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［摘　要］　为了完善大黄末的质量控制方法，对大黄末中没食子酸的薄层鉴别和含量测定方法分

别进行了研究。采用薄层色谱法鉴别没食子酸以及高效液相色谱法测定其含量。选用 Ａｇｉｌｅｎｔ

ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，甲醇－０．０５％磷酸溶液（５∶９５）为流动相，

流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７１ｎｍ。试验结果没食子酸在１．０６４～１０６．４μｇ／ｍＬ浓度范围内，线

性关系良好（ｒ＝１．００００）；平均回收率（ｎ＝６）为９７．８４％（ＲＳＤ＝０．６１％）。薄层色谱斑点清晰，分

离度好。本方法准确灵敏，可用于大黄末中没食子酸的质量控制。
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０．０５％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（５∶９５）ａｔｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１．０ｍＬ／ｍｉｎ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓａｔ

２７１ｎｍ．Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｌｉｎｅａｒｉｎｒａｎｇｅｓｏｆ１．０６４～１０６．４μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）ｆｏｒｇａｌｌｉｃａｃｉｄ；ｔｈｅ

ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ（ｎ＝６）ｗａｓ９７．８４％（ＲＳＤ＝０．６１％）．Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｒｈｕｂａｒｂｐｏｗｄｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｈｕｂａｒｂｐｏｗｄｅｒ；ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ；ＴＬＣ；ＨＰＬＣ

　　大黄末收载于《中国兽药典》二 Ｏ一 Ｏ年版二

部，为单味大黄制成的中兽药散剂［１］。具有健胃消

食，泻热通肠，凉血解毒，破积行瘀功效，用于食欲

不振，实热便秘，结症，疮黄疔毒，目赤肿痛，烧伤烫

伤，跌打损伤，还可以用于治疗鱼肠炎，烂鳃，腐

皮［２］。大黄为常用中药，主要含有蒽醌类、二苯乙

烯苷类、苯丁酮类，鞣质及相关的多酚类成分。现

代药理表明蒽醌类为大黄泻下作用的主要有效成

分，没食子酸等鞣质为大黄收敛止血作用的主要有

效成分［３］。大黄末现行质量标准中仅有蒽醌类的

薄层色谱鉴别和含量测定，无鞣质的鉴别和含量测

定。查阅文献，未发现有大黄中没食子酸薄层色谱

鉴别的相关报道，本试验参照石榴皮药材中的没食

子酸鉴别［１］和含量测定方法［４－５］，对大黄末中没食
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子酸的薄层鉴别和含量测定方法分别进行了研究。

１　材 料

１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，配

Ｗａｔｅｒｓ２９９６二极管阵列检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

ＡＵＴＯＭＡＴＩＣＴＬＣＳＡＭＰＬＥＲ４全自动点样仪，

ＡＤＣ２自动展开仪和ＴＬＣＶＩＳＵＡＬＩＺＥＲ薄层色谱成

像系统，瑞士ＫＡＭＡＧ公司；ＸＳ－２０５电子天平（感

量 ０．０１ｍｇ），瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ公司；

ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限

公司。

１．２　试剂与材料　甲醇为色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司，其

余试剂均为分析纯；实验用水为 ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。

硅胶 Ｇ薄层板，１００ｍｍ×２００ｍｍ，厚度 ０．２０～

０．２５ｍｍ，青岛海洋化工厂生产。没食子酸对照品

（中国食品药品检定检验院，批号：１１０８３１－

２０１２０４，含量：８９．９％）。大黄末样品（批号分别为

２０１４１１０１，２０１４１１０２，２０１４１１０３），浙江歌德动物药

业生产；大黄末样品 （批号分别为 ２０１５０３０１，

２０１５０３０２，２０１５０３０３，２０１４１２０３），浙江东贸药业

生产。

２　方法与结果

２．１　没食子酸的薄层色谱鉴别　取供试品１０ｇ，

加无水乙醇３０ｍＬ，加热回流１ｈ，滤过，取滤液蒸

干，加水２０ｍＬ使溶解，滤过，滤液用石油醚（６０～

９０℃）提取２次，每次２０ｍＬ，弃去石油醚液，水液

再用乙酸乙酯振摇提取２次，每次２０ｍＬ，合并乙酸

乙酯液，蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试

品溶液。另取没食子酸对照品１０ｍｇ，置１０ｍＬ量

瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品

溶液。照薄层色谱法，吸取上述两种溶液各５μＬ，

分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以环己烷（用水饱

和）－乙酸乙酯－甲酸（６：５：１）为展开剂，展开，取

出，晾干，喷以１％三氯化铁乙醇溶液。供试品色谱

中，在与对照品色谱相应的位置上，显相同颜色的

斑点。斑点清晰，分离度好。结果见图１。

２．２　没食子酸的含量测定

２．２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－

Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇－０．０５％

图１　没食子酸薄层鉴别图谱

磷酸溶液（５∶９５）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；采集波长２００

～４００ｎｍ，分辨率为１．２ｎｍ；进样量：２０μＬ；柱温

３０℃。

２．２．２　对照品溶液的制备　精密称取没食子酸对

照品２３．６８ｍｇ，置１００ｍＬ容量瓶中，加水溶解并稀

释至刻度，摇匀，为对照品储备液。精密量取上述

溶液５ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用水稀释至刻度，摇

匀，即得２１．２９μｇ／ｍＬ的对照品溶液。

２．２．３　供试品溶液的制备　取大黄末约０．１ｇ，精

密称定，置 ２５ｍＬ量瓶中，加水 ２０ｍＬ，超声提取

３０ｍｉｎ，静置３０ｍｉｎ，再加水至刻度，摇匀，即得。

２．２．４　系统适应性试验　分别取对照品溶液、供

试品溶液注入液相色谱仪，同时记录光谱图和

２７１ｎｍ处的色谱图，分别见图２、图３。在该色谱条

件下，理论板数按没食子酸峰计为１０４０３，没食子酸

可以得到很好的分离。

图２　没食子酸光谱图
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图３　对照品溶液（Ａ）和供试品溶液（Ｂ）色谱图

２．２．５　线性关系考察　分别精密量取对照品储备

液适量，用水稀释成浓度约为 １、２、５、１０、２０、５０、

１００μｇ／ｍＬ的系列溶液，精密量取２０μＬ，注入液相

色谱仪，记录色谱图。以浓度（Ｘ）为横坐标，峰面

积（Ｙ）为纵坐标，绘制标准曲线，所得线性方程为：

Ｙ＝６４８９７Ｘ－１１２７７（ｒ＝１．００００）。结果表明没食子

酸对照品溶液在 １．０６４～１０６．４μｇ／ｍＬ浓度范围

内，线性关系良好。

２．２．６　精密度试验　精密量取浓度为５３．２２μｇ／ｍＬ

的对照品溶液２０μＬ注入液相色谱仪，按２．２．１色

谱条件连续进样６次，记录色谱图。结果没食子酸

峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）为０．４％，表明精密

度良好。

２．２．７　稳定性试验　取同一批供试品溶液（批号

２０１４１１０３），分别在样品处理后的０、２、４、６、８、１２ｈ

进样，测定峰面积相对标准偏差（ＲＳＤ）为０．８％，表

明溶液在１２ｈ内稳定。

２．２．８　重复性试验　取大黄末样品（批号

２０１４１１０３）５份，按“２．２．３”项下的方法制备供试品

溶液，分别进样测定含量。结果样品中没食子酸含

量的相对标准偏差（ＲＳＤ）为０．７％，说明方法重复

性良好。

２．２．９　加样回收率试验　取“２．２．８”项下已测含

量的大黄末样品（批号２０１４１１０３）０．０５ｇ，共 ６份，

精密称定，置２５ｍＬ量瓶中，分别加２１２．９μｇ／ｍＬ

没食子酸对照品储备液８５０μＬ，按照“２．２．３”项下

方法制备供试品溶液，按“２．２．１”项下条件检测，回

收率结果见表１。

表１　回收率试验结果

编号 取样量／ｇ 样品含量／μｇ 添加量／μｇ 测得量／μｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ ０．０５０４ １７９．４ １８１．０ ３５３．２ ９８．００

２ ０．０５０１ １７８．４ １８１．０ ３５３．６ ９８．３９

３ ０．０５１１ １８１．９ １８１．０ ３５４．２ ９７．６０

４ ０．０５２６ １８７．３ １８１．０ ３５６．３ ９６．７４

５ ０．０５１２ １８２．３ １８１．０ ３５７．１ ９８．２９

６ ０．０５２１ １８５．５ １８１．０ ３５９．３ ９８．０４

９７．８４ ０．６１

２．２．１０　样品的测定　取供试品溶液注入液相色
谱仪，记录色谱图，按外标法计算没食子酸含量，结

果见表２。
３　讨论与小结
３．１　ＴＬＣ鉴别中展开系统以及薄层板的选择　考

察了乙酸乙酯－丁酮－甲酸－水（１０∶１∶１∶１）、甲苯
（用水饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶３∶１）、石油醚
（６０～９０℃）（用水饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶５∶
１）以及环己烷（用水饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶
５∶１）４种展开系统，结果表明：采用乙酸乙酯－丁
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表２　大黄末中没食子酸含量测定结果
样品批号 没食子酸含量／（ｍｇ·ｇ－１） 相对偏差／％

２０１４１１０１ ３．８１ ０．８

２０１４１１０２ ３．７４ ０．７

２０１４１１０３ ３．５６ ０．８

２０１５０３０１ ３．２４ ０．６

２０１５０３０２ ３．２９ ０．４

２０１５０３０３ ３．２５ ０．５

２０１４１２０３ ２．５２ ０．８

酮－甲酸－水（１０：１：１：１）色谱系统分离度较差；采
用甲苯（用水饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶３∶１）Ｒｆ
值为０．１６，偏小；采用石油醚（６０℃ ～９０℃）（用水
饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶５∶１）以及环己烷（用
水饱和）－乙酸乙酯 －甲酸（６∶５∶１）分离度均较
好，Ｒｆ值分别为０．５７和０．６０，但前者的斑点有扩
散，综合考虑采用环己烷（用水饱和）－乙酸乙酯－
甲酸（６∶５∶１）作为展开系统。

对硅胶Ｇ薄层板及聚酰胺薄膜做了比较，采用
５μＬ点样，喷以１％三氯化铁乙醇溶液以后观察，
硅胶 Ｇ薄层板显色更清晰，因此选用硅胶 Ｇ薄
层板。

３．２　含量测定中流动相及超声条件的选择　采用
ＤＡＤ在２００ｎｍ～４００ｎｍ进行全波长扫描，没食子
酸对照品，在２１５．６ｎｍ与２７１．０ｎｍ波长处有最大
吸收，２１５．６ｎｍ波长太短，试剂容易产生干扰，故选
择２７１ｎｍ波长作为检测波长。参考文献［４－６］对流

动相的组成及不同比例进行了考察，发现流动相中

加入磷酸有助于改善峰型，减少拖尾。选择甲醇

－０．１％磷酸溶液（１５∶８５）、甲醇－０．０５％磷酸溶液
（５∶９５）、乙腈 －０．０５％磷酸溶液（５∶９５）等系统作
为流动相，试验结果发现，采用甲醇 －０．０５％磷酸
溶液（５∶９５）为流动相，没食子酸与其他组分色谱峰
可以得到较好的分离。

分别选择超声、加热回流、浸渍３０ｍｉｎ的方法
考察，结果表明超声与回流提取效果相当，均好于

浸渍，考虑到超声操作便捷，故采用超声方法。考

察水、２５％甲醇、５０％甲醇、７５％甲醇超声提取
３０ｍｉｎ，结果表明水的提取效果最佳，这与范晓红
等的研究［７］基本一致。

超声１５、３０、４５ｍｉｎ，考察超声时间对试验的影
响，结果表明提取时间在１５ｍｉｎ时提取不够充分，
而当提取时间延长至４５ｍｉｎ时与３０ｍｉｎ并无显著
差异。故选择超声时间为３０ｍｉｎ。

本试验所采用的大黄末来自 ２个兽药企业 ７
批次样品，不同批次大黄末样品中没食子酸的含量

存在一定差异。但因采用的大黄药材受炮制加

工［８］等因素影响较大，要制订含量限度尚需进行收

集大量样品进一步研究。

结果表明，在该薄层色谱条件下，没食子酸的

薄层色谱斑点清晰，分离度好；在该液相色谱条件

下，没食子酸峰与相邻组分峰的分离度好，该方法

的精密度、重复性、回收率试验均符合规定，操作简

便、快速，可作为制定大黄末质量标准的参考依据。
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