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也摘要页 目的 采用 HPLC建立左归降糖益肾方指纹图谱袁并对 4 个主要成分进行含量测定遥方法 对色谱柱型号尧流动相系统尧
梯度洗脱条件尧检测波长以及供试品处理方法等条件进行优化袁最终确定了最佳液相条件院选用色谱柱为 Welch ultimate AQ-C18

渊4.6 mm伊250 mm袁5 滋m冤曰流动相系统为甲醇-0.1%甲酸溶液曰紫外检测波长为 254 nm曰供试品溶液提取溶剂为甲醇溶液遥 并对 8
批次左归降糖益肾方HPLC指纹图谱进行相似性分析判断批次间稳定性遥 结果 利用HPLC 指纹图谱确定了左归降糖益肾方 21 个

共有峰袁并指认了 9 个色谱峰曰8 批次左归降糖益肾方指纹图谱的相似度均大于 0.920曰4 个有效成分马钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗

碱和盐酸巴马汀的平均含量分别为渊183.93依9.55冤尧渊42.64依4.77冤尧渊198.01依9.49冤尧渊96.36依9.00冤 滋g窑mL-1遥 结论 建立的左归降糖益肾

HPLC 方指纹图谱方法简便袁准确尧重现性好袁可为左归降糖益肾方的质量控制体系提供参考遥
也关键词页 左归降糖益肾方曰糖尿病肾病曰高效液相色谱法曰指纹图谱曰含量测定
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HPLC fingerprint of Zuogui Jiangtang Yishen Formula and content
determination of its four ingredients
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To establish the HPLC fingerprint of Zuogui Jiangtang Yishen Formula and to determine the content
of its four main ingredients. Methods The chromatographic column type, mobile phase system, gradient elution condition, detection
wavelength, and test product treatment were optimized. The optimal liquid phase conditions were: Welch ultimate AQ-C18 (4.6 mm伊250 mm,
5 滋m) was selected as the chromatographic column, the methanol-0.1% formic acid solution was taken as the mobile phase system,
the UV detection wavelength was 254 nm, and methanol solution was set as the extraction solvent of the test solution. And
similarity analysis on the HPLC fingerprints of 8 batches of Zuogui Jiangtang Yishen Formula was performed to determine the
stability among batches. Results A total of 21 common peaks were determined, and 9 chromatographic peaks were identified from
HPLC fingerprint of Zuogui Jiangtang Yishen Formula. The similarity of fingerprints among 8 batches of Zuogui Jiangtang Yishen
Formula was greater than 0.920. The average content of the four active ingredients (loganin, jatrorrhizine hydrochloride, berberine
hydrochloride, and palmatine chloride) were 183.93依9.55, 42.64依4.77, 198.01依9.49, and 96.36依9.00 滋g窑mL-1, respectively. Conclusion
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左归降糖益肾方 HPLC指纹图谱及 4种成分的含量测定研究

本文引用: 惠博平, 易子漾, 陈 林, 陈海刚, 喻 嵘, 黄建华. 左归降糖益肾方 HPLC 指纹图谱及 4 种成分的含量测定研究[J]. 湖南中医药

大学学报, 2023, 43(8): 1421-1429.
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The established HPLC fingerprint method is simple, accurate, and reproducible, which can provide references for the quality control
system of Zuogui Jiangtang Yishen Formula.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Zuogui Jiangtang Yishen Formula; diabetic kidney disease; high performance liquid chromatography; finger鄄
print; content determination

糖尿病肾病渊diabetic kidney disease, DKD冤被
认为是 2 型糖尿病最主要的并发症之一袁并且与蛋

白尿尧高血压尧水肿尧肾功能不全和肾衰竭有关遥 然

而袁由于 DKD 发病机制的复杂性袁其病理生理机制

尚未完全阐明[1]遥 西医治疗 DKD 虽已取得一些新的

进展袁可以使患者的病情部分延缓或控制袁但长期预

后仍不尽如人意[2]袁血管紧张素转化酶抑制剂和血

管紧张素域受体阻滞剂具有肾脏保护作用袁但很大

一部分 DKD 患者最终会进展为终末期肾衰竭[3]遥 近

些年来袁中医药防治是干预临床 DKD 非常重要的手

段遥 中医学认为袁气阴两虚兼血瘀是糖尿病肾病的

基本证候袁且随着病期的进展袁脾肾阳虚尧阴阳两虚

以及浊毒尧水湿等证候增加袁提示 DKD 出现阳虚尧湿
毒等证候时常意味着病情的加重[4]遥 在中医药理论

指导下引入现代科学尧实现中药现代化已成为中药

发展的必由之路[5]袁其在诊治该疾病上具有一定的

优势和特色遥
课题组长期致力于糖尿病及其并发症的中医药

防治研究[6]袁左归降糖益肾方是以明代医家张景岳

阴阳互济法的代表方左归丸尧左归饮化裁而成袁由黄

芪尧丹参尧山药尧黄连尧牛膝尧益母草尧熟地黄尧酒山茱

萸尧玉米须 9 味中药组成遥 方中重用熟地黄袁滋阴养

肾为主药袁以填真阴[7]曰黄芪益气健脾曰酒山茱萸尧牛
膝补益肝肾袁强健腰膝曰黄连清热燥湿袁泻火解毒[8]曰
丹参尧益母草活血化瘀曰玉米须清热利湿袁利尿消肿曰
诸药合用袁共奏滋阴益气袁活血解毒袁利尿消肿之功

效[9]遥 经过长期的临床实践表明袁左归降糖益肾方可

降低空腹血糖袁改善糖耐量尧抑制炎症因子的产生和

氧化应激作用袁通过解除高血糖对肾小球的刺激袁阻
断炎症诱导的损伤从而达到减少蛋白尿尧改善糖尿

病早期肾脏损伤的目的[10]遥
开展中药质量控制研究是保证中药安全和疗效

的关键袁也是中药生产现代化和质量标准科学化发

展的关键[11]遥对于成分复杂的中药复方来说袁中药指

纹图谱可整体尧全面地反映中药及其复方制剂的化

学成分信息袁具有专属性尧特征性强袁且重现性尧稳定

性好等诸多优点[12-13]遥 长期的临床实践和实验研究表

明袁左归降糖益肾方在 DKD 的防治中疗效显著[14-15]袁
然而该组方的化学成分还未进行系统全面的分析研

究遥因此袁本文拟建立左归降糖益肾方 HPLC 指纹图

谱袁并定量分析其主要成分袁为更全面开展其质量控

制研究袁为保证其临床疗效提供依据遥
1 材料

1.1 仪器与设备

AgiLent 1200 高效液相色谱仪渊美国 AgiLent
公司冤曰KQ2200DB 型数控超声波清洗器渊昆山市超

声仪器有限公司冤曰真空冷冻干燥机渊杭州旌斐仪器

科技有限公司冤曰EXPE105 型电子天平尧XS205 型十

万分之一天平渊瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司冤遥
1.2 药材与试剂

1.2.1 药材 左归降糖益肾方组方药材均购于湖

南中医药大学第一附属医院中药房袁黄芪渊批号院
CK21063002曰产地院四川冤曰熟地黄渊批号院2103033曰
产地院河南冤曰牛膝渊批号院SL21060301曰产地院河南冤曰
黄连渊批号院HH21060704曰产地院甘肃冤曰益母草渊批
号院200901曰产地院湖南冤曰玉米须渊批号院2021042602曰
产地院河南冤曰丹参渊批号院HY21061501曰产地院山东冤曰
酒山茱萸渊批号院TH21060703曰产地院河南冤曰山药渊批
号院CK21061807曰产地院河南冤遥
1.2.2 对照品 盐酸小檗碱渊批号院CHB-Y-039冤购
自成都普菲德生物科技有限公司曰异槲皮苷渊批号院
CHB201210冤尧京尼平苷酸渊批号院CHB201204冤均购

自成都克洛玛生物科技有限公司曰莫诺苷渊批号院
111998-202104冤尧腺苷渊批号院CHB210104冤尧盐酸巴

马汀渊批号院110732-20110冤尧盐酸药根碱渊批号院
110733-201619冤尧马钱苷渊批号院CHB180108冤均购自

中国食品药品检定研究院袁纯度均为 98%遥
1.2.3 试剂 甲醇为分析纯渊批号院20211023袁湖南汇

虹试剂有限公司冤曰甲醇为色谱纯渊批号院21115042袁美
国天地有限公司冤曰甲酸为色谱纯渊批号院20210303袁
天津市科密欧化学试剂有限公司冤曰怡宝水渊批号院
20211202袁华润怡宝饮料有限公司冤遥
2 方法与结果

2.1 溶液制备

供试品溶液制备院取 8 批左归降糖益肾方渊S1~
S8冤各味中药分别放于砂锅中以 10 倍水浸泡 30 min袁
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武火加热煮沸后袁转用文火煎煮 1.5 h袁纱布过滤药

液袁药渣再加 8 倍量水煎煮 1 h 并过滤袁将两次煎煮

的滤液浓缩至约 300 mL 的流浸膏袁于冷冻干燥机

中减压干燥得到冻干粉末袁取复方冻干粉末约 1 g袁
置具塞锥形瓶中袁加入甲醇 40 mL袁密塞袁超声处理

30 min袁取出袁摇匀袁放冷袁过 0.22 滋m 微孔滤膜袁即
得袁置于 4 益冰箱保存备用遥

对照品溶液的制备院分别精密称取对照品马钱

苷 2.03 mg尧盐酸小檗碱 3.02 mg尧盐酸药根碱 2.60 mg尧
盐酸巴马汀 3.10 mg 分别于 5 mL 容量瓶中袁加甲醇

制成每 1 mL 各约含 0.406尧0.604尧0.520尧0.620 mg
的对照品溶液袁摇匀袁过 0.22 滋m 微孔滤膜袁即得遥

空白溶液院色谱甲醇溶液遥
2.2 HPLC 色谱条件

采用 Agilent 1200 高效液相色谱仪袁Welch ul鄄
timate AQ-C18渊4.6 mm伊250 mm袁5 滋m冤色谱柱曰柱
温为 25 益曰紫外检测器检测波长 254 nm曰进样量为

5 滋L曰流动相 A 为甲醇袁流动 B 为 0.1%甲酸水溶液曰
梯度洗脱 渊0~15 min袁5%~13%A曰15~28 min袁13%~
23%A曰28~35 min袁23%~26%A曰35~50 min袁26%~
38%A曰50~60 min袁38%~53%A曰60~65 min袁53%~
60%A曰65~75 min袁60%~95%A冤曰流速为 0.8 mL/min遥

2.3 色谱条件的优化

2.3.1 色谱柱考察 采用不同色谱柱院色谱柱 1为
Agilent ZORBAX SB-C18渊4.6 mm伊250 mm袁5 滋m冤曰色
谱柱 2为 InertSustain AQ-C18渊4.6 mm伊250 mm袁5 滋m冤曰
色谱柱 3为Generall C18亲水AQ柱渊4.6 mm伊250 mm袁
5 滋m冤曰色谱柱 4 为 Welch ultimate AQ-C18渊4.6 mm伊
250 mm袁5 滋m冤遥 按野2.2冶指纹图谱色谱条件进行测

定袁基于色谱柱 4 的色谱图基线较为平稳尧色谱峰分

离效果和峰型较好尧色谱峰响应高袁故后续实验选

用色谱柱 4遥 结果详见图 1遥
2.3.2 流动相系统考察 考察甲醇尧乙腈和水不同

组合洗脱条件下的分析结果袁选择流动相系统院流动

相 1渊乙腈-0.1%甲酸溶液冤尧流动相 2渊甲醇-0.05%
磷酸溶液冤尧流动相 3渊甲醇-0.1%磷酸溶液冤尧流动相

4渊甲醇-0.1%甲酸溶液冤袁按野2.2冶指纹图谱色谱条件

进行测定袁记录 254 nm 处色谱图遥 结果如图 2 所

示袁甲醇与水组成的流动相洗脱效果更好袁得到的

色谱图色谱峰数目最多袁当在水相中加入少量甲酸

后袁色谱峰分离效果变得更好袁基线波动较缓袁各成

分色谱峰保留时间适中且数量最多袁故选择流动相4
渊甲醇-0.1%甲酸溶液冤为流动相系统遥

图 1 指纹图谱不同色谱柱考察的左归降糖益肾方 HPLC图

图 2 指纹图谱不同流动相考察的左归降糖益肾方 HPLC 图
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2.3.3 梯度洗脱条件优化 以十八烷基硅烷键合硅

胶为填充剂袁甲醇-0.1%甲酸为流动相袁按表 1 条件

进行梯度洗脱优化曰柱温 25 益曰液相使用 Agilent
1200 高效液相色谱仪曰色谱柱使用 Welch ultimate
AQ-C18渊4.6 mm伊 250 mm袁5 滋m冤色谱柱遥 记录检

测波长 254 nm 信号色谱图遥 各梯度洗脱条件的结

果如图 3 所示袁流动相 A 为甲醇袁流动 B 为 0.1%甲

酸水溶液袁选择野洗脱梯度 3冶条件进行梯度洗脱袁该
条件色谱峰紫外吸收响应值较高且峰型尧分离度均

较好尧杂峰较少袁故选择野洗脱梯度 3冶条件遥
2.3.4 最佳检测波长考察 对比紫外 1渊254 nm冤尧
紫外 2渊245 nm冤尧紫外 3渊335 nm冤不同紫外检测器

检测波长袁按野2.2冶指纹图谱色谱条件进行测定袁结
果如图 4 所示袁当检测波长选择 254 nm 时色谱图

中各色谱峰响应值较高袁图谱信息最为丰富袁各峰吸

收较均匀袁故检测波长选择紫外 1渊254 nm冤遥
2.3.5 供试品溶液提取溶剂考察 本试验分别选用

提取溶剂 1渊70%甲醇冤尧提取溶剂 2渊50%甲醇冤和提

取溶剂 3渊甲醇冤作为提取溶剂袁按野2.1冶项冻干粉末

处理方法袁分别精密加入 70%甲醇尧50%甲醇尧100%
甲醇 40 mL遥 按野2.2冶指纹图谱色谱条件进行测定袁
比较不同溶剂的 HPLC 图谱袁结果如图 5 所示袁提取

溶剂为 70%甲醇尧50%甲醇尧色谱图中信号峰数量

基本一致袁当提取溶剂为甲醇时袁色谱图基线较平

图 3 指纹图谱不同梯度洗脱条件考察的左归降糖益肾方 HPLC图

图 4 指纹图谱不同检测波长考察的左归降糖益肾方 HPLC 图

表 1 左归降糖益肾方指纹图谱梯度洗脱条件优化

洗脱梯度 1
t/min A/% B/%

洗脱梯度 2
t/min A/% B/%

0
10
13
35
45
65
70
/

98
92
85
78
74
60
5
/

2
8
15
22
26
40
95
/

0
20
25
45
55
60
70
/

95
70
68
60
50
45
5
/

5
30
32
40
50
55
95
/

0
15
28
35
50
60
65
75

96
87
77
74
62
47
40
5

5
13
23
26
38
53
60
95

0
23
30
45
55
65
70
/

95
77
74
62
47
30
5
/

5
23
26
38
53
70
95
/

0
15
28
35
50
65
70
/

95
87
77
62
45
35
10
/

5
13
23
38
55
65
90
/

洗脱梯度 3
t/min A/% B/%

洗脱梯度 4
t/min A/% B/%

洗脱梯度 5
t/min A/% B/%

1424



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园23 年第 43 卷

稳袁色谱峰数量多且响应较好袁配制较为简便袁故提

取溶剂选择提取溶剂 3渊甲醇冤遥
2.4 指纹图谱研究

2.4.1 指纹图谱的建立 指纹图谱的建立院取 8 批

左归降糖益肾方样品溶液袁按野2.2冶项下色谱条件进

样测定袁将 8 批样品的色谱数据以 AIA 文件格式导

入国家药典委员会叶中药色谱指纹图谱相似度评价

系统曳渊2004 版冤软件袁以 S1 号色谱图为参考袁采用

多点校正及自动匹配袁建立共有模式袁时间窗宽度设

为 0.1袁中位数法生成对照图谱袁采用野中药色谱指纹

图谱相似度评价系统冶进行共有峰标识袁获得了 21
个共有峰袁与对照图谱相比袁不同批次左归降糖益肾

方样品化学成分轮廓基本一致遥 结果详见图 6遥
2.4.2 共有峰的指认 制备中药化学对照品混合溶

液袁按照左归降糖益肾方样品指纹图谱测定方法测

定袁对左归降糖益肾方样品 HPLC 21 个共有峰中

的 9 个色谱峰进行了指认袁分别为 1 号色谱峰渊腺
苷冤尧2号色谱峰渊京尼平苷酸冤尧3 号色谱峰渊莫诺苷冤尧

4 号色谱峰渊马钱苷冤尧5 号色谱峰渊盐酸药根碱冤尧
6 号色谱峰渊腺盐酸小檗碱冤尧7 号色谱峰渊盐酸巴马

汀冤尧8 号色谱峰渊茁-蜕皮甾酮冤尧9 号色谱峰渊异槲皮

苷冤遥 结果详见图 7遥
2.4.3 相似度评价 将 8 批左归降糖益肾方样品指

纹图谱导入国家药典委员会叶中药色谱指纹图谱相

似度评价系统曳软件袁经多点校正后袁进行色谱峰匹

配袁计算相似度袁结果见表 2遥8 批次左归降糖益肾方

样品色谱图的相似度均跃0.920袁表明不同批次样品

之间的差异较小袁共有成分基本一致袁8 批次左归降

糖益肾方质量较稳定遥
2.5 含量方法学考察

2.5.1 线性关系考察 精密量取等体积野2.1冶项下

对照品贮备液摇匀袁得到 4 种成分的系列浓度混合

对照品溶液袁按野2.2冶项下色谱条件测定袁以对照品

浓度为横坐标袁峰面积为纵坐标袁绘制标准曲线袁计
算回归方程和线性范围袁取对照品溶液进行稀释袁分
别按信噪比为 10颐1 和 3颐1 时的进样量计算定量限和

检测限遥 详见表 3遥

图 5 指纹图谱供试品提取溶剂考察 HPLC 图

图 6 8 批左归降糖益肾方 HPLC指纹图谱及共有模式
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图 7 混合对照品渊A冤及左归降糖益肾方样品渊B冤HPLC 色谱图

2.5.2 精密度试验 取左归降糖益肾方供试品溶

液袁按野2.2冶项下色谱条件连续进样 6 次袁以马钱苷尧
盐酸药根碱尧盐酸小檗碱尧盐酸巴马汀等色谱峰为参

照峰袁计算峰面积和保留时间的 RSD 值袁各特征峰

保留时间 RSD 分别为 0.45%尧0.56%尧0.52%尧0.42%袁
峰面积 RSD 分别为 1.86%尧1.62%尧0.98%尧1.29%遥表
明仪器精密度良好遥
2.5.3 稳定性试验 取同一左归降糖益肾方供试品

溶液袁按野2.2冶项下色谱条件袁分别于制备后的 0尧2尧
4尧6尧8尧10尧12 h 进样检测袁以马钱苷尧盐酸药根碱尧
盐酸小檗碱尧盐酸巴马汀等色谱峰为参照峰袁计算峰

面积和保留时间的 RSD 值袁各特征峰保留时间 RSD
分别为 0.54%尧0.65%尧0.60%尧0.49%袁峰面积 RSD 分

别为 2.41%尧1.80%尧1.73%尧1.56%遥 表明供试品溶液

12 h 内稳定性良好遥
2.5.4 重复性试验 取同一批左归降糖益肾方冻干

表 2 8批左归降糖益肾方 HPLC 共有峰的相似度

相似度

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8

S1
1.000
0.987
0.986
0.965
0.964
0.982
0.925
0.949

S2
0.987
1.000
0.969
0.956
0.960
0.984
0.924
0.956

S3
0.986
0.969
1.000
0.986
0.970
0.975
0.935
0.935

S4
0.965
0.956
0.986
1.000
0.966
0.973
0.946
0.945

S5
0.964
0.960
0.970
0.966
1.000
0.972
0.943
0.948

S6
0.982
0.984
0.975
0.973
0.972
1.000
0.930
0.952

S7
0.925
0.924
0.935
0.946
0.943
0.930
1.000
0.968

S8
0.949
0.956
0.935
0.945
0.948
0.952
0.968
1.000

表 3 各成分的回归方程尧相关系数以及线性范围

检测成分

马钱苷

盐酸药根碱

盐酸小檗碱

盐酸巴马汀

回归方程

Y=5.0伊106X+3.90伊104

Y=2.0伊107X+5.73伊104

Y=2.0伊107X-1.48伊105

Y=2.0伊107X+4.05伊104

拟合度 R2

0.999 0
0.999 5
0.999 8
0.999 1

线性范围/渊滋g窑mL-1冤
50.49~370.25
34.25~48.06

127.01~330.43
66.90~134.19

检测限/渊滋g窑mL-1冤
0.19

3.83伊10-2

3.45伊10-2

3.42伊10-2

定量限/渊滋g窑mL-1冤
0.63
0.13
0.12
0.11
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粉末约 1 g渊6 份冤袁按野2.1冶项下供试品溶液制备方

法进行供试品溶液制备袁按野2.2冶项下色谱条件进行

检测袁以马钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗碱尧盐酸巴马

汀等色谱峰为参照峰袁计算相对峰面积和相对保留

时间的 RSD 值袁各特征峰相对保留时间RSD 分别

为 0.65%尧0.61%尧0.53%尧0.41%袁相对峰面积 RSD 分

别为 2.78%尧1.74%尧2.40%尧2.16%袁说明方法重复性

良好遥
2.5.5 加标回收试验 取同一批已知含量的左归降

糖益肾方冻干粉末 1 g袁平行 9 份袁精密称定袁按已

知成分含量的 50%尧100%尧150%加入相应量对照

品袁按野2.1冶方法制备供试品溶液后袁按野2.2冶项下条

件进样测定袁记录峰面积并计算马钱苷尧盐酸药根碱尧
盐酸小檗碱尧盐酸巴马汀的加标回收率遥结果显示袁4
种成分的平均加样回收率在 101.04%耀105.00%之

间袁RSD 在 1.92%耀3.81%之间渊n越9冤袁表明该方法的

准确度较好袁结果见表 4遥
2.5.6 样品含量测定 分别取 8 批次渊S1~S8冤左归

降糖益肾方冻干粉末适量袁按野2.1冶项下方法制备样

品溶液袁按野2.2冶项下色谱条件进样测定袁计算样品

中马钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗碱尧盐酸巴马汀的

含量袁结果见表 5遥
表 4 4 种组分在样品中的加标回收率渊n=9冤

检测成分

马钱苷

盐酸药根碱

盐酸小檗碱

盐酸巴马汀

加标浓度

50%

100%

150%

50%

100%

150%

50%

100%

150%

50%

100%

150%

样品含量/mg
0.009 3
0.009 3
0.009 3
0.018 6
0.018 6
0.018 6
0.027 8
0.027 8
0.027 8
0.003 4
0.003 4
0.003 4
0.004 2
0.004 2
0.004 2
0.010 1
0.010 1
0.010 1
0.009 8
0.009 8
0.009 8
0.019 6
0.019 6
0.019 6
0.029 4
0.029 4
0.029 4
0.004 8
0.004 8
0.004 8
0.009 5
0.009 5
0.009 5
0.014 3
0.014 3
0.014 3

对照品加入量/mg
0.153 8
0.153 8
0.153 8
0.307 6
0.307 6
0.307 6
0.461 5
0.461 5
0.461 5
0.020 7
0.020 7
0.020 7
0.041 4
0.041 4
0.041 4
0.062 2
0.062 2
0.062 2
0.130 8
0.130 8
0.130 8
0.261 6
0.261 6
0.261 6
0.392 4
0.392 4
0.392 4
0.050 7
0.050 7
0.050 7
0.101 3
0.101 3
0.101 3
0.152 0
0.152 0
0.152 0

测得量/mg
0.171 0
0.171 0
0.168 2
0.330 9
0.338 6
0.346 1
0.524 2
0.524 9
0.508 4
0.021 8
0.022 1
0.021 1
0.044 0
0.045 0
0.004 6
0.069 4
0.067 5
0.068 6
0.143 5
0.141 3
0.145 5
0.276 1
0.286 4
0.286 2
0.414 1
0.423 7
0.417 8
0.055 8
0.055 4
0.051 5
0.112 4
0.111 7
0.117 8
0.169 5
0.171 4
0.168 7

回收率

105.11%
105.14%
103.34%
101.53%
104.02%
106.47%
107.57%
107.72%
105.11%
88.94%
90.55%
85.45%
95.27%
91.12%
95.18%
95.36%
92.20%
94.05%
102.23%
100.48%
103.74%
98.05%
101.98%
101.88%
98.03%
100.47%
98.97%
100.82%
99.91%
92.28%
101.60%
100.83%
106.82%
102.11%
103.37%
101.61%

平均回收率

105.00%

92.01%

100.65%

101.04%

RSD
1.92%

3.67%

1.98%

3.81%
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3 讨论

DKD 是糖尿病最常见尧最严重的微血管并发症

之一袁是终末期肾衰竭的主要原因遥 据报道袁到 2035
年袁全球糖尿病患者人口估计将达到 5.29 亿遥 有

30%耀40%的患者可能发生 DKD[16]遥 目前袁DKD 的主

要治疗方法主要集中在血压尧血脂和血糖控制袁改变

生活方式袁尚无有效的 DKD 治疗策略[17]遥 中医学将

DKD 归为野消渴冶野水肿冶等范畴袁病机在于肾元亏

虚尧毒损肾络袁故治以活血尧化瘀尧益气滋阴为主[18]遥
左归降糖益肾方作为控制 DKD 症状的有效中药复

方[19]袁组方中黄芪具益气尧免疫调节之功效袁其广泛

用于糖尿病及其代谢综合征的治疗袁特别是 DKD 的

治疗遥 多项临床实验表明袁黄芪可显著降低 DKD 患

者的血糖尧蛋白尿和血清肌酐等水平[20]袁其活性成分

黄芪甲苷在体内外具有多种药理活性袁包括抗氧化

应激尧抗炎尧抗糖尿病和肾脏保护等作用[21-22]遥 熟地

黄味甘袁微温袁归肝尧肾经袁具有补血养阴尧益精填髓

等功效遥 临床证明熟地黄具有抗氧化尧降血糖及减

少骨丢失等作用[23]袁因此袁其被广泛应用于治疗DKD袁
其药效成分地黄苷 D尧梓醇可降低糖尿病模型动物

的高血糖水平[24-25]遥 黄连性味苦尧寒袁归心尧脾尧胃尧
肝尧胆尧大肠经袁能清热燥湿尧泻火解毒遥 研究表明袁
黄连中的多种生物碱能够减少肝脏糖异生袁其药效

成分小檗碱尧药根碱能抑制磷酸化酶尧远-磷酸果糖

激酶和果糖双磷酶催化袁可降低糖化血清蛋白及糖

化血红蛋白袁显著降低空腹及餐后血糖[26]遥 此外袁小
檗碱还具有改善胰岛素抵抗尧降血脂尧降血压尧降低

蛋白尿尧减少尿白蛋白排泄袁保护肾功能的功效[27]遥
酒山茱萸中马钱苷尧莫诺苷对足细胞凋亡具有保护

作用袁马钱苷还可改善肾脏病变及纤维化[28]遥

本研究尝试使用水煎煮液直接进行分析袁但是

结果发现液相色谱峰极性太大且谱峰高从而干扰到

其他色谱峰检测等问题袁故采用提取溶剂渊不同浓度

的甲醇溶液冤进行分析袁发现使用甲醇溶液进行提取

谱图基线较平稳尧色谱峰保留时间适中遥 进一步对

供试品溶液的制备条件袁对流动相渊乙腈-甲酸水尧
甲醇-甲酸水)尧梯度洗脱程序尧紫外吸收波长尧色谱

柱型号等条件进行考察袁最终确定了最佳实验条件遥
在最优分析条件下袁建立了左归降糖益肾方HPLC
指纹图谱袁在 8 个批次样品中共标定了 21 个共有

峰袁指认了其中的 9 个色谱峰袁8 批次指纹图谱的相

似度大于 0.920袁表明各批次样品所含成分相似尧质量

稳定均一遥
中药的物质基础是揭示中药作用本质的关键袁

更是解决中药质量控制难题的根本保证遥 但考虑到左

归降糖益肾方的制备工艺为水煎煮袁且经过甲醇提

取后进行分析袁因此袁择各药味中具有特征性的水溶

性成分作为质量指标进行测定遥研究发现袁组方中马

钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗碱和盐酸巴马汀色谱峰

分离度较好袁且可以准确定量遥故研究它们作为含量

测定指标遥 本研究采用HPLC技术建立了同时测定左

归降糖益肾方中马钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗碱尧
盐酸巴马汀中 4种药效成分含量的分析方法袁并进行

了方法学验证院马钱苷尧盐酸药根碱尧盐酸小檗碱和

盐酸巴马汀的线性范围分别为 50.49 耀370.25尧
32.25耀48.06尧127.01耀330.43尧66.90耀134.20 滋g窑mL-1袁
表明线性关系良好曰加样回收率分别为 105.00%尧
92.01%尧100.64%尧101.04%曰含量测定结果显示 8 批

次左归降糖益肾方中 4 种成分平均含量分别为

渊183.93依9.55冤尧渊42.64依4.77冤尧渊198.01依9.49冤尧渊96.36依
9.00冤 滋g窑mL-1遥 本研究建立的指纹图谱及含量测定

方法重复性好尧灵敏度高袁能较全面尧准确地分析左

归降糖益肾方的化学成分袁该方法的建立有利于进

一步研究该复方药效物质基础袁指导临床合理用药

以及为后期实验研究提供参考依据袁在一定程度上

能有效提高左归降糖益肾方的质量控制水平遥 黄芪

与熟地黄作为该组方的君药袁由于黄芪皂苷类成分

紫外光谱为末端吸收袁不适于在紫外检测器下检测袁
地黄苷 D 含量较少且该组方药味较多尧成分复杂袁
其受其他药味干扰较大袁故本研究并未对以上成分

进行含量测定袁后期将会考虑采用蒸发光检测器对

相关成分进行含量测定遥

表 5 8 批左归降糖益肾方中 4 种成分含量测定

结果渊滋g窑mL-1袁n=8冤
检测成分

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
曾依s

马钱苷

185.39
185.58
178.27
177.58
195.88
173.86
199.54
175.38

183.93依9.55

盐酸药根碱

42.14
42.30
37.59
38.16
45.73
37.47
48.60
49.10

42.64依4.77

盐酸小檗碱

206.06
205.46
190.71
190.14
189.20
191.71
214.59
196.24

198.01依9.49

盐酸巴马汀

103.17
103.59
87.53
88.16

100.55
95.27
83.96

108.66
96.36依9.00
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