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HPLC-ELSD 测定地黄寡糖中地黄苷 A 含量 
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摘要：目的  建立测定地黄寡糖中地黄苷 A 的高效液相色谱法。方法  采用 Agilent TC C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，

柱温 35 ℃，流动相：甲醇-水(10∶90)，流速 1.0 mL·min1；ELSD 参数：漂移管温度 110 ℃,载气流量 3.2 L·min1。结果  

地黄苷 A 在 0.2~1.2 mg·mL1(r=0.999 3)内线性关系良好，平均回收率为 98.8%(RSD=1.6%)。结论  该方法准确、简便、

专属性好，可用于地黄寡糖中地黄苷 A 成分的含量测定，为地黄寡糖的质量控制提供了依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE To establish an HPLC method to determine the content of rehmannioside A in Rehmannia 
glutinosa oligosaccharide. METHODS  The HPLC-ELSD was used with Agilent TC C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) at 

35 ℃. The mobile phase was methanol and water(10∶90) with a flow rate 1.0 mL·min1; The temperature of the drift tube in 

ELSD was 110 ℃ and the flow rate of dry air was 3.2 L·min1. RESULTS  The rehmannioside A had a good linear 

relationship between 0.2-1.2 mg·mL1. CONCLUSION The method is accurate, simple with good specificity，and it could be 

used to determine the content of rehmannioside A in Rehmannia glutinosa oligosaccharide, which may be providing a evidence 
for the quality control of Rehmannia glutinosa oligosaccharide. 
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生地黄为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa 

Libosch 的干燥块根。具有清热凉血、养阴生津

的功效，味甘，性寒，归心、肝、肾经[1]。地黄

寡糖是以地黄为原料，经特定工艺制备的提取液[2]。

笔 者 以 往 研 究 发 现 ， 地 黄 寡 糖 (Rehmannia 

glutinosa oligosaccharide，ROS)对谷氨酸导致的

细胞损伤具有保护作用[3]；可剂量依赖性地增强

缺血再灌注损伤大鼠的学习记忆能力，降低海马

谷氨酸含量，提高海马磷酸化细胞外信号调节激

酶 2 含量[4]；能够使大鼠海马组织的乙酰胆碱含

量明显升高[5]。还有人研究地黄寡糖对高胰岛素

诱发的 HepG2 细胞胰岛素抵抗具有明显的改善

作用[6]。因此，笔者对地黄寡糖的成分进行一系

列的研究，地黄苷 A 是地黄寡糖中的有效成分，

且地黄苷 A 具有良好的稳定性。地黄苷 A 能够

明显改善环磷酰胺所致的小鼠白细胞和血小板

减少及明显改善骨髓有核细胞数和 DNA 含量[7]，

还具有滋阴的效果，增强体液免疫和细胞免疫功

能[8]。 

本实验测定了地黄寡糖中的地黄苷 A 的含

量。为地黄寡糖的质量控制提供参考。 

1  仪器与材料 

L-2000 高效液相色谱仪 (日本日立公司 )，

L-2130 四元梯度泵，L-2455 二极管阵列检测器，

D-2000 Elite 色谱工作站，蒸发光散射检测器(美

国奥泰公司)。 

乙腈、甲醇和甲酸均为色谱纯，重蒸水为自

制；地黄苷 A 对照品(上海展舒化学科技有限公司，

批号：20120501，纯度>98.0%)；地黄(产自河南省

武涉县西陶镇，批号：20110305，由锦州奥鸿药

业有限责任公司质量部工程师訾建按中国药典

2010 年版一部地黄质量标准检验，符合规定)，地

黄 寡 糖 自 制 ( 批 号 ： 20120301 ， 20120302 ，

20120303)。 
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2  方法与结果 

2.1  溶液的配制 

2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取干燥至恒重

的地黄苷 A 对照品 0.6 mg，置于 1 mL 量瓶中，加

甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液，

备用。 

2.1.2  供试品溶液的制备[2]  取 10 kg 地黄粉碎成

<2 mm 的颗粒，用 25 L 注射用水浸泡 5 h，离心

取上清得上清液约 22 L，将上清液于 35 ℃下真空

浓缩至 10 L，加入 95%乙醇 40 L 混合，离心取上

清 0.45 L 膜过滤，得过滤液 48 L，过滤液于 35 ℃

下真空浓缩，得浓缩液 10 L，用截留分子质量为

5 ku 的超滤器将浓缩液超滤得超滤液约 9.5 L，将

超滤液用活性炭吸附，膜过滤除菌分装。按质量

标准检测，符合规定：①总固体含量为 18~22 g·L1；

②苯酚硫酸法测定总糖含量 85%以上，其中含水

苏糖 55%~65%，梓醇 6%~12%；③用高效液相色

谱法，以 TSK-2000swxl 色谱柱为固定相，乙腈-

三氟醋酸 -水 (40∶0.1∶60)为流动相，检测波长

190 nm，将先于胰岛素保留时间的峰视为高分子

物质，按归一化法计算高分子物质含量，高分子

物质含量<2%；④在硅胶 G 板上，以乙酸乙酯∶

乙醇∶水∶氨水 (5∶5∶4∶0.3)为展开剂，展开

15 cm，喷以 5%硫酸乙醇溶液为显色液，可见有

Rf 值为 0.25，0.42，0.55 和 0.79 的 4 个斑点。 

2.2  方法学验证 

2.2.1  色谱条件   色谱柱：Agilent TC C18 柱

(4.6 mm×250 mm，5 μm)，柱温 35 ℃，流动相：

甲醇-水(10∶90)，流速 1.0 mL·min1；ELSD 参数：

漂移管温度 110 ℃，载气流量 3.2 L·min1，载气

为空气。分离度均>1.5，理论板数按地黄苷 A 计

算≥3 000，进样量 10 μL。在上述色谱条件下，各

成分色谱峰峰型对称，地黄苷 A 与其他峰能够基

线分离。 

2.2.2  标准曲线的制备  分别精密称取地黄苷 A

对照品适量，加水配制成浓度分别为 0.2，0.4，0.6，

0.8，1.0，1.2 mg·mL1 的系列溶液，按“2.2.1”项

下色谱条件分别进样测定。以溶液浓度的自然对

数(X)为横坐标，峰面积积分值的自然对数(Y)为纵

坐标，制备标准曲线，得回归方程为 Y=0.828 2X
4.132 4(r=0.999 3)。结果表明地黄苷 A 的含量在

0.2~1.2 mg·mL1 内与峰面积积分值呈良好线性

关系。 

2.2.3  仪器精密度考察  精密吸取同一对照品溶

液，按“2.2.1”项下色谱条件重复进样 6 次，每

次 10 μL，测定地黄苷 A 峰面积积分值。结果显示

保留时间稳定，峰面积的 RSD=0.46%(n=6)，表明

仪器精密度良好。 

2.2.4  重复性考察  取批号为 20120301 的地黄寡

糖 6 份，按“2.2.1”项下色谱条件测定，计算地

黄苷 A 含量的 RSD 为 1.6%，结果表明该方法重

复性良好。 

2.2.5  稳定性考察  精密吸取同一对照品溶液，

室温下放置，于 0，2，4，6，8，12 h，按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定。测得地黄苷 A 峰面积的

RSD 为 1.3%。结果表明地黄苷 A 在 12 h 内稳定。 

2.2.6  加样回收率  精密称取已知含量的地黄寡

糖 9 份，每份 1 mL，分别定量加入地黄苷 A 对照

品溶液(0.6 mg·mL1)2，1，0.5 mL，每个浓度重复

3 次，按“2.2.1”项下色谱条件测定，计算加样回

收率。结果平均回收率为 98.8%，RSD=1.6%。 

表 1  地黄苷 A 回收率实验 

Tab 1  Results of recovery test of rehmannioside A 

样品含量/

mg 

加入量/

mg 

测得量/

mg 

回收率/ 

% 

平均回 

收率/%
RSD/%

0.630 6 1.2 1.815 5  98.74 

0.631 2 1.2 1.843 8 101.05 

0.629 7 1.2 1.818 5  99.07 

0.597 1 0.6 1.175 6  96.42 

0.598 1 0.6 1.175 9  96.31 

0.597 6 0.6 1.189 4  98.63 

0.640 6 0.3 0.943 7 101.06 

0.640 7 0.3 0.938 5  99.27 

0.640 2 0.3 0.936 4  98.73 

98.8 1.6 

2.3  样品含量测定 

取不同批号的样品，按“2.2.1”项下色谱条

件测定，结果见表 2。样品和对照品的高效液相色

谱图见图 1。 

表 2  地黄寡糖中地黄苷 A 测定结果 

Tab 2  Content of rehmannioside A in ROS 

批次 地黄苷 A 平均含量/mg·mL1 RSD/% 

20120301 0.625 4 1.3 

20120302 0.596 2 0.8 

20120303 0.638 1 1.5 
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图 1  HPLC 色谱图 
A样品；B对照品；1地黄苷 A 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Asample; Bcontrol; 1rehmannioside A 

3  讨论 

地黄苷 A 为环烯醚萜双糖苷，有研究发现其

热稳定性优于梓醇，且地黄苷 A 的含量较高，推

测其可能是地黄寡糖的有效成分之一，因此测定

地黄寡糖中地黄苷 A 的含量对地黄寡糖中药效学

研究非常重要。通过查阅文献对流动相进行考察，

选取乙腈水和甲醇水 2 种体系进行分离，结果 2

种体系均在 10∶90 分离效果好，地黄苷 A 能与其

他成分达到基线分离，由于甲醇在价格和毒性上都

优于乙腈，因此选择甲醇水系统为流动相。 

对于检测器的选择，地黄苷 A 结构中只有一

个双键，无共轭结构，紫外光谱存在末端吸收。

文献报道[9]均采用紫外检测器 203 nm 作为吸收波

长。本实验采用紫外检测器进行了实验，结果表

明，其他成分对地黄苷 A 干扰严重，不能有效检

测地黄苷 A。而在蒸发光散射检测器上，显示检

测效果很好。蒸发光散射检测器为通用型质量检

测器，检测时流动相在检测器内挥发成气体，样

品组分形成气溶胶，进入检测室产生响应，响应

大小由被分析物质的颗粒数量和大小决定，从而

获得理想的基线和检测的灵敏度，克服了紫外末

端检测的不足[10]。 

蒸发光散射检测器较易受漂移管温度及气体

流速等参数的影响，在色谱条件筛选过程中，通

过调整流动相的比例、漂移管温度和载气流速，

来考察地黄苷 A 与其他成分的分离情况，选择最

佳的参数。当气体有稳定的流速和压力，所用溶

剂和气体有一定的纯净度后，能够保证测定结果

的重复性和基线的稳定性。 
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