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参鹿补片组方为红参、鹿肉、淫羊藿、狗脊、墨旱莲、

玉竹等１４味中药材，原标准中已有齐墩果酸的薄层色
谱牗ＴＬＣ牘鉴别法犤１犦。采用乙醚作为提取溶剂，乙醚的穿透

力低，不能充分提取出齐墩果酸，供试品色谱中齐墩果

酸斑点淡，拖尾严重，且比对照品色谱中相应斑点偏高，

此情况易出现对结果判定产生分歧，故对供试品的处理

方法、展开剂及显色方法进行了修订。为了更有效地控

制该品的质量，本研究中对参鹿补片进行了定性定量研

究，不仅对齐墩果酸的 ＴＬＣ鉴别方法进行了修订，还采
用 ＴＬＣ法对人参皂苷 Ｒｇ１进行定性鉴别，高效液相色
谱牗ＨＰＬＣ牘法测定淫羊藿苷含量，旨在为该制剂的质量
控制提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型（美国安捷伦公

司）；岛津 ＬＣ－２０ＡＤ型（日本岛津公司）。色谱柱：Ｄｉａ
ｍｏｎｓｉｌ（钻石１代）Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；Ｄｉａ
ｍｏｎｓｉｌ（２）Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＳｐｕｒｉｓｉｌＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。ＣＰ２２４Ｓ型电子天平（ｄ＝
０．１ｍｇ），ＣＰ２２５Ｄ型电子天平（ｄ＝０．０１ｍｇ，０．１ｍｇ），均
购自赛多利斯公司。

１．２ 试药
齐墩果酸对照品（批号为 １１０７０９－２００５０５），人参

皂苷 Ｒｇ１对照品（批号为 １１０７０３－２０１０２７，含量以
９７．７％ 计 ），淫 羊 藿 苷 对 照 品 （批 号 为 １１０７３７－
２００４１５），均购自中国食品药品检定研究院；参鹿补片
（批号分别为１５０３０１，１５０３０２，１５０３０３），不含红参、女贞
子、淫羊藿的阴性样品，均由江西药都仁和制药有限公

司提供；硅胶 Ｇ薄层板（批号为 ２０１６１０１４，青岛海洋化
工厂）；乙腈、甲醇均为色谱纯（购自美国天地公司）；水

为超纯水；其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱鉴别
齐墩果酸犤２犦４５－４６，４２９－４３０，４９６－４９７，５２６，９４９－９５０，１２５８，１３６６犤３－４犦：取

样品１０片，研细，加２％的氢氧化钠溶液３０ｍＬ，超声处
理 ３０ｍｉｎ，离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），上清液用盐酸调
ｐＨ为 ２～３，用乙醚振摇提取 ２次，每次 ３０ｍＬ，合并乙
醚提取液，蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品
溶液。另按处方取除女贞子的其他药材制成阴性样品，

再按供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。取齐墩

果酸对照品，加甲醇制成每 １ｍＬ含 １ｍｇ的溶液，作为
对照品溶液。照薄层色谱法犤２０１５年版《中国药典牗一
部牘》通则 ０５０２犦，吸取上述 ３种溶液各 ５μＬ，分别点于
同一以羧甲基纤维素钠为黏合剂的硅胶 Ｇ薄层板上，
以环己烷－丙酮 －乙酸乙酯（５∶２∶１）为展开剂，展开，
取出，晾干，喷以 １０％硫酸乙醇溶液，在 １０５℃加热至
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淫羊藿中活性成分淫羊藿苷的含量。结果 参鹿补片的薄层色谱图与相应对照品的色谱图均显相同斑点，且阴性对照无干扰；淫羊藿苷

的质量浓度在２．０９２～１８．８２８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝１．０００），平均加样回收率为９９．０６％，ＲＳＤ为１．１０％（ｎ＝６）。
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Ａ Ｂ

１．阴性对照品溶液 ２．对照品溶液

３－５．供试品溶液（批号分别为１５０３０１，１５０３０２，１５０３０３）

Ａ．齐墩果酸 Ｂ．人参皂苷Ｒｇ１
图１ 薄层色谱图

斑点显色清晰。供试品溶液色谱中，在与齐墩果酸对照

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。
人参皂苷Ｒｇ１犤２犦４４０－４４２，４４６－４４７，８６４－８６５，８６８，１１２４－１１２６，１２７６－１２７８犤５犦：

取样品１０片，研细，加甲醇４０ｍＬ，水浴回流１ｈ，滤过，
滤液蒸干，残渣加水 ３０ｍＬ使溶解，加水饱和正丁醇振
摇提取２次，每次３０ｍＬ，合并正丁醇提取液，用正丁醇
饱和的水５０ｍＬ洗涤，弃去水洗液，正丁醇蒸干，残渣加
甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。另按处方取除红参
的其他药材制成阴性样品，再按供试品溶液制备方法制

成阴性对照品溶液。再取人参皂苷 Ｒｇ１对照品，加甲醇
制成每 １ｍＬ中含 １ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照薄
层色谱法犤２０１５年版《中国药典牗一部牘》通则 ０５０２犦，吸
取上述 ３种溶液各 ５～１０μＬ，分别点于同一以羧甲基
纤维素钠为黏合剂的硅胶 Ｇ薄层板上，以三氯甲烷 －
甲醇－水（１３∶７∶２）１０℃以下放置的下层溶液为展开
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，在与人参皂苷

Ｒｇ１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１Ｂ。

２．２ 淫羊藿苷含量测定犤２犦３２７－３２８，１０９５－１０９６，１０９８，１３６９－１３７０犤６－８犦

２．２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：烷键合硅胶为填充剂；流动相：乙腈－水

（２９∶７１）；检测波长：２７０ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样
量：１０μＬ；柱温：３５℃。在此条件下的色谱图见图 ２。理
论板数按淫羊藿苷峰计算应不低于 ２０００，且分离度大
于１．５。
２．２．２ 溶液制备

取淫羊藿苷对照品适量，精密称定，用稀乙醇制成

每 １ｍＬ中含 １０μｇ的溶液，作为对照品溶液。取本品
２０片，精密称定，研细，取约２ｇ，精密称定，置５０ｍＬ容
量瓶中，加入稀乙醇 ４０ｍＬ，超声处理（功率 ３５０Ｗ，频
率３５ｋＨｚ）１ｈ，放冷，用稀乙醇稀释至刻度，摇匀，滤过，
取续滤液，作为供试品溶液。另按处方取不含淫羊藿的

其他药材制成阴性样品，再按供试品溶液制备方法制成

阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：分别吸取 ２．２．２项下 ３种溶液各
１０μＬ，分别注入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测
定，记录色谱图。结果淫羊藿苷峰能较好地分离，保留时

间适中，阴性无干扰，专属性好。详见图２。
线性关系考察：取淫羊藿苷对照品１０．４６ｍｇ，精密

称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加稀乙醇使溶解，并稀释至
刻度，摇匀，得母液（１０４．６μｇ／ｍＬ），再分别精密吸取
１．０，３．０，５．０，７．０，９．０ｍＬ，分别置 ５０ｍＬ容量瓶中，用
加稀乙醇稀释成不同质量浓度的对照品溶液。按拟订色

谱条件进样 １０μＬ，记录峰面积。以淫羊藿苷的质量浓
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＝４６．２１４Ｘ－１．７２０，ｒ２＝１．０００
（ｎ＝６）。结果表明，淫羊藿苷质量浓度在 ２．０９２～
１８．８２８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取同一对照品溶液（质量浓度为

１０．４６μｇ／ｍＬ），连续进样 ６次，记录峰面积。结果的
ＲＳＤ为０．３９％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取同一供试品（批号为１５０３０１）溶液，

分别于放置 ０，２，４，６，８，１０，１２，２４ｈ时进样测定，记录
峰面积。结果的 ＲＳＤ为１．７％（ｎ＝８），表明供试品溶液
在２４ｈ内稳定性良好。

１．淫羊藿苷

Ａ．阴性对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．对照品溶液（批号为１５０３０１）

图２ 高效液相色谱图
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取样量（ｇ）

１．０１２６
１．０６４２
１．０４３６
１．０６７１
１．０３４４
１．０１６７

样品含量（μｇ）

２４３．１
２５５．４
２５０．５
２５６．２
２４８．３
２４４．０

加入量（μｇ）

２３８．２
２３８．２
２３８．２
２３８．２
２３８．２
２３８．２

测得量（μｇ）

４８２．３
４８８．４
４８５．６
４９３．２
４８１．５
４８２．２

回收率（％）

１００．４２
９７．８０
９８．７０
９９．５０
９７．９０
１００．００

Ｘ（％）

９９．０６

ＲＳＤ（％）

１．１０

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

重复性试验：取供试品（批号为 １５０３０１）６份，按含
量测定项下方法试验，测定淫羊藿苷的含量。结果６份
样品中淫羊藿苷平均含量为 ２４０．０４μｇ／ｇ，ＲＳＤ为
１．３％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取本品（已知淫羊藿苷含量为

２４０．０４μｇ／ｇ）１ｇ共６份，精密称定，分别定量加入淫羊
藿苷对照品溶液，测定淫羊藿苷的含量，计算回收率。结

果见表１。

耐用性试验：在不同时间、不同人员分别采用不同

的高效液相色谱仪及不同的色谱柱，改变色谱条件，如

温度（３５±５）℃、流速（１．０±０．２）ｍＬ／ｍｉｎ、流动相比例
±５％情况下，对同一批样品进行测定。结果淫羊藿苷峰
均能达到基线分离，ＲＳＤ为１．７％（ｎ＝５），表明方法耐
用性良好。

３ 讨论

３．１ ＴＬＣ鉴别试验条件选择
齐墩果酸为三萜类皂苷元。本试验中，采用甲醇、氯

仿、乙醚超声或回流提取，斑点不清晰；采用氢氧化钠溶

液超声提取，可水解生成皂苷元（采用酸水解会发生脱

水、环合、双键转移等），再用盐酸溶液调至酸性，用有机

溶液剂萃取，结果斑点清晰、圆整、分离好。比较了不同展

开剂的分离效果，如环己烷－丙酮－乙酸乙酯（５∶２∶１）、
三氯甲烷－甲醇－甲酸（４０∶１∶１）、甲苯－乙酸乙酯－醋
酸（５∶１∶１）上层溶液等，以环己烷 －丙酮 －乙酸乙酯
（５∶２∶１）的分离效果为佳。

参鹿补片中红参为药材原粉入药，其中的人参皂苷

Ｒｇ１易溶于醇，故用甲醇回流提取，更易穿透细胞壁，提
取充分；但参鹿补片含有大量的水溶性成分，故甲醇提

取液蒸干后，残渣加水使溶解，用正丁醇提取，再用水洗

涤正丁醇提取液，进一步排除了杂质的干扰。比较了不

同展开剂的分离效果，如三氯甲烷－甲醇－水（１３∶７∶２）
１０℃以下放置的下层溶液、三氯甲烷 －乙酸乙酯－甲
醇 －水（１５∶４０∶２２∶１０）１０℃以下放置的下层溶液，以
三氯甲烷 －甲醇 －水（１３∶７∶２）１０℃以下放置的下层
溶液的分离效果为佳。

３．２ 含量测定指标及ＨＰＬＣ条件选择
参鹿补片处方由１４味中药材组成，红参为君药，主

含人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１，原药材已

有含量控制。同为君药的鹿肉，主要含有蛋白质、脂肪、

无机盐、糖和一定量的维生素，选择此类成分作为含测

指标无针对性。故选择臣药淫羊藿中淫羊藿苷作为含量

测定指标。本试验中比较了不同体系和比例的流动相，

如甲醇－水（６０∶４０牘、乙腈－水（３０∶７０）等，结果采用乙
腈－水（２９∶７１）时淫羊藿苷峰形对称、基线平稳，分离
效果良好；比较了不同提取溶剂，如甲醇、乙醇、５０％甲
醇溶液、稀乙醇制备供试品溶液，结果采用甲醇、乙醇时

峰对称性差，兼顾环保考虑，选择稀乙醇作为提取溶剂；

比较了超声处理及加热回流的处理方式，含量结果无明

显差异，故选择简单、快捷、常温的超声处理方法。

由于不同产地、不同批次的淫羊藿中淫羊藿苷含量

高低不同犤９－１５犦，根据多批次样品检测结果统计，参鹿补

片中淫羊藿苷的含量定为应不低于每片６０μｇ为佳。
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