
指纹图谱工作是一项艰巨而有意义的工作,需要 管理部门、生产单位与研究单位通力配合才能完成。

心安宁片中葛根、山楂、制何首乌 TLC鉴别和大黄素含量测定研究

梁洪华　王军栋(烟台市药品检验所　山东烟台 264000)

摘要　目的: 建立心安宁片中葛根、山楂、制何首乌的 TLC 定性鉴别法和大黄素的高效液相色谱含量测定法。方法:以葛根素

为对照品,采用氯仿-甲醇( 3∶1)为展开剂, 在 UV365nm 下检视;以齐墩果酸为对照品, 采用氯仿-乙醚( 1∶0. 8)为展开剂,

30%硫酸溶液为显色剂; 以大黄素、大黄素甲醚为对照品, 采用石油醚 ( 30～60℃) -醋酸乙酯-冰醋酸( 9∶2∶0. 1)为展开剂,在

UV365nm 下检视, 分别对心安宁片中葛根、山楂、制何首乌进行薄层色谱法鉴别。采用 Hypersil BDS C18柱( 4. 6mm×250mm ,

5�m) ,甲醇-水-磷酸( 90∶30∶0. 2)为流动相,检测波长为 288nm, 流速为 1. 0ml·m in- 1,柱温为35℃。结果: 葛根素、齐墩果酸

和大黄素、大黄素甲醚斑点清晰,阴性对照无干扰。HPLC 定量分析中, 大黄素的线性范围为 1. 132～11. 320�g·ml- 1, r =

0. 9999,平均回收率为 99. 5% , ( RSD= 1. 5% , n= 9)。结论: 该方法简便, 快速, 结果准确, 重现性好。可用于该制剂的质量控

制。
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TLC Identification for Radix Puerariae and Fructus Crataegi and Radix Polygoni Multiflori

Preparata and the Quantitative Analysis of Emodin by HPLC in Xin'an Ning Tablets

Liang Honghua, Wang Jundong ( Yantai I nst itute f or Dr ug Cont rol , Shandong Yantai 264000)

Abstract Objective: T o develop the TLC indentificat ion fo r Radix Puer ar iae and F ructus Crataeg i and Radix po lyg oni M ulti-

flo ri Pr epar ata and the quantitat ive analysis o f Emodin by HPLC in X in'an N ing Tablets. Methods: Radix Puer ariae and F ruc-

tus Crat aegi and Radix Polyg oni M ultiflo ri P repara ta w ere ident ified by TLC, r espectiv ely , using puer arin and oleanolic acid

and emodin and physcion as chemica l r eference substances, and chlor ofo rm-methanol( 3∶1) and chlo ro form-diethy l ether ( 1∶

0. 8) and petr oleum et her-et hyl acet ate-g la cial acetic acid( 9∶2∶0. 1) as mobile phases. Em odion contents w er e determined by

HPLC using t he BDS rever sed-phase column of Hyper sil C18( 4. 6mm×250mm, 5�m) , the mobile phase w as a combina tion of

methanol-water-phosphor ic acid ( 90∶30∶0. 2) at t he flow rate of 1. 0ml·min- 1, and t he detection w avelength was 288nm ,

and column temperat ur e at 35℃. Results: The T LC chromatog r ams of puer ar in and o leano lic acid and emodin and phy scion

w ere o f clearness, go od separ ation, and no inter ference. T he emodin contents in X in'an Ning T ablets w ere determined by

HPLC, in the linea r r ange o f 1. 132 to 11. 320�g·ml- 1 , r = 9999, and the r ecovery of 99. 5% ( RSD= 1. 5% ) . Conclusion: The

method is simple, quick, accur ate, r eproducible and can be used fo r t he quality cont ro l o f emodion o f Xin'an N ing T ablet s.

Key words: puer arin, oleanolic acid, emodin, phy scion, X in'an Ning Tablets, HPLC, TLC, Quality cont ro l

　　心安宁片是由葛根、山楂、制何首乌及珍珠粉 4

味中药材制成的中成药,收载于《卫生部药品标准》

中药成方制剂第四册, 具有养阴宁心、化症通络,降

血脂之功效。用于治疗血脂高,心绞痛以及高血压引

起的头痛、头晕、耳鸣、心悸等症。该标准只有性状鉴

别,尚无定性鉴别及含量测定项目,故不能有效地控

制药品的内在质量,本文建立了葛根、山楂、制何首

乌的 TLC 定性鉴别方法及制剂中制何首乌的大黄

素的高效液相色谱含量测定方法, 为心安宁片的质

量标准现代化研究提供科学依据。

1. 仪器与试药

LC-2010A 型高效液相色谱仪, CLASS-VP 色

谱数据处理工作站,日本岛津; BP211D型电子分析

天平,德国塞多利斯; SB3200型超声提取器, 上海;

HY -4调速多用振荡器,上海;薄层板自制。

对照品葛根素、齐墩果酸、大黄素、大黄素甲醚

及对照药材葛根、山楂、何首乌均购自中国药品生物

制品检定所; 心安宁片为烟台中州制药厂生产; 葛

根、山楂、制何首乌阴性样品, 委托烟台市中医院制

剂室加工。甲醇为色谱纯,水为重蒸馏水,其余试剂

均为分析纯。

2. 定性鉴别

2. 1　葛根的薄层色谱鉴别

2. 1. 1　供试品溶液的制备　取本品去糖衣研
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细之细粉 2. 0g ,加甲醇 30ml ,加热回流 40分钟,滤

过,滤液浓缩之约 1m l,即得。

2. 1. 2　对照品溶液的制备　取葛根素对照品

适量,加甲醇制成每 1ml含 0. 5mg 的溶液。

2. 1. 3　阴性对照溶液的制备　取不含葛根的

阴性样品,按供试品溶液的制备方法,制成阴性对照

溶液。

2. 1. 4　对照药材溶液的制备　取葛根对照药

材 1. 0g ,按供试品溶液的制备方法,制成对照药材

溶液。

2. 1. 5　薄层层析　分别吸取上述四种溶液各

5�l,分别点于同一硅胶 G薄层板上,以氯仿-甲醇( 3

∶1)为展开剂,展开,展距 10cm, 取出, 晾干,置紫外

光灯( 365nm )下检视, 供试品色谱中,在与对照品、

对照药材色谱相应位置上显相同颜色的荧光斑点。

阴性对照溶液在相应位置上无干扰斑点检出。见图

1。

图 1　葛根的薄层色谱图

1. 供试品溶液　2. 葛根素对照品　3. 葛根对照药材

4. 阴性对照溶液

　　2. 2　山楂的薄层色谱鉴别

2. 2. 1　供试品溶液的制备　取本品去糖衣研

细至细粉2. 0g, 加氯仿30ml,振摇 40分钟,滤过,滤

液浓缩至约 1m l,即得。

2. 2. 2　对照品溶液的制备　取齐墩果酸对照

品适量,加氯仿制成每 1m l含 1mg 的溶液。

2. 2. 3阴性对照溶液的制备　取不含山楂的阴

性样品,按供试品溶液的制备方法,制成阴性对照溶

液。

2. 2. 4　对照药材溶液的制备　取山楂对照药

材 1. 0g ,按供试品溶液的制备方法,制成对照药材

溶液。

2. 2. 5　薄层层析　吸取上述四种溶液各 5�l,
分别点于同一硅胶 G 薄层板上, 以氯仿-乙醚( 1∶

0. 8) 为展开剂, 展开, 展距 11cm , 取出, 晾干, 喷

30%硫酸溶液,于 105℃加热至斑点显色清晰。置日

光下检视,供试品色谱在与对照品、对照药材色谱相

应位置上显相同颜色的斑点。阴性对照溶液无此斑

点。见图 2。

图 2　山楂的薄层色谱图

1. 供试品溶液　2. 齐墩果酸对照品　3. 山楂对照药材　

4. 阴性对照溶液

　　2. 3　制何首乌的薄层色谱鉴别

2. 3. 1　供试品溶液的制备　取按含量测定方

法制备的乙醚提取液 10m l, 蒸干, 残渣加氯仿 1ml

使溶解,即得。

2. 3. 2　对照品溶液的制备　取大黄素、大黄素

甲醚适量分别加甲醇制成每 1ml含 1m g 的溶液。

2. 3. 3　阴性对照溶液的制备　取不含制何首

乌的阴性样品, 按供试品溶液的制备方法,制成阴性

对照溶液。

2. 3. 4　对照药材溶液的制备　取何首乌对照

药材 1. 0g , 按供试品溶液的制备方法, 制成对照药

材溶液。

2. 3. 5　薄层层析　吸取上述 5种溶液各 4�l,
分别点于同一硅胶 G 薄层板上, 以石油醚 ( 30～

60℃) -醋酸乙酯-冰醋酸( 9∶2∶0. 1)为展开剂, 展

开, 展距 12cm ,置紫外光灯( 365nm )下检视,供试品

色谱中,在与对照品、对照药材色谱相应位置上显相

同颜色的荧光斑点, 阴性对照溶液无此斑点。见图 3。

图 3　制何首乌的薄层色谱图

1. 供试品溶液　2. 大黄素对照品　3. 大黄素甲醚对照品

　4. 何首乌对照药材　5. 阴性对照溶液

3. 含量测定
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3. 1　色谱条件　色谱柱: Hypersil BDS C18

( 4. 6mm×250mm, 5�m) ,流动相: 甲醇-水-磷酸( 90

∶30∶0. 2) ,流速: 1. 0m l·m in- 1 ,柱温为 35℃。检

测波长: 288nm ,进样量: 20�l。在此条件下,理论塔

板数高于 5000。对照品、样品、阴性对照色谱图见图

4。

图 4　对照品( A )供试品( B)与阴性样品( C)色谱图

1. 大黄素( emodion)

　　3. 2　对照品溶液的制备　精密称取在五氧化

二磷干燥器中放置 24 小时的大黄素对照品

5. 66mg ,加甲醇定容至 100ml, 即得浓度 56. 6�g·

ml
- 1的溶液, 作为对照品储备液。再精密量取此溶液

5ml ,加甲醇定容至 25m l,即得 11. 32�g·ml
- 1
的溶

液。分别精密量取 1. 0、3. 0、5. 0、6. 0、8. 0、10. 0ml

置 10ml 量瓶中, 用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 作为对

照品溶液。

3. 3　线性关系考察　分别精密吸取上述各浓

度对照品溶液 20�l,按上述色谱条件测定, 以峰面

积为纵坐标, 对照品浓度为横坐标,绘制标准曲线,

其回归方程为: A = 83174. 1X- 2638. 1 r= 0. 9999,

线性范围为 1. 132～11. 320�g·ml
- 1
。

3. 4　供试品溶液的制备　取样品 20 片除糖

衣,研细,取 2g,精密称定, 置锥形瓶中,加甲醇 30ml

超声处理 40分钟,放冷,滤过, 滤液置 50ml 容量瓶

中,用少量甲醇分次洗涤容器和残渣,洗滤液滤入同

一容量瓶中, 加甲醇至刻度, 摇匀, 精密量取 20ml

蒸干, 残渣加盐酸水溶液( 1→10ml) 20ml ,置水浴中

加热回流 40分钟, 迅速冷却, 用乙醚 40m l分 3次

( 20、10、10)于分液漏斗中振摇提取,合并乙醚提取

液,蒸干,用甲醇溶解残渣并转移至 25ml 量瓶中,

加甲醇至刻度, 摇匀,滤过,取续滤液, 再用 0. 45�m
微孔滤膜滤过,即得供试品溶液。

3. 5　干扰性试验　按处方比例制成不含制何

首乌的药片, 依样品制备法制备成阴性对照溶液,并

按样品分析方法测定, 结果不干扰大黄素的含量测

定。

3. 6　精密度试验　取浓度为 11. 32�g·ml- 1

的对照品溶液重复进样 5 次, 测得峰面积 RSD 为

0. 04%。

3. 7　稳定性试验　取同一批号样品溶液分别

于制备后, 1, 2, 4, 8, 12小时依上述色谱条件测定,

峰面积的 RSD为 1. 8%。

3. 8　重复性试验　精密称取已知含量的同一

批号样品, 按供试品溶液的制备方法制备 5份供试

品溶液, 分别进行测定, 所得峰面积的 RSD 为

0. 5%。

3. 9　加样回收率试验　精密称取大黄素对照

品 13. 10mg ,甲醇溶解,定容至 100m l,摇匀, 制成大

黄素对照品溶液( 131�g·ml
- 1 )。取已知含量样品

(大黄素含量为 0. 265mg·g
- 1 ) , 批号为 980966)除

糖衣研匀之粉末适量, 精密称定 9 份 (每份约

2. 0g ) , 每 3份为一组,各组分别加入上述对照品溶

液 1ml、2ml、4ml, 按“3. 4”项下制备回收率试验供试

液,按样品测定方法操作,计算低、中、高三个浓度的

平均回收率为 99. 24%、99. 75%、99. 49%, RSD 为

1. 5% ( n= 9)。

3. 10　样品的测定　分别精密吸取大黄素对照

品及供试品溶液各 10�l,按“3. 1”项下色谱条件对 5

批样品进行测定,结果见表 1。

表 1　样品中大黄素的含量( n= 5)

批　　号 含量(m g·g- 1) RSD( % )

980966 0. 265 1. 2

020405 0. 110 2. 0

020818 0. 183 1. 5

030403 0. 264 1. 2

030601 0. 244 1. 6

4. 讨论

4. 1　采用 T LC法对本品中葛根、山楂、制何首
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乌进行鉴别, 专属性强,鉴别效果清晰,且操作简便。

4. 2　由于市售制何首乌品种混乱,而且即使是

正品者的质量也参差不齐,所以为保证本制剂的质

量,应增加对其原料药制何首乌中大黄素的含量测

定,从而控制投料比例。

4. 3　本文先后用无水乙醇、甲醇作溶媒,采用

超声、加热回流提取法及超声或加热回流后,再用酸

水解后提取, 结果前两种法测得的大黄素含量低。后

两种法测得的大黄素含量高,并且几无差别。

4. 4　本文先后试验了不同比例的流动相: (甲

醇-水( 75∶25) ; 甲醇-水-冰醋酸( 95∶25∶8) ;甲醇-

1%磷酸( 85∶1) ; 甲醇-水-磷酸( 90∶30∶0. 2) , 结

果以最后一种作为本品含量测定的流动相,分离度

较好,保留时间适宜。

4. 5　用 HPLC法测定心安宁片中大黄素的含

量, 快速,简便,准确, 使其质量标准更趋向科学化,

规范化,可作为心安宁片中质量的定量分析方法。
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　　一清颗粒由黄连、大黄、黄芩三味药组成,具有

清热泻火解毒,化瘀凉血止血的作用, 收载于《中国

药典》2000年版一部。在对一清颗粒的薄层鉴别中

发现 2000年版药典所采用的提取方法较繁琐费时,

薄层鉴别的结果不够理想, 故对提取方法、薄层板、

展开系统进行了改进, 结果缩短了提取时间,简化了

操作过程,斑点清晰明显,取得了较为满意的结果。

1. 仪器试药

1. 1　仪器　KQ-500DE 型医用数控超声清洗

仪(昆山市超声仪器有限公司) , WD-9403C 型紫外

分析仪(北京市六一仪器厂,北京跃德生物医学仪器

公司) , BS210S 型电子天枰(北京赛多利斯天平有限

公司)。

1. 2　试药　大黄素对照品(中国药品生物制品

检定所, 批号 110756-2000110) , 黄芩苷对照品 (中

国药品生物制品检定所, 批号 110715-200212) , 盐

酸小檗碱对照品(中国药品生物制品检定所, 批号

0713-9906) , 一清颗粒(市售) , 其他试剂均为分析

纯。

2. 鉴别

2. 1　黄芩的薄层鉴别

取本品 8g, 加甲醇 50ml, 超声 10min, 滤过, 滤

液置水浴上浓缩至约2m l,作为供试品溶液。取缺黄

芩的药材同法制备阴性对照溶液。另取黄芩苷对照

品, 加甲醇制成每 1ml含 0. 5m g 的溶液, 作为对照

品溶液,照薄层色谱法(中国药典 2000 年版一部附

录Ⅵ)试验,吸取上述溶液各 10�l ,分别点于同一以
0. 5%羧甲基纤维素钠为黏合剂的硅胶 H 薄层板

上, 以醋酸乙酯-丁酮-甲酸-水( 10∶6∶1∶1) (药典

法)
[ 1]
为展开剂, 上行展开,取出, 晾干, 喷以 2%三
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