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摘要# 目的!建立高效液相色谱*二极管阵列检测器 "DGJ-*?E?# 法同时测定右归丸 "熟地黄’ 附子’ 肉桂等# 中 (
种成分的含有量& 方法!分析采用 l5Y1XNBFX6@R1*-"0色谱柱 "’L( 44f#)& 44% ) #4#( 流动相甲醇*"!冰醋酸%
梯度洗脱( 柱温 +& c( 体积流量 "L& 4JM468& 结果!绿原酸’ 莫诺苷’ 松脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸和肉桂
酸均呈良好的线性关系 ",$&L///#% 平均加样回收率 "1m(# 为 //L%!i"&#L#! "K>?g+!#& 结论!该方法简便
快速% 准确可靠% 重复性好% 可用于右归丸的质量控制&
关键词! 右归丸( 绿原酸( 莫诺苷( 松脂醇二葡萄糖苷( 马钱苷( 阿魏酸( 肉桂酸( DGJ-*?E?
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!!右归丸最早载于 .景岳全书/% 常被作为 ,阴
中求阳- 的代表方% 由熟地’ 附子’ 肉桂’ 鹿角
胶’ 山药’ 山茱萸’ 菟丝子’ 枸杞子’ 当归’ 杜仲
"& 味药材组成% 具有温补肾阳’ 散寒通络之功%
常用以骨关节炎’ 骨质疏松等 ,骨痹- 疾病的临

床治疗和实验研究& 临床研究表明% 右归丸对肾阳
虚型骨质疏松症有良好的疗效% 可实现患者骨密度
和骨强度的提升% 还能抑制去卵巢致骨质疏松大鼠
垂体E-.D细胞的增生和活性% 改善皮质类固醇激
素对骨代谢的副作用% 促进骨形成% 减少骨吸收%
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达到治疗骨质疏松的目的)"*’* &
课题组前期研究发现% 右归丸药液对骨质疏松

有确切的治疗作用% 但有关其多成分含有量测定尚
未见报道& 本实验采用高效液相色谱*二极管阵列
检测器 "DGJ-*?E?# 法% 同时测定右归丸中绿原
酸’ 莫诺苷’ 松脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸
和肉桂酸 ( 种成分的含有量% 可用于该药物的质量
控制% 为进一步相关机制研究和临床应用提供科学
依据&
FG实验材料
"L"!仪器!l5Y1XN1#(/)*#//0 高效液相色谱仪
"配置 1#(/) 二元梯度泵’ #//0 二极管阵列检测
器’ 自动进样器’ 34Q<71X色谱工作站’ l5Y1XNB
FX6@R1*-"0色谱柱 "’L( 44f#)& 44% ) #4# "美
国l5Y1XN公司#( >5XY<X6<UNF>""&> 电子天平 "十
万分之一% 德国赛多利斯公司#( TG+&#C电子天
平 "上海箐海仪器有限公司#( GD>*+.-精密数显
酸度计 "上海天达仪器有限公司#( -18YX6ZUR1
)0&’K冷 冻 离 心 机 "德 国 3QQ18@<XZ公 司 #(
,k)#&&F超声清洗器 "昆山市超声仪器有限公司#
"L#! 试药与试剂 ! 熟地 "产地河南% 批号
"’""#+#’ 附子 "产地四川% 批号 "+"#"’#’ 肉桂
"产地广西% 批号 "+"##(#’ 鹿角胶 "产地河南%
批号 "#&"&+#’ 山药 "产地浙江% 批号 "’"##+#’
山茱萸 "产地浙江% 批号 "+""")#’ 菟丝子 "产地
辽宁% 批号 "’"#&’#’ 枸杞子 "产地宁夏% 批号
"’"##/#’ 当归 "产地甘肃% 批号 "+"##%#’ 杜仲
"产地浙江% 批号 ")&"&0# 饮片 "华东医药股份有
限公司参茸分公司#% 经浙江中医药大学药学院中
药鉴定教研室张如松教授鉴定为正品% 符合 #&"&
年版 .中国药典/ "一部# 项下规定& 绿原酸’ 松
脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸和肉桂酸对照品
"中国食品药品检定研究院% 批号分别为 &%)+*
#&&"""’ """)+%*#&&)&"’ """(’&*#&"&&)’ &%%+*
//"&’ &%0(*/0&##( 莫诺苷对照品 "北京科量技术
有限公司% 含有量h/0!% 批号 "’"&###& 甲醇为
色谱纯 "美国 ‘1X;] 公司#( 冰醋酸为优级纯( 水
为娃哈哈纯净水( 其余试剂均为分析纯&
HG方法与结果
#L"!溶液的制备""*%#

#L"L"!对照品溶液!精密称取绿原酸’ 莫诺苷’
松脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸和肉桂酸对照
品适量% 加甲醇分别配成 "L"’/’ &L0&/’ "L0"0’
&L))&’ #L0)#’ ’L"0# 4RM4J的对照品溶液&

#L"L#!右归丸药液!按熟地 ’& R’ 附子 "& R’ 肉
桂 "& R’ 鹿角胶 #& R’ 山药 #& R’ 山茱萸 ") R’ 菟
丝子 #& R’ 枸杞 #& R’ 当归 ") R’ 盐杜仲 #& R的处
方比例称取各味饮片% 加入 "& 倍量 )&!乙醇% 室
温浸泡 " W% ’) c下超声 " )&& l’ ’& ]Dj#
+& 468% 提取两次% 合并药液% 过滤% )& c减压
浓缩% 定容至 "&& 4J量瓶% 即 "L/ R生药M4J% ’
c冰箱保存&
#L"L+!供试品溶液!取右归丸溶液 #L& 4J% 甲醇
稀释 ) 倍至 &L+0 4RM4J% 在 ’ c’ "+ &&& XM468条
件下高速离心 ") 468% 吸取上清液% 即得&
#L"L’!缺当归’ 枸杞’ 杜仲’ 菟丝子阴性对照溶
液!按处方取缺当归’ 枸杞’ 杜仲和菟丝子的药
材% 按 ,#L"L+- 项下方法制成缺当归’ 枸杞’ 杜
仲和菟丝子阴性对照溶液&
#L"L)!缺肉桂阴性对照溶液!按处方取缺肉桂的
药材% 按 ,#L"L+- 项下方法制成缺肉桂阴性对照
溶液&
#L"L(!缺当归’ 枸杞阴性对照溶液!按处方取缺
当归’ 枸杞的药材% 按 ,#L"L+- 项下方法制成缺
当归’ 枸杞阴性对照溶液&
#L"L%!缺杜仲’ 山茱萸阴性对照溶液!按处方取
缺杜仲’ 山茱萸的药材% 按 ,#L"L+- 项下方法制
成缺杜仲’ 山茱萸阴性对照溶液&
#L"L0!山茱萸对照溶液!取山茱萸 ") R% 按
,#L"L+- 项下方法制成山茱萸对照溶液&
#L#!色谱条件及系统适应性试验!l5Y1XNB
FX6@R1*-"0色谱柱 "’L( 44f#)& 44% ) #4#( 流
动相甲醇 "E# *"!冰醋酸 "F#% 梯度洗脱 "程序
见表 "#( 柱温 +& c( 体积流量 "L& 4JM468( 进样
量 "& #J( 检测波长 +#( 84 """ i"’ 468% 绿原
酸#’ #’& 84 ""’ i## 468% 莫诺苷’ 松脂醇二葡
萄糖苷和马钱苷#’ +#( 84 "## i#’ 468% 阿魏
酸#’ #%% 84 "#’ i+% 468% 肉桂酸#& 各检测成分
均达到基线分离 "Ah"L)#% 各成分理论塔板数均
大于 # &&&&

表 FG梯度洗脱程序
9+1MFG /̂+!#)%.)’(.#"%3/"V/+N4

时间M468 E甲醇M! F"!冰醋酸M!
& ) /)
) ) /)
( #" %/
") #" %/
"( ++ (%
#( ++ (%
#% )& )&
+% )& )&
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#L+!专属性试验!精密吸取混合对照品’ 供试品’
阴性对照品 "& #J% 在 ,#L#- 项色谱条件下分析%
结果见图 "& 由图可知% 供试品在与绿原酸’ 莫诺
苷’ 松脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸和肉桂酸
对照品相应的位置上% 均有相同保留时间的色谱
峰% 而各阴性对照溶液无色谱峰% 不干扰测定&
#L’!线性关系考察!精密吸取各对照品贮备液适
量% 置于 ) 4J棕色量瓶中% 甲醇稀释至刻度% 摇
匀% 得 每 " 4J含 绿 原 酸 ))L# #R’ 莫 诺 苷
"("L0 #R’ 松脂醇二葡萄糖苷 #/&L/ #R’ 马钱苷
0#L) #R’ 阿魏酸 ’)L( #R’ 肉桂酸 "(L% #R的混合
对照 品 溶 液& 取 &L&’’ &L"’ &L#’ &L’’ &L0’
#L& 4J% 置于 # 4J棕色量瓶中% 甲醇稀释至刻
度% 摇匀% 得系列混合对照品溶液% 在 ,#L#- 项
色谱条件下进样测定& 以各成分的进样量 ":# 对
峰面积 "_# 进行线性回归% 结果见表 #&

表 HGc 种成分的线性关系
9+1MHGA#%)+//)’+.#"%4,#34"&4#- *"%4.#.()%.4

成分 回归方程 相关系数
线性范围M

8R
绿原酸 _m#L’0+ f"&+:e"L(’+ f"&’ "L&&& & ""L&’ i))"L)
莫诺苷 _m#L&(0 f"&+:e’L"0& f"&’ &L/// / +#L+( i" ("0
松脂醇二葡

萄糖苷
_m&L+++ f"&+:e%L#/) f"&# &L/// " )0L"( i# /&/

马钱苷 _m#L")( f"&+:e"L/&+ f"&’ &L/// / "(L)& i0#)L&

阿魏酸 _m’L+)# f"&+:e#L0(/ f"&’ &L/// / /L"#& i’)(L+

肉桂酸 _m"L)%& f"&’:e+L’’( f"&’ "L&&& & +L+’’ i"(%L+

#L)!精密度试验!精密吸取同一混合对照品溶液%
在 ,#L#- 项色谱条件下连续进样 ( 次% 测得各成
分峰面积 K>?分别为 #L(!’ &L(!’ #L/!’
&L(0!’ &L’(!’ &L0&!% 表明仪器精密度良好&
#L(!稳定性试验!精密吸取供试品溶液 "& #J%
在 ,#L#- 项色谱条件下% 于 &’ #’ ’’ (’ 0’ "(’
#’ W 进样测定% 测得各成分峰面积 K>?分别为
#L(!’ #L(!’ #L/!’ "L&!’ "L0!’ #L’!% 表
明供试品溶液在 #’ W内稳定性良好&
#L%!重复性试验!取同一批右归丸 ( 份% 按
,#L"L+- 项下方法制备供试品溶液% 在 ,#L#- 项
色谱条件下进样测定% 测得各成分含有量 K>?分
别 为 #L)!’ #L(!’ #L/!’ "L)!’ #L&!’
#L(!% 表明该方法重复性良好&
#L0!加样回收率试验!精密吸取含有量已知的右
归丸 ( 份% 分别精密加入 "L"’/ 4RM4J绿原酸对
照品溶液 0L) #J’ &L0&/ 4RM4J莫诺苷对照品溶

"$绿原酸!#$莫诺苷!+$松脂醇二葡萄糖苷!’$马钱苷
)$阿魏酸!($肉桂酸
"$;W2<X<R186;5;6@!#$4<XX<86N6@1!+$Q68<X1N68<2@6R2U;<N6@1!

’$2<R5868!)$Z1XU26;5;6@!($;688546;5;6@

图 FG=WA2色谱图
U#VMFG=WA2*,/"N+."V/+N4

液 0"L) #J’ "L0"0 4RM4J松脂醇二葡萄糖苷对照
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品溶液 %"L) #J’ &L))& 4RM4J马钱苷对照品溶液
0&L& #J’ &L#0) # 4RM4J阿魏酸对照品 "稀释 "&
倍# 溶液 "&L& #J’ &L&’" 0# 4RM4J肉桂酸对照品
"稀释 "&& 倍# 溶液 #’L& #J% )&!乙醇定容至
" 4J量瓶中& 精密吸取 " 4J% 置于 "L) 4J离心管
中% "+ &&& XM468 离心 ") 468% 取上清液% 在
,#L#- 项色谱条件下进样 "& #J测定% 结果见
表 +&

表 IG加样回收率试验结果 %#\c&

9+1MIG:)4(’.4"&/)*"Q)/R .)4.4%#\c&

成分
原有量M

#R
加入量M

#R
测得量M

#R
回收率M

!
平均回收

率M!

K>?M

!
绿原酸 "&L#& /L0&& #&L"& "&"L’# "&&L+ #L0

/L%&& /L0&& "/L0& "&+L&"
"&L#& /L0&& #&L+& "&+L&&
/L%&& /L0&& "/L"& /)L%’
"&L&& /L0&& "/L%& /0L()
"&L"& /L0&& "/L/& "&&L&0

莫诺苷 (%L#& ((L&& "+)L& "&#L%’ //L" #L%
(#L)& ((L&& "#(L/ /%L))
(%L&& ((L&& "++L0 "&"L#)
()L%& ((L&& "#/L" /(L&(
()L0& ((L&& "#/L0 /(L/(
((L#& ((L&& "+#L# //L/(

松脂醇二 "+"L# "+&L& #(’L) "&#L)) "&#L# "L/
葡萄糖苷 "+&L) "+&L& #("L) "&&L%/

"#/L) "+&L& #("L# "&"L+’
"#/L/ "+&L& #)/L0 //L/"
"#"L# "+&L& #)%L’ "&’L%%
"+&L+ "+&L& #()L( "&’L&0

马钱苷 ’+L/& ’’L&& /&L"& "&’L/) "&"L+ #L(
’+L+& ’’L&& 0(L&& /%L&%
’’L(& ’’L&& 00L%& "&&L"/
’’L"& ’’L&& 00L)& "&&L(/
’+L"& ’’L&& 00L+& "&#L(/
’’L%& ’’L&& 0/L(& "&"L/0

阿魏酸 +L&&& #L/&& (L&&& "&’L&& "&#L# "L/
#L0&& #L/&& )L0&& "&’L%(
#L/&& #L/&& )L/&& "&"L%’
+L&&& #L/&& )L/&& //L+%
+L&&& #L/&& )L/&& "&"L"0
#L/&& #L/&& )L/&& "&"L/’

肉桂酸 "L&&& "L&&& #L&&& "&#L’" //L% #L%
"L&&& "L&&& #L&&& //L(’
"L&&& "L&&& #L&&& //L&"
"L&&& "L&&& #L&&& /0L’%
"L&&& "L&&& #L&&& /)L()
"L"&& "L&&& #L"&& "&#L0/

#L/!样品含有量测定 ! 取右归丸 + 份% 按
,#L"L#- 项下方法制备供试品溶液% 精密吸取供
试品’ 混合对照品溶液% 在 ,#L#- 项色谱条件下
进样测定% 结果见表 ’&

IG讨论
+L"!质量评价指标的确定! .中国药典/ #&"&
版)"*中% 右归丸以山茱萸中的马钱苷为含有量测
定指标& 方中附子’ 肉桂’ 鹿角胶为君药% 温补肾
阳% 填精补髓( 臣以熟地黄’ 枸杞子’ 山茱萸’ 山
药% 滋阴益肾% 养肝补脾( 佐以菟丝子补阳益阴’
固精缩尿% 杜仲补益肝肾’ 强筋壮骨% 当归养血和
血% 诸药配合% 共奏温补肾阳% 填精止遗之效& 君
药附子具有回阳救逆’ 温肾助阳’ 散寒止痛之功
效% 其主要活性成分为乌头类生物碱% 即乌头碱’
次乌头碱’ 新乌头碱’ 苯甲酰乌头原碱’ 苯甲酰次
乌头原碱’ 苯甲酰新乌头原碱% 但含有量很低% 无
法检测( 君药肉桂具有补火助阳’ 引火归元’ 散寒
止痛温经通脉之功效% 主要成分为肉桂酸( 臣药山
茱萸滋阴益肾% 养肝补脾% 其主要药效成分为莫诺
苷’ 马钱苷’ 松脂醇二葡萄糖苷( 臣药枸杞子% 其
主要成分为绿原酸’ 阿魏酸( 佐药杜仲具有补肝
肾’ 强筋骨之功效% 其主要成分为松脂醇二葡萄糖
苷’ 绿原酸% 菟丝子补阳益阴% 固精缩尿% 绿原酸
为其主要药效成分% 当归养血和血% 以绿原酸’ 阿
魏酸为功效成分)#*"&* & 前期药理研究表明% 绿原
酸’ 莫诺苷’ 松脂醇二葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏
酸’ 肉桂酸均能入血% 可能是右归丸直接作用于体
内的物质% 故以这 ( 种化学成分为质量评价指标&
+L#!检测波长的选择!建立了 DGJ-多波长切换
梯度洗脱法)""*"(*同时测定右归丸中 ( 种成分含有
量% 其出峰顺序依次为绿原酸’ 莫诺苷’ 松脂醇二
葡萄糖苷’ 马钱苷’ 阿魏酸和肉桂酸% 分别设置检
测波长为 +#(’ #’&’ #’&’ #’&’ +#(’ #%% 84% 可
保证各成分均有较大吸收% 而且检测灵敏度高’ 干
扰小&
+L+!色谱柱和流动相的选择!分别比较了 l5Y1XN
BFX6@R1.‘-"0色谱柱 "’L( 44f#)& 44% ) #4 #
和l5Y1XN>U8H6X1.‘-"0色谱柱 "’L( 44f#)& 44%
) #4#% 发现前者分离效果更佳& 再对流动相中的
水相 ") 44<2MJ乙酸铵 p&L)!冰醋酸水溶液’
) 44<2MJ乙酸铵p"!冰醋酸水溶液’ &L)!冰醋酸
水溶液’ "!冰醋酸水溶液# 和有机相 "甲醇’ 乙
腈# 进行了考察% 发现甲醇*"!冰醋酸水溶液分离
效果良好% 峰形较佳% 故选择其作为流动相&
+L’!提取方法的考察!)&!乙醇可以把水溶性和
脂溶性成分得到较好地呈现( 室温浸泡 " W 是为了
浸提出药物的有效部位( ’) c下超声 +& 468 可减
少热不稳定成分的损失% 而且超声比加热回流更节
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表 XG含有量测定结果 %NVdNA’ #\I&
9+1MXG:)4(’.4"&*"%.)%.!).)/N#%+.#"%%NVdNA’ #\I&

批号 绿原酸 莫诺苷 松脂醇二葡萄糖苷 马钱苷 阿魏酸 肉桂酸
#&")&(#) &L"&# # &L(%" ) "L+&’ ( &L’+/ # &L&(0 ) &L&"& "
#&")&(#( &L"&& / &L(%& # "L#/’ ( &L’+# ( &L&(0 + &L&"& "
#&")&(#% &L"&# # &L((" % "L#/0 / &L’+" " &L&(0 ) &L&"& )
平均值 &L"&" 0 &L((% 0 "L#// ’ &L’+’ + &L&(0 ’ &L&"& #

能( 提取’ 合并两次后% 所含药液含有量较高% 减
压浓缩可确保药液一致性% 并使其更加稳定% 延长
存储时间&
+L)!新发现!查阅文献可知% 右归丸的 "& 味药材
饮片中仅杜仲含有松脂醇二葡萄糖苷% 但缺杜仲阴
性对照溶液中仍然有该成分色谱峰& 各单味药经提
取后进样分析% 发现山茱萸药液在该成分出峰的保
留时间处也有相应色谱峰% 而且是在甲醇*"!冰醋
酸水溶液流动相中呈现出的% 推测山茱萸可能含有
松脂醇二葡萄苷% 具体有待作进一步研究&
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