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将两者分开。

综上所述，本方法简单、准确，精密度和重复性良好，可为

鹿蹄草药材的质量控制提供科学依据。
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丁桂活络膏是四川省骨科医院自制制剂，在临床已有 50

多年的使用史，疗效确切。该制剂由延胡索、羌活、独活、当
归、木香、山奈、红花、川芎、白芷、续断、细辛、冰片、樟脑等中
药组成，具有通经活络、逐风散寒的功效，一般用于跌打损伤、

运动创伤中后期，症见关节疼痛、肌肉酸楚、麻木等。为了提
高该制剂的疗效，我院结合现代药剂学知识，将丁桂活洛膏改

为载药量、溶出度更高的凝胶膏剂（《中国药典》（一部）附录
Ⅰ）[1]。本试验参考2010版《中国药典》（一部）的方法[1]，采用薄
层色谱（TLC）法对方中木香、羌活、独活进行定性鉴别，并采用
高效液相色谱（HPLC）法对丁桂活络凝胶膏剂中延胡索的活
性成分延胡索乙素进行测定[1-2]，以为该制剂的质量控制提供
参考。
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摘 要 目的：建立丁桂活络凝胶膏的质量标准。方法：采用薄层色谱（TLC）法鉴别制剂中的木香、羌活、独活；采用高效液相色

谱法测定制剂中延胡索乙素的含量：色谱柱为Waters Symmetry Shield C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-0.1％磷酸溶液

（pH6.0，50 ∶ 50，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为280 nm，柱温为25 ℃，进样量为10 μl。结果：木香、羌活、独活的TLC图斑点

清晰、分离度好。延胡索乙素的质量浓度在10.58～52.90 μg/ml范围内与峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳

定性、重复性试验的RSD均≤0.72％，平均加样回收率为100.07％，RSD＝0.65％（n＝9）。结论：所建质量标准可用于丁桂活络凝

胶膏的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quality standard of Dinggui huoluo gel paste. METHODS：Aucklandiae lappa，Notop-

terygium incisum and Heracleum hemsleyanum were identified by TLC. The content of tetrahydropalmatine was determined by

HPLC. The determination was performed on Waters Symmetry Shield C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column with mobile phase con-

sisted of methanol-0.1％ phosphoric acid（pH6.0，50 ∶ 50，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at

280 nm. The column temperature was 25 ℃，and the sample size was 10 μl. RESULTS：TLC spots of A. lappa，N. incisum and H.

hemsleyanum were clear and well-separated. The linear range of tetrahydropalmatine was 10.58-52.90 μg/ml（r＝0.999 9）。RSDs

of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 1.72％.The average recovery of 100.07％（RSD＝0.65％，n＝9）.

CONCLUSIONS：The established quality standard can be used for the quality control of the preparation.
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1 材料
1.1 仪器

1010型HPLC仪，包括Waters1525二元梯度泵、2487双波

长紫外检测器、Empower 色谱数据管理系统（美国 Waters 公

司）；XS105电子分析天平（瑞士Mettler Toledo公司）；SB3200

超声清洗器（上海必能信超声有限公司）。AYJ1-0501-U艾科

蒲超纯水系统（重庆颐洋科浦发展有限公司）。

1.2 药品与试剂

延胡索乙素对照品（批号：110726-201213）、木香对照药材

（批号 ：120921- 201008）、羌活对照药材（批号 ：120935-

201007）、独活对照药材（批号：120940-201111）均购自中国食

品药品检定研究院；丁桂活络凝胶膏剂（批号：140222、

140310、140405）及各阴性样品均由四川省骨科医院自制；甲

醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为自制超纯水。

2 方法与结果
2.1 TLC鉴别

2.1.1 木香的TLC鉴别[1-2] 取本品 2片，除去盖衬，剪碎，加

甲醇40 ml，超声处理30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇1 ml

使溶解，作为供试品溶液。另取缺木香的阴性对照品适量，同

法制成阴性对照溶液。取木香对照药材 0.1 g，加甲醇 10 ml，

超声处理30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇1 ml使溶解，作

为对照药材溶液。吸取上述两种溶液各5 µl，分别点于同一硅

胶G薄层板上，以环己烷-丙酮（10 ∶3，V/V）[2]为展开剂，展开，取

出，晾干，喷以5％香草醛硫酸溶液，于105 ℃加热至斑点显色

清晰，置日光下检视。结果，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；阴性对照无干扰。木香

的TLC图见图1。

2.1.2 羌活的 TLC 鉴别 取羌活对照药材 0.5 g，加甲醇 10

ml，超声处理 30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇 1 ml 使溶

解，作为对照药材溶液。另取缺羌活的阴性对照品适量，按

“2.1.1”项下方法制成阴性对照溶液。吸取“2.1.1”项下的供试

品溶液和上述对照药材溶液各5 µl，分别点于同一硅胶G薄层

板上，以三氯甲烷-甲醇（8 ∶2，V/V）为展开剂，展开，取出，晾干，

置紫外光灯（365 nm）下检视[1]。结果，供试品色谱中，在与对

照药材色谱相应的位置上，显相同的紫色荧光斑点；阴性对照

无干扰。羌活的TLC图见图2。

2.1.3 独活的 TLC 鉴别 取独活对照药材 0.5 g，加甲醇 10

ml，超声处理 30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇 1 ml 使溶

解，作为对照药材溶液。另取缺独活的阴性样品适量，按

“2.1.1”项下方法制备阴性对照溶液。吸取“2.1.1”项下的供试

品溶液、对照药材溶液各8 µl，分别点于同一硅胶G薄层板上，

以石油醚（60～90 ℃）-乙酸乙酯（7 ∶ 3，V/V）为展开剂，展开，取

出，晾干，置紫外光灯（365 nm）下检视 [1]。结果，供试品色谱

中，在与对照药材色谱相应的位置上，显相同颜色的荧光斑

点；阴性对照无干扰。独活的TLC图见图3。

2.2 含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Waters Symmetry Shield C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.1％磷酸溶液（三乙胺调

pH至6.0，50 ∶ 50，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：280 nm；柱

温：25 ℃；进样量：10 μl[1]。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取延胡索乙素对照品 5.29

mg，用甲醇溶于 100 ml 量瓶中并定容，摇匀，得质量浓度为

52.90 μg/ml的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取本品2片，除去盖衬，剪碎，精密

称定，加甲醇40 ml，超声处理30 min，滤过，滤液蒸干，用甲醇

溶解，滤过，置10 ml量瓶中，加甲醇定容，即得供试品溶液。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按丁桂活络凝胶膏剂的处方及

制备工艺制备缺延胡索的阴性样品，再按“2.2.3”项下方法制

备，即得阴性对照溶液。

2.2.5 专属性试验 精密吸取上述对照品溶液、供试品溶液

和阴性对照溶液各 10 μl，分别按上述色谱条件进样测定。结

果，供试品溶液中的延胡索乙素与对照品溶液的保留时间一

致，且与相邻杂质峰分离度较好，阴性对照溶液在相应位置处

无吸收峰，表明其对含量测定无干扰。色谱见图4。

2.2.6 线性关系考察 分别精密吸取对照品溶液2、4、6、8、10

ml，置 10 ml量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，制备成不同

质量浓度的对照品溶液，按上述色谱条件进样测定，记录色谱

图。以峰面积积分值（y）为纵坐标，延胡索乙素的质量浓度（x，

μg/ml）为横坐标，进行线性回归，得回归方程为 y＝1.42×102x+

3.08×103（r＝0.999 9）。结果表明，延胡索乙素质量浓度在

10.58～52.90 μg/ml范围内与峰面积积分值呈良好线性关系。

2.2.7 精密度试验 精密吸取对照品溶液 10 μl，按上述色谱

条件重复进样6次测定，记录色谱图。结果，RSD＝0.49％（n＝

6），表明仪器精密度良好。

1 2 3 4
图1 木香的TLC图

1～2.供试品；3.木香对照药材；4.

阴性对照

Fig 1 TLC Aucklandia lappa
1，2. test samples；3.Aucklandiae

Radix control；4. negative control

1 2 3 4

图2 羌活的TLC图
1～2.供试品；3.羌活对照药材；4.

阴性对照

Fig 2 TLC of Notopterygii

Rhizoma
1，2.test samples；3. insisum con-

trol；4. negative control

1 2 3 4

图3 独活的TLC图
1～2.供试品；3.独活对照药材；4.阴性对照

Fig 3 TLC of Aeracleum. hemsleyanum
1-2. test samples；3. Angelicae Pubescentis Radix control；4. negative

control
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2.2.8 重复性试验 取同一样品适量，共 6份，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。结果，RSD＝0.72％（n＝6），表明重本方法复性良好。

2.2.9 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液，分别于 0、1、

2、4、8 h按上述色谱条件进样测定，记录色谱图。结果，RSD＝

0.67％（n＝5），表明供试品溶液在8 h内稳定。

2.2.10 加样回收率试验 精密称取同一批已知含量的样品

（批号：140405）9份，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，分别

精密加入适量对照品，再按上述色谱条件进样测定，记录色谱

图并计算加样回收率，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）

取样量，片
0.7

0.7

0.7

1

1

1

1.3

1.3

1.3

样品含量，μg

128.03

128.03

128.03

182.90

182.90

182.90

237.77

237.77

237.77

加入量，μg

130

140

120

190

170

180

240

250

230

测得量，μg

260.05

267.72

247.92

372.10

353.40

361.70

478.53

487.01

468.13

回收率，％
101.56

99.78

99.91

99.58

100.30

99.34

100.32

99.70

100.16

x，％

100.07

RSD，％

0.65

2.2.11 样品含量测定 取 3批样品（批号：140222、140310、

140405）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，利用标准曲线计算延胡索乙素的含

量。结果，3批样品中，延胡索乙素的含量分别为183.2、181.7、

182.9 μg/片。

3 讨论
3.1 流动相的选择

预试验中，笔者考察了不同洗脱系统（甲醇-磷酸溶液[1]、甲

醇-水-三乙胺、乙腈-磷酸溶液[3-8]）的洗脱效果。结果表明，甲

醇-0.1％磷酸溶液更容易使延胡索乙素峰与其他杂质峰分

离。然后又考察了不同比例（45 ∶ 55，50 ∶ 50，55 ∶ 45，V/V[1]）的甲

醇-0.1％磷酸溶液系统。结果表明，甲醇-0.1％磷酸溶液（三乙

胺调pH至6.0，50 ∶ 50，V/V）系统作流动相效果最好，出峰最为

理想。

3.2 提取方法的选择

预试验中，笔者尝试用更易溶解延胡索乙素的乙醚、三氯

甲烷作提取溶剂超声提取，又尝试采用 2010年版《中国药典》

（一部）中的提取试剂（浓氨试液-甲醇，1 ∶20，V/V）[1]热回流提取

来制备供试品溶液，由于延胡索乙素易黏结于凝胶膏剂基

质而影响测定的准确性，故最终选择用甲醇作提取溶剂超

声提取。

3.3 TLC鉴别中展开剂及对照药材用量的选择

笔者曾按照参考文献 [1-2]中木香、羌活、独活的 TLC 鉴别

方法分别试验，结果显示，木香的 TLC 鉴别以环己烷-丙酮

（10 ∶ 3，V/V）[2]为展开剂效果更好；而独活的TLC鉴别采用石油

醚（60～90 ℃）-乙酸乙酯（7 ∶ 3，V/V）[1]为展开剂的效果优于正

己烷-苯-醋酸乙酯（2 ∶ 1 ∶ 1，V/V/V）[2]。笔者还考察了 3种对照

药材用量（0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 g），结果表明，木香0.1 g可显示

特征主斑点，而羌活、独活取样0.5 g方可显示主斑点。

综上所述，本试验建立的质量标准操作简便、结果准确，

精密度、重复性好，可用于丁桂活络凝胶膏剂的质量控制。
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图4 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.延胡索乙素

Fig 4 HPLC chromatograms
A.substance control；B.test sample；C.negative control；1. tetrahydropal-

matine
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