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复方宁神颗粒系根据临床有效经验方研制而成的中药新

制剂，处方由酸枣仁、熟地黄、当归、白芍4味中药材组成，具有

安神补血、滋阴补肾的功效，临床主要用于肝肾阴虚所致的头

昏、耳鸣、心悸、失眠等症的治疗。方中酸枣仁具有镇静催眠、

抗焦虑等药理作用，现代研究表明，酸枣仁中的黄酮类化合物

斯皮诺素是酸枣仁镇静催眠的主要有效成分[1-2]。熟地黄具有

促进红细胞新生的作用，可以改善血虚所致的机体功能低下，

而毛蕊花糖苷是熟地黄的主要有效成分，对造血干细胞具有

促进增殖、分化作用，可显著改善造血功能[3]。芍药苷是白芍

的主要有效成分，相关研究显示，芍药苷具有抗血小板聚集、

降低血液黏度、扩张血管等多种药理作用，可改善血液循环。

当归可补血活血、调经止痛，其含有的挥发油、有机酸等成分

主要通过刺激与造血相关的细胞、分子等来改善造血系统。

为有效控制复方宁神颗粒的质量，本研究采用薄层色谱（TLC）

法对方中当归、白芍进行 TLC 鉴别，采用高效液相色谱法

（HPLC）同时对方中有效成分斯皮诺素和毛蕊花糖苷进行定

量分析，以期为建立复方宁神颗粒质量标准提供依据。

1 材料
1.1 仪器

DGU-20A型HPLC仪，包括SPD-M20A检测器（日本Shi-

madzu公司）；Milli-Q Intergral型水纯化系统（美国Millipore公

司）；JY02S型紫外分析仪（武汉爱斯佩科学仪器有限公司）；

TYHD-60W型超声波清洗器（北京天佑恒达科技有限公司，功

率：250 W，频率：33 kHz）。

1.2 药品与试剂

复方凝神颗粒（南京市中医院自制，批号：140901、

140902、140903，规格：6 g/袋）；斯皮诺素对照品（批号：

111869-201203，纯度：98％）、毛蕊花糖苷对照品（批号：

111530-201310，纯 度 ：93.3％）、当 归 对 照 药 材（批 号 ：

120927-201516）、白芍对照药材（批号：120905-201109）均购自

中国食品药品检定研究院；硅胶 G 薄层板（青岛海洋化工有

限公司）；乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 定性鉴别

2.1.1 当归 取本品 5 g，加乙醚 30 ml，超声处理 30 min，滤

过，滤液蒸干，残渣加乙醇 1 ml溶解，作为供试品溶液[4-5]。另

精密称取当归对照药材 0.5 g，按供试品溶液制备方法制备对
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摘 要 目的：建立复方宁神颗粒的质量标准。方法：采用薄层色谱法（TLC）对制剂中当归和白芍进行定性鉴别；采用高效液相

色谱法测定制剂中斯皮诺素和毛蕊花糖苷的含量：色谱柱为Kromasil C18，流动相为乙腈-0.1％乙酸溶液（16 ∶ 84，V/V），流速为1.0

ml/min，检测波长为330 nm，柱温为30 ℃。结果：当归和白芍的TLC图斑点清晰，分离度好，阴性对照无干扰。斯皮诺素和毛蕊花

糖苷检测进样量线性范围分别为0.055 44～0.277 2 μg（r＝0.999 4）、0.055 98 ～0.279 9 μg（r＝0.999 5）；精密度、稳定性、重复性试

验的 RSD＜3.0％；加样回收率分别为 95.62％～100.53％（RSD＝1.77％，n＝9）、95.63％～102.57％（RSD＝2.74％，n＝9）。结论：

该研究所建标准可用于复方宁神颗粒的质量控制。
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tal of Kunshan，Jiangsu Kunshan 215300，China；2.College of Pharmacy，Nanjing University of Chinese Medi-
cine，Nanjing 210023，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quality standards for Fufang ningshen granule. METHODS：TLC was used for the

qualitative identification of Radix angelicae and White paenoy；HPLC was adopted for the contents determination of spinosin and

verbascoside：the column was Kromasil C18 with the mobile phase of acetonitrile-0.1％ acetic acid（16 ∶ 84，V/V）at a flow rate of 1.0

ml/min，detection wavelength was 330 nm，column temerpature was 30 ℃. RESULTS：The TLC spots of R. angelicae and W. pae-

noy were clear with good separation，negative control without interference. The linear range was 0.055 44-0.277 2 μg for spinosin（r＝

0.999 4）and 0.055 98-0.279 9 μg for verbascoside（r＝0.999 5）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower

than 3.0％；recoveries were 95.62％ -100.53％（RSD＝1.77％，n＝9） and 95.63％ -102.57％（RSD＝2.74％，n＝9）. CONCLU-

SIONS：The standard can be used for the quality control of Fufang ningshen granule.
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··4285



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 30 中国药房 2016年第27卷第30期

照药材溶液。按复方凝神颗粒处方和制备工艺制备缺当归的

阴性样品，并按供试品溶液制备方法制成阴性对照溶液。按

TLC法[2015年版《中国药典》（四部）][6]试验，吸取上述 3种溶

液各 10 μl，分别点于同一硅胶G薄层板上，以环己烷-乙酸乙

酯（4 ∶ 1，V/V）为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外光灯（365

nm）下检视。结果，供试品色谱中，在与对照药材色谱相应位

置上显相同颜色的斑点，阴性对照无干扰，详见图1。

2.1.2 白芍 取本品 5 g，加乙醇 50 ml，超声处理 30 min，滤

过，滤液蒸干，残渣加水 20 ml溶解，加入 20 ml水饱和正丁醇

充分萃取，分层后收集正丁醇液，备用；再次加入20 ml水饱和

正丁醇充分萃取，合并2次正丁醇液，加入50 ml氨试液振摇洗

涤，分层后将氨液弃去，正丁醇液减压回收近干，加入乙醇1 ml

复溶，作为供试品溶液[7-8]。另精密称取白芍对照药材 0. 5 g，

按供试品溶液制备方法制备对照药材溶液。按复方凝神颗粒

的处方和制备工艺制备缺白芍的阴性样品，并按供试品溶液

制备方法制备阴性对照溶液。按 TLC 法[2015年版《中国药

典》（四部）][6]试验，吸取上述 3种溶液各 10 μl，分别点于同一

硅胶 G 薄层板上，以二氯甲烷-乙酸乙酯-甲醇-甲酸（40 ∶ 5 ∶
10 ∶ 0.2，V/V/V/V）为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 5％香草醛

硫酸溶液，于 105 ℃加热显色至斑点清晰，置日光灯下检视。

结果，供试品色谱中，在与对照药材色谱相应位置上显相同颜

色的斑点，阴性对照无干扰，详见图2。

2.2 含量测定

2.2.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Kromasil C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.1％乙酸溶液（16 ∶84，

V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：330 nm；柱温：30 ℃。在上述

色谱条件下，理论板数以斯皮诺素和毛蕊花糖苷峰计≥3 000；各

成分基线分离良好，分离度＞1.5，详见图3。

2.2.2 混合对照品溶液的制备 取斯皮诺素对照品适量，置

于 10 ml量瓶中，加甲醇溶解并定容，得斯皮诺素质量浓度为

0.98 mg/ml的对照品贮备液。取毛蕊花糖苷对照品适量，精密

称定，加流动相溶解，得毛蕊花糖苷质量浓度为1.04 mg/ml的

对照品贮备液。分别取上述斯皮诺素、毛蕊花糖苷对照品贮

备液适量，置于同一 5 ml量瓶中，加 80％甲醇定容，得到斯皮

诺素和毛蕊花糖苷质量浓度分别为 27.72、27.99 μg/ml的混合

对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取本品适量，研细，称取5 g，精密

称定，置于具塞锥形瓶中，精密加 80％甲醇 80 ml，密塞，称定

质量，超声处理40 min，取出放冷，再次称定质量，用70％甲醇

补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按复方凝神颗粒处方和制备工

艺分别制备缺酸枣仁、熟地黄的单一阴性样品，并按“2.2.3”项

下方法分别制成缺酸枣仁、熟地黄的单一阴性对照溶液。

2.2.5 线性关系考察 分别精密量取“2.2.2”项下混合对照品

溶液 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。以斯皮诺素和毛蕊花糖苷进样量（x，μg）为横

坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得斯皮诺素和毛蕊

花糖苷回归方程分别为 y＝2 352 704.25x－2 801.30（r＝

0.999 4）、y＝1 416 279.37x－6 117.00（r＝0.999 5）。结果表

明，斯皮诺素和毛蕊花糖苷检测进样量线性范围分别为

0.055 44～0.277 2、0.055 98～0.279 9 μg。

2.2.6 精密度试验 取“2.2.2”项下混合对照品溶液适量，按

“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，

斯皮诺素和毛蕊花糖苷峰面积的 RSD 分别为 1.04％、1.26％

（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.7 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液（批号：

140902）适量，分别于室温下放置0、2、4、6、8、12 h时按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，斯皮诺素和毛蕊

花糖苷峰面积的RSD分别为 2.31％、1.49％（n＝6），表明供试

品溶液在12 h内基本稳定。
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图3 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C.缺酸枣仁的阴性对照；D.缺熟地黄的阴性

对照；1.斯皮诺素；2.毛蕊花糖苷

Fig 3 HPLC chromatograms
A.mixed reference substance；B.test sample；C. negative control without

Ziziphus jujube；D. negative control without Rehmanniae Radix Praepa-

rata；1.spinosin；2.verbascoside
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图1 当归的薄层色谱图
1.对照药材；2～4. 供试品；5. 阴性对照

Fig 1 TLC chromatograms of Angelica sinensis
1.control medicinl herb；2-4.test samples；5.negative control

图2 白芍的薄层色谱图
1.对照药材；2～4.供试品；5.阴性对照

Fig 2 TLC chromatograms of Paeonia lactiflora
1.control medicinl herb；2-4.test samples；5.negative control
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2.2.8 重复性试验 精密称取同一批样品（批号：140902）适

量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，共6份，再按“2.2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，斯皮诺素和毛蕊花

糖苷的含量平均值分别为 0.066 98、0.042 37 mg/g，RSD 分别

为2.65％、2.11％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.2.9 加样回收率试验 取已知含量样品（批号：140902）适

量，共6份，每份2.5 g，分别加入低、中、高质量的斯皮诺素和毛

蕊花糖苷对照品，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收

率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

待测
成分
斯皮诺素

毛蕊花糖苷

样品含
量，mg
0.167 1

0.167 6

0.167 9

0.167 8

0.167 6

0.168 0

0.167 3

0.167 6

0.167 3

0.105 7

0.106 0

0.106 2

0.106 1

0.106 0

0.106 3

0.105 8

0.106 0

0.105 8

加入量，
mg

0.133 3

0.133 3

0.133 3

0.166 6

0.166 6

0.166 6

0.200 0

0.200 0

0.200 0

0.084 2

0.084 2

0.084 2

0.105 3

0.105 3

0.105 3

0.126 3

0.126 3

0.126 3

测得量，
mg

0.298 5

0.301 6

0.299 8

0.334 2

0.326 9

0.329 3

0.358 6

0.363 1

0.362 4

0.188 9

0.190 6

0.187 2

0.214 1

0.206 7

0.208 9

0.234 8

0.226 9

0.232 5

加样回收
率，％
98.57

100.53

98.95

99.88

95.62

96.82

95.65

97.75

97.55

98.81

100.47

96.20

102.57

95.63

97.44

102.13

95.72

100.32

平均加样回
收率，％

97.92

98.81

RSD，
％

1.77

2.74

2.2.10 样品含量测定 取 3批样品各适量，分别按“2.2.3”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，

计算样品含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of contents determination of samples（n＝3）

样品批号

140901

140902

140903

斯皮诺素
含量，mg/g

0.068 42

0.066 98

0.063 26

RSD，％
1.89

2.65

2.54

毛蕊花糖苷
含量，mg/g

0.039 51

0.042 37

0.041 48

RSD，％
2.03

2.11

1.73

3 讨论

3.1 提取溶剂的选择

根据方中活性成分的极性，试验中首先考察以甲醇和水

作为提取溶剂，超声提取40 min。结果发现，水提取时杂质较

多，干扰较为严重；再对比采用 60％、80％、100％甲醇分别作

为提取溶剂，发现 80％甲醇对各成分的提取率相对高于其他

体积分数的甲醇，且在该条件下各成分均能达到有效分离。

因此，本试验最终采用80％甲醇作为提取溶剂。

3.2 检测波长的选择

斯皮诺素和毛蕊花糖苷的最大吸收波长分别为 334、335

nm，本试验中设定检测波长为334 nm，即可满足斯皮诺素和毛

蕊花糖苷含量测定的要求，保证测定结果的准确性。

3.3 流动相的选择

参考文献[9-10]，本试验考察了乙腈-乙酸溶液、乙腈-磷酸

溶液、乙腈-水以不同比例作为流动相的结果。结果显示，当用

乙腈-水为流动相时，待测成分峰形较差；采用乙腈-0.1％磷酸

溶液为流动相时，在 334 nm 波长处对基线干扰较大；采用乙

腈-0.1％乙酸溶液作为流动相时各成分峰形良好，分离度均＞

1.5，故最终确定以乙腈-0.1％乙酸溶液为本试验的流动相。

中药复方成分复杂，作用广泛[11-14]。本试验采用TLC法对

方中当归和白芍进行了定性鉴别，分离效果良好；采用HPLC

法同时对复方宁神颗粒中斯皮诺素和毛蕊花糖苷进行了定量

分析。

综上所述，本文所建质量标准可用于复方宁神颗粒的质

量控制。

（感谢南京市中医院提供复方宁神颗粒!）
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