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再造丸质量标准研究
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摘要：目的建立再造丸的质量标准。方法采用薄层色谱法定性鉴别处方中的秦艽、续断；采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定秦艽中龙
胆苦苷的含量，流动相为甲醇－水（３０ ∶ ７０），检测波长为２７５ ｎｍ，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃。结果薄层色谱分离度良好。龙胆
苦苷进样量在０． ０１９ ７４ ～ １． ９７４ １ μｇ范围内与峰面积积分值线性关系良好，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ７ 牘；平均回收率为９８． １１％，ＲＳＤ为
０． ４４％（ｎ ＝ ６）。结论该方法有效，结果准确、可靠，可用于本制剂的质量控制。
关键词：再造丸；秦艽；续断；薄层色谱法；高效液相色谱法；质量标准

中图分类号：Ｒ２８４． １；Ｒ２８６． ０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６ － ４９３１ 牗２０１８ 牘１０ － ００１６ － ０３
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ Ｚａｉｚａｏ Ｐｉｌｌｓ

Ｃｈｅｎｇ Ｓｉｊｉｎ１，Ｌｉ Ｈｅｎｇ２
牗 １． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｈａｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｗｕｈａｎ，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ ４３００６４； ２． Ｗｕｈａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｄｒｕｇ ａｎｄ

Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｅｖｉｃｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｗｕｈａｎ，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ ４３００７５）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ Ｚａｉｚａｏ Ｐｉｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｅ Ｇｅｎｔｉａｎａｅ Ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ Ｒａｄｉｘ ａｎｄ Ｄｉｐｓａｃｉ Ｒａｄｉｘ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＴＬＣ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ ｏｆ Ｇｅｎｔｉａｎａｅ Ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ Ｒａｄｉｘ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ，ｔｈｅ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｍｅｔｈａｎｏｌ － ｗａｔｅｒ（３０ ∶ ７０），ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２７５ ｎｍ，ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍ
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃ ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ ＴＬＣ ｂａｎｄｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｅｌｌ． Ｔｈｅ ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇ ｏｆ
０． ０１９ ７４ － １． ９７４ １ μｇ，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ７），ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８． １１％，ａｎｄ ＲＳＤ ｗａｓ ０． ４４％（ｎ ＝ ６）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｍｅｔｈ
ｏｄｓ ａｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ，ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｚａｉｚａｏ Ｐｉｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｚａｉｚａｏ Ｐｉｌｌｓ；Ｇｅｎｔｉａｎａｅ Ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ Ｒａｄｉｘ；Ｄｉｐｓａｃｉ Ｒａｄｉｘ；ＴＬＣ；ＨＰＬＣ；ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ

再造丸，原方为《圣济总录·牛膝木瓜丸》之化裁
方，是由秦艽、续断等１４味中药材经粉碎后加入蜂蜜以
水泛丸制成的纯中药复方制剂，能祛风止痛、除湿舒筋，
用于风湿痹证引起的关节疼痛、肢体麻木、行履不健等
症。方中秦艽具有祛风湿、清湿热之功效犤 １ 犦，续断补肝
肾、强筋骨犤 ２ － ３ 犦，以固其本。为有效控制该药品质量，本
研究中建立了秦艽、续断的薄层色谱定性鉴别法以及秦
艽中龙胆苦苷的含量测定方法。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００型高效液相色谱仪（包括ＤＡＤ检测
器、ＵＶ检测器，美国ＤＩＯＮＥＸ公司）；色谱柱，戴安Ａｃ
ｃｌａｉｍ １２０ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｓｙｎｅｒｇｉ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），依利特Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＢＤＳ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；ＣＡＭＡＧ ＴＬＣ ＶＩ
ＳＵＡＬＩＺＥＲ薄层色谱照相仪，ＢＰ２１１Ｄ电子天平（赛多利
斯公司，感量０． ０１ ｍｇ ／ ０． １ ｍｇ）；硅胶Ｇ薄层板（青岛海
洋化工厂）。
１． ２ 试药

龙胆苦苷对照品（批号１１０７７０ － ２００７１２，纯度以
９９． １％计），川续断皂苷Ⅵ对照品（批号１１１６８５ －
２００８０２），秦艽对照药材（批号１２１１９９ － ２００７０２），续断

对照药材（批号１２１０３３ － ２００６０８），均由中国食品药品检
定研究院提供；甲醇为色谱纯，水为超纯水。５批样品由某
制药有限公司提供（批号分别为Ｂ＃０５Ｓ － ０８０９，Ｂ＃０５Ｌ －
１００９Ａ，Ｂ＃０５Ｌ －１００９Ｂ，Ｂ＃０５Ｓ － ０３０６，Ｂ＃０５Ｓ － ０３０６Ａ）。
２ 方法与结果
２． １ 薄层色谱鉴别

秦艽犤 ４ － ５ 犦：取本品５ ｇ，研细，加硅藻土５ ｇ，加甲醇
５０ ｍＬ，加热回流３０ ｍｉｎ，放冷，滤过，滤液蒸干，残渣加
水２０ ｍＬ，微热使溶解，用乙酸乙酯振摇提取３次，每次
２５ ｍＬ，弃去乙酸乙酯液，水液再用水饱和的正丁醇振摇提
取３次，每次２５ ｍＬ，合并正丁醇液，用正丁醇饱和的水洗
涤２次，每次２５ ｍＬ，弃去水液，正丁醇液蒸干，残渣加甲
醇１ ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。另取秦艽对照药材
０． ２５ ｇ，加甲醇２０ ｍＬ，同法制成对照药材溶液。再取龙
胆苦苷对照品，加甲醇制成每１ ｍＬ含１ ｍｇ的溶液，作
为对照品溶液。按处方比例、制备工艺制备缺秦艽的阴
性对照品，按照供试品溶液方法制得。照薄层色谱法
犤 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》附录Ⅵ Ｂ犦试验，吸取上
述４种溶液各３ ～ ５ μＬ，分别点于同一以羧甲基纤维素
钠为黏合剂的硅胶ＧＦ２５４薄层板上，以乙酸乙酯－甲醇－
水（２０ ∶ ２ ∶ １）为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外光灯
（２５４ ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液
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色谱和对照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点，
分离度良好，阴性样品（缺秦艽）无干扰。结果见图１Ａ。

续断犤 ５ － ６ 犦：取秦艽鉴别项下供试品溶液作为供试品
溶液。按处方比例，制备工艺制备缺续断的阴性样品，同
供试品溶液制备方法制得阴性对照品溶液。另取续断对
照药材０． ２５ ｇ，加甲醇２０ ｍＬ，同供试品溶液制备方法
制成对照药材溶液。再取川续断皂苷Ⅵ对照品，加甲醇
制成每１ ｍＬ含１ ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照薄层
色谱法（《中国药典》２０１５年版一部附录Ⅵ Ｂ）试验，吸
取上述４种溶液各３ ～ ５ μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层
板上，以正丁醇－醋酸－水（４ ∶ １ ∶ ５）的上层溶液为展开
剂，展开，取出，晾干，喷以１０％硫酸乙醇溶液，在１０５℃
加热至斑点显色清晰。供试品溶液色谱中，在与对照药
材和对照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的主斑点，
分离度良好，阴性样品（缺续断）无干扰。结果见图１Ｂ。

２． ２ 龙胆苦苷含量测定
２． ２． １ 色谱条件

色谱柱：戴安Ａｃｃｌａｉｍ １２０ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：甲醇－水（３０ ∶ ７０）；检测波长：２７５ ｎｍ；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；理论板数按龙胆苦苷峰计算应不低
于３ ０００。柱温：３０ ℃；进样量：２０ μＬ。
２． ２． ２ 溶液制备

对照品溶液：取龙胆苦苷对照品适量，精密称定，加
５０％甲醇制成每１ ｍＬ含１５ μｇ的溶液，即得。供试品溶
液：取本品，研细，取１ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精
密加入甲醇５０ ｍＬ，称定质量，加热回流１ ｈ，放冷，再称
定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过。精密量取
续滤液５ ｍＬ置１０ ｍＬ容量瓶中，用水稀释至刻度，摇
匀，用微孔滤膜（０． ４５ μｍ）滤过，取续滤液，即得。阴性
对照品溶液：按处方比例、制备工艺制备缺秦艽的阴性

对照品，按照供试品溶液方法制得。
２． ２． ３ 方法学考察

专属性试验：取２． ２． ２项下３种溶液，按上述色谱
条件进行测定。结果表明，供试品溶液色谱中，在与龙胆
苦苷对照品溶液色谱相同保留时间处有相应色谱峰，阴
性对照品溶液色谱中无相应色谱峰。样品中其他原辅料
未对待测物的检测产生干扰。对供试品溶液色谱中与龙胆
苦苷溶液相同保留时间色谱峰进行ＤＡＤ（１９０ ～ ４００ ｎｍ）扫
描，所得光谱图与龙胆苦苷对照品相一致。详见图２。

线性关系考察：称取龙胆苦苷对照品（纯度
９９． １％）９． ９６ ｍｇ，精密称定，置５０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇
溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取２５ ｍＬ置５０ ｍＬ容
量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，即得到质量浓度为
０． ０９８ ７ ｇ ／ Ｌ的对照品贮备液。再分别精密量取上述对
照品贮备液１，５ ｍＬ置１００ ｍＬ容量瓶中；１． ０，１． ５，２． ０，
５． ０，１０． ０ ｍＬ置１０ ｍＬ容量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻
度，摇匀，制成质量浓度分别为９． ８７０ × １０ － ４ ｇ ／ Ｌ，
４． ９３５ × １０ － ３ ｇ ／ Ｌ，９． ８７０ × １０ － ３ ｇ ／ Ｌ，１． ４８１ × １０ － ２ ｇ ／ Ｌ，
１． ９７４ × １０ － ２ ｇ ／ Ｌ、４． ９３５ × １０ － ２ ｇ ／ Ｌ、９． ８７０ × １０ － ２ ｇ ／ Ｌ
的对照品溶液。分别精密吸取上述系列对照品溶液各
２０ μＬ，注入液相色谱仪，测定，以进样量为横坐标、峰面
积积分值为纵坐标进行线性回归，得回归方程Ｙ ＝
２０． ７９６ ６ Ｘ － ０． ０７６ ９，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ７ 牘。结果表明，龙
胆苦苷进样量在０． ０１９ ７４ ～ １． ９７４ １ μｇ范围内与峰面
积积分值线性关系良好。

精密度试验：吸取质量浓度为０． ０１４ ９１ ｇ ／ Ｌ的龙
胆苦苷对照品溶液２０ μＬ，连续进样６次，以对照品峰
面积计算精密度。结果的ＲＳＤ为０． ２４％（ｎ ＝ ６），表明
仪器精密度良好。在不同时间以不同的色谱柱将同批样
品依法制备供试品溶液，测定含量。结果３次测定平均
含量为１． ３９ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ ＝ ０． ４２％ 牗 ｎ ＝ ３ 牘，表明方法中
间精密度良好。

稳定性试验：精密吸取同一供试品溶液２０ μＬ，分
别在０，２，４，８，１２ ｈ时进样。结果平均峰面积值为
５． ７８３，ＲＳＤ ＝ ０． ６２％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，表明供试品溶液在１２ ｈ
内稳定性良好。

重复性试验：取本品（批号Ｂ＃０５Ｓ － ０８０９）９份（取
样量分别为０． ７，１． ０，１． ３ ｇ各３份），依法制备供试品
溶液，测定。结果含量平均值为１． ３７８ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ ＝
０． ５４％ 牗 ｎ ＝ ９ 牘，表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密称定已知含量的样品（批号Ｂ＃
０５Ｓ －０８０９，含量１． ３７８ｍｇ ／ ｇ）０． ５ｇ，共取６份，分别置于具塞
锥形瓶中，再精密量取５０ ｍＬ质量浓度为０． ０１４ ９１ ｇ ／ Ｌ
的对照品溶液６份，分别加入上述具塞锥形瓶中，再按
照供试品溶液项下方法制备供试品溶液，测定并计算回
收率。结果回收率在９７％ ～ ９９％内，平均９８． １１％ ，

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

１． 阴性对照品溶液 ２ － ６． 供试品溶液
７． 对照药材溶液 ８． 对照品溶液

Ａ． 秦艽 Ｂ． 续断
图１ 薄层色谱图
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Ａ． 对照品溶液高效液相色谱图 Ｂ． 供试品溶液高效液相色谱图 Ｃ． 阴性对照品溶液高效液相色谱图 Ｄ． 供试品ＤＡＤ扫描图
图２ 专属性试验色谱图和光谱图

ＲＳＤ ＝ ０． ４４％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法准确性较好。
２． ２． ４ 样品含量测定

取５批样品，依法测定含量。结果批号为Ｂ＃０５Ｓ －
０８０９，Ｂ＃０５Ｌ － １００９Ａ，Ｂ＃０５Ｌ － １００９Ｂ，Ｂ＃０５Ｓ － ０３０６，Ｂ＃
０５Ｓ － ０３０６Ａ的样品中，龙胆苦苷含量分别为１． ３８，
１． ３４，１． ３２，０． ７０，０． ７３ ｍｇ ／ ｇ。
３ 讨论

本品为水蜜丸，且加蜜量为３０％，在定性鉴别中加
适量硅藻土去除炼蜜，用乙酸乙酯去除脂溶性成分，从
而有效减少了杂质干扰。对秦艽、续断薄层色谱进行了
展开温度、湿度、不同厂家薄层板的考察，均分离良好，
说明此方法可以作为其定性鉴别的方法。

２０１５年版《中国药典（一部）》中“秦艽”“龙胆”含量测
定项下犤 ５ 犦，龙胆苦苷检测波长分别为２５４ ｎｍ和２７０ ｎｍ。
按照“２． ２． １”项下色谱条件对龙胆苦苷对照品溶液进行
测定，并做ＤＡＤ（１９０ ～ ４００ ｎｍ）扫描，所得光谱图显示
龙胆苦苷在２４４，２７５ ｎｍ处有较大吸收，供试品色谱中
龙胆苦苷在相应波长亦有较大吸收。对供试品溶液、对
照品溶液在２５４ ｎｍ及２７５ ｎｍ同时做双波长检测，发现
龙胆苦苷峰在２７５ ｎｍ波长所测响应值较２５４ ｎｍ高约
２０％，且供试品溶液色谱中杂质峰较少。参考其他文献
资料犤 ７ － １０ 犦，最终选择２７５ ｎｍ为龙胆苦苷含量测定的检
测波长。

本研究中对提取方法，提取时间，提取溶剂的体积
进行了考察犤 １１ － １２ 犦，结果加热回流提取的龙胆苦苷含量
较高，表明加热回流提取效率更高；加热回流３０ ｍｉｎ，１ ｈ，
２ ｈ时提取的龙胆苦苷含量相当；２５，５０，１００ ｍＬ提取的
龙胆苦苷含量相当。故选择甲醇５０ ｍＬ加热回流１ ｈ作
为提取方法。

本研究中建立了中药成方制剂再造丸中秦艽、
续断的薄层色谱鉴别法，以及秦艽中龙胆苦苷的含
量测定方法，为该制剂质量标准的制订提供了方法
和依据。
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