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青皮具有抗肿瘤、抗氧化等多种药理活性［4］。但核

桃青皮的利用率逐步降低，在核桃采收时节常被作

为垃圾到处堆放，造成环境污染［1］。若加大对核桃

青皮低极性部位抑菌活性的研究，从分子水平上阐

明其药效物质基础和作用机理，在食品药品防腐剂、
广谱抗 生 素 及 农 业 生 产 等 领 域 将 有 巨 大 的 应 用

潜力。
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二十五味大汤丸中药材的鉴别及羟基红花黄色素 A 的测定
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摘要: 目的 建立鉴别常用藏药二十五味大汤丸和测定羟基红花黄色素 A 的方法。方法 采用薄层色谱法和高效液相色谱

法鉴定和测定。结果 二十五味大汤丸中没食子酸、角茴香、木香、藏木香和乌奴龙胆均能通过薄层色谱进行鉴别，羟基红花

黄色素 A 含量的回收率为 99% ～105%。结论 所用方法可用于控制二十五味大汤丸的质量。
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Abstract: OBJECTIVE To establish a TLC identification method and an HPLC method for determination of saffcomin A in Ershiwu-
wei Datang pills．METHODS TLC and HPLC method were adopted． RESULTS The established TLC method was used to identify
gallicacid，Radix Aucklandiae，Herba Hypecoe and Heorba Gentianae． Saffcomin A in Ershiwuwei Datang pills was determined by HPLC．
CONCLUSION The methods can be used to control the quality of Ershiwuwei Datang pills．
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二十五味大汤丸收载于《中华人民共和国卫生

部药品标准 藏药》1995 年版，为常用藏成药。原标

准无含量测定项，且理化鉴别项过于简单，为了提高

标准的质量可控性和规范性，现对二十五味大汤丸

进行了薄层色谱鉴别，并采用 HPLC 法测定了红花

中的有效成分羟基红花黄色素 A 的含量。



1 实验部分

1． 1 仪器及试药

LC － 10AT HPLC 仪、SPD － 10A 紫外可见检测

器( 日本岛津) ; SS420X 色谱工作站( 美国奥泰) 。
对六羟基红花黄色素 A、没食子酸对照品( 中国药品

生物制 品 检 定 所，批 号: 111737 － 200905、0831 －
9501) ; 二十五味大汤丸供试品( 西藏雄巴拉区神水

藏药厂，批号: 20090201、20090202、20090203; 西藏

自治区藏药厂，批号: 07352A; 西藏聂拉木神猴藏药

厂，批号: 08294A) ; 各味藏药材( 西藏自治区药检

所) ，经鉴定符合《中国药典》《卫生部药品标准》藏

药分册有关品种项下要求。
1． 2 薄层色谱的鉴别［1］

1． 2． 1 没食子酸的鉴别 取 3 g 本品细粉，加 10
mL 无水乙醇，超声处理 30 min，上清液作为供试品

溶液。另取没食子酸对照品，加乙醇制成 0． 5 mg·
mL －1

的对照品溶液。另取 4 g，按处方配制缺少诃

子、毛诃子、余甘子和石榴子的阴性对照药材，同法

制成阴性对照溶液。分别吸取上述 3 种溶液各 5
μL，点于同一硅胶 G 薄层板上，以氯仿 － 乙酸乙

酯 － 甲酸( 6∶4∶1) 为展开剂，展开，取出，晾干，喷

以 2%三氯化铁乙醇溶液，在 105 ℃加热至斑点显

色清晰。供试品色谱中，在与对照品色谱相应的位

置上，显相同的黑颜色斑点，阴性样品无干扰( 图

1A) 。
1． 2． 2 角茴香的鉴别 取 2 g 本品，加 20 mL 乙

醚，超声处理 60 min，过滤，滤液蒸干，残渣加 1 mL
甲醇使溶解，作为供试品溶液。另取 1 g 角茴香对

照药材，同法制成对照药材溶液。另取 4 g，按处方

配制缺少角茴香的阴性对照药材，同法制成阴性对

照溶液。分别吸取 10 μL 上述 3 种溶液，分别点于

同一硅胶 G 薄层板上，以石油醚( 60 ～ 90 ℃ ) － 乙

酸乙酯( 4∶1 ) 为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外

光灯( 365 nm) 下检视。供试品色谱中，在与对照药

材色谱相应位置上，显相同的绿色荧光斑点，阴性样

品无干扰( 图 1B) 。
1． 2． 3 木香的鉴别 取 3 g 本品细粉，加 30 mL 乙

醚超声处理 30 min，过滤，蒸干，残渣中加 1 mL 甲醇

使溶解，作为供试品溶液。另取 0． 5 g 木香对照药

材，同法制成对照药材溶液。另取 4 g，按处方配制

缺少木香的阴性对照药材，同法制成阴性对照溶液。
分别吸取 10 μL 上述 3 种溶液，分别点于同一硅胶

G 薄层板上，以正已烷 － 丙酮( 8∶2 ) 为展开剂，展

开，取出，晾干，喷以 5%香草醛硫酸试液，在 105 ℃
加热至斑点显色清晰。供试品色谱中，在与对照药

材色谱相应位置上，显相同的蓝色斑点，阴性样品无

干扰( 图 1C) 。
1． 2． 4 藏木香的鉴别 取 3 g 本品，加 30 mL 乙

醚，超声处理 30 min，过滤，滤液蒸干，残渣中加 2
mL 乙醚使溶解，作为供试品溶液。另取 1 g 藏木香

对照药材，同法制成对照药材溶液。另取 4 g，按处

方配制的缺少藏木香的阴性对照药材，同法制成阴

性对照溶液。分别吸取 10 μL 上述 3 种溶液，点于

同一硅胶 G 薄层板上，以石油醚( 60 ～ 90 ℃ ) － 乙

酸乙酯( 85∶15 ) 为展开剂，展开，取出，晾干，喷以

5%香草醛硫酸试液，在 105 ℃ 加热至斑点显色清

晰。供试品色谱中，在与对照药材色谱相应位置上，

显相同的暗紫色斑点，阴性样品无干扰( 图 1D) 。
1． 2． 5 乌奴龙胆的鉴别 取 2 g 本品，加 20 mL 乙

醚，超声处理 60 min，过滤，滤液蒸干，残渣中加 2mL
甲醇使溶解，作为供试品溶液。另取 0． 2 g 乌奴龙

胆对照药材，同法制成对照药材溶液。另取 4 g，按

处方配制缺少乌奴龙胆的阴性对照药材，同法制成

阴性对照溶液。吸取 10 μL 供试品溶液、5 μL 对照

药材溶液、10 μL 阴性对照溶液，分别点于同一硅胶

G 薄层板上，以石油醚( 60 ～ 90 ℃ ) － 乙酸乙酯( 5∶
1) 为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 10% 硫酸乙醇

溶液，在 105 ℃加热至斑点显色清晰。供试品色谱

中，在与对照药材色谱相应位置上，显相同紫色的斑

点，阴性样品无干扰( 图 1E) 。
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图 1 没食子酸( A)、角茴香( B)、木香( C)、藏木香( D) 和乌奴龙

胆( E) 的薄层色谱图

Fig 1 TLC chromatograms of gallic acid( A) ，Herba Hypecoe( B) ，

Radix Aucklandiae( C) ，Radix Inulae( D) and Herba Genti-

anae Urnulae( E)

1． 3 高效液相色谱法测定［2］含量
1． 3． 1 色谱条件 色谱柱为 Welchrom C18 柱( 150

mm ×4． 6 mm，5 μm) ，流动相为甲醇 － 乙腈 － 0． 5%
磷酸溶液( 26∶2∶72 ) ，柱温为 35 ℃，流速为 1． 0
mL·min －1，检测波长 403 nm。
1． 3． 2 溶液的配制 用 25% 甲醇溶液配制 0． 5
mg·mL －1羟基红花黄色素 A 的对照品溶液。取约 3
g 本品装量差异项下的内容物，精密称定，置具塞锥

形瓶中，精密加入 50 mL 25% 甲醇，称定重量，超声

处理 40 min，放冷，再称定重量，用 25% 甲醇补足减
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失的重量，摇匀，过滤，取续滤液作为供试品溶液。
按处方比例称取适量除去红花的其他药材，依照二

十五味大汤丸的制备工艺和供试品溶液的制备方

法，制成阴性对照溶液。分别吸取羟基红花黄色素

A 对 照 品 溶 液、供 试 品 溶 液、阴 性 对 照 溶 液，按

“1. 3. 1”项条件分别测定。羟基红花黄色素 A 的分

离效果好，阴性对照溶液无干扰( 图 2) 。
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图 2 羟基红花黄色素 A 对照品( A)、样品( B) 和阴性对照( C) 溶

液的色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of control solution( A) ，sample solu-

tion( B) and blank solution( C)

1． 3． 3 线性关系的考察 精密吸取 0． 5、2 mL 1. 11
mg·mL －1羟基红花黄色素 A 对照品溶液，置 10 mL
量瓶中，用 25%甲醇稀释并定容，得 0． 0555、0． 2220
mg·mL －1的对照品液。分别精密吸取 3 种对照品液

进样。以进样量为横坐标、峰面积为纵坐标进行回

归处理，回归方程为: Y = 2. 1485 × 106X － 5. 1333 ×
103 ( R2 = 0． 9996，n = 6) ，羟基红花黄色素 A 进样量

0． 2775 ～ 0. 5550 μg 与峰面积的线性关系良好。
1． 3． 4 精密度实验 分别精密吸取 10 μL 羟基红

花黄色素 A 对照品溶液，重复进样 6 次，测得羟基

红花黄色素 A 对照品峰面积的 RSD = 0． 22% ( n =
6) 。表明系统精密度良好。
1． 3． 5 重复性实验 分别精密称取约 3 g 二十五

味大汤丸的样品粉末，共 6 份，按“1． 3． 2”项下的方

法制备供试品溶液。再按“1． 3． 1”项下色谱条件测

定羟基红花黄色素 A。计算得样品中羟基红花黄色

素 A 含量的平均值为 0． 580 mg·g －1，RSD = 0． 98%
( n = 6) ; 表明该方法的重复性良好。
1． 3． 6 稳定性实验 按“1． 3． 2”项方法制备供试

品溶液，分别于配制后 0、2、4、6、8、10、12、24 h 时，

按照“1． 3． 1”项下的色谱条件测定峰面积。计算得

羟基红花黄色素 A 峰面积的 RSD = 0． 50% ( n = 8) ，

表明供试品溶液至少在 24 h 内稳定。
1． 3． 7 加样回收实验 分别精密称取约 3 g 已知

羟基红花黄色素 A 含量的样品 6 份，置 6 个具塞锥

形瓶中，再分别加入 1． 0 mL 对照品溶液 ( 0. 2220
mg·mL －1 ) ，按“1． 2． 1”“1. 2. 2”项下方法制备供试

品溶液并注入高效液相色谱仪中，测定含量。结果

表明: 羟基红花黄色素 A 的平均回收率为 99． 15%，

RSD = 0． 34% ( n = 6) 。
1． 3． 8 样品的含量测定 按“1． 2． 1”项条件，分别

测定 3 批样品中羟基红花黄色素 A 的含量。所测

含量分别为 0． 600、0． 602、0． 596 mg·g －1，RSD =
0. 57% ( n = 3) 。

2 讨论

二十五味大汤丸由红花、诃子、毛诃子、波棱瓜

子和木香等二十五味药材组成［3］。没食子酸、木

香、角茴香、乌奴龙胆、藏木香的鉴别效果较佳，均可

纳入质量标准。对兔儿草、獐牙菜和波棱瓜子的

TLC 鉴别时，阴性样品有干扰，多次试验，干扰均不

能消除; 未能从样品中检出豆蔻、渣驯膏、木瓜等的

薄层色谱鉴别斑点，可能与这些药材的成分结构有

关，文中未做深入探讨。原标准中用柚皮苷作为对

照品对骨碎补进行鉴别，而课题组收集的二十五味

大汤丸样品中所用的实为中华槲蕨的根茎( 不含柚

皮苷) 。
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