
中国药房 2015年第26卷第30期 China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 30

溶剂如甲醇、1％醋酸-甲醇、80％丙酮-乙醇-氯仿等对盐酸小

檗碱提取效果的影响，结果以甲醇提取效果最好。并考察了

超声和回流两种提取方法，结果二者提取效果差异无统计学

意义，因超声提取简便易行，故选择超声提取法。另外，还比

较了苯-乙酸乙酯-异丙醇-甲醇-浓氨溶液（6 ∶ 3 ∶ 1.5 ∶ 1.5 ∶ 0.5，V/

V/V/V/V）和环己烷-乙酸乙酯-异丙醇-甲醇-水（6 ∶ 3 ∶ 1.5 ∶ 1.5 ∶
0.3，V/V/V/V/V）两种展开剂，发现前者斑点拖尾严重而后者斑

点清晰。故最终确定了上述黄柏TLC鉴别方法。

川楝子TLC鉴别中，由于川楝子含有脂肪油，对鉴别干扰

较大[7]，因此比较了用乙醇、乙酸乙酯、水进行前处理的效果。

结果发现，水提效果最好，故选用水提液进行TLC鉴别。

HPLC 法测定中，盐酸小檗碱溶液经紫外扫描，在 230、

265、300 nm波长处均有较强吸收，而选用265 nm为检测波长

可避免测定时其他组分的干扰。预试验中，以乙腈-0.1％磷酸

溶液（50 ∶ 50，V/V）为流动相时发现主成分峰与相邻峰分离较

好，而加入十二烷基磺酸钠可以使流动相的离子对保持稳定，

并且能够改善峰形，保证结果可靠。

综上所述，该方法操作简便、结果准确、重复性好，可用于

金柏胶囊的质量控制。
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摘 要 目的：建立金乌健骨胶囊的质量标准。方法：采用显微鉴别法对制剂中的三七进行显微鉴别；采用薄层色谱（TLC）法对

制剂中的白芍、青风藤进行定性鉴别；采用高效液相色谱法测定制剂中芍药苷的含量。色谱柱为 ZORBAX SB-C18，流动相为乙

腈-0.1％磷酸（13 ∶ 87，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为230 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μl。结果：三七显微鉴别特征明显；

白芍、青风藤TLC分离度好、斑点清晰；芍药苷检测质量浓度线性范围为0.014～1.412 μg/ml（r＝0.999 2）；精密度、稳定性、重复性

试验的RSD＜2％；加样回收率为95.73％～99.48％，RSD为1.54％（n＝6）。结论：该方法简便、准确、重复性好，可用于金乌健骨

胶囊的质量控制。
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Study on the Quality Standard of Jinwu Jiangu Capsule
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quality standard of Jinwu jiangu capsule. METHODS：Microscopy was used to identi-

fy Panax notoginseng；TLC was used to identify Paeonia lactiflora and Sinomenii Caulis；HPLC was used to determine the content

of paeoniflorin. The column was ZORBAX SB-C18 with mobile phase of acetonitrile -0.1％ phosphoric acid（13 ∶ 87，V/V）at a flow

rate of 1.0 ml/min，detection wavelength was 230 nm，column temperature was 30 ℃ and injection volume was 10 μl. RESULTS：

Microscopy showed P. notoginseng had obvious features；P. lactiflora and Sinomenii Caulis in preparation were well-separated with

clear spots. The linear range of paeoniflorin was 0.014-1.412 μg/μl（r＝0.999 2）；RSDs of precision，stability and reproducibility

tests were lower than 2％；recovery was 95.73％-99.48％（RSD＝1.54％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate

and reproducible，and can be used for the quality control of Jinwu jiangu capsule.

KEYWORDS Jinwu jiangu capsule；Quality standard；TLC；HPLC；Paeoniflorin；Panax notoginseng；Paeonia lactiflora；Sino-

menii Caulis
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）是一种以对称性

多发性关节炎为主要临床表现的自身免疫性疾病。该病不易

治愈，被世界卫生组织列为疑难症之一，一旦患病往往伴随终

身。西药治疗RA因长期服用毒性较大、药品不良反应较多、

部分患者疗效较差等因素[1]，临床使用受到诸多限制。金乌健

骨胶囊为贵阳中医学院第二附属医院自制制剂，主要用于RA

的治疗，临床疗效较好[2]。为有效控制金乌健骨胶囊的质量，

本课题组根据处方所含药味的化学成分及剂型特点，研究了

其中三七的显微鉴别，白芍、青风藤的薄层色谱（TLC）鉴别和

芍药苷[3-4]的含量测定方法。

1 材料
1.1 仪器

1100型高效液相色谱（HPLC）仪，包括紫外-可变波长检

测器（美国 Agilent 公司）；AG285 型电子分析天平（瑞士

Mettler-Toledo公司）；DL-1800E型超声震荡器（上海五相仪器

仪表有限公司）；XSP-16A型显微镜（苏州南光电子科技有限

公司）；硅胶G薄层板（青岛海洋化工厂）。

1.2 药品与试剂

金乌健骨胶囊（贵阳中医学院第二附属医院自制，批号：

20130601、20130701、20130801，规格：0.45 g/粒）；白芍、青风藤

对照药材（批号分别为120905-201109、121251-201002）和芍药

苷对照品（批号：110736-201136，纯度：96％）均购自中国食品

药品检定研究院；乙腈、磷酸为色谱纯，其余试剂均为分析纯，

水为纯化水。

2 方法与结果[5]

2.1 三七的显微鉴别

取样品内容物 1 g，混匀，取适量粉末制片，按 2010年版

《中国药典》（一部）附录ⅡC进行显微鉴别，可见淀粉粒甚多，

单粒呈圆形、半圆形或圆多角形，复粒由2～10余分粒组成；可

见梯纹导管、网纹导管及螺纹导管。结果显示，三七显微鉴别

特征明显，详见图1。

2.2 定性鉴别

2.2.1 白芍 取样品内容物 2 g，加乙醇 10 ml，振摇 5 min，滤

过，滤液蒸干，残渣加乙醇 1 ml使溶解，得供试品溶液。取缺

白芍的阴性样品2 g，同供试品溶液制备方法制得阴性对照溶

液。另取白芍对照药材2 g，制成粉末，同供试品溶液制备方法

制得对照药材溶液。按TLC法[2010年版《中国药典》（一部）

附录ⅥB]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，以三氯甲烷-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，加热至斑点显色清晰，置日光下检视。结果显示，供试品

色谱中，在与对照药材色谱相应的位置上显相同颜色的斑点，

且阴性对照无干扰，详见图2 A。

2.2.2 青风藤 取样品内容物2.5 g，加乙醇25 ml，加热回流1

h，滤过，滤液蒸干，残渣加乙醇 1 ml 使溶解，作为供试品溶

液。取缺青风藤的阴性样品 2.5 g，同供试品溶液制备方法制

得阴性对照溶液。另取青风藤对照药材2 g，制成粉末，同供试

品溶液制备方法制得对照药材溶液。按TLC法[2010年版《中

国药典》（一部）附录ⅥB]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，以甲苯-乙酸乙酯-甲醇-水（2 ∶ 4 ∶ 2 ∶
1，V/V/V/V）10 ℃以下放置的上层溶液为展开剂，置于浓氨试

液预饱和20 min的展开缸内，展开，取出，晾干，喷以碘化铋钾

试液，加热至斑点显色清晰，置日光下检视。结果显示，供试

品色谱中，在与对照药材色谱相应的位置上显相同颜色的斑

点，且阴性对照无干扰，详见图2 B。

2.3 芍药苷的含量测定

2.3.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：ZORBAX

SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.1％磷酸（13 ∶
87，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：230 nm；柱温：30 ℃；进

样量：10 μl。在上述色谱条件下，理论板数以芍药苷峰计应不

低于2 000，各成分基线分离良好，详见图3。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取芍药苷对照品适量，加

甲醇制成每1 ml含141.247 μg的对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 精密称取样品内容物约0.250 0 g，

置于锥形瓶中，加25 ml甲醇，称定质量，超声（功率：250 W，频

率：40 kHz，下同）提取 40 min，以甲醇补足减失的质量，摇匀，

滤过，取续滤液，即得[3]。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 精密称取缺白芍的阴性样品约

0.250 0 g，按“2.3.3”项下方法制得阴性对照溶液。

2.3.5 线性关系考察 精密量取“2.3.2”项下对照品溶液 0.1、

0.5、1、2.5、5、10 μl，分别置于 10 ml量瓶中，加流动相定容，制

得系列对照品溶液。精密吸取上述系列对照品溶液各 10 μl，

图1 三七显微鉴别
A.导管；B. 淀粉粒

Fig 1 Microscopic identification of Paeonia notoginseng
A.vessel；B.starch grain

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
A B

图2 薄层色谱图
A.白芍 [1.对照药材；2.阴性对照；3～5.供试品（批号：20130601、

20130701、20130801）]；B.青风藤[1.阴性对照；2.对照药材；3～5.供试

品（批号：20130601、20130701、20130801）]

Fig 2 TLC chromatograms
A.Paeonia lactiflora[1.control medicinal herb；2.negative control；3-5.

test samples（batch number：20130601，20130701，20130801）]；B.

Sinomenii Caulis[1.negative control；2.control medicinal herb；3-5.test

samples（batch number：20130601，20130701，20130801）]
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按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以芍药苷质

量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程为 y＝1 257.2x+14.923（r＝0.999 2）。结果表

明，芍药苷检测质量浓度线性范围为0.014～1.412 μg/ml。

2.3.6 精密度试验 取“2.3.2”项下对照品溶液适量，按

“2.3.1”项下色谱条件连续进样 6次测定，记录峰面积。结果，

芍药苷峰面积的RSD为0.21％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.7 稳定性试验 取同一供试品溶液（批号：20130601）适

量，分别于放置 0、2、4、8、18、24、48 h 时进样测定，记录峰面

积。结果，芍药苷峰面积的RSD为1.95％（n＝7），表明供试品

溶液在48 h内基本稳定。

2.3.8 重复性试验 精密称取同一批样品（批号：20130601）

适量，共6份，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，芍药苷峰面积的

RSD为0.93％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.3.9 加样回收率试验 取样品（批号：20130601）适量，共 6

份，分别加入适量对照品，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定并计算加样回收率，结

果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery test（n＝6）

称样量，
g
0.056 94

0.053 36

0.061 69

0.059 12

0.059 25

0.050 02

样品含
量，mg
0.695 0

0.651 3

0.753 0

0.721 6

0.723 2

0.610 5

加入量，
mg

0.523 1

0.523 1

0.523 1

0.523 1

0.523 1

0.523 1

测得量，
mg

1.201 1

1.153 1

1.268 9

1.242 0

1.234 1

1.111 3

加样回收
率，％
96.74

95.92

98.62

99.48

97.67

95.73

平均加样回
收率，％

97.36

RSD，
％

1.54

2.3.10 样品含量测定 取 3批样品各适量，分别按“2.3.3”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定

并计算含量，结果见表2。

3 讨论

表2 样品含量测定结果（n＝3）

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

批号
20130601

20130701

20130801

芍药苷含量，mg/g

3.038 2

3.053 0

2.958 5

本课题组前期根据《贵州省医疗机构制剂技术评审要点

（中药、民族药）（试行）》[6]相关技术要求，对方中烫狗脊、乌梢

蛇、千年健、姜黄等进行了TLC鉴别，由于方法未能鉴别[7-8]、存

在阴性对照干扰，暂不列入质量标准草案。

试验前期，本课题组分别采用了 Agilent SB-C18、依利特

Hypersil BDS C18色谱柱进行分析，结果表明Agilent SB-C18色

谱柱分离效果最好，故选择该色谱柱；分别采用了乙腈-0.03％

磷酸、乙腈-0.1％磷酸作为流动相进行洗脱，结果表明流动相

为乙腈-0.1％磷酸时色谱峰分离效果及峰形较好，故选择该流

动相；分别采用25、30 ℃柱温进行分析，结果表明30 ℃柱温的

分离效果最好，故选择该柱温。

本课题组分别采用了甲醇、50％甲醇、70％乙醇作为提取

溶剂，超声提取30 min进行分析，结果表明以甲醇超声提取芍

药苷的含量最高，故选择该溶剂；以甲醇为溶剂，分别采用回

流、超声方法提取有效成分，结果表明超声提取法可使芍药苷

含量最高，故选择该方法；以甲醇为溶剂，分别比较了超声提

取 30、40、60 min的效果，结果表明超声提取 40 min时芍药苷

含量较高，且峰形较好，故选择该提取时间。

综上所述，该方法简便、准确、重复性好，可用于金乌健骨

胶囊的质量控制。
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图3 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.芍药苷

Fig 3 HPLC chromatograms
A.reference substance；B.test sample；C.negative control；1.paeoniflorin
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