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摘要  目的: 建立复方土茯苓颗粒的定性定量方法。方法:采用 TLC法对方中君药土茯苓、臣药牛膝进行定性鉴别; 采用

HPLC法测定方中牛膝的蜕皮甾酮, 色谱柱为 Ag ilen t TC- 18( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )柱, 以水 ( A ) -乙腈 ( B )为流动相梯度

洗脱, 流速 110 mL# m in- 1,检测波长 243 nm。结果:在 TLC色谱中可检出土茯苓、牛膝; 在 HPLC色谱中, 蜕皮甾酮可与其他

成分分离, 且在 01 176~ 11232 Lg范围内其峰面积与进样量呈良好的线性关系 ( r = 019999, n = 7), 平均回收率为 93194%

( RSD= 111% , n= 6)。结论:所建立的方法对方中的药材可准确、快速地进行定性、定量检测, 可用于复方土茯苓颗粒的质量

控制。
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Abstract Objective: To establish the qua lity and quantity ana lysismethods o f compound Tufu ling granu les.M eth-

ods: Rhizoma Sm ilacis G labrae and Rad ix A chyranth is B identatae in compound Tufu ling granulesw ere ident ified by

TLC; E cdysterone in Rad ixA chy ranthis B identatae o f compound Tufu ling granulesw as determ ined byHPLC, the de-

term ination w as performed on an Ag ilent TC- 18( 250mm @ 416 mm, 5 Lm) co lumn, w ith a grad ient e lut ion using

w ater(A ) - acetonitrile( B) as themobile phase at a flow rate o f 110mL# m in
- 1
, and detect ion w avelength w as 243

nm. Results: The TLC spo ts w ere fairly clear in the developed system, and the b lank test show ed that o therm ed-i

cines has not interfere w ith the main one; Ecdysterone show ed a good linear re lationsh ip in the range o f 01176 -
11232 Lg( r= 019999, n = 7); The average recovery o f ecdysterone w as 93194% ( RSD = 111%, n = 6) . Conc lu-

sion: The quality and quantity ana lysism ethods are su itab le for quality control o f compound Tufu ling granu les, w hich

can be used exactly and f leetly to identify and determ ine re lated med ica lm ateria.l
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复方土茯苓颗粒为广州军区广州总医院院内制

剂,由土茯苓、牛膝、王不留行、山慈菇、牛膝共 5味

药材制成,具有泄浊祛邪、化湿清热的功效, 主要用

于高尿酸血症、痛风病的治疗。方中君药土茯苓为

百合科植物光叶菝葜 Sm ilax g labra Roxb. 的干燥根

茎, 具有除湿、解毒、通利关节之功效, 含有薯蓣皂

苷、二氢黄酮等成分。文献有报道采用 HPLC法测

定土茯苓中落新妇苷的含量
[ 1~ 3]

, 但由于该成分非

中国药品生物制品检定所对照品目录品种, 市场购

买困难,因此本研究未能测定君药土茯苓中有效成
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分。牛膝为方中臣药, 含有蜕皮甾酮、齐墩果酸、牛

膝皂苷 Ñ等成分。蜕皮甾酮均具有较强的生物活

性,如有文献报道蜕皮甾酮具有调节糖、脂类成分代

谢,促进蛋白质、核酸等物质合成, 免疫调节等作

用
[ 4]
。近年来很多相关文献通常以蜕皮甾酮作为

药材、制剂质量控制的指标性成分
[ 5 ~ 8 ]
。因此本研

究采用 TLC法对方中君药土茯苓、臣药牛膝进行定

性鉴别;采用 HPLC法测定蜕皮甾酮的含量。经方

法学验证,该方法分析快速、准确、灵敏度高、重现性

好,且样品稳定, 可用于复方土茯苓颗粒质量控制。

1 仪器与试药

W aters高效液相色谱仪 ( 2487型 DAD检测器,

B reeze 3130工作站, Ag ilent TC - 18柱 ( 250 mm @

416mm, 5 Lm);德国 BP211D Sartorius电子天平 (十

万分之一 )。

土茯苓对照药材 (批号 121439- 200401)、牛膝

对照药材 (批号 121066 - 200504)均购自中国药品

生物制品检定所;蜕皮甾酮对照品:上海同田生物技

术有限公司提供, 批号 E0039- 06070610, 经 HPLC

归一化法检测,纯度大于 99%; 落新妇苷对照品:由

广州医药工业研究所曾祥腾老师提供, 纯度大于

99%。复方土茯苓颗粒 (批号: 08091401, 08101601,

08101602, 08101603 ) 自制, 每袋 10 g装。乙腈

( SIGMA公司 )为色谱纯, 硅胶 G薄层板自制 (硅胶

G为青岛海洋化工有限公司产品 ) , 水为重蒸水,其

他实验所用试剂均为分析纯。

2 方法与结果

211 薄层色谱鉴别
21111 土茯苓  取样品约 5 g, 加 95%乙醇 50mL,

加热回流 30 m in, 滤过, 向滤液中加入聚酰胺颗粒

( 30~ 60目 ) 1 g, 摇匀, 静置 2 h, 过滤, 用适量水洗

涤,取聚酰胺颗粒置具塞三角瓶, 加入 95%乙醇 50

mL,超声 ( 112 kW, 40 kH z) 30 m in, 过滤,滤液水浴

蒸干, 残渣加甲醇 1mL使溶解,制成供试品溶液;取

土茯苓对照药材约 1 g, 加 95%乙醇 50 mL, 同法制

成对照药材溶液;取落新妇苷对照品,用甲醇制成每

1 mL含 012 mg的对照品溶液。另按处方制备缺土

茯苓的阴性样品,同供试品溶液制备方法制成缺土

茯苓阴性样品溶液。照薄层色谱法 (中国药典 2005

年版一部附录 Ö B )试验, 取上述 4种溶液各 10

LL,分别点于同一硅胶 G薄层板上,以氯仿 -乙酸

乙酯 -甲酸 ( 315B515B1)为展开剂,展开, 展距约 12

cm,取出,晾干,喷以盐酸酸性 5%三氯化铁乙醇溶

液
[ 9]
,热风吹干, 检视。样品色谱中, 在与对照药

材、对照品色谱相应位置上, 显相同颜色的斑点, 阴

性样品无相应斑点。薄层色谱结果表明,其他药材

对土茯苓鉴别无影响,见图 1。

图 1 土茯苓样品 TLC图

F ig 1 TLC ch rom atogram ofRh izom a Sm ilacisG labrae

1.样品 08101601 ( samp le 08101601 )  2. 样品 08101602 ( sam ple

08101602 )  3.样品 08101603 ( sam p le 08101603 )  4.土茯苓对照药

材 ( reference m ed icalm aterial ofRh izom a Sm ilacisG lab rae)  5.落新妇

苷 ( ast ilb in )  6. 阴性样品 ( negative samp le w ithou t Rh izom a Sm ilacis

G lab rae)

21112 牛膝 [ 10]  取样品约 10 g, 加 95% 乙醇 50

mL,加热回流 40 m in, 过滤,滤液加盐酸 1 mL, 加热

回流 60 m in,水浴上浓缩至约 10 mL,加水 30 mL分

散, 放冷, 用石油醚 ( 60 ~ 90 e )萃取 3次 (每次 30

mL),合并石油醚层, 蒸干,残渣加甲醇 015 mL使溶
解, 制成供试品溶液; 取牛膝对照药材约 1 g, 加

95%乙醇 30 mL,同法制成对照药材溶液; 另按处方

制备缺牛膝阴性样品,同供试品溶液制备方法制成

缺牛膝阴性样品溶液。照薄层色谱法 (中国药典

2005年版一部附录 Ö B )试验, 吸取上述 3种溶液

各 10 LL, 分别点于同一硅胶 G薄层板上,以氯仿 -

甲醇 ( 9175B0125)为展开剂, 展开, 展距约 8 cm, 取

出, 晾干, 喷以 10% 硫酸乙醇溶液, 加热至斑点清

晰, 置 365 nm紫外灯下检视。样品色谱中,在与对

照药材色谱相应的位置上,显相同颜色的荧光斑点,

阴性样品无相应斑点。薄层色谱结果表明, 其他药

材对牛膝鉴别无影响,见图 2。

212 蜕皮甾酮含量测定
21211 溶液的制备  对照品溶液:称取蜕皮甾酮对

照品适量,精密称定, 加流动相溶解制成每 1mL含

0105 mg的蜕皮甾酮对照品溶液;供试品溶液
[ 8, 11]

:
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图 2 牛膝样品 TLC图

Fig 2 TLC chrom atogram ofR ad ix A chyranth is B id entatae

1. 样品 08101601 ( sam p le 08101601 )  2. 样品 08101602 ( sam p le

08101602)  3.样品 08101603( sam ple 08101603)  4. 牛膝对照药材

( referencem edicalm aterial of Rad ix Achyran th is B id entatae)  5. 阴性

样品 ( negat ive sam ple w ithout Rad ix Achyran th is B iden tatae)

取装量差异项下的本品内容物, 混匀, 研细, 取细粉

约 1 g,精密称定, 置 50 mL烧杯,加 20 mL水使溶

解, 溶液以水饱和的正丁醇萃取 5次, 每次 20 mL,

合并醇液层, 蒸干,残渣以 10mL甲醇定量转移至已

处理好的氧化铝小柱 ( 3 g, ª 1 cm ) ,以 30mL甲醇洗

脱, 洗脱液蒸干,以水 -乙腈 ( 83B17)定量转移至 5

mL量瓶中定容,过 0122 Lm微孔滤膜, 即得供试品

溶液;阴性样品溶液:按复方土茯苓颗粒生产工艺制

备缺牛膝阴性样品,同供试品溶液制备方法制备阴

性样品溶液。

21212 色谱条件 [ 10]  色谱柱: Ag ilen t TC- 18( 250

mm @ 416mm, 5 Lm);流动相为水 ( A ) -乙腈 ( B ),

梯度洗脱 ( 0~ 25 m in, 83% A; 25~ 40 m in, 83% Ay

70% A);流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波长: 243 nm。

在上述色谱条件下, 取对照品溶液、阴性样品溶液、

供试品溶液分别进样 10 LL, 记录色谱图, 见图 3。

从图 3可见蜕皮甾酮的保留时间约为 2017 m in, 其

可与样品中其他成分基线分离。在本色谱条件下,

样品中其他成分对蜕皮甾酮的测定无干扰, 理论塔

板数以蜕皮甾酮计不低于 4000。

图 3 对照品 (A )、阴性样品 ( B)及样品 ( C )色谱图

Fig 3 HPLC ch rom atogram s of reference sub stance(A ) , n egat ive sam p le w ithout Rad ix A chyranth is B identatae( B) , and sam ple( C)

1.蜕皮甾酮 ( ecdysterone)

21213 线性关系考察  称取蜕皮甾酮对照品适量,

精密称定, 加流动相溶解并稀释制得每 1 mL含

01044 mg的蜕皮甾酮对照品溶液。精密吸取上述

溶液 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 LL,注入液相色谱仪,记

录峰面积,以峰面积 Y为纵坐标,蜕皮甾酮进样量 X

( Lg)为横坐标,进行线性回归,回归方程为:

Y= 11327 @106X - 11901 @ 10
4    r= 019999

结果表明蜕皮甾酮进样量在 01176~ 11232 Lg范围
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内呈良好的线性关系。

21214 精密度试验  精密吸取 / 212110项下供试

品溶液 10 LL,在上述色谱条件下, 连续进样 6次,

以峰面积计算 RSD为 114% ,表明本实验精密度良

好。

21215 稳定性试验  精密吸取 / 212110项下供试

品溶液 10 LL,分别在 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 h进样,按

上述色谱条件测定峰面积, 以峰面积计算 RSD为

214%,说明供试品溶液中的蜕皮甾酮在 12 h内稳

定,可满足测定的需要。

21216 重复性试验  取同一批号样品 ( 08091401)

6份,按 / 212110项下方法制备供试品溶液,在本文

色谱条件下进样 10 LL, 外标法计算。蜕皮甾酮平

均含量为 01204 mg# g
- 1
, RSD= 112%, 结果表明本

方法具有较好的重现性。

21217 加样回收率试验  取已知含量 (蜕皮甾酮

平均含量为 01204 mg# g
- 1

)的样品粉末约 018 g,

共 6份, 精密称定, 分别精密加入浓度为 01044 mg

# mL
- 1
的蜕皮甾酮对照品溶液 315 mL, 加水 1615

mL使溶解,按 / 212110项下方法自 /溶液以水饱和

的正丁醇萃取 5次 0起依法制备,进样 10 LL,测定,

外标法计算。结果蜕皮甾酮平均加样回收率 ( n =

6)为 93194%, RSD = 111%, 表明本法具有较好的

加样回收率。

21218 样品含量测定  取不同批号样品各 3份,分

别按 / 212110项下方法制备供试品溶液; 取对照品,

按 / 212110项下方法制备对照品溶液。分别取上述

2种溶液各进样 10 LL, 记录峰面积, 外标两点法计

算蜕皮甾酮的含量,结果见表 1。

表 1 样品含量测定结果 (n = 3)

Tab 1 D eterm ination resu lts of ecdysterone in sam p les

批号 ( Lo tN o. ) 平均含量 ( av erage content) /mg# g- 1 RSD /%

08101601 01 227 116

08101602 01 249 217

08101603 01 220 119

3 讨论

311 复方土茯苓颗粒由土茯苓、牛膝、王不留行等
药材制成,在溶剂提取蜕皮甾酮的同时,也提取出大

量的杂质和其他成分,无法直接进行含量测定,必须

对提取物进行必要的前处理。本试验综合了相关文

献
[ 8, 11]
的样品处理方法, 采用正丁醇萃取 -氧化铝

柱联用方法进行被测成分蜕皮甾酮的分离、纯化。

根据相似相溶原理,在氧化铝柱中以甲醇洗脱时,蜕

皮甾酮可完全洗脱, 与其他被吸附的杂质分离。曾

比较了过柱前后样品的 HPLC色谱行为, 过柱前样

品 HPLC色谱图见图 4。比较图 3- C与图 4可知,

通过氧化铝柱除杂,保留时间在 2~ 8 m in之间的杂

质峰可大大降低,利于延长色谱柱的寿命;而蜕皮甾

酮的富集程度得到提高, 且与前一组分的分离度得

到改善,降低干扰成分的影响。经试验确定用氧化

铝柱进行净化处理步骤,用 30mL甲醇洗脱,蜕皮甾

酮可基本完全洗脱,在本文的色谱条件下,蜕皮甾酮

与其他成分能达到基线分离。

图 4 未过柱样品 HPLC色谱图

Fig 4 HPLC ch rom atogram of sam ple before isolated by alum ina

1.蜕皮甾酮 ( ecdysterone)

312 文献中采用 HPLC法测定药材或制剂中蜕皮

甾酮含量时,流动相多采用水 -甲醇
[ 5~ 8]
系统或水

-乙腈
[ 12]
系统。如赵玉梅等采用水 -甲醇 ( 35B45)

为流动相,在 243 nm处测定了牛膝 /泛糖 0前后蜕

皮甾酮的含量变化
[ 6]
; 李文莉等

[ 12]
采用水 - 乙腈

( 85B15)为流动相, 在 243 nm处测定了脉络宁注射

液中蜕皮甾酮的含量。采用水 -甲醇系统为流动相

测定复方土茯苓颗粒中蜕皮甾酮时, 不明物质对蜕

皮甾酮的干扰难以消除; 而采用水 - 乙腈系统梯度

洗脱时,样品中其他成分对蜕皮甾酮的测定无干扰。

因此本试验采用水 -乙腈系统进行梯度洗脱。

313 方中君药土茯苓为百合科植物光叶菝葜 Sm i-

lax glabra Roxb.的干燥根茎, 具有除湿、解毒、通利

关节之功效,主要含有落新妇苷、异落新妇苷、薯蓣
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皂苷等成分,其中落新妇苷含量可达 1% ~ 2%
[ 2 ]
。

二氢黄酮类成分落新妇苷分子中有 4个酚羟基,可

被聚酰胺颗粒选择性吸附
[ 13 ]

,因此可采用聚酰胺吸

附 -水醇洗脱法与其他不被吸附的成分分离, 用于

落新妇苷的富集,本试验即将该法应用于君药土茯

苓的薄层色谱鉴别。且分子中的酚羟基可与三氯化

铁络合,在自然光下产生蓝褐色斑点,用于落新妇苷

的检视。因此本试验以盐酸酸性三氯化铁乙醇溶液

为显色剂,自然光下即可得到显色稳定的斑点,经室

温放置 1周后,显色斑点依然清晰可辨。

314 由上述结果可知, 3批次复方土茯苓颗粒中蜕

皮甾酮含量变化不大, 说明复方土茯苓颗粒的原料

性质、制备工艺均比较稳定,制剂质量可控性高。实

验中曾观察到柱温的变化会影响不同谱图中同一色

谱峰的保留时间,为获得重现性较好的色谱图及相

应的峰面积, 应保持柱温恒定。HPLC法测定复方

土茯苓颗粒中蜕皮甾酮的含量,可以排除干扰,得到

较好分离效果, 直接采用色谱峰面积定量, 结果准

确,且方法简单, 重现性较好,便于推广。

参考文献

1 ZHANG X iao - yan (张笑颜 ) , ZHAN L i- yin (詹丽茵 ) , ZENG

X iang- teng (曾祥腾 ) . Con tent determ ination of as tilb in in Sm ilax

glabra Roxb. from d ifferent p rovenances by HPLC(高效液相色谱法

测定不同产地土茯苓药材中落新妇苷的含量 ). ChinaM ed H er

(中国医药导报 ), 2010, 7 ( 1) : 90

2 WU X in- rong(吴新荣 ) , LIU Zh i- gang(刘志刚 ) , YAN Ren- l-i

ang(颜仁梁 ) , et a l. C on tentm en su ration of ast ilb in and engelit in in

Sm ilax glabra Roxb. byH PLC (高效液相色谱法同时测定土茯苓

中落新妇苷、黄杞苷的含量 ) . Ch inH osp P harm J (中国医院药学

杂志 ) , 2010, 30( 10) : 886

3 ZHOU Jun (周军 ) , QU J ia(曲佳 ) , SHOU Guo- x iang(寿国香 ) ,

et a l. D eterm inat ion of ast ilb in and engelet in in Sm ilax G lab ra Roxb.

by RP - H PLC (H PLC法测定土茯苓中落新妇苷及黄杞苷 ) .

D rug S tand C hina (中国药品标准 ) , 2009, 10( 5 ): 372

4 XU Nan- jie(徐楠杰 ) , GUO Yue- ying (郭月英 ) , LI X ian (李

铣 ). Advan ces in pharm acological research on ecdysteron (蜕皮甾

酮的药理作用研究进展 ). J Sh enyang Pharm Un iv (沈阳药科大

学学报 ) , 1997, 14( 4) : 300

5 LIU Jiao(刘姣 ), ZHOU Ya- q iu(周亚球 ) , PENG Chao(彭超 ).

Determ ine the con tents of ecdysterone in Achyranthes b id entat(怀牛

膝蜕皮甾酮的含量测定 ) . J Anhui TCM C oll (安徽中医学院学

报 ), 2005, 24 ( 3) : 43

6 ZHAO Yu- m ei(赵玉梅 ) , WANG Jing (王静 ) , LIANG Sheng-

w ang(梁生旺 ) , et al. Con tent changes of ecdysterone in Achranthes

b riden tat pre and post f loat ing sugar(牛膝 /泛糖 0前后脱皮甾酮的

含量变化研究 ) . J Ch inM ed Ma ter(中药材 ), 2006, 29 ( 1) : 32

7 LI J in- ting(李金亭 ) , TENG H ong- m ei(滕红梅 ) , HU Zheng-

ha i(胡正海 ) . Accum u lat ion dynam ic of ecdysterone in vegetat ive

organs ofA ch ran th es b riden tat(牛膝营养器官中蜕皮甾酮的积累

动态研究 ). Ch in Trad itH erb Drug s(中草药 ), 2007, 38 ( 10) : 1570

8 ZHANG Cu i- ying (张翠英 ) , L IANG Sheng - w ang (梁生旺 ),

ZHANG Guang- qiang(张广强 ) . D eterm inat ion of ecdysterone in

A chyran thes b iden tata from differen t locations(不同产地牛膝中蜕

皮甾酮的含量测定 ) . Ch in Pharm J (中国药学杂志 ) , 2001, 36

( 10) : 699

9 ChP(中国药典 ) . 2010. V olÑ (一部 ): 980

10 ChP(中国药典 ) . 2005. Vo lÑ (一部 ): 49

11 SHUA IQ in (帅琴 ), Q IN Yong- chao(秦永超 ) , JIANG Zu- cheng

(江祖成 ) , et al. S tudy on the determ ination of ecdysteron ein Ch-i

nese p rop rietary m edicine J inshu iqing by h igh perform ance liqu id

chrom atography(高效液相色谱法测定中成药金水清中蜕皮甾酮

的研究 ) . J Anal S ci(分析科学学报 ) , 1999, 15( 4 ): 293

12 LIW en- li(李文莉 ) , WANG W en- tao(汪文涛 ), LE I Yu- ping

(雷玉萍 ) , et al. Determ ination of ecdysterone inM ailuon ing in jec-

tion byH PLC ( RP - H PLC测定脉络宁注射液中蜕皮甾酮的含

量 ). W estCh ina J Pharm S ci (华西药学杂志 ) , 2001, 16( 4 ) : 382

13 WU X in- rong(吴新荣 ) , L IU Zh i- gang(刘志刚 ) , YAN R en- l-i

ang(颜仁梁 ) , e t al. Separation and purification of total f lavono ids in

Sm ilax glab ra by polyam ide resins(聚酰胺颗粒分离纯化土茯苓总

黄酮研究 ) . J Ch inM edM ater(中药材 ) , 2009, 32 ( 10) : 1606

(本文于 2010年 11月 9日修改回 )

)123)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 1)


