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260 nm[7-9]，笔者通过对天钻药材的色谱图进行比较后，确定检

测波长为260 nm。后又对色谱柱、流动相进行了筛选，最终确

定文中色谱条件，且分离效果较好。

关于天钻中化学成分的研究较少，均完成于20世纪90年

代以前，其有效成分至今尚未明确。本研究中，笔者选择天钻

中含有肾毒性成分的马兜铃酸A作为指标进行含量测定，目

的在于提示在天钻使用过程中应注意用药的安全性。本研究

发现，购买的天钻药材中马兜铃酸A的质量分数均小于千分

之一，这是否因放置时间太长或是受地域因素的影响，值得进

一步研究。

综上所述，所建标准可用于天钻药材的质量控制。
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摘 要 目的：建立消肿接骨贴中苷类成分的定性定量方法。方法：应用薄层色谱（TLC）法对制剂中的续断和黄芪同时进行定性

鉴别，以三氯甲烷-甲醇-水（13 ∶ 7 ∶ 2，V/V/V）的下层溶液为展开剂，10％（V/V）的硫酸乙醇溶液为显色剂。应用高效液相色谱

（HPLC）法对制剂中的柚皮苷进行含量测定：色谱柱为Thermo C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈-水（18 ∶82，V/V），检测波长为

283 nm。结果：续断和黄芪的TLC斑点清晰、分离良好，阴性对照无干扰。柚皮苷进样量在0.062 1～0.621 0 μg范围内与其峰面积积

分值呈良好线性关系（r＝0.999 7）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜2％；平均加样回收率为 99.31％，RSD＝1.73％（n＝9）。

结论：本研究建立的方法专属性强、灵敏度高、简便、准确、重复性好，可以用于消肿接骨贴中苷类成分的定性定量研究。

关键词 消肿接骨贴；苷类；薄层色谱法；高效液相色谱法
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for qualitative and quantitative study of glycosides in Xiaozhong jiegu plaster.

METHODS：Dipsacus asper and Astragali Radix were identified simultaneously by TLC using chloroform-methyl alcohol-water（13 ∶
7 ∶ 2，V/V/V）as developing solvent and 10％（V/V）sulfuric acid ethanol as chromogenic agent. HPLC method was used to determine

the content of naringin. The determination was performed on Thermo C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）with mobile phase consisted of

acetonitrile-water（18 ∶ 82，V/V）and the detection wavelength was set at 283 nm. RESULTS：TLC spots of D. asper and Astragali

Radix were clear and well-separated without interference from negative control. The linear range of naringin was 0.062 1-0.621 0 μg

（r＝0.999 7）with an average recovery of 99.31％（RSD＝1.73％，n＝9）. RSD of precision，stability and reproducibility tests were

all lower than 2％ . CONCLUSIONS：The method is specific，sensitive，simple，accurate and reproducible，and it is suitable for

qualitative and quantitative identification of glycosides in Xiaozhong jiegu plasters.

KEYWORDS Xiaozhong jiegu plasters；Glycosides；TLC；HPLC

􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪

··1037



China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 11 中国药房 2014年第25卷第11期

消肿接骨贴是依据天津市天津医院骨科专家的经验处

方，经改良制备工艺后制成的中药复方制剂，具有舒筋活血、

化瘀、补肾壮骨、促进骨折愈合、消肿止痛之功效，临床上对各

种类型的骨折、跌打损伤和骨质疏松等症均具有显著的疗

效。该方由骨碎补、苏木、续断、羌活、川芎、赤芍、黄芪等十几

味中药提取精制而成，各种成分互相干扰，给质量标准的制定

带来了一定程度上的困难。组方分析显示，该方中骨碎补、续

断和黄芪均含苷类有效成分。其中，君药骨碎补具有良好的

促进骨折愈合、抗骨质疏松、抗炎等活性[1]，其主要药效成分之

一为黄酮类化合物柚皮苷。君药续断的主要药效成分为续断皂

苷，具有抗骨质疏松、增加骨密度和促进骨损伤愈合的作用[2]。佐

药黄芪具有增强骨碱性磷酸酶活性，抑制骨胶原、骨磷的丢失

以防治骨质疏松的作用[3]，其主要药效成分之一为黄芪甲苷。

笔者参照《中国药典》[4]及相关文献[5-6]，对组方中某些含苷类成

分的药物进行定性、定量研究，建立了续断和黄芪同时定性鉴

别和柚皮苷含量测定的方法。

1 材料
1.1 仪器

高效液相色谱（HPLC）仪，含512型泵、486型紫外检测器、

Millennium 2010型色谱工作站（美国 Waters 公司）；SKF-24A

型超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司，功率：1 000 W，

频率：25 kHz）；SLD-1型薄层色谱（TLC）摄影仪、硅胶G预制

板（天津市思利达科技有限公司）；BL-220H型电子天平（日本

岛津公司）。

1.2 药品与试剂

消肿接骨贴（批号：20120113、20120126、20120218）及其

阴性样品均由天津市天津医院制剂室自制；川续断皂苷Ⅵ、黄

芪甲苷、柚皮苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号分别

为 111685-2004001、110781-200613、110722-201111）；乙腈、甲

醇为色谱纯，水为经二次蒸馏的纯化水，其他试剂均为分析

纯。

2 方法与结果
2.1 续断和黄芪的TLC同时鉴别

取本品 1贴，弃去背衬，剪碎，置于 100 ml具塞锥形瓶中，

加入甲醇 50 ml，超声处理 30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加水

20 ml使溶解并转移至分液漏斗中，用水饱和的正丁醇振摇提

取3次，每次30 ml，合并正丁醇液，用氨试液洗涤2次，每次30

ml，合并正丁醇液并蒸干，残渣加甲醇使溶解并定容于 25 ml

棕色量瓶中，摇匀，即得供试品溶液。分别取缺黄芪和缺续断

的其他药材各一份，按相同生产工艺及供试品溶液制备方法

分别制成缺黄芪和缺续断的阴性对照溶液。另取川续断皂苷

Ⅵ和黄芪甲苷对照品各适量，分别加甲醇制成每 1 ml含 1 mg

的对照品溶液。照TLC法[4]试验，分别吸取黄芪甲苷对照品溶

液、缺黄芪的阴性对照溶液、供试品溶液、缺续断的阴性对照

溶液和川续断皂苷Ⅵ对照品溶液各5 µl，分别点于同一硅胶G

薄层板上，以三氯甲烷-甲醇-水（13 ∶ 7 ∶ 2，V/V/V）的下层溶液为

展开剂，预平衡15 min，展开，取出，晾干，喷以10％（V/V）硫酸

乙醇溶液，于105 ℃加热至斑点显色清晰。结果显示，供试品

色谱中，在与黄芪甲苷对照品和川续断皂苷Ⅵ对照品相应位

置上，日光下均显相同颜色的斑点，紫外光灯（365 nm）下均显

相同颜色的荧光斑点，而缺黄芪和缺续断的阴性对照溶液均

无此特征斑点。黄芪和续断的TLC图见图1。

2.2 柚皮苷的含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Thermo C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：乙腈-水（18 ∶ 82，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：

283 nm；柱温：25 ℃；进样量：10 μl。

2.2.2 对照品溶液的制备 取经五氧化二磷减压干燥36 h的

柚皮苷对照品约10 mg，精密称定，置于10 ml干燥的棕色量瓶

中，加适量甲醇使溶解并稀释至刻度，摇匀。精密吸取1.5 ml，

置50 ml干燥的棕色量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得质量浓

度为31.05 µg/ml的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取同一批号的消肿接骨贴 10片，

弃去背衬，称定质量，剪碎，取膏贴约 5 g，精密称定，置于 100

ml 具塞锥形瓶中，精密加甲醇 25 ml，称定质量，超声提取 30

min，取出，放至室温，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇

匀，滤过，取续滤液，用微孔滤膜（0.45 μm）滤过，即得。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按相同处方比例制备不含骨

碎补的阴性样品，再按“2.2.3”项下方法制备阴性对照溶液，

即得。

2.2.5 系统适用性试验 取柚皮苷对照品、供试品与阴性对

照溶液各适量，按上述色谱条件进样测定。结果表明，供试品

中柚皮苷色谱峰与相邻成分的色谱峰可达基线分离，处方中

其他成分对测定无干扰。理论板数以柚皮苷峰计算应不小于

3 000，分离度＞1.5。色谱见图2。

2.2.6 线性关系考察 分别精密吸取柚皮苷对照品溶液2、4、

8、10、12、16、20 μl，按上述色谱条件依次进样测定，记录峰面

积。以峰面积积分值（y）为纵坐标，进样量（x）为横坐标，绘制

标准曲线，得回归方程为 y＝1 636 650.072 2x－20 518.985 9

（r＝0.999 7，n＝7）。结果表明，柚皮苷进样量在 0.062 1～

0.621 0 μg范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.2.7 精密度试验 精密吸取对照品溶液适量，按上述色谱

条件进样10 μl，重复进样6次，测定柚皮苷峰面积。结果显示，

RSD＝1.12％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.8 稳定性试验 取同一批号的供试品溶液适量，分别在

图1 黄芪和续断的TLC图
1. 黄芪甲苷对照品；2. 缺黄芪阴性对照；3～5.供试品；6.缺续断阴性对

照；7.川续断皂苷Ⅵ对照品

Fig 1 TLC of D. asper and Astragali Radix
1. astragaloside Ⅳ control；2.negative control without Astragali Radix；

3-5. test samples；6.negative control without D. asper；7.asperosaponin

Ⅵ control
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制备后0、2、4、8、12、24 h按上述色谱条件进样10 μl，测定柚皮

苷峰面积。结果显示，RSD＝1.34％（n＝6），表明供试品溶液

在24 h内基本稳定。

2.2.9 重复性试验 取同一批号的消肿接骨贴样品6份，每份

5.0 g，精密称定，分别按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再

按上述色谱条件进样测定，记录峰面积并计算样品含量。结

果显示，样品中柚皮苷的平均含量为 0.142 5 mg/g，RSD＝

1.41％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.2.10 加样回收率试验 称取已知含量（0.144 0 mg/g）的同

一批号消肿接骨贴样品9份，每份约2.5 g，精密称定，每3份为

一组，按高、中、低3个不同的量级分别精密加入一定量的柚皮

苷对照品，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按上述色谱

条件进样测定，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）

编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

称样量，g

2.508

2.508

2.503

2.501

2.501

2.502

2.506

2.507

2.504

样品含量，mg

0.3610

0.3610

0.3603

0.3600

0.3600

0.3602

0.3608

0.3609

0.3605

加入量，mg

0.3002

0.3002

0.3002

0.3830

0.3830

0.3830

0.4658

0.4658

0.4658

测得量，mg

0.6576

0.6542

0.6522

0.7436

0.7410

0.7327

0.8358

0.8257

0.8325

回收率，％
98.80

97.68

97.26

100.17

99.47

97.28

102.00

99.80

101.35

x，％

99.31

RSD，％

1.73

2.2.11 样品含量测定 分别取 3批消肿接骨贴样品各适量，

按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按上述色谱条件进样

测定，记录峰面积，以峰面积计算样品中柚皮苷的含量，结果

见表2。

3 讨论
续断的TLC鉴别曾采用2010年版《中国药典》（一部）续断

药材的鉴别方法[4]，结果TLC呈带状，无明显特征斑点；后采用

水饱和正丁醇萃取的方法对样品适当纯化，结果在与川续断

皂苷Ⅵ对照品色谱相应位置呈现特征斑点，但斑点不够清

晰。笔者在摸索黄芪的TLC鉴别试验时，发现续断和黄芪可

以采用同一供试品制备方法和展开系统，两者特征斑点均分

离良好。此方法减轻了谱带底色，消除了斑点拖尾的弊端，特

征斑点清晰，并且一块薄层板在相同条件下可以同时鉴定两

种药材成分。

由于消肿接骨贴组方复杂，在摸索消肿接骨贴中柚皮苷

的含量测定方法时，笔者曾采用甲醇-冰醋酸-水（35 ∶ 4 ∶ 60，V/

V/V）[7]、乙腈-0.1％磷酸溶液（20 ∶ 80，V/V）[8]和乙腈-水（20 ∶ 80，
V/V）[9]为流动相，通过对各流动相及其不同配比的试验，综合

考虑柚皮苷主峰和相邻峰的分离度，以及保留时间和操作的

简便性，最终确定乙腈-水（18 ∶82，V/V）作为试验所用流动相。

中医理论讲究整体协同作用，讲究君臣佐使，中药复方制

剂常采用君药或用药量较大的药味作为质量控制的指标，但

这种方法较为片面。本试验选择消肿接骨贴中君药骨碎补、

续断和佐药黄芪等3味药中的苷类成分作为质量控制指标，对

TLC鉴别中样品的前处理方法和色谱条件，含量测定中样品

的提取方法、流动相种类与比例等进行逐一的摸索试验，建立

了文中质控方法。试验结果表明，所建方法操作简便、专属性

强、重复性好，可为消肿接骨贴的质量控制提供有效、可行的

操作标准。
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图2 高效液相色谱图
A.柚皮苷对照品；B.供试品；C.阴性对照；1. 柚皮苷

Fig 2 HPLC chromatograms
A. naringin control；B. test sample；C. negative control；1. naringin
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表2 样品含量测定结果（n＝3）

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

批号
20120113

20120126

20120218

柚皮苷含量，mg/g

0.144 1

0.142 9

0.141 1

RSD，％
1.18

1.71

1.34

··1039


