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� � [摘 � 要 ] � 目的 � 建立薯蓣丸的质量标准。方法 � 采用薄层色谱法对薯蓣丸中当归、川芎、白芍和防风进行定性鉴别;

采用高效液相色谱法测定该制剂中甘草酸的含量,色谱柱为 Ag ilent ZORBAX SB�C18 ( 250 mm ! 4. 6 mm, 5�m ); 流动相: 乙腈�

1%醋酸溶液 ( 36∀64); 流速: 1. 0 m l/m in; 检测波长: 250 nm; 柱温: 40# 。结果 � 薄层色谱法可鉴别出该制剂中的当归、川芎、

白芍和防风。甘草酸在 0. 264~ 2. 64�g范围内呈良好线性关系, r = 0. 9991, 平均回收率为 99. 56% , RSD为 0. 81% ( n = 6)。

结论 � 该方法准确、重复性好, 能有效控制薯蓣丸的质量。
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� � [Abstract] � ObjectiveTo estab lish a quality standard forShuyu W an .M ethods Thin layer chroma tography

w as applied to Angelicae sinensis ( O liv. ) D iels, L igusticum chuanx inog H or.t , P aeonia Lactif lora Pa l.l and

Saposhn ikovia divarica ta (Turcz. ) Sch ischk. The content o f g lycy rrhizic ac id w as determ ined by h igh performance

liqu id chrom atography. Ag ilent ZORBAX SB�C18 ( 250mm ! 4. 6 mm, 5 �m )w as used as the chromatograph ic co l�
umn and acetonitrile�1% acet ic acid so lu tion( 36∀64) as themobile phase. The detection w ave leng th w as 250 nm;

the flow rate w as 1. 0m l/m in, and the column temperature w as 40# . ResultsAngelicae sinensis ( O liv. ) D ie ls,

L igusticum chuanx inogHor.t Paeon iae Lactif lora Pal.l andSaposhnikoviae d ivaricata ( Turcz. ) Sch ischk. w ere

identified by thin layer chrom atography. G lycyrrh izic acid show ed a good liner re lationsh ip w ithin a range of 0. 264�
2. 64 �g, r = 0. 9991. The average recovery was 99. 56% . RSD was 0. 81% ( n = 6) . Conclusion Th is method is

simple w ith good reproduc ib ility and can be used as the quality contro l ofShuyu W an.
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� � 薯蓣丸
[ 1]
是由山药、人参、白术 (麸炒 ) 、茯苓 、

甘草、地黄 、当归、白芍、川芎 、阿胶 、六神曲 (麸

炒 ) 、大豆黄卷 、大枣 (去核 )、苦杏仁 (去皮、炒 )、

桂枝 、柴胡、防风 、干姜 、桔梗、白蔹、麦冬 21味中

药组成的复方制剂, 具有调理脾胃, 益气和营的功

效。用于气血两虚,脾肺不足所致之虚劳, 胃脘痛,

痹症, 闭经, 月经不调散风。该复方制剂为国家药典

委员会 ∃提高国家药品标准行动计划%中要求的中

成药, 其原标准收载于 &中华人民共和国卫生部药

品标准 ∋ (中药成方制剂 )第一册,原有质量标准中
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仅有性状和检查项。为进一步控制药品的内在质

量, 保证临床用药安全有效, 本文在原有质量标准基

础上,增加了当归、川芎、白芍、防风等药材的薄层色

谱 ( th in layer chromatography, TLC )法鉴别; 并且用

高效液相色谱 ( h igh performance liqu id chrom atogra�
phy, HPLC )法测定了薯蓣丸中甘草酸的含量, 结果

准确可靠,全面提高了该药品的质量控制方法。

1� 仪器与试药

1. 1� 仪器 � A gilent�1100高效液相色谱仪; 紫外检

测器,化学工作站 (美国 Ag ilent公司 )。

1. 2� 试药 � 薯蓣丸 (规格: 3 g /丸, 北京同仁堂科技

发展股份有限责任公司制药厂, 批号: 6013828、

6013829、6013830)。当归、川芎、防风对照药材 (均

由中国药品生物制品检定所提供 ) ; 开麻苷、5�O甲
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基维斯阿米醇苷对照品 (均由中国药品生物制品检

定所提供 ); 甘草酸铵对照品 (供含量测定用, 中国

药品生物制品检定所 )。乙腈为色谱纯, 水为超纯

水,其他试剂均为分析纯。

2� TLC鉴别

2. 1� 当归与川芎 [ 2] � 取本品 4丸, 加适量硅藻土,

研细, 加乙醚 20m ,l超声处理 20 m in, 滤过, 滤液浓

缩至 1m ,l作为供试品溶液。另取当归和川芎对照

药材各 0. 5 g, 加乙醚 10 m ,l同法制成对照药材溶

液。按以上方法制备缺少当归和川芎药材的阴性对

照溶液。照文献 [ 2] TLC法试验, 吸取上述 3种溶

液各 10 � ,l分别点于同一硅胶 G薄层板上, 以正己

烷 �乙酸乙酯 ( 5∀1)为展开剂,展开,取出, 晾干,置紫

外灯 ( 365 nm )下检视。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

性对照试验未见干扰。见图 1。

1, 2, 3: 3批样品; 4:当归和川芎对照药材; 5:阴性对照

图 1� 当归与川芎 TLC图

2. 2� 防风 [ 2] � 取本品 6丸,加硅藻土适量,研细,加

甲醇 50 m ,l超声处理 20 m in, 滤过, 滤液蒸干, 残渣

加水 30 m l使溶解, 加三氯甲烷振摇提取 2次, 每次

20 m ,l弃去三氯甲烷液, 用水饱和的正丁醇提取 4

次 ( 15, 15, 10, 10m l) ,合并正丁醇提取液,置水浴上

蒸干, 残渣加甲醇 1 m l使溶解, 作为供试品溶液。

按以上方法制备缺少防风药材的阴性对照溶液。另

取升麻苷和 5�O甲基维斯阿米醇苷对照品, 加甲醇

制成 1mg /m l的混合对照品溶液,作为对照品溶液。

吸取上述 3种溶液各 10 � ,l点于同一硅胶 G254薄层

板上, 以三氯甲烷 �甲醇 ( 4∀1)为展开剂,展开, 展开

2次,取出,晾干, 置紫外灯 ( 254 nm )下检视。供试

品色谱中,在与对照品色谱相应位置上,显相同颜色

的荧光斑点。阴性对照试验未见干扰。见图 2。

1, 2, 3: 3批样品; 4:阴性对照; 5:对照品

图 2� 防风 TLC图

2. 3� 白芍 [ 2] � 取本品 6丸, 加硅藻土适量, 研细,加

甲醇 50m ,l超声处理 20 m in,滤过,滤液蒸干, 残渣

加水 30m l使溶解,加三氯甲烷振摇提取 2次,每次

20m ,l弃去三氯甲烷液, 用水饱和的正丁醇提取 4

次 ( 15、15、10、10 m l) ,合并正丁醇提取液,置水浴上

蒸干,残渣加甲醇 5 m l使溶解, 置于中性氧化铝柱

( 100目, 4 g, 内径 1 cm )上, 以甲醇 40 m l洗脱、蒸

干, 残渣加甲醇 1m l使溶解,作为供试品溶液,按处

方量制备缺少白芍药材的阴性对照样品,以上述方

法制备缺少白芍药材的阴性对照溶液。另取芍药苷

对照品,加甲醇制成 1 mg /m l的溶液,作为对照品溶

液,吸取上述 3种溶液各 10 � ,l分别点于同一硅胶

G薄层板上,以三氯甲烷�甲醇�水 ( 13∀7∀2)的下层

溶液为展开剂,展开,取出, 晾干, 喷以 5%香草醛硫

酸溶液,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,显相同颜色的斑

点, 阴性对照无干扰。见图 3。

1:阴性对照; 2, 3, 4: 3批样品; 5:芍药苷对照品

图 3� 白芍 TLC图
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3� 含量测定

3. 1� 色谱条件 � 色谱柱: Ag ilent ZORBAX SB�C18

( 250mm ! 4. 6 mm, 5 �m )色谱柱; 流动相: 乙腈�
1%醋酸溶液 ( 36∀64) ;流速: 1. 0 m l /m in;检测波长

为 250 nm;柱温: 40# ;进样量: 10 �l。理论板数以

甘草酸峰计算不得少于 2000。

3. 2� 溶液的制备 � ( 1)对照品溶液 � 精密称取甘

草酸铵对照品适量, 加甲醇制成 90 �g /m l的溶液,

即得。 (甘草酸 =甘草酸铵重量 /1. 0207)。 ( 2)供

试品溶液 � 取重量差异项下的本品, 研细, 取约

1. 5 g,精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加甲醇 25

m ,l称定重量,加热回流 30 m in, 放冷, 再称定重量,

用甲醇补足减失的重量, 摇匀, 滤过, 取续滤液, 即

得。 ( 3)阴性对照溶液 � 按处方量比例称取除甘草

以外的其余药材,按制备工艺制成缺甘草药材的阴

性对照样品,照供试品溶液的制备方法制备阴性对

照溶液。

3. 3� 专属性试验 � 取供试品溶液、甘草酸对照品溶

液、阴性对照样品溶液 10 � ,l进样, 按上述色谱条件

测定, 记录色谱图, 结果在所选定的色谱条件下,样

品中甘草酸色谱峰与其他组分色谱峰能达到基线分

离,阴性对照液对测定无干扰, 见图 4。

A:对照品溶液; B:供试品溶液; C:阴性对照; 1:甘草酸

图 4� HPLC色谱图

3. 4� 线性关系的考察 � 取甘草酸对照品适量, 精密

称定,加甲醇制成含甘草酸 0. 2642 mg /m l的对照品

贮备液,精密吸取该对照品贮备液适量,以甲醇按不

同比例稀释, 得甘草酸浓度分别为 0. 2642、0. 2114、

0. 1585、0. 1057、0. 0528、0. 0264 mg /m l的对照品溶

液,分别取上述溶液各 10 �l进样分析, 以进样量

( �g)为横坐标 ( X) , 峰面积为纵坐标 ( Y )绘制标准

曲线, 进行计算, 得回归方程。

� � Y= 682. 52 X+ 7. 91, r = 0. 9991, n = 6

� � 结果表明甘草酸在 0. 264~ 2. 64 �g范围内有

良好的线性关系。

3. 5� 精密度试验 � 取同一 (批号: 6013828)样品 1.

5 g, 精密称定, 平行 6份,按 3. 2( 2)项下方法制备

成供试品溶液,在上述色谱条件下分别进样 10 � ,l

测得甘草酸的平均含量为 1. 255 mg /g, RSD为 1.

25% ( n = 6)。结果表明此法重复性良好。

3. 6 � 稳定性试验 � 取供试品溶液 (批号:

6013828) ,于 0、2、4、6、8 h测定, 结果供试品溶液在

8 h内峰面积基本不变, RSD为 1. 08%。

3. 7 � 加样回收率试验 � 称取已知样品 (批号:

6013828) 0. 75 g, 共 6份, 精密称定, 分别精密加入

甘草酸对照品 0. 9125 mg, 按 3. 2( 2)项下方法制备

供试品溶液, 按上述色谱条件进样分析, 计算回收

率, 结果见表 1。

表 1� 甘草酸加样回收率试验测定结果 ( n = 6)

取样量

( g)

样品量

(m g)

加入量

(m g)

测得量

(m g)

回收率

(% )

�x

(% )

RSD

(% )

0. 7548 0. 9473 0. 9125 1. 8597 99. 99

0. 7567 0. 9497 0. 9125 1. 8604 99. 80

0. 7558 0. 9485 0. 9125 1. 8492 98. 71 99. 56 0. 81

0. 7592 0. 9528 0. 9125 1. 8574 99. 13

0. 7849 0. 9850 0. 9125 1. 9053 100. 85

0. 7354 0. 9229 0. 9125 1. 8253 98. 89

3. 8� 样品测定 � 取薯蓣丸样品 3批,依上述方法制

备对照品溶液和供试品溶液,依相同色谱条件测定,

以外标法计算甘草酸的含量, 结果见表 2。根据薯

蓣丸样品的测定结果,暂定本品每丸含甘草以甘草

酸 ( C42H 62O16 )计,不得少于 2. 7 mg。

表 2� 薯蓣丸甘草酸的含量测定结果 ( n = 3)

样品批号 含量 (m g /g) 含量 (m g /丸 )

6013828 1. 255 3. 77

6013829 1. 228 3. 68

6013830 1. 207 3. 62

4� 讨论

4. 1� 色谱柱的选择 � 试验中比较了不同商品类型
的色谱柱 Ag ilen t ZORBAX SB�C18 ( 250 mm ! 4. 6

mm, 5 �m)分析柱、SH IMADZU VP�ODS( 250 mm !
4. 6 mm, 5 �m ) 分析柱及 Ag ilent ZORBAX EX�
TEND�C18 ( 250mm ! 4. 6 mm, 5 �m)分析柱, 结果表

明每个分析柱分离效果均较好。
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4. 2� 流动相的选择 � 试验比较了乙腈 �1%醋酸水
( 35∀65)、乙腈 �1%醋酸水 ( 36∀64)、乙腈 �1%醋酸水
( 37∀63 )等系统, 最终确定了乙腈 �1% 醋酸水
( 36∀64)作为流动相。
4. 3� 提取方法的选择 � 试验考察了超声提取 30

m in、回流提取 1 h等方法,结果表明, 加热回流提取

结果高于超声处理,又考察了加热回流提取 0. 5、1、

2 h对甘草酸含量的影响, 结果确定采用加热回流

30 m in作为薯蓣丸样品的提取方法。

4. 4� 提取溶剂的选择 � 本文考察了用甲醇、50%甲

醇 、乙醇、50%乙醇溶液为提取溶剂加热回流提取

30m in,按照上述方法进行测定,结果表明甲醇为提

取溶剂时,甘草酸的峰与其他物质的峰分离较好,峰

形较好,因此最终确定甲醇溶液作为提取溶剂。
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完全取消了 Res保护心肌细胞的作用,这说明 Res

通过 cGMP途径模拟预处理早期保护效应, 且 NO�
cGMP通路起着非常关键的作用。 PKC拮抗剂和

K
+
ATP通道阻断剂均可减弱 Res对心肌细胞缺氧损伤

的保护作用, 但并未完全取消, 表明 PKC激活和

K
+
ATP通道开放是 cGMP的下游事件,同时, 也不能排

除有其它信号分子参与了 cGMP后的信号传导过

程。即 NO通过 cGMP途径, 在其下游分别激活了

多条信号通路,以不同的作用机制最终产生细胞保

护作用。E I�Mowafy等
[ 5]
实验证明白藜芦醇通过激

活冠状动脉平滑肌细胞上的鸟苷酸环化酶增加

cGMP。M ahyar�Roemer等
[ 6 ]
认为白藜芦醇的抗心血

管疾病作用与它对细胞信号事件的抑制、延迟和反

转有关。

� � PKC已被公认为介导 IPC保护作用的重要蛋白

激酶
[ 7]
, 绝大多数研究表明 PKC的激活及其所介导

的细胞内蛋白磷酸化是其细胞保护的关键环节。在

HPC早期保护作用中, PKC是通过受体�G蛋白�
PLC�DG途径而激活的,而在 NO模拟的预处理早期

保护作用中, PKC的活化是继 cGMP激活之后产生

的。K
+
ATP通道是介导 IPC保护作用的重要环节,很

多学者提出它是介导此保护作用的最终效应器,因

而成为当前研究的一个热点。本实验用 K
+
ATP通道

阻断剂格列本脲明显减弱了 Res诱导的预处理保护

作用, 表明 K
+
ATP通道的开放是 NO�cGMP的一个下

游事件。它与 PKC活化的关系本实验中未进行研

究,根据文献报道, PKC激活后可促进 K
+
ATP通道开

放
[ 8]
;但也有实验发现, K

+
ATP通道开放剂二氮嗪在

发挥心肌细胞保护作用的同时,也使 PKC激活并易

位到线粒体膜上, K
+
ATP通道阻断剂 5�HD或 PKC抑

制剂 Calphost in C可完全取消二氮嗪对缺血再灌注

心肌的保护作用。由此可见, K
+
ATP通道开放与 PKC

激活,二者之间可能不仅仅是简单的先后关系。

� � 综上所述, Res可通过 cGMP依赖途径发挥保

护作用, PKC活化和 K
+
ATP通道的开放是其下游重要

的环节。
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