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  [ 摘要]  目的: 建立活血降酶散的质量标准。方法: 采用薄层色谱法鉴别组方中五味子、红花、丹参 3味药; 采用高效液相

色谱法测定组方中主药丹参所含药理活性成分丹参酮Ⅱ A 的含量。结果: 薄层色谱鉴别斑点清晰; 丹参酮Ⅱ A 进样量在

0. 026 67～0. 213 4 μg线性良好,平均回收率为 101. 19% , RSD 1. 18%。结论:所用方法简单、准确, 可有效控制和血降酶散的

质量。
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[ Abstract]  Objective: To establish the quality standards for Huoxuejiangmei powder. Method: TLC method

was used for identification of Fructus Schisandra Chinensis, Flos Carthami and Radix et Rhizoma Salviae

Miltiorrhizae; and HPLC methods was used for the contents of tanshinoneⅡA in Radix et Rhizoma Salviae

Miltiorrhizae in Huoxuejiangmei powder. Result: TLC method was simple, specific reproducible; HPLC method

established was simply and accurate. TanshinoneⅡ A was linear in the rang of 0. 026 67-0. 213 4 μg. The average

recovery was 101. 19% ( RSD 1. 18% ) . Conclusion: This quality standard can control the quality of

Huoxuejiangmei Powder effectively.
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  活血降酶散是由丹参、五味子、红花组成的临床

经验方,经过多年临床疗效观察,对肝炎( 包括甲肝,

乙肝,丙肝) 和黄疸型肝炎瘀血引起的血清转氨酶升

高者有非常显著的降酶作用;同时能保护肝细胞损

伤,促进肝细胞再生。为确保有效控制该制剂的质

量,我们对其质量标准进行研究。

1 材料

BisepTM-1100 型高效液相色谱 ( 美国通微公

司) ; LC-10AD高效液相色谱仪( 日本岛津公司) ; U-

3900H紫外-可见分光光度计( HITACHI日立公司) ;

WHF203B三用紫外分析仪(天津思利达科技有限公

司) ; HS2060A 超声波清洗器。含量测定用甲醇为

色谱纯,水为去离子水,其他试剂均为分析纯。制备

3个批次供试品 ( 20090705, 20090820, 20090910) 药

材均由酒钢医院提供; 五味子对照药材 ( 批号

120922-200606) ,红花对照药材( 批号 907-9905) ,丹

参对照药材( 批号 120923-200610) ,丹参酮Ⅱ A 对照

品( 批号 110766-200314) ,均由中国药品生物制品检

定所提供,含量测定用。
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  硅胶 G薄层板( 安徽良臣硅源材料有限公司) ,

硅胶 H薄层板( 青岛海洋化工厂) 。

2 方法与结果

2.1 制剂制法 将丹参、五味子、红花 3 味中药按

处方剂量称量配齐, 混合粉碎成细粉, 过筛, 混匀

即得。

2.2 薄层色谱鉴别 五味子:取阳性供试品粉末 3

g,置具塞锥形瓶中加甲醇 20 mL,超声提取 20 min,

取出,放凉,滤过,滤液于水浴上蒸干,残渣加乙酸乙

酯 1 mL使溶解,作为阳性供试品溶液。另取阴性供

试品(无五味子 ) 粉末 2 g, 同法制成阴性供试品溶

液。再取五味子对照药材 1 g,同法制成对照药材溶

液。照《中国药典》2005 年版一部附录ⅥB 薄层色

谱法试验,吸取上述 3 种溶液各 2 μL,分别点于同一

硅胶 G薄层板上,以石油醚 ( 30 ～60 ℃) -乙酸乙酯-

乙酸( 15∶5∶1) 的上层溶液为展开剂,展开,取出,晾

干。置紫外光灯 ( 365 nm) 下检视。阳性供试品色

谱中,在与对照药材色谱相应位置上,显相同颜色的

荧光斑点(淡黄色) 。而阴性供试品色谱中,在与对

照药材色谱相应位置上,不显荧光斑点。

红花:取阳性供试品粉末 1. 5 g,置具塞锥形瓶

中加 80%丙酮溶液 5 mL,超声提取 15 min,取出,静

置,吸取上清液,作为阳性供试品溶液。另取阴性供

试品( 无红花 ) 粉末 1 g,同法制成阴性供试品溶液。

再取红花对照药材 0. 5 g,同法制成对照药材溶液。

照《中国药典》2005 年版一部附录ⅥB薄层色谱法

试验,吸取上述 3 种溶液各 3 μL,分别点于同一硅胶

H薄层板上,以乙酸乙酯-甲酸-水-甲醇( 7∶2∶3∶0. 4)

为展开剂,展开,取出,晾干。阳性供试品色谱中,在

与对照药材色谱相应位置上,显相同颜色的斑点( 桔

红色) 。而阴性供试品色谱中,在与对照药材色谱相

应位置上,不显相同颜色的斑点。

丹参:取阳性供试品粉末 3 g,置具塞锥形瓶中

加甲醇 20 mL, 超声提取 20 min,取出, 放凉,滤过,

滤液于水浴上蒸干,残渣加乙酸乙酯 1 mL使溶解,

作为阳性供试品溶液。另取阴性供试品 ( 无丹参)

粉末 2 g,同法制成阴性供试品溶液。再取丹参对照

药材 0. 5 g, 同法制成对照药材溶液。再取丹参酮

ⅡA 对照品,加乙酸乙酯制成 1 mL含 1 mg的对照品

溶液。照《中国药典》2005 年版一部附录ⅥB 薄层

色谱法试验,吸取上述 4 种溶液各 3 μL,分别点于同

一硅胶 G薄层板上, 以苯-乙酸乙酯 ( 19∶1) 为展开

剂,展开,取出,晾干。阳性供试品色谱中,在与对照

药材色谱相应位置上,显相同颜色的斑点;在与对照

品色谱相应位置上,显相同颜色的斑点 ( 砖红色 ) 。

而阴性供试品色谱中,在与对照药材色谱及对照品

色谱相应位置上,均不显相同颜色的斑点。

2.3 含量测定

2.3.1 色谱条件  C18色谱柱 ( DaisoSp-120-5-ODS-

AP, 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;流动相甲醇-水 ( 80∶

20) ;检测波长为 270 nm,柱温 30℃;流速 1. 0 mL·

min
- 1
。理论塔板数按丹参酮Ⅱ A ( C19 H18 O3 ) 峰计算

不低于2 000,分离度大于 1. 5。

2.3.2 对照品溶液的制备  取丹参酮Ⅱ A 照品适

量,精密称定,加甲醇制成 10. 668 mg·L
- 1
的溶液,即

得。

2.3.3 供 试 品 溶 液 的 制 备  取 同 一 批 次

( 20090820) 阳性供试品粉末 0. 9 g,精密称定, 置具

塞锥形瓶中,精密加入甲醇 25 mL,密塞, 称定质量,

超声处理 ( 功率 200 W,频率 40 kHz) 30 min,放冷,

再称定质量,用甲醇补足减失的质量,摇匀,滤过,取

续滤液,即得。

2.3.4 阴性对照试验  按处方取除丹参外的各味

药材混合粉末 0. 6 g, 按阳性供试品溶液的制备方

法,同法制得阴性供试品溶液。精密吸取对照品溶

液、供试品溶液及阴性供试品溶液各 5 μL, 注入液

相色谱仪, 测定。结果阴性供试品在与丹参酮ⅡA

对应的保留时间处无干扰,结果见图 1。

2.3.5 线性关系考察 取 2.3.2项下溶液,作为储

备液。分别精密吸取上述储备液 2. 5, 5, 10, 15, 20

μL,注入液相色谱仪,按 2.3.1色谱条件分析,测定

各自峰面积, 以对照品进样量 ( μg) 为横坐标,峰面

积均值为纵坐标, 求得回归方程 Y = 6 ×10
6

X -

1. 43 ×103 , r =0. 999 9。结果表明丹参酮ⅡA对照品

在0. 026 67 ～0. 213 4 μg线性良好。

2.3.6 精密度试验 精密吸取 2. 3. 2项下储备液 5

μL,按 2. 3. 1色谱条件分析,连续进样 6 次,测定丹

参酮ⅡA 峰面积, 峰面积平均值为 314 368, RSD

0. 72%。表明仪器精密度良好。

2.3.7 稳定性试验  取同一批次 ( 20090820) 供试

品粉末 0. 9 g,精密称定,按供试品溶液的制备方法

制备, 按 2.3.1色谱条件分析, 分别在 0, 2, 4, 6, 8,

10 h进样,测得各自峰面积值的 RSD 0. 59%。

2.3.8 重复性试验  取同一批次 ( 20090820) 供试
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图 1 活血降酶散 HPLC

1. 丹参酮ⅡA

品粉末 6 份,每份 0. 9 g,精密称定,按阳性供试品溶

液的制备方法制备, 按 2. 3.1色谱条件分析测定,

结果供试品中丹参酮ⅡA 平均 0. 31 mg·g
- 1

, RSD

0. 32%。

2.3.9 回收率试验  取同一批次 ( 20090820) 阳性

供试品粉末 6 份,每份 0. 45 g,精密称定,分别精密

加入丹参酮ⅡA 对照品甲醇储备溶液 ( 10. 668 mg·

L
- 1

) 25 mL,按阳性供试品溶液的制备方法制备,测

定,计算回收率,结果平均回收率为 101. 19% , RSD

1. 18%。结果见表 1。

2.3.10 样品测定 按正文方法测定 3 批样品 ( 批

号 20090705, 20090820, 20090910) ,丹参酮ⅡA 的质

量分数分别为0. 288 9, 0. 307 5, 0. 316 5 mg·g
- 1

, 3

批平均值0. 304 3 mg·g - 1
。

表 1 活血降酶散回收率试验

No.
称样量

/g

样品中量

/mg

加入量

/mg

测得量

/mg

回收率

/%

平均值

/%

RSD/

%

1 0.451 2 0.139 9 0.266 7 0.409 9 101. 24

2 0.451 1 0.139 8 0.266 7 0.408 1 100. 60

3 0.451 6 0.140 0 0.266 7 0.412 5 102. 17 101. 19 1. 18

4 0.451 1 0.139 8 0.266 7 0.412 4 102. 21

5 0.452 0 0.140 1 0.266 7 0.404 4 99. 10

6 0.451 1 0.139 8 0.266 7 0.411 4 101. 84

3 讨论

3.1 波长的选择  通过对丹参酮ⅡA 对照品溶液

在 200 ～400 nm处进行紫外光谱扫描检测显示,丹

参酮Ⅱ A 在 270 nm处有最大吸收,与文献 [ 2] 采用

的波长相同。

3.2 提取方法的确定与考察

3.2.1 提取方式的确定 考察超声处理( 功率 200

W,频率 40 kHz) 与加热回流 30 min,结果显示,采用

超声处理阳性供试品中丹参酮ⅡA 含量与加热回流

含量基本一致, RSD 1. 0% ,故采用超声处理方式提

取,以简化操作。分别考察超声处理 ( 功率 200 W,

频率 40 kHz) 15, 30, 45 min,结果显示,超声提取 30

min时阳性供试品中丹参酮Ⅱ A 含量较高,故提取时

间定为 30 min。

3.2.2 提取溶剂的比较  分别考察了甲醇与乙醇

作为溶剂提取以及溶剂用量,结果显示,采用甲醇提

取阳性供试品中丹参酮ⅡA 含量比乙醇提取含量略

高, RSD 2. 57% ,提取溶剂量为 25 mL时阳性供试品

中丹参酮ⅡA 含量较高, 故将提取溶剂量定为

25 mL。

3.3 耐用性试验

3.3.1 不同色谱柱的考察 分别用 DaisoSp-120-5-

ODS-AP C18 ( 4. 6 mm × 250 mm, 5 μm) 与

AT. LICHROM C18 ( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) 色谱

柱,采用 BisepTM-1100 型高效液相色谱仪,测定同一

批次 ( 20090820) 阳性供试品中丹参酮ⅡA 含量,二

者 RSD 0. 58%。结果显示,不同色谱柱对测定结果

无影响。

3.3.2 不同仪器的考察 采用 DaisoSp-120-5-ODS-

AP C18 ( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) 色谱柱, 分别在

BisepTM-1100 型与 LC-10AD型高效液相色谱仪上,

测定同一批次( 20090820) 阳性供试品的含量, 二者

RSD 0. 7%。结果显示, 不同仪器对测定结果无影
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响。

3.3.3 实验室温湿度的考察 薄层色谱分析时,温

度设计为低温 8 ℃与室温 20 ℃,相对湿度设计为低

湿 32%或 38%与高湿度 58% 考察。结果表明五味

子 TLC行为以低温 8 ℃与室温 20 ℃,高湿度 58%

的环境为好;红花、丹参的 TLC行为在低温 8 ℃,低

湿与高湿条件下均有较好的分离。
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红果山胡椒果实挥发油的成分大部分与红果山胡椒

的枝叶挥发油成分有较大差异,可能是因不同药用

部位,所含化学成分也就有所差异。本研究对于开

发利用和进一步深入研究红果山胡椒这一植物提供

了科学依据。
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