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壮骨止痛口服膏为重庆市万州区中医院院内制剂，

由黄芪、当归、续断、熟地黄、补骨脂等１２味中药组方。
临床应用证实，其具有益气血、补肝肾、强筋壮骨的功

效，主要用于筋骨折伤后期、腰膝酸痛、筋骨痿软等症。

方中续断为君药，性微温，味苦、辛，补肝肾，可强筋骨、

续折伤等。皂苷类为续断的主要有效成分，其中以川续

断皂苷Ⅵ为代表，２０１５年版《中国药典（一部）》犤１犦将川
续断皂苷Ⅵ作为续断药材质量控制的指标之一。该制剂
现行质量标准只有鉴别和通则检查，为提高其质量标

准，保证用药安全，本研究中探讨了壮骨止痛口服膏中

川续断皂苷Ⅵ的含量测定方法，为该制剂的质量控制提
供了定量检测方法。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；Ｍｅｔ

ｔｌｅｒ－ＸＰ２０４型天平（瑞士梅特勒 －托利多公司，精度为
万分之一）；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ－ＭＥ２１５Ｓ型电子天平（德国赛多
利斯公司，精度为十万分之一）。

１．２ 试药
川续断皂苷Ⅵ对照品（中国食品药品检定研究院，

批号为 １１１６８５－２０１７０７，含量为 ９０．９％）；壮骨止痛口
服膏（重庆市万州区中医院，批号分别为 ２０１９０９０３，
２０１９０９１８，２０１９１０１０）；正丁醇、甲醇均为分析纯，乙腈为

色谱纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＩｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：乙腈 －水（２８∶７２，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３０℃；检测波长：２１２ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

取川续断皂苷Ⅵ对照品２３．３０ｍｇ，精密称定，置２０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品

贮备液。精密吸取对照品贮备液适量，以甲醇稀释成

含川续断皂苷Ⅵ分别为 ０．０２１２，０．１０５９，０．２１１８，
０．３１１７，０．５２９５ｍｇ／ｍＬ的系列对照品溶液。取本品
２．５ｇ，精密称定，置２５０ｍＬ分液漏斗中，加２０ｍＬ水溶
解，用水饱和正丁醇提取 ５次，每次 ３０ｍＬ，合并正丁
醇，置水浴上蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至１０ｍＬ容量
瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得供试品溶液。按处方（不

含续断）及本品工艺制备阴性样品，按供试品溶液制备

方法制备阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别取对照品溶液牗质量浓度为

０．２１１８ｍｇ／ｍＬ牘、供试品溶液、阴性对照品溶液各１０μＬ，
注入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定，色谱图见

图 １。可见，阴性对照无干扰，方法专属性良好，且川续

高效液相色谱法测定壮骨止痛口服膏中川续断皂苷Ⅵ含量
熊有明 １，崔 虹 ２，曾 珍 １

（１．重庆市万州食品药品检验所，重庆 ４０４０００； ２．重庆市万州区中医院，重庆 ４０４０００）
摘要：目的 建立测定壮骨止痛口服膏中川续断皂苷Ⅵ含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。方法 色谱柱采用 ＩｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－水（２８∶７２牞Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为２１２ｎｍ，进样量为１０μＬ。结果 川续

断皂苷Ⅵ进样量在０．２１２～５．２９５μｇ（ｒ＝０．９９９９）范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率为９５．７５％，ＲＳＤ为０．８５％（ｎ＝９）。结论
该方法简单、准确，灵敏度高，重复性好，可用于壮骨止痛口服膏中川续断皂苷的含量测定。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｉｎＺｈｕａｎｇｇｕＺｈｉｔｏｎｇＯｒａｌＰａｓｔｅｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒ
ｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ牗ＨＰＬＣ牘．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ａ ＩｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ × ４．６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉ
ｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ（２８∶７２，Ｖ／Ｖ）ａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ．Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ．Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２１２ｎｍ，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｗａｓ０．２１２－５．２９５μｇ
（ｒ＝０．９９９９），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９５．７５％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｗａｓ０．８５％（ｎ＝９）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，
ｈｉｇｈｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣｈｕａｎｘｉｕｓａｐｏｎｉｎｉｎＺｈｕａｎｇｇｕＺｈｉｔｏｎｇＯｒａｌＰａｓｔｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＺｈｕａｎｇｇｕＺｈｉｔｏｎｇＯｒａｌＰａｓｔｅ；ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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样品含量（ｍｇ）

０．７７３
０．７７５
０．７６７
０．７７１
０．７６８
０．７７３
０．７６５
０．７６９
０．７７０

加入量（ｍｇ）

０．４２４
０．４２４
０．４２４
０．８４７
０．８４７
０．８４７
１．６９４
１．６９４
１．６９４

测得量（ｍｇ）

１．１７８
１．１８２
１．１７６
１．５７８
１．５７９
１．５６８
２．３６３
２．３７８
２．３９０

回收率（％）

９５．５２
９５．９９
９６．４６
９５．２８
９５．３１
９３．８６
９４．３３
９４．９８
９５．６３

Ｘ（％）

９５．７５

ＲＳＤ（％）

０．８５
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１．川续断皂苷Ⅵ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图
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表１ 川续断皂苷Ⅵ加样回收试验结果（ｎ＝９）断皂苷Ⅵ和其他组分可达到基线分离。
线性关系考察：按拟订色谱条件，将 ２．２项下川续

断皂苷Ⅵ系列对照品溶液各 １０μＬ注入高效液相色谱
仪，记录色谱图。以川续断皂苷Ⅵ对照品溶液质量浓度
（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回
归方程 Ｙ＝２．１１２７×１０６Ｘ＋２６１．５５，ｒ＝０．９９９９。结果
表明，川续断皂苷Ⅵ进样量在０．２１２～５．２９５μｇ范围内
与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取质量浓度为０．２１１８ｍｇ／ｍＬ
的川续断皂苷Ⅵ对照品溶液 １０μＬ，重复进样 ６次。结
果峰面积均值为 ４４７７２８，ＲＳＤ为 ０．８９％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０１９０９０３）样品，依
法制备供试品溶液，分别于０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时进样测
定，记录色谱峰面积。结果峰面积均值为３７０５１８，ＲＳＤ为
０．２８％（ｎ＝７），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为２０１９０９０３）样品，依
法制备供试品６份，精密称定，依法制备供试品溶液，分
别进样测定，计算含量。结果平均含量为 ０．７７１ｍｇ／ｇ，
ＲＳＤ为０．８６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的供试品９份，每份约

１ｇ，精密称定，置２５０ｍＬ分液漏斗中，精密加入川续断
皂苷Ⅵ对照品贮备液０．４，０．８，１．６ｍＬ，每个浓度平行３
份，依法进样测定，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取 ３批供试品牗批号分别为 ２０１９０９０３，２０１９０９１８，
２０１９１０１０牘，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样
测定。结果 ３批样品平均含量分别为 ０．７７１，０．７５０，
０．７８２ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 提取溶剂选择
壮骨止痛口服膏处方由续断、黄芪、党参、枸杞、杜

仲、当归等１２种中药组方，加上辅料，成分复杂，干扰严
重。曾考察氯仿、乙醚、水饱和正丁醇对提取效果的影

响，结果表明，水饱和正丁醇提取较完全，并可减少辅料

及其他中药组分的干扰，故最终选择用水饱和正丁醇作

为提取溶剂。

３．２ 波长选择
参考２０１５年版《中国药典（一部）》犤１犦及文献犤２－４犦

中的方法，曾同时通过在２００～４００ｎｍ波长范围内的全
波段扫描，确定川续断皂苷Ⅵ最大吸收在 ２１２ｎｍ波长
附近，最终确定测定波长为２１２ｎｍ。
３．３ 流动相选择

参照２０１５年版《中国药典（一部）》犤１犦中续断药材含
量测定项下的流动相，曾考察乙腈与水的比例，根据川

续断皂苷Ⅵ的峰形、理论板数与分离度，确定乙腈 －水
牗２８∶７２，Ｖ／Ｖ牘为流动相时分离效果较理想。
３．４ 方法评价

采用ＨＰＬＣ法测定壮骨止痛口服膏中川续断皂苷Ⅵ
的含量，受主客观因素的干扰较小，且准确、简便，重复

性好，可作为壮骨止痛口服膏的定量分析方法。
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