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藿芪灌注液质量标准研究①
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摘要:目的 建立藿芪灌注液质量标准.方法 采用薄层色谱法对处方中淫羊藿、红花、丹参与益母草进行TLC定性鉴

别;使用WondaSilC18柱(4.6mm×250mm,5μm),流动相∶乙腈 水(28∶72),柱温40℃,检测波长270nm,进样

量10μL,流速1.0mL/min测定淫羊藿苷的含量;使用ZORBAXSB-C18柱(4.6mm×150mm,5μm),漂移管温度

为90℃,载气流速为2.5L/min,流动相∶甲醇 水(65∶35),柱温40℃,流速1mL/min,用蒸发光散射检测器测定

黄芪甲苷的含量.结果TLC鉴别色谱图分离效果好,阴性对照无干扰,专属性强,重复性好;测定淫羊藿苷与黄芪甲

苷含量表明,分别在2.336~58.4μg/mL(r=0.9999)和0.0478~0.478mg/mL(r=0.9996)范围内与峰面积成较好

的线性关系;其平均加样回收率分别为100.2%,RSD=0.45%和99.26%,RSD=1.46%.结论 所建立的特征图谱专

属性强、准确可行、简便、可快速用于定性鉴别、定量检测,可有效地用于该制剂的质量控制方法.
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藿芪灌注液是由淫羊藿、丹参、益母草等中药组成的子宫灌注剂,其功能为催情助孕、益气壮阳、
补血养阴,在临床中运用于奶牛持久性黄体不孕症和卵巢静止[1].已有研究表明,该制剂工艺稳定可

行[2],无刺激性[3],能增强动物发情调节作用,提高雌孕激素受体基因的表达量和雌性小鼠机体雌激素

水平[4].为了控制本品的质量,便于药效学研究,本课题组采用薄层色谱法(TLC)对藿芪灌注液中的淫

羊藿、丹参、红花和益母草等进行了鉴别,用高效液相色谱法(HPLC)对本品中主要成分淫羊藿苷和黄

芪甲苷进行了含量测定.

1 仪器与试剂

1.1 仪 器

岛津LC-20ADHPLC,SPD-20A 紫外检测器:LabSolutions工作站,WondaSilC18柱(4.6mm×
250mm,5μm)【岛津(中国)有限公司】;Agilent1260HPLC,AlltechELSD2000ES检测器:ChemStation
工作站和CSChromPlus工作站,ZORBAXSB-C18柱(4.6mm×150mm,5μm)(安捷伦科技有限公司).
1.2 试 剂

淫羊藿苷、黄芪甲苷(均购自中国药品生物制品检定所,供含量测定用,批号分别为110737-200415,
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110781-200613);藿芪灌注液(中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所研制,批号20120801,20120802,

20120803,20120804,20120805,20120901,20120902,20120903,20120904,20120905);乙腈、甲醇均为色谱

纯(购自天津市四友精细化学品有限公司);正丁醇、乙酸乙酯、丁酮、甲酸、乙醚、盐酸、硫氰酸铬铵和丙

酮等试剂均为分析纯,水为超纯水.

2 方法与结果

2.1 TLC鉴别

2.1.1 淫羊藿

量取本品10mL,蒸干;残渣加70%乙醇30mL,用1h进行超声,过滤,滤液蒸干;用30mL水溶解

残渣,振摇萃取3次(水饱和的正丁醇溶液作为溶剂),每次20mL,合并正丁醇萃取液;洗涤3次(1%氢氧

化钠溶液),每次20mL,弃去洗液;再洗涤2次(正丁醇饱和的水溶液),每次15mL,蒸干正丁醇洗涤液,
用甲醇1mL使残渣溶解,作为供试液;另取淫羊藿对照药材1g,加30mL70%乙醇,用1h进行超声,
过滤,同样方法制成对照药材溶液;再取对照品淫羊藿苷,加甲醇制成0.3mg/mL的溶液,作为对照品溶

液.按照0502薄层色谱法试验,吸取上述3种溶液各2μL,分别点于同一硅胶G薄层板上,展开剂为乙酸

乙酯 丁酮 甲酸 水(10∶1∶1∶1),展开,取出,晾干,喷显色剂(5%三氯化铝乙醇溶液),加热3分钟

(105℃),置紫外光灯(365nm)下检视.供试品、对照药材和对照品色谱在相应的位置上,具有同种颜色的

荧光斑点(图1).
2.1.2 丹 参

量取本品20mL,振摇提取1次(20mL水饱和的正丁醇溶液作为溶剂),有机层弃去,用稀盐酸调水

层pH值至2.0;水层振摇提取2次(乙醚溶液),每次20mL,合并有机层,挥干;用2mL甲醇使残渣溶

解,作为供试液.取对照药材丹参1g,加水20mL并加热回流1h,滤过,滤液加水至20mL,用同样方法

制成对照液.按照0502薄层色谱法试验,吸取供试液1μL、对照液2μL,分别点于同一硅胶G薄层板上,
展开剂为甲苯 三氯甲烷 乙酸乙酯 甲醇 甲酸(2∶3∶4∶0.5∶2),展开,取出,晾干,喷显色剂(含5%香

草醛的10%硫酸乙醇溶液),105℃加热显色至斑点清晰.供试品与对照药材色谱在相应的位置上,显同种

颜色的斑点(图2).

1. 阴性对照溶液;2. 淫羊藿药材溶液;

3. 供试品溶液;4. 对照品溶液.

图1 淫羊藿TLC色谱图

1. 供试液;2. 丹参药材溶液;3. 对照液.

图2 丹参TLC色谱图

2.1.3 红 花

量取本品20mL,振摇提取3次(水饱和正丁醇溶液作为溶剂),每次20mL,合并正丁醇液,蒸干;
加甲醇5mL使残渣溶解,将溶解液加入中性氧化铝柱(100~200目,4g,内径1.5cm),用20mL甲醇

进行洗脱,收集洗脱液,蒸干;加甲醇4mL使残渣溶解,作为供试液.取不含红花药材的本品阴性对照
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液,按供试液同样方法制得阴性对照品溶液.另取对照药材红花1g,加水200mL,加热回流1h,过滤,
滤液浓缩至20mL,同样方法制成对照液.按照0502薄层色谱法试验,吸取供试液5μL,对照液10μL,
分别点于同一硅胶G薄层板上,展开剂为环己烷 乙酸乙酯(5∶3),展开,取出,晾干,喷显色剂(含

5%香草醛的10%硫酸乙醇溶液),105℃加热至斑点显色清晰.供试品与对照药材色谱在相应的位置

上,显同种颜色的斑点(图3).
2.1.4 益母草

量取本品10mL,加浓盐酸调pH值至2.0,离心除去沉淀,少量水洗涤沉淀,洗液合并入上清液;上

清液中加入新鲜配制的2%硫氰酸铬铵溶液10mL,冰浴中放置lh后离心10min,弃去上清液,沉淀用少

量冰水洗涤后,加入2mL丙酮溶解;丙酮液中滴加0.5%硫酸银溶液6mL,离心10min,倾出上清液,沉

淀用少量丙酮洗涤;合并洗液与上清液并浓缩至约lmL,滴加1%氯化钡溶液2mL,离心10min,倾出上

清液,沉淀用50%乙醇洗涤;合并上清液与洗液并蒸干,残渣加甲醇2mL溶解,作为供试液.另取盐酸水

苏碱对照品,加无水乙醇制成1mL/mg的溶液,作为对照液.取不含益母草药材的本品阴性对照液,按供

试液同样制得阴性对照品溶液.按照0502薄层色谱法试验,吸取上述3种溶液各5μL,分别点于同一硅胶

G薄层板上,展开剂为丙酮 无水乙醇 盐酸(10∶6∶1),展开,取出,晾干,105℃加热15min,放冷,喷

显色剂(稀碘化铋钾试液 三氯化铁试液(10∶1))至斑点显色清晰.供试品与对照药材色谱在相应的位置

上,显同种颜色的斑点(图4).

1. 供试液;2. 红花药材溶液;3. 对照液;4. 阴性对照液.

图3 红花TLC色谱图

1、2、3. 三批供试液;4.对照液;5. 阴性对照液.

图4 益母草TLC色谱图

2.2 含量测定

2.2.1 淫羊藿苷

(1)色谱条件

色谱柱:WondaSilC18柱(4.6mm×250mm,5μm),流动相∶乙腈 水(28∶72),流速:1.0mL/min,检

测波长:270nm,柱温:40℃,进样量:10μL,以淫羊藿苷计理论塔板数不低于1500.
(2)样品溶液的制备

对照品溶液:精密称取对照品淫羊藿苷11.68mg,置50mL容量瓶中,用色谱甲醇定容至刻度,摇

匀,制得233.6μg/mL的对照品储备溶液.精密移取储备液5mL于10mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,
制得116.8μg/mL的对照液①,吸取对照液①1mL于10mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,得质量浓度

为11.68μg/mL的对照液②.
供试品溶液:精密量取本品1mL于25mL容量瓶中,加水定容至刻度,摇匀,滤过,取续滤液,即得

供试液.
阴性对照溶液:取按处方比例并以相同工艺制备的缺淫羊藿药材的阴性对照供试品,按供试品溶液制

备法制得阴性对照溶液.
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(3)专属性试验

取2.2.1(2)项下对照品、供试品和阴性对照溶液,过0.22μ有机微孔滤头于1mL进样瓶中,密

封,按照 HPLC测定法并按2.2.1(1)项色谱条件自动进样测定,每个样品进样2次,记录色谱图.在与

淫羊藿苷对照品溶液色谱峰对应的位置上,供试品与其对照品保留时间一致,且与其他组分分离度大于

1.5;阴性对照溶液在对照品与供试液相应的保留时间内未检出色谱峰,表明样品中其他成分不干扰淫

羊藿苷的测定.
(4)线性关系考察

吸取对照液①1mL分别于50mL,25mL,10mL,5mL,2mL容量瓶中,用甲醇稀释至刻度,制成质

量浓度分别为2.336μg/mL,4.672μg/mL,11.68μg/mL,23.36μg/mL,58.4μg/mL的对照品溶液.按上

述色谱条件,对照品溶液依次进样10μL,记录峰面积.纵坐标为峰面积,横坐标为对照品质量浓度,绘制

标准曲线,得y=23054.98x+1386.77,r=0.9999,表明淫羊藿苷对照品在2.336~58.4μg/mL范围内

与峰面积积分值呈良好的线性关系.
(5)定量限与检测限确定

精取对照品溶液,用甲醇逐级稀释定容,按上述色谱条件进样10μL,记录色谱图.信噪比为10∶1时

测得淫羊藿苷定量限为2.026ng/mL,信噪比为3∶1时测得检测限为0.5065ng/mL.
(6)重复性试验

按2.2.1(2)项下供试品液制备法制备同一批次(批号:20120802)的供试品溶液6份,按上述色谱条件

进样,记录峰面积并计算含量、RSD 值.得淫羊藿苷的含量均值为0.232mg/mL,RSD=0.521%,表明

本方法重复性良好.
(7)精密度试验

(a)日内精密度试验

取对照液②,按上述色谱条件重复进样6次,得淫羊藿苷平均峰面积为277594,RSD=0.287%,结

果表明日内精密度良好.
(b)日间精密度试验

取对照液②10μL,按上述色谱条件连续3d进样,每天重复进样2次.得淫羊藿苷平均峰面积为

275099,RSD=0.777%,结果表明日间精密度良好.
(8)稳定性试验

精密量取供试液,在室温放置0,1,2,3,6,9,12h后分次按上述色谱条件测定淫羊藿苷含量,计算

RSD.计算结果7次进样的淫羊藿苷含量平均值为0.236mg/mL,RSD=0.969% (n=7),表明供试液中

淫羊藿苷的含量在12h内保持稳定.
(9)加样回收率试验

精密吸取同批次(批号:20120802)6份已知含量的藿芪灌注液样品1.0mL,各精密加入0.2806mg/mL
淫羊藿苷对照品溶液1.0mL于25mL容量瓶中,加水稀释至刻度,摇匀,滤过,取续滤液,即得加样回收供

试液.按上述色谱条件测定淫羊藿苷含量并计算回收率和RSD.其平均回收率为100.2%,RSD=0.45%,表

明回收率良好(表1).
表1 淫羊藿苷加样回收率试验结果

序号
供试品量/

mg

对照品加入量/

mg

实测值/

mg

回收率/

%

平均回收率/

%
RSD/

%
1 0.2384 0.2806 0.5198 100.3 100.2 0.45
2 0.2384 0.2806 0.5196 100.2
3 0.2384 0.2806 0.5201 100.4
4 0.2384 0.2806 0.5190 100.0
5 0.2384 0.2806 0.5216 100.9
6 0.2384 0.2806 0.5177 99.54

  注:m=c×v;其中m 为对照品加入量(mg);c为对照品储备液质量浓度;v为加入体积(mL).下同.
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(10)样品含量测定

分别 取 10 批 藿 芪 灌 注 液 (批 号 20120801,20120802,20120803,20120804,20120805,20120901,

20120902,20120903,20120904,20120905),按2.2.1(2)项供试液法每批次各平行制备2份供试液,按色谱

条件自动进样测定,记录色谱图和峰面积,并计算淫羊藿苷含量和RSD 值.得淫羊藿苷的的平均含量为

0.242mg/mL,RSD=7.49%.考虑到大规模生产中的各种损失和测量误差,取其平均值的80%作为其含

量限度,即得0.1936mg/mL,故暂定本品含淫羊藿按淫羊藿苷计不少于0.20mg/mL.
2.2.2 黄芪甲苷

(1)色谱条件

色谱柱:ZORBAXSB-C18柱(4.6mm×150mm,5μm),漂移管温度为90℃,载气流速为2.5L/min,
流动相∶甲醇 水(65∶35),流速:1mL/min,柱温:40℃,检测用蒸发光散射检测器.理论板数按黄芪甲苷

峰计算应不低于3000.
(2)样品溶液的制备

对照品溶液:精密称取对照品黄芪甲苷11.95mg于10mL容量瓶中,加甲醇溶解并定容至刻度,摇

匀,制得1.195mg/mL的对照品储备液,精密量取对照品储备液1mL于5mL容量瓶中,加甲醇定容至

刻度,摇匀,制成质量浓度为0.239mg/mL的对照液.
供试品溶液:精密量取本品25mL,振摇提取4次(水饱和的正丁醇溶液作为溶剂),每次40mL,弃去

水层,合并正丁醇提取液;洗涤2次(氨试液),每次25mL,弃去氨液,取正丁醇液,挥干溶剂,用甲醇使

残渣溶解并移至5mL容量瓶中,加甲醇定容至刻度,摇匀,滤过,取续滤液,即得.
阴性对照溶液:取按处方比例并以相同工艺制备的缺黄芪的阴性对照供试品,按供试品溶液制备法制

得阴性对照液.
(3)专属性试验

取2.2.2(2)项下对照品、供试品和阴性对照溶液,过0.22μ有机微孔滤头于1mL进样瓶中,密

封,按照 HPLC测定法并按2.2.2(1)项色谱条件自动进样测定,每个样品进样2次,记录色谱图.在与

黄芪甲苷对照品溶液色谱峰对应的位置上,供试品与其对照品保留时间一致,且与其他组分分离度大于

1.5;阴性对照溶液在对照品与供试液相应的保留时间内未检出色谱峰,表明样品中其他成分不干扰黄

芪甲苷的测定.
(4)线性关系考察

精密量取对照品储备溶液1mL,1mL,1mL,2mL,分别于25mL,10mL,5mL,5mL容量瓶中加

甲醇稀释至刻度,摇匀,滤过,制成质量浓度分别为0.0478mg/mL,0.1195mg/mL,0.239mg/mL,

0.478mg/mL的对照品溶液.按上述色谱条件,对照品溶液依次进样10μL,测定峰面积.纵坐标用峰面

积表示,横坐标用对照品质量浓度表示,绘制标准曲线.得y=1.470039x+2.340902,r=0.9996,
结果样品质量浓度在0.0478~0.478mg/mL范围内,峰面积线性关系良好.

(5)定量限与检测限确定

精取对照品溶液,用甲醇逐级稀释,按上述色谱条件进样10μL,记录色图谱.信噪比为10∶1时测得

黄芪甲苷定量限为442ng/mL,信噪比为3∶1时测得检测限为119.5ng/mL.
(6)重复性试验

按2.2.2(2)项下供试品溶液制备法制备6份同批次样品(批号:20120802),按上述色谱条件进样,记

录峰面积,并计算含量与RSD 值.测定得黄芪甲苷平均含量为84.31μg/mL,RSD=1.97%,表明该方法

重复性良好.
(7)精密度试验

(a)日内精密度试验

取对照液,按上述色谱条件重复进样6次.结果供试液峰面积均值为516892.3,RSD=0.638%(n=
6),表明仪器日内精密度良好.

(b)日间精密度试验
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取黄芪甲苷对照液和供试液,按上述色谱条件连续3d进样,每天重复进样2次,记录峰面积并计算

RSD.计算结果峰面积均值分别为512752.3,547107.5,RSD 分别为1.18%和1.80%(n=6),表明仪器

精密度良好.
(8)稳定性试验

按2.2.2项下制备一份供试液(批号:20120802),将供试液分别于室温放置0,1,2,3,5,8h,精密吸取

供试品溶液按上述色谱条件进样,测定黄芪甲苷含量并计算RSD.结果6次进样的黄芪甲苷含量平均为

56.52μg/mL,RSD=0.926%(n=6),试验表明供试品溶液中黄芪甲苷的含量在8h内保持稳定.
(9)加样回收率试验

加样回收对照品液的制备:精密称定黄芪甲苷对照品18.38mg于10mL容量瓶中,加甲醇定容至刻

度,制成1.838mg/mL黄芪甲苷对照品储备液.
精密量取藿芪灌注液25mL,1.838mg/mL黄芪甲苷对照品储备液1mL,混匀,按2.2.2项供试液

制备法制备同批次6份(批号:20120802)供试液.按上述色谱条件进样,测定黄芪甲苷含量并计算回收率

和RSD.黄芪甲苷平均回收率为99.26%,RSD=1.46%,表明其回收率良好(表2).
表2 黄芪甲苷加样回收率试验结果

序号
供试品量/

μg

对照品加入量/

μg

实测值/

μg

回收率/

%

平均回收率/

%
RSD/

%
1 2099.75 1838 3925.427 99.33 99.26 1.46
2 2099.75 1838 3927.837 99.46
3 2099.75 1838 3883.954 97.07
4 2099.75 1838 3917.878 98.92
5 2099.75 1838 3962.757 101.4
6 2099.75 1838 3922.400 99.16

  注:m1=c1×v1;其中m1 为供试品量,c1 为供试溶液质量浓度(μg/mL),v1 为供试品取样量(mL).
(10)样品含量测定

分别取10批藿芪灌注液样品(批号20120801,20120802,20120803,20120804,20120805,20120901,

20120902,20120903,20120904,20120905),按2.2.2(2)项下供试品溶液的制备方法制备样品,按以上色谱

条件测定含量.结果10批样品中黄芪甲苷的的平均含量为64.653μg/mL,RSD=8.68%.考虑到大规模

生产中的各种损失,取其平均值的80%作为其含量限度,即得45.55μg/mL,故暂定本品黄芪按黄芪甲苷

计不少于45.0μg/mL.

3 讨 论

3.1 待测含量组分选择

淫羊藿和黄芪被广泛应用于多种制剂之中,在本制剂中也是作为君药发挥其药效药理作用.淫羊藿苷

与黄芪甲苷分别为淫羊藿和黄芪的主要成分[5],都发挥主要药理活性作用,同时中国药典对其含量标准也

有规定,故对其进行方法学研究,对完善本品的质量标准具有十分重要的作用,也进一步控制了本品的内

在质量,对临床药效的发挥具有更重要的意义.
3.2 色谱条件选择

淫羊藿与黄芪作为传统中医保健用药,定量检测方法已比较成熟,众多报道采用HPLC对淫羊藿苷和

黄芪甲苷的检测方法基本一致[6-10],但在此试验上,本课题组用新方法进行研究并得到了良好的结果.
本品参考中国兽药典淫羊藿苷含量测定方法进行研究,考察了柱温、流速、流动相比例及波长的选择.

改变柱温,供试品溶液中淫羊藿苷含量的RSD 为8.18%,说明柱温对淫羊藿苷含量测定有一定的影响;
在柱温40℃条件下,改变流速,供试品溶液中淫羊藿苷含量的RSD 为1.04%,说明在柱温40℃条件下,
改变流速对样品中淫羊藿苷的测定无影响.因此,试验证明以流动相乙腈 水(28∶72)、检测波长270nm、
柱温40℃、流速1.0mL/min的色谱条件对淫羊藿苷的测定具有较强的专属性,能达到基线平衡、分离度

较高、具有对称的峰形、阴性对照无干扰且缩短了分析时间,便于作为指纹图谱鉴别[11].
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黄芪甲苷作为黄芪的主要成分之一,仅在200nm左右有弱的紫外末端吸收,因而用紫外检测器

(VWD)操作比较困难,且噪音对结果影响较大,灵敏度也较低,故 HPLC-VWD法一直未能广泛用于黄

芪甲苷的测定[12-13].蒸发光散射检测(ELSD)由被分析物质颗粒的数量和大小决定光散射检测器的响应

大小,而不受流动相溶剂的干扰,此种检测器可用于非挥发性成分的检测[14].本研究采用 HPLC-ELSD
法对黄芪甲苷进行含量测定,考察了流动相比例、流速及温度的变化,两个供试液中黄芪甲苷含量

的RSD 分别为1.77%,1.40%,说明测定条件小范围变动,对样品中黄芪甲苷含量的测定无影响.
综合考虑,最终确定色谱条件为漂移管温度90℃,载气流速2.5L/min,柱温:40℃,流动相:甲醇 水

(65∶35),流速:1mL/min,其所测得结果灵敏度高、分离度良好、重现性好,是一种良好的黄芪甲苷

测定方法[15-16].
3.3 优化供试液前处理法

中药化学成分复杂多样,加之本制剂是由多种中药混煎而得,因此供试液前处理是目前中药制剂主要

组分含量测定必不可缺的步骤.从本试验研究可以看出,供试液的前处理可能显著影响其成分含量测定的

结果及薄层色谱的鉴别.因此,在研究中药制剂质量标准时,不仅要考虑待测指标的含量,还应考察前处理

方法对测定结果的影响[17-18].
含淫羊藿制剂的前处理方法一般使用超声、回流及溶剂直接定容[19].由于本制剂为液体剂型,不存在

被检成分能否完全溶出的问题,因此在供试液制备时首选操作简便的直接溶剂稀释法,使用了甲醇、乙腈

及超纯水定容稀释[20].研究表明,取1mL样品进行适当稀释后,在线性范围内可对该制剂中的淫羊藿苷

进行准确检测,且用超纯水与甲醇、乙腈相比较,其淫羊藿苷含量无明显差距.故建立淫羊藿苷的含量测定

方法,可直接用超纯水定容,其方法具有高效省时、成本低廉、结果准确、重现性好的优点.在TLC鉴别时

同样采用了原液点板的方法,但置紫外灯下检查干扰性大,均无结果,故采取了有机溶剂萃取法,且在喷

显色剂后再置紫外灯下观察,其结果均无干扰,重复性好,图谱分离度高.
黄芪有效成分的提取多采用高速离心、超声波微波、超临界CO2 萃取、高速逆流等技术[21],但

在 HPLC法中测定黄芪甲苷含量时,使用这些方法使其提取的成分太多,干扰性太大,故选取萃取的

方法处理[22].使用多种萃取剂后,最后选择了水饱和的正丁醇,较其他萃取剂相比其出峰效果良好,
含量稳定.在其他相同条件下进行了提取次数的优选,分别振摇提取3,4,5次,试验表明用供试品提

取3次与4次、5次有较大差异,而4次、5次时黄芪甲苷含量无明显差异,故选择用水饱和的正丁醇

溶液振摇提取4次.所用氨试液,主要为了除去制剂中的极性成分,减少杂质干扰,进而增加系统分

离能力[23].将提取液蒸干再用甲醇溶解进样,对系统ELSD分解度较好,能更好地分离黄芪甲苷,所

得到的黄芪甲苷含量也更加可观,故使用该方法能够有效控制本制剂中黄芪甲苷的含量,对制定其质

量标准提供了一定的指导作用[24].
作为复方中药制剂的鉴别,应根据其药材化学成分,寻找简便快速并具有专属性较强的方法,才能

起到有效控制质量的目的[25].鉴别本品处方中丹参时,经过与之前研究比较得出样品与药材采用正丁醇

除杂,乙醚提取后,斑点更为明显,更适合丹参有效成分的提取,但斑点分散,故进行展开剂比例调整,
其后发现供试品色谱中与药材色谱相对应的斑点会随着展开剂的变化同步移动,药材色谱中比供试品

色谱上方多一个斑点,疑似在样品的制备过程中采用了醇沉和灭菌工艺致使有效成分被破坏,故改用样

品的制备工艺处理丹参药材,以确定供试品溶液与药材溶液斑点是否为同一成分,并比较硅胶GF254薄
层板与硅胶G薄层板展开效果.结果表明醇沉、灭菌对丹参药材成分影响较大,供试品色谱中只能与药

材色谱有一个相应斑点对应,原因是经醇沉、灭菌后所致,故最终选定与药材色谱下方斑点相对应即可

达到鉴别效果.
鉴别本品处方中红花时,比较不同提取方法制备的药材溶液,结果表明药材溶液需通过中性氧化铝柱

或D101型大孔吸附树脂柱方可出现粉红色斑点[26],但中性氧化铝柱的操作方法比大孔树脂柱简单、省时,
显色效果也更清晰,故选择中性氧化铝柱方法为本试验最终方法.

鉴别本品处方中益母草时,参考中国药典、中国兽药典方法处理供试液,且尝试用了732型强酸性阳

离子交换树脂柱[27-28],其供试品溶液、对照药材溶液在与对照品溶液相同位置上出现相应斑点,但是背景
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有点干扰,其色谱图分离度不高,有拖尾现象,经查阅文献及多次试验筛选最终确定将其药液调整pH值

后用硫氰酸铬铵试液进行处理,再用丙酮、硫酸银及氯化钡溶液依次进行洗涤溶解等,其显色效果更加清

晰,分离度高,阴性对照无干扰[29-30].

4 结 论

通过以上方法研究的验证结果表明:所建立的特征图谱专属性强、准确可行、简便,可快速用于定性

鉴别及定量检测,可广泛用于该制剂的质量控制方法之中.
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StudyontheQualityStandardofHuoqiPerfusion

YANGHong-zao1,2, WANGDong-sheng1, MIAOXiao-lou1,
ZHANGShi-dong1, DONGShu-wei1, YANBao-qi1,
SANGMeng-qi1, NALi-dong1,2, YANZuo-ting1

1.LanzhouInstituteofAnimalHusbandryandPharmaceuticalSciences,ChineseAcademyofAgriculturalSciences/

 KeyLaboratoryofVeterinaryPharmaceuticalDiscovery,MinistryofAgriculture,Lanzhou730050,China;

2.CollegeofVeterinaryMedicine,GansuAgriculturalUniversity,Lanzhou730070,China

Abstract:ObjectiveToestablishthequalitystandardforHuoqiperfusion.MethodsTLCwasusedfor
qualitativeidentificationofEpimedium,Carthamustinctorius,SalviamiltiorrhizaandLeonuriherba.
TheseparationoficariinwasachievedbyaWondaSil-C18column(4.6mm×250mm,5μm),withamo-
bilephasecomposedofacetonitrile-water(28∶72),adetectionwavelengthof270nm,acolumntempera-
tureof40℃.aninjectionvolumeof10μLandaflowrateof1.0mL/min.Theseparationoftheastragalo-
sidewasachievedbyaZORBAXSB-C18column(4.6mm×150mm,5μm)withadrifttubetemperature
of90℃,acarriergasflowrateof2.5L/minandamobilephasecomposedofmethanol-water(65∶35).
Theflowratewas1.0mL/minandthecolumntemperaturewas40℃,withanevaporativelightscatter-
ingdetector.ResultsThespotsonTLCplateswereclearwithoutinterferencebytheblankreferenceand
withgoodspecificityandrepeatability.Thelinearrangesoficariinandastragalosidewereobtainedbetween
2.336-58.4μg/mL(r=0.99997)and0.0478-0.478mg/mL(r=0.9996),therecoveryaveraging
100.2% (RSD =0.45%)and99.26% (RSD =1.46%),respectively.ConclusionThedetermination
methodreportedinthispaperisspecific,accurate,feasible,simpleandconvenient,andcanbeusedfor
thedeterminationoftheactiveingredientsofthepreparation,whichprovidesareferencevalueforthe
qualitystandardofthepreparation.
Keywords:Huoqiperfusion;TLC;HPLC;Carthamustinctorius;Salviamiltiorrhiza;Leonuriherba;

icariin;astragalloside
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