色谱曲线相对应的

保留时间上检测出茱萸新苷的吸收峰，且该吸收峰与相邻的峰达

到基线分离，缺少酒萸肉的阴性对照样品 d 与空白样品 e 在与对

照品 a 相对应的保留时间上没有色谱峰被检出，表明阴性样品与

试剂对山茱萸新苷的含量测定无明显干扰。
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1）1 山茱萸新苷；2）a 对照品溶液；3）b 桂附地黄丸；4）c 阳

性溶液；5）d 阴性溶液；6）e 空白溶液

图 1 桂附地黄丸专属性 HPLC 谱图

2. 线性关系考察

精密移取 2.2 项下 a 溶液 0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0mL，分

别置于 2mL 量瓶中，加入色谱甲醇，定容，摇匀，即得 0.05、0.1、

0.2、0.3、0.4、0.5 mg·min-1 山茱萸新苷对照品溶液。精密吸取上

述溶液各 10mL，按 2.1 项下条件测定，以吸收峰面积积分作为纵

坐标，溶液浓度作为横坐标作图，线性回归，得到线性方程为 Y= 

318.2X+5.029（r=0.9972 ，n=6），见图 2。结果表明：山茱萸新

苷浓度在 0.05~0.5mg·min-1L 的范围内，与峰面积积分呈现出良

好的线性关系。

图 2 线性回归方程图

3. 精密度试验

取 2.2 项下 a 溶液，按 2.1 项下方法，连续进样 6 次，测定并

记录山茱萸新苷的吸收峰面积积分值，计算 RSD 为 0.4%，表明本

法仪器精密度良好。

4. 稳定性试验

精密吸取 2.3 项下供试品溶液 10μL，按 2.1 项下的色谱条件

分别在 0h、2h、4h、6h、8h、10h、12h 进行检测，结果显示供试

品溶液中的山茱萸新苷在 12h 内色谱峰的面积积分值基本保持稳

定，RSD 为 1.8%。

5. 重复性试验

精密称量 2.3 项下样品粉末 6g，共 6 份。按照 2.3 项下的方

法制备样品，按照 2.1 项下的色谱条件进行试验，试验结果显示

山茱萸新苷的含量 RSD 为 1.6%。

6. 加样回收率试验

精密称量 2.3 项下样品粉末 9 份，每份约 0.6g，平均分成 3，

每组分别加入与供试品中待测组分含量之比为 1：1，1：1.5，1：

2 的对照品，按 2.3 项下方法分别制备 9 个样品，按 2.1 项下色谱

条件进行试验，记录色谱图后按 2.7.2 项下线性方程计算相应浓度，

依据相应的浓度值计算平均回收率为 96.81%，RSD 为 1.24%。结

果表明，回收率的测定结果符合相应浓度下准确度的要求。

（八）样品含量测定

分别称取不同批次的桂附地黄丸浓缩丸和水蜜丸药品细粉

mg，按 2.3 项下的方法制备供试品溶液，按照 2.1 项下的色谱条件

进行检测，获得茱萸新苷色谱峰面积 w，按 2.7.2 项下线性方程，

根据公式（10w-50.29）/ 318.2m 计算茱萸新苷的含量，见表 1。

表 1 桂附地黄丸的山茱萸新苷含量测定

序号 剂型 品牌 批号 取样量 /g
山茱萸新苷含量 /

mg·g-1

1
浓缩

丸

仲景

宛西

制药

231103 3.001 0.2213

1 240103 2.998 0.1937

1 240105 3.002 0.2186

2
浓缩

丸

九芝

堂

202308215 3.001 0.1963

2 202308218 3.002 0.2106

2 202308016 3.001 0.2094

3
水蜜

丸

北京

同仁

堂

23031832 6.001 0.1369

3 23031839 5.998 0.1472

3 23031843 6.008 0.1295

三、讨论

根据山茱萸新苷的结构可知，其属于环烯醚萜苷，分子结构

中含有 3 个酚羟基，属于极性比较大的化合物。首先应用正丁醇：

冰醋酸：水 =4：5：1 为展开剂，硅胶 GF254 薄层板展开，254nm

紫外光下检视，对 2.3 项下提取物进行定性分析，然后采用 HPLC

法测定其含量。试验实施方便，准确、重复性好，测定结果稳定。

该实验可以完善桂附地黄丸水蜜丸或浓缩丸的质量控制。不同厂

家、不同批次、不同剂型的桂附地黄丸中山茱萸新苷含量存在微

小的差异，这可能与实验过程中系统误差、不同剂型制备的工艺、

药材产地等因素有关。
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