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·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

临床实践证实，中医药辨证治疗过敏性紫癜具有特

色和优势犤１－２犦。过敏性紫癜的中医证候以风热伤络证

牗占２９．５％牘为主，仅次于血热妄行证牗占６８．９％牘，为较
常见证型犤３犦。祛风消癜合剂源自河南中医药大学第一附

属医院儿科临床治疗过敏性紫癜风热伤络证的多年经

验方，由忍冬藤、荆芥、防风、徐长卿、茜草、海风藤、丹

参、炙甘草８味药材组方，具有祛风消癜、清热止痒、化
瘀通络的功效，用于过敏性紫癜、色素性紫癜、荨麻疹等

疾病，辨证属风热伤络者。经临床应用，该方疗效显著，

不良反应少，为治疗过敏性紫癜风热伤络证的良方。为

更好地促进该方院内制剂的开发和研制，推广临床应

用，亟需对其质量标准进行研究。本研究中采用薄层色

谱（ＴＬＣ）法对制剂中忍冬藤、防风、炙甘草进行定性鉴

别，采用超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）法对制剂中的原儿茶
醛、马钱苷和 ５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷进行含量测
定，以建立祛风消癜合剂的质量标准。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＨ－Ｃｌａｓｓ型超高效液相色谱仪，

包括 ＰＤＡ检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ２色谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）；ＸＳ１０５型电子天平（梅特勒 －托利多集团，精度
为十万分之一）；ＫＱ－１００ＤＥ型超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司，功率为１００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；ＴＬＣ
ＶＩＳＵＡＬＩＺＥＲ２型薄层成像仪（瑞士卡玛公司）。
１．２ 试药

祛风消癜合剂（河南中医药大学第一附属医院自

祛风消癜合剂质量标准研究

焦红军 １，董风其 １，陶明晖 １，王皖军 １，黄上林 １，马超亚 １，唐进法 ２△

（１．郑州大学第二附属医院，河南 郑州 ４５００１４； ２．河南中医药大学第一附属医院，河南 郑州 ４５００００）
摘要：目的 建立祛风消癜合剂的质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对祛风消癜合剂中忍冬藤、防风、炙甘草进行定性鉴别。采用
超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）法对该制剂中的原儿茶醛、马钱苷和 ５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷进行含量测定，色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵ
ＰＬＣＢＥＨＣ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．７μｍ），流动相为乙腈－０．２％磷酸水溶液，梯度洗脱，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２３２ｎｍ，
柱温为３０℃，进样量为１μＬ。结果 忍冬藤、防风、炙甘草的ＴＬＣ图斑点清晰，分离度较好，阴性无干扰。原儿茶醛、马钱苷和５－Ｏ－甲
基维斯阿米醇苷进样量分别在 ２．８６～２８．５６μｇ，１２．３２～１２３．２０μｇ，４．４４～４４．４０μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９）；平
均加样回收率分别为 ９７．８６％，９９．４６％，１００．４１％，ＲＳＤ分别为３．２０％，０．８４％，３．２４％（ｎ＝６）。结论 该方法简便可行，专属性、重复

性好，可用于祛风消癜合剂的质量控制。

关键词：祛风消癜合剂；薄层色谱法；超高效液相色谱法；原儿茶醛；马钱苷；５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷
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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５
Ａ Ｂ Ｃ

１～３．供试品溶液 ４．对照品溶液 ５．阴性对照品溶液

Ａ．忍冬藤 Ｂ．防风 Ｃ．炙甘草
图１ 薄层色谱图

制，批号分别为 １８１１２７，１８１１３０，１８１２０１，规格为每瓶
１００ｍＬ）；马钱苷对照品（批号为 Ｒ２３Ｄ７Ｆ２７５５２），５－
Ｏ－甲基维斯阿米醇苷对照品（批号为Ｐ０５Ｍ８Ｆ３５４７８），
原儿茶醛对照品（批号为 Ｐ０５Ｍ７Ｆ１４５３３），均购自上海
源 叶 生 物 有 限 公 司 ；甘 草 苷 对 照 品 （批 号 为

ＰＲＦ８１１０７４２，成都普瑞法科技开发有限公司牘；硅胶 Ｇ
薄层板（青岛海洋化工有限公司）；甲醇、乙腈和磷酸均

为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

２ 方法与结果

２．１ 薄层鉴别
忍冬藤犤４－５犦：取本品 １０ｍＬ，水浴蒸干至 ２～３ｍＬ，

加甲醇３ｍＬ，超声处理（功率为１００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）
１０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ（３５００ｒ／ｍｉｎ），取上清液，蒸干至２ｍＬ，
加硅胶粉 ５ｇ，混匀，置水浴锅蒸干，加于装有 ２ｇ硅胶
的Ｇ柱（１５ｇ，内径为１．５～２．０ｃｍ），取三氯甲烷－甲醇－
水（６５∶３５∶１０，Ｖ／Ｖ／Ｖ）１０℃放置的下层溶液 ５０ｍＬ
作为流动相洗脱，收集洗脱液，蒸干，残渣加２ｍＬ５０％
甲醇溶解，作为供试品溶液；按处方制备缺忍冬藤的阴

性样品，再按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶

液；另取马钱苷对照品适量，加 ５０％甲醇制成每 １ｍＬ
含１ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照２０１５年版《中国药
典（一部）》附录Ⅵ Ｂ中 ＴＬＣ法试验，分别吸取供试品、
阴性对照品溶液各１０μＬ，对照品溶液５μＬ，分别点于同
一硅胶Ｇ薄层板上，以三氯甲烷－甲醇－水（６５∶３５∶１０，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）１０℃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，置可见光下检视。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，且阴性对照

无干扰，详见图１Ａ。
防风犤４，６犦：取本品２０ｍＬ，加丙酮４０ｍＬ，混匀，过滤，

滤液水浴蒸至２ｍＬ，加入５ｇ硅胶Ｇ，混匀，置水浴锅蒸
干，加于装有 ２ｇ硅胶 Ｇ的硅胶 Ｇ柱（１５ｇ，内径为
１．５～２ｃｍ）上，取三氯甲烷 －甲醇（４∶１，Ｖ／Ｖ）混合溶
液５０ｍＬ作为流动相洗脱，收集洗脱液，水浴蒸干，残渣

加乙醇２ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。按处方工艺制备
缺忍冬藤的阴性样品，再按供试品溶液制备方法制备阴

性对照品溶液；取５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷对照品适
量，加乙醇制成每１ｍＬ含１ｍｇ的对照品溶液。照２０１５
年版《中国药典（一部）》附录ⅥＢ中ＴＬＣ法试验，吸取上
述 ３种溶液各 １０μＬ，分别点于同一硅胶 ＧＦ２５４薄层板
上，以三氯甲烷 －甲醇（４∶１，Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取
出，晾干，置紫外光灯（２５４ｎｍ）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，且阴性对照无干扰，详见图１Ｂ。
炙甘草 犤４犦：取本品 １０ｍＬ，加水饱和正丁醇溶液

２０ｍＬ，萃取２次，合并正丁醇溶液，水浴蒸干，残渣加２ｍＬ
乙醇溶解，作为供试品溶液；按处方工艺制备缺炙甘草

的阴性样品，再按供试品溶液制备方法制备阴性对照品

溶液；另取甘草苷对照品，加乙醇制成每 １ｍＬ含 １ｍｇ
的溶液，作为对照品溶液。照 ２０１５年版《中国药典（一
部）》附录ⅥＢ中ＴＬＣ法试验，分别吸取上述３种溶液各
２μＬ，分别点于同一用１％氢氧化钠溶液制备的硅胶 Ｇ
薄层板上，以乙酸乙酯－甲酸－冰醋酸－水（１５∶１∶１∶２，
Ｖ／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，且阴性对照无干

扰，详见图１Ｃ。
２．２ 含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８柱（１００ｍｍ×
２．１ｍｍ，１．７μｍ）；流动相：乙腈牗Ａ牘－０．２％磷酸水溶液牗Ｂ牘，
梯度洗脱，０～３ｍｉｎ时１０％Ａ，３～８ｍｉｎ时１０％～２０％Ａ，
８～１５ｍｉｎ时 ２０％～２５％Ａ，１５～１８ｍｉｎ时 ２５％～
１００％Ａ；柱温：３０℃；流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２３２ｎｍ；进样量：１μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取原儿茶醛、马钱苷和５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷对照
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成分

原儿茶醛

马钱苷

５－Ｏ－甲基
维斯阿米

醇苷

样品含量（ｍｇ）

０．０７２４
０．０７２４
０．０７２４
０．０７２４
０．０７２４
０．０７２４
０．２６８４
０．２６８４
０．２６８４
０．２６８４
０．２６８４
０．２６８４
０．０８５２
０．０８５２
０．０８５２
０．０８５２
０．０８５２
０．０８５２

加入量（ｍｇ）

０．０７６３
０．０７６３
０．０７６３
０．０７６３
０．０７６３
０．０７６３
０．２６４
０．２６４
０．２６４
０．２６４
０．２６４
０．２６４
０．０８４８
０．０８４８
０．０８４８
０．０８４８
０．０８４８
０．０８４８

测得量（ｍｇ）

０．１５０７
０．１４９５
０．１４５３
０．１４５５
０．１４５５
０．１４５９
０．５２７６
０．５２９７
０．５３４１
０．５３１９
０．５３１７
０．５３０８
０．１６６
０．１７３９
０．１７２３
０．１７０５
０．１７１７
０．１７２８

回收率（％）

１０２．６２
１０１．０５
９５．５４
９５．８１
９５．８１
９６．３３
９８．１８
９８．９８
１００．６４
９９．８１
９９．７３
９９．３９
９５．２８
１０４．６０
１０２．７１
１００．５９
１０２．００
１０３．３０

Ｘ（％）

９７．８６

９９．４６

１０１．４１

ＲＳＤ（％）

３．２０

０．８４

３．２４

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

１．原儿茶醛 ２．马钱苷 ３．５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．缺丹参阴性对照品溶液 Ｄ．缺防风阴性对照品溶液 Ｅ．缺忍冬藤阴性对照品溶液
图２ 超高效液相色谱图

ＡＵ
０．２

０．１

０
０ ３ ６ ９ １２ １５

ｔ／ｍｉｎ

ＡＵ
０．２

０．１

０
０ ３ ６ ９ １２ １５

ｔ／ｍｉｎ

３
３

２１ １

ＡＵ
０．２

０．１

０
０ ３ ６ ９ １２ １５

ｔ／ｍｉｎ

２
３

ＡＵ
０．２

０．１

０
０ ３ ６ ９ １２ １５

ｔ／ｍｉｎ

１
２ ３

ＡＵ
０．２

０．１

０
０ ３ ６ ９ １２ １５

ｔ／ｍｉｎ

１
２ ３

Ａ Ｂ Ｃ

Ｄ Ｅ

品适量，精密称定，加甲醇制成含原儿茶醛１４．２８μｇ／ｍＬ、
马钱苷 ６１．６μｇ／ｍＬ、５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷
２２．２μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。精密量取样品 ２ｍＬ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，超声处理（功率１００Ｗ，频
率４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，称定质量，用甲醇补足减失质量，
摇匀，滤过，取续滤液，过０．２２μｍ微孔滤膜，即得供试品
溶液。按处方工艺分别制备缺丹参、缺忍冬藤和缺防风的

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

专属性试验：取２．２．２项下３种溶液各１μＬ，分别
注入超高效液相色谱仪，按拟订色谱条件进行测定，结

果原儿茶醛、马钱苷和５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷的色
谱峰与其他色谱峰分离良好，且阴性对照无干扰峰，色

谱图见图２。
线性关系考察：分别精密吸取混合对照品溶液

０．２，０．５，０．８，１．１，１．４，１．７，２．０μＬ注入超高效液相色
谱仪中，测定峰面积，以进样量（Ｘ，μｇ）为横纵坐标、峰
面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得原儿茶醛、马钱苷
和５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷的回归方程分别为 Ｙ原 ＝
１８４９６Ｘ原－８７２９（ｒ＝０．９９９９），Ｙ马＝５５０７Ｘ马－９０１１
（ｒ＝０．９９９９）和 Ｙ甲 ＝９０２２Ｘ甲 －５２５８（ｒ＝０．９９９９）。
结果原儿茶醛、马钱苷和 ５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷进
样量分别在２．８６～２８．５６μｇ，１２．３２～１２３．２０μｇ，４．４４～
４４．４０μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９）。

精密度试验：精密吸取混合对照品溶液１μＬ，依法
测定，重复进样６次。结果原儿茶醛、马钱苷和 ５－Ｏ－
甲基维斯阿米醇苷对照品峰面积的 ＲＳＤ分别为
１．３３％，１．６９％，１．６６％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液，分别于０，２，４，６，８，１０，１２ｈ
时进样１μＬ，依法测定。结果原儿茶醛、马钱苷和５－Ｏ－
甲基维斯阿米醇苷峰面积的 ＲＳＤ分别为１．１９％，１．１９％，

１．５０％（ｎ＝７），表明供试品溶液在１２ｈ内稳定。
重复性试验：精密吸取同一批（批号为 １８１１２７）样

品６份，依法制备供试品溶液，平行测定。结果原儿茶醛、
马钱苷、５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷峰面积的 ＲＳＤ分别为
２．９６％，３．４１％，２．８７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密吸取已知含量的样品（批号为

１８１１２７）６份，每份１ｍＬ，分别精密加入原儿茶醛、马钱苷
和５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷对照品适量，依法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件测定，计算回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取祛风消癜合剂３批，依法制备供试品溶液，每批样品
平行制备２份，再按拟订色谱条件测定含量。结果见表２。

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
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表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝２）

批号

１８１１２７
１８１１３０
１８１２０１

原儿茶醛

０．０７２４
０．０７３３
０．０７３６

马钱苷

０．２６０１
０．２７０５
０．２６７８

５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷

０．０８４０
０．０８６４
０．０８７２

３ 讨论

３．１ 薄层鉴别样品制备方法优化
祛风消癜合剂方中药味多，成分复杂。在进行忍冬

藤的薄层鉴别时，参考文献犤７犦，分别采用水饱和正丁醇
萃取、药液蒸干 ５０％甲醇水溶解及乙酸乙酯萃取 ３种
制备方法，结果各斑点分离效果均不理想，杂质干扰严

重，最终采用以三氯甲烷 －甲醇 －水（６５∶３５∶１０，Ｖ／
Ｖ／Ｖ）１０℃放置的下层溶液为流动相，过硅胶Ｇ柱洗脱
的制备方法去除杂质，结果色谱峰分离度较好，且阴性

对照无干扰。在进行防风的薄层鉴别时犤８－９犦，分别采用

丙酮除杂法、水饱和正丁醇萃取法和乙酸乙酯萃取法制

备供试品溶液，结果以上方法均不能有效除杂，经进一

步试验，最终先采用丙酮除去部分杂质，再用三氯甲烷－
甲醇（４∶１，Ｖ／Ｖ）混合溶液 ５０ｍＬ为流动相，过硅胶 Ｇ
柱洗脱进一步除杂，制备的供试品溶液薄层色谱分离度

良好，且阴性对照无干扰。

３．２ 供试品提取方法和色谱条件考察
考察了 ５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇及超声处理 １５，

３０，４５ｍｉｎ的提取效果犤１０－１１犦，发现甲醇超声处理３０ｍｉｎ
最好。采用 ２１０～４００ｎｍ波长范围内紫外光谱扫描，发
现最大吸收波长原儿茶醛在２３０ｎｍ，马钱苷在２３７ｎｍ，
５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷在２３２ｎｍ，综合考虑，最终确
定检测波长为２３２ｎｍ。查阅文献犤１２－１５犦，考察了甲醇－
水、乙腈 －水、乙腈 －０．１％磷酸水溶液和乙腈 －０．２％
磷酸水溶液多种流动相系统，结果显示，以乙腈－０．２％
磷酸水溶液为流动相时色谱峰峰形对称良好，样品峰与

杂质峰能达到基线分离，故选择其为流动相。

３．３ 指标成分确定
祛风消癜合剂处方中君药忍冬藤有清热解毒、疏风

通络功效，以及抗菌、抗氧化、抗肿瘤等作用犤１６犦，其主要

活性成分为马钱苷，具有增强机体免疫功能及抗炎等作

用；臣药防风具有祛风解表、胜湿止痛、止痉的功效，色

原酮是其主要的活性成分，现代药理学研究表明，５－
Ｏ－甲基维斯阿米醇苷具有良好的解热、镇痛、抗炎及
抗血小板凝聚作用犤１７犦；佐药丹参具有活血祛瘀、通经止

痛、清心除烦、凉血消痛功效，其主要药效成分是脂溶性

二萜类和酚酸类成分，酚酸类具有心脑血管活性、抗肿

瘤活性、抗氧化活性等多种药理活性犤１８犦，因样品中未检

测到丹参酮ⅡＡ成分，且丹酚酸Ｂ有阴性干扰，故选择原
儿茶醛为含量检测指标。综合考虑，最终确定对祛风消

癜合剂中的马钱苷、５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷和原儿
茶醛进行含量测定。

３．４ 方法评价
本试验中建立了祛风消癜合剂的 ＴＬＣ法和原儿茶

醛、马钱苷、５－Ｏ－甲基维斯阿米醇苷的含量测定方法，
该方法准确可靠、重复性好，可用于该制剂的质量控制。
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２０１８，２９（１５）：２０６３－２０６７．
犤１１犦马蕙文，邹 琦，李 春，等．滋肾育胎丸指纹图谱及其５种

指标成分含量测定的研究犤Ｊ犦．中国中药杂志，２０１８，４３（１４）：

２８７８－２８８３．
犤１２犦肖春霞，文永盛，周世玉．ＨＰＬＣ法同时测定参柏舒心颗粒中

４种成分的含量犤Ｊ犦．中国药房，２０１７，２８（３０）：４２６５－４２６８．
犤１３犦徐 容．关防风ＨＰＬＣ特征指纹图谱研究及４个色原酮类成分

一测多评法分析研究犤Ｊ犦．药物分析杂志，２０１９，３９（３）：４５８－４６６．
犤１４犦周丽娟，曹 巍，刘 敏，等 ．正交试验法优化蒺藜防白缓

释滴丸的制备工艺犤Ｊ犦．中成药，２０１５，３７（１２）：２６５５－２６６０．
犤１５犦栗建明，杨洁瑜，侯惠婵，等 ．丹参川芎嗪注射液中丹参素

钠和原儿茶醛的含量测定及不确定度评定犤Ｊ犦．中药新药与
临床药理，２０１５，２６（４）：５４６－５４９．

犤１６犦赵媛媛，杨倩茹，郝江波，等 ．金银花与忍冬藤及叶药理作
用差异的研究进展犤Ｊ犦．中国中药杂志，２０１６，４１（１３）：

２４２２－２４２７．
犤１７犦刘双利，姜程曦，赵 岩，等 ．防风化学成分及其药理作用

研究进展犤Ｊ犦．中草药，２０１７，４８（１０）：２１４６－２１５２．
犤１８犦田介峰，阎 红，王瑞静，等 ．丹参多酚酸提取物化学成分

的分离与鉴定犤Ｊ犦．中草药，２０１８，４９（２１）：５０２４－５０２８．
牗收稿日期：２０２０－０３－１３牘


