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ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

骨质增生丸为我院非标准制剂，由于原质量标准检

测方法简单、不可控，且仅有骨碎补和熟地黄的薄层色

谱（ＴＬＣ）鉴别方法，因此需要提高制剂的质量标准。骨
质增生丸由鸡血藤、熟地黄、骨碎补、狗脊、独活等１１味
中药组方，为临床使用多年的经验方，有滋补肝肾、强筋

壮骨、驱风散邪、助阳化湿、活血化瘀功效，多用于颈椎

病、肥大性腰椎炎、退行性关节炎、腰肌劳损、慢性腰腿病

等的治疗。本研究中对方中骨碎补、鹿衔草、熟地黄等成分

进行定性鉴别，对柚皮苷进行含量测定犤１犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＡＬ２０４型电子分析天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ

公司）；ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗仪（昆山市超声仪器有
限公司）；１２００型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
硅胶 Ｇ板（青岛海浪硅胶干燥剂有限公司）；硅胶 Ｈ板
（青岛海洋化工厂分厂）。

１．２ 试药
柚皮苷对照品（批号为１１０７２２－２００６１０，纯度＞９８％），

鹿衔草对照药材（批号为 １２１２１１－２０１２０２），熟地黄对
照药材（批号为 １２１１９６－２０１１０５），均购自中国食品药

品检定研究院；骨质增生丸（批号分别为 １４１１０１，
１４１１０２，１４１１０３，规格为每袋 ６ｇ）及阴性样品均由医院
制剂中心提供。

２ 方法与结果

２．１ 定性鉴别
２．１．１ 骨碎补犤２犦

取样品１０ｇ，研细，加甲醇５０ｍＬ，超声（功率２４０Ｗ，
频率４０ｋＨｚ，下同）处理３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加
甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。取柚皮苷对照品适
量，加甲醇制成每 １ｍＬ含 ０．５ｍｇ的对照品溶液。另取
缺骨碎补的阴性样品１０ｇ，按供试品溶液制备方法制成
阴性对照品溶液。吸取上述３种溶液各４μＬ，分别点于
同一硅胶 Ｇ薄层板上，以环己烷 －乙酸乙酯 －甲酸－
水（１∶１２∶２．５∶３，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，
晾干，喷以三氯化铝试液，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。
供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位置上显

相同颜色的斑点，阴性对照无干扰，详见图１Ａ。
２．１．２ 鹿衔草犤３犦

取样品１０ｇ，研细，加乙醇４０ｍＬ，超声处理３０ｍｉｎ，滤
过，滤液蒸干，残渣加甲醇 １ｍＬ使溶解，作为供试品溶
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长为２８３ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。结果 骨碎补、鹿衔草、熟地黄的 ＴＬＣ图斑点清晰，分离度好，阴性对照无干扰，精密度、重
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Ａ Ｂ Ｃ
１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

１．对照品溶液或对照药材溶液 ２－４．供试品溶液 ５．阴性对照品溶液

Ａ．骨碎补 Ｂ．鹿衔草 Ｃ．熟地黄
图１ 薄层色谱图
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１．柚皮苷
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图２ 高效液相色谱图

１

１

液。取鹿衔草对照药材 １ｇ，加乙醇 ２０ｍＬ，按供试品溶
液制备方法制成对照药材溶液。另取缺鹿衔草的阴性样

品 １０ｇ，按供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。
吸取上述 ３种溶液各 ５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｈ薄层
板上，以环己烷－甲酸乙酯－甲酸（５∶４∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）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，置日光灯下检视。供试品
溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置上显相同

颜色的斑点，阴性对照无干扰，详见图１Ｂ。
２．１．３ 熟地黄犤４犦

取样品 １０ｇ，研细，加水 ５０ｍＬ，超声处理 ３０ｍｉｎ，
滤过，滤液置分液漏斗中，加乙酸乙酯 ２５ｍＬ，振摇提
取，分取乙酸乙酯层，水浴蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶
解，作为供试品溶液。取熟地黄对照药材１ｇ，置锥形瓶
中，加水 ３０ｍＬ，煎煮 １ｈ，滤过，即得对照药材溶液。另
取缺熟地黄的阴性样品１０ｇ，同供试品溶液制备方法制
成阴性对照品溶液。吸取上述３种溶液各５μＬ，分别点
于同一硅胶Ｇ薄层板上，以甲苯－乙酸乙酯（１∶１，Ｖ／Ｖ）
为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 ２，４－二硝基苯肼试
液，显色至斑点清晰，置日光灯下检视。供试品溶液色谱

中，在与对照药材溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑

点，阴性对照无干扰，详见图１Ｃ。
２．２ 含量测定
２．２．１ 色谱条件犤５－７犦

色谱柱：ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：乙腈 －０．１％磷酸溶液（１９∶８１，Ｖ／Ｖ）；流速：
１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８３ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取柚皮苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成每１ｍＬ
含３０μｇ的对照品溶液。取样品适量，研细，取约１ｇ，精
密称定，置具塞锥形瓶中，精密加甲醇 ２５ｍＬ，密塞，称
定质量，超声处理 ２０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇补
足减失的质量，摇匀，离心，滤过，取续滤液，作为供试品

溶液。取不含骨碎补的阴性样品，按供试品溶液制备方

法制备阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取 ２．２．２项下供试品溶液、对照
品溶液各适量，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，

详见图２。结果理论板数按柚皮苷峰计应不低于３０００，
分离度均大于１．５，基线分离良好。

专属性试验：取 ２．２．２项下对照品溶液、阴性对照
品溶液各适量，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，

详见图２。结果阴性对照品溶液色谱在与对照品溶液色
谱相同保留时间处无干扰峰，表明专属性良好。

线性关系考察：取对照品各适量，加５０％甲醇制成
每１ｍＬ中含柚皮苷２．９，５．８，１１．６，２３．２，４６．４，９２．８μｇ
的系列对照品溶液，按拟订色谱条件进样，记录峰面积。

以柚皮苷质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝１２．６４３Ｘ－
２．８０４，ｒ＝０．９９９９牗ｎ＝６牘。结果表明，柚皮苷质量浓度



３７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年５月２０日 第２８卷第１０期
Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．１０牞Ｍａｙ２０牞２０１９

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

取样量

（ｇ）

０．５０１５
０．５０３０
０．４９９１
０．５０１９
０．５０１１
０．５００６
０．５０２３
０．５０１４
０．５０２１

样品含量

（ｍｇ）

０．３９１
０．３９２
０．３８９
０．３９１
０．３９１
０．３９０
０．３９２
０．３９１
０．３９２

加入量

（ｍｇ）

０．３１２
０．３１２
０．３１２
０．３９０
０．３９０
０．３９０
０．４６８
０．４６８
０．４６８

测得量

（ｍｇ）
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在２．９～９２．８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。
精密度试验：取对照品溶液适量，按拟订色谱条件

连续进样测定 ６次，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为
０．３７％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液牗批号为１４１１０１牘适量，
分别于室温下放置 ０，２，４，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱条
件进样测定，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为２．１６％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在室温放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：精密称取样品牗批号为１４１１０１牘适量，依
法制备供试品溶液，再按拟订色谱条件进样测定６次，
记录峰面积并计算样品含量。结果柚皮苷平均含量为

０．７７９ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为２．１６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量样品适量，共６份，分别

加入一定质量浓度的柚皮苷对照品溶液，同法制备供试

品溶液，再按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积并计

算回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取３批样品各适量，依法制备供试品溶液，再按拟
订色谱条件进样测定，平行测定３次，记录峰面积并计算
样品含量。结果批号为１４１１０１，１４１１０２，１４１１０３的３批样
品中柚皮苷的含量分别为０．７３６，０．７５１，０．７７１ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

骨质增生可发生于全身各部位，临床表现也错综复

杂犤８犦。骨质增生属于无菌性炎症，治疗时应控制骨质增

生引起的局部组织充血、水肿、炎症等一系列症状和体

征。该组方从补肾健骨、扶正祛邪、活血化瘀、疏通经络

的角度配伍，方中熟地黄滋阴益肾、养肝补脾，鸡血藤补

血活血、舒筋活络，独活祛风除湿、驱散风邪，生麦芽、生

谷芽益脾补肾，诸药协同发挥疗效，制备为骨质增生丸，

更能满足广大骨质增生患者的用药需求。

骨碎补ＴＬＣ显色后，薄层板需放置足够时间，荧光
才够清晰，同时展开剂应选择环己烷－乙酸乙酯－甲酸－
水（１∶１２∶２．５∶３，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）的上层溶液犤９犦。药典中骨

碎补和鹿衔草的薄层鉴别展开剂均使用了甲苯，但甲苯

为易制毒化学品，属于管制品，所以该两味药材的鉴别

中用环己烷替代了甲苯。

柚皮苷检测波长的选择，以甲醇为溶剂，称取柚皮

苷对照品适量，精密称定，加 ５０％甲醇溶解，使用紫外
可见分光光度计在 ２００～４００ｎｍ波长范围内进行紫外
扫描犤１０犦，结果柚皮苷在 ２８３ｎｍ波长处有最大吸收峰，
通过系统适用性试验验证，结果分离度良好，样品中柚

皮苷与对照品保留时间一致，阴性无干扰。

处方中熟地黄为生地黄的炮制加工品，具有清热生

津、凉血止血作用，《中国药典》建立了其活性成分梓醇、

毛蕊花糖苷的含量测定方法，试验时由于缺少对照品，

故未将其作为含量测定指标。肉苁蓉含有松果菊苷、毛

蕊花糖苷等指标成分。狗脊中含有原儿茶酸，但《中国药

典》中其药材的含量限度比较低。独活含有蛇床子素、二氢

欧山芹醇当归酸酯，《中国药典》也建立了相应含量测定方

法。《中国药典》中鹿衔草质量标准项下建立了水晶兰苷的

含量测定方法。《中国药典》中骨碎补以柚皮苷为含量测定

指标，本品按干燥品计算，含柚皮苷应不得少于０．５０％。
经过筛选，本研究中采用柚皮苷为指标成分进行含量测

定。进一步研究时可以考虑增加毛蕊花糖苷、蛇床子素、水

晶兰苷等指标成分的含量测定犤１１犦。

综上所述，本研究中所建立的标准操作简便、准确，精

密度、稳定性、重复性好，可用于骨质增生丸的质量控制。
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