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法可对小规格高浓度（３ｍＬ∶０．５ｇ）奥硝唑注射液进行
无菌检查。

参考文献：

犤１犦范巍巍，张 岩．奥硝唑氯化钠注射液无菌检查方法建立犤Ｊ犦．
科技创新导报，２０１５（１０）：５０．

犤２犦梅运红，赵 静 ．一种奥硝唑注射液犤Ｐ犦．ＣＮ１０６３０９３５９Ａ，
２０１７－０１－１１．

犤３犦陈燕华，柯 洪，黄永亮 ．某三级甲等医院药品短缺现状与
对策研究犤Ｊ犦．中国药业，２０１９，２８（１７）：７６－７８．

犤４犦马士洪，肖 璜，袁 宇，等．泊沙康唑注射液无菌检查方法
的建立犤Ｊ犦．药物分析杂志，２０１８，３８（９）：１５６８－１６７２．

犤５犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５：１３６－１４０．

犤６犦杨晓莉，李 辉，绳金房，等．２０１５年版《中国药典》无菌检查

法解读犤Ｊ犦．中国药业，２０１５，２４（２４）：７－１１．
犤７犦闵 红，谢毓华，杨晓莉，等．注射用甲磺酸左氧氟沙星无菌
方法学研究犤Ｊ犦．中国药业，２０１９，２８（１６）：３８－４０．

犤８犦应国红，邓 颖，冯丰凑 ．β－内酰胺酶类抗生素无菌检查方
法学研究犤Ｊ犦．中国现代应用药学，２００９，２６（４）：３１２－３１４．

犤９犦刘雅华．抗生素无菌检查法最佳冲洗条件选择的实验探索犤Ｊ犦．
贵州医药２００３，２７（９）：８３２－８３８．

犤１０犦李 红．无菌、微生物限度及细菌内毒素检查方法学验证中常
见问题及分析犤Ｊ犦．全科口腔医学杂志，２０１９，６（２）：２６－３０．

犤１１犦赵新霞，杨淑先，王海波，等．聚山梨酯８０对药品微生物限
度检查的影响犤Ｊ犦．中国药品标准，２０１９，２０（３）：２２４－２３０．

犤１２犦肖甜甜，姜 儒，刘知源，等 ．注射用盐酸多西环素无菌检
查方法学考察犤Ｊ犦．中国药师，２０１９，２２（１）：１９１－１９３．
牗收稿日期：２０１９－１０－２８；修回日期：２０２０－０２－１０牘

檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨

滋阴补肾丸为包衣水丸，由生晒参、五味子（制）、山

药、锁阳、黄芪、巴戟天、山茱萸等中药组方，具有滋阴壮

阳、益精填髓功效，主要用于腰膝酸痛、梦遗滑精、阳

痿早泄等症。该制剂收载于《卫生部药品标准·中药

成方制剂牗第七册牘》，有显微鉴别项，无其他定性或

定量指标。本研究中采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对人参、
山药、五味子、山茱萸对照药材进行定性鉴别，采用

高效液相色谱 －蒸发光散射检测器法测定黄芪中黄芪
甲苷的含量犤１－１０犦，为该制剂的质量控制提供检验依据。

现报道如下。

滋阴补肾丸质量标准研究
汪爱霞 １，孙 芸 ２，郭文宾 １

（１．甘肃河西制药有限责任公司，甘肃 张掖 ７３４０００； ２．甘肃省张掖市食品药品检验检测中心，甘肃 张掖 ７３４０００）
摘要：目的 完善滋阴补肾丸的质量标准。方法 采用薄层色谱法对滋阴补肾丸处方中的人参、黄芪、五味子、山药、山茱萸进行定性鉴别，

采用高效液相色谱法测定黄芪中黄芪甲苷的含量，用蒸发光散射检测器检测，雾化器温度为９９．３℃，气体为氮气，流速为２．７Ｌ／ｍｉｎ，
采用外标二点法对数方程计算含量。结果 薄层色谱图斑点清晰，阴性对照无干扰；黄芪甲苷进样量在 １１．３１～６７．８６μｇ，ｒ＝０．９９９０
牗ｎ＝６）范围内与峰面积线性关系良好；平均加样回收率为９７．６４％，ＲＳＤ为１．７０％（ｎ＝９）。结论 该方法专属性强、重复性好，可为建

立滋阴补肾丸的质量标准提供参考。
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１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

１－３．供试品溶液 ４．人参对照药材溶液 ５．人参皂苷 Ｒｇ１对
照品溶液 ６．人参皂苷 Ｒｅ对照品溶液 ７．人参皂苷 Ｒｂ１对照
品溶液 ８．黄芪甲苷对照品溶液 ９．阴性对照品溶液

图１ 人参和黄芪薄层色谱图

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０３０型高效液相色谱仪，包括 ＳＩＬ－２０ＡＣ自

动进样器、ＬＣ－２０ＡＤ四元泵、ＣＴＯ－２０ＡＣ柱温箱牗日本
岛津公司）；Ａｌｌｔｅｃｈ６０００型蒸发光散射检测器（美国奥
泰公司）；ＡＧ－１３５型电子天平（精度为十万分之一），
ＭＥ２０４Ｅ型电子天平（精度为万分之一牘，均由梅特勒－
托利多仪器有限公司提供；ＺＦＣ－２型三用紫外分析仪
（上海康禾光电仪器有限公司）；ＫＱ５２００ＤＥ型超声波清
洗器（昆山禾创超声仪器有限公司，功率为２４０Ｗ，频率
为４５ｋＨｚ）。
１．２ 试药

人参皂苷 Ｒｂ１对照品（批号为 １１０７０４－２０１８２７），
人参皂苷 Ｒｇ１对照品（批号为 １１０７０３－２０１７３１），人参
皂苷Ｒｅ对照品（批号为１１０７５４－２０１８２７），黄芪甲苷对
照品（批号为 １１０７８１－２００６１３，含量以 １００％计），五味
子醇甲对照品（批号为 １１０８５７－２０１７１４），熊果酸对照
品（批号为 １１０７４２－２００５１７），人参对照药材（批号为
１２０９１７－２０１１１０），五味子对照药材（批号为 １２０９２２－
２０１６１０），山药对照药材（批号为 １２１１３７－２０１６０６），山
茱萸对照药材（批号为 １２１４９５－２０１３０３），均购自中国
食品药品检定研究院；滋阴补肾丸（甘肃河西制药有限

责任公司，批号分别为１７０５０１，１７０５０２，１７１２０１，规格为
每袋 ５ｇ）；阴性样品（甘肃河西制药有限责任公司自
制）；硅胶ＧＦ２５４薄层板（批号为２０１８０８０３），硅胶Ｇ薄层
板（批号为２０１９０５０６），均购自青岛海洋化工厂；甲醇（批号为
６３Ｙ１８１１ＣＲ，纯度为９９．９％），乙腈（批号为３２Ｙ１９０６ＨＢ，纯
度为９９．９％），均为色谱纯，均购自美国ＡＣＳ恩科化学有
限公司，水为纯化水，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱鉴别
人参和黄芪：取样品适量，研细，取约 ６ｇ，精密称

定，置索氏提取器中，加甲醇适量，加热回流提取７ｈ，提
取液回收甲醇至干，残渣加水２５ｍＬ，微热使溶解，用乙
醚轻摇洗涤 ２次，每次 ２０ｍＬ；水溶液再用水饱和的正
丁醇振摇提取６次，每次２０ｍＬ，合并正丁醇提取液，用
氨试液洗涤３次，每次４０ｍＬ，正丁醇液回收溶剂至干，
残渣用甲醇溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度，摇匀，用微孔滤膜（０．４５μｍ）滤过，取续滤液作为供
试品溶液。同法制备人参对照药材溶液。再取人参皂苷

Ｒｂ１对照品、人参皂苷 Ｒｇ１对照品、人参皂苷 Ｒｅ对照品
及黄芪甲苷对照品，分别加甲醇制成每１ｍＬ含１ｍｇ的
溶液，作为对照品溶液。取不含人参和黄芪的阴性样品，

按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。照薄层

色谱法试验，吸取上述供试品溶液与对照药材溶液各

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－乙酸乙酯－甲醇－水（１５∶４０∶２２∶１０，
Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）１０℃以下放置的下层溶液为展开剂，展
开，展距１８ｃｍ，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
对照药材溶液和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１。

五味子：取样品６ｇ，研细，加７０％甲醇３０ｍＬ，加热回
流 １ｈ，滤过，滤液蒸干，残渣用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化
钠溶液 ２０ｍＬ溶解，用乙酸乙酯振摇提取 ２次，每次
２０ｍＬ，分取乙酸乙酯液，蒸干，残渣加甲醇 １ｍＬ使溶
解，作为供试品溶液。另取五味子对照药材 １ｇ，同法制
备对照药材溶液。再取五味子醇甲对照品，加甲醇制成

每 １ｍＬ含 １ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。取不含五
味子的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备阴性对

照品溶液。照薄层色谱法试验，吸取上述 ４种溶液
各５μＬ，分别点于同一硅胶 ＧＦ２５４薄层板上，以石油醚
（３０～６０℃）－甲酸乙酯 －甲醇 （１５∶５∶０．３，Ｖ／Ｖ／Ｖ）
为展开剂，展开，展距 １５ｃｍ，取出，晾干，在紫外光
（２５４ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶
液和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２Ａ。
山药：取样品５ｇ，研细，加甲醇３０ｍＬ，超声处理３０ｍｉｎ，

滤过，滤液回收溶剂至干，残渣加水２０ｍＬ使溶解，再加盐
酸１ｍＬ，加热回流１ｈ，冷却，用三氯甲烷振摇提取２次，每
次 ２５ｍＬ，合并三氯甲烷液，蒸干，残渣加甲醇 １ｍＬ使
溶解，作为供试品溶液。另取山药对照药材 ２ｇ，同法制
备对照药材溶液。取不含山药的阴性样品，按供试品溶

液制备方法制备阴性对照品溶液。照薄层色谱法试验，

吸取上述 ３种溶液各 ５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层
板上，以三氯甲烷 －丙酮（９∶１．５，Ｖ／Ｖ）为展开剂，展
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１ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６

Ａ Ｂ Ｃ

１．黄芪甲苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图３ 高效液相色谱－蒸发光散射检测器色谱图

１－３．供试品溶液 ４．对照药材溶液 ５．对照品溶液 ６．阴性对照品溶液

Ａ．五味子 Ｂ．山药 Ｃ．山茱萸
图２ 五味子、山药和山茱萸薄层色谱图

Ａ Ｂ Ｃ

Ｕ／ｍＶ
４０

２０

０

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６
ｔ／ｍｉｎ

Ｕ／ｍＶ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６
ｔ／ｍｉｎ

２０

１０

０

Ｕ／ｍＶ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６
ｔ／ｍｉｎ

２０

１０

０

１
１

开，展距１７ｃｍ，取出，晾干，喷以１０％硫酸乙醇溶液，在
１０５℃加热至斑点清晰。供试品溶液色谱中，在与对照
药材溶液和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２Ｂ。
山茱萸：取样品 ５ｇ，研细，加水 ３０ｍＬ，放置使溶

散，用滤纸滤过，药渣再用水３０ｍＬ洗涤，在室温干燥至
呈松软的粉末状，于 １００℃烘干，连同滤纸一并置索氏
提取器内，加乙醚适量，加热回流提取 ４ｈ，提取液回
收乙醚至干，残渣用石油醚（３０～６０℃）浸泡２次，每次
１５ｍＬ（浸泡约 ２ｍｉｎ），倾去石油醚，残渣加无水乙醇 －
三氯甲烷（３∶２，Ｖ／Ｖ）混合液 ３ｍＬ，微热使溶解，作为
供试品溶液。取山茱萸对照药材 １ｇ，加乙酸乙酯
１０ｍＬ，超声处理 １５ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加无水
乙醇２ｍＬ使溶解，作为对照药材溶液。另取熊果酸对照
品，加无水乙醇制成每 １ｍＬ含 ０．５ｍｇ的溶液，作为对
照品溶液。取不含山茱萸的阴性样品，按供试品溶液制

备方法制备阴性对照品溶液。照薄层色谱法试验，吸取

上述４种溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，
以环己烷 －三氯甲烷 －乙酸乙酯 （２０∶５∶８，Ｖ／Ｖ／Ｖ）
为展开剂，展开，展距 ８ｃｍ，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，在与对照药材溶液和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２Ｃ。

２．２ 含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈 －水 （３５∶６５，Ｖ／Ｖ）；检测器：蒸发光散射
检测器；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；Ｎ２流速：２．７Ｌ／ｍｉｎ；柱温：
３０℃；进样量：５，２０μＬ；雾化器温度：９９．３℃。
２．２．２ 溶液制备

取黄芪甲苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成每

１ｍＬ含 ２ｍｇ的溶液，作为对照品贮备溶液。精密量取
对照品贮备液 ５ｍＬ，加甲醇制成每 １ｍＬ含 ０．１ｍｇ的
溶液，即得对照品溶液。按 ２．１项下方法制备供试品溶
液。取不含黄芪药材的阴性样品，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，按拟订色谱
条件进样测定。结果阴性对照无干扰，专属性强。色谱图

见图３。
线性关系考察：取黄芪甲苷对照品１１．３１ｍｇ，精密

称定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释并定容，摇匀，得
对照品母液（质量浓度为０．２２６２ｍｇ／ｍＬ），再分别精密
吸取 ０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ容
量瓶中，加甲醇定容，摇匀，稀释成不同质量浓度的对照

品溶液，按拟订色谱条件分别进样１０μＬ，测定色谱峰，
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取样量（ｇ）

３．００５８
３．００２６
３．００１４
３．００２１
３．００４６
３．００７２
３．００８９
３．００６５
３．０１０９

样品含量（ｍｇ）

０．２１０４
０．２１０２
０．２１０１
０．２１０１
０．２１０３
０．２１０５
０．２１０６
０．２１０５
０．２１０８

加入量（ｍｇ）

０．１８１０
０．１８１０
０．１８１０
０．２２６２
０．２２６２
０．２２６２
０．２７１４
０．２７１４
０．２７１４

测得量（ｍｇ）

０．３８７８
０．３８９４
０．３８４７
０．４２８１
０．４３３５
０．４２７０
０．４７６２
０．４８３８
０．４７１３

回收率（％）

９８．０１
９９．０１
９６．４６
９６．３７
９８．６７
９５．７１
９７．８６
１００．７０
９５．９８

Ｘ（％）

９７．６４

ＲＳＤ（％）

１．７０
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表１ 黄芪甲苷加样回收试验结果（ｎ＝９）

计录色谱峰面积，以黄芪甲苷进样量的对数（Ｘ）为横坐
标、峰面积积分值的常用对数（Ｙ）为纵坐标作标准曲
线，得黄芪甲苷回归方程 Ｙ＝１．５７０３Ｘ＋５．５２９５，ｒ＝
０．９９９０（ｎ＝６）。结果表明，黄芪甲苷进样量在１１．３１～
６７．８６μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，按拟订色谱条件

分别于０，２，４，６，１２，２４ｈ时进样２０μＬ测定，记录黄芪
甲苷色谱峰的峰面积。结果的 ＲＳＤ为 ０．６６％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

精密度试验：精密吸取黄芪甲苷对照品溶液１０μＬ，
注入液相色谱仪，连续进样６次，按拟订色谱条件测定
峰面积。结果的 ＲＳＤ为 ０．１４％（ｎ＝６），表明仪器精密
度良好。

重复性试验：取同一批牗批号为 １７１２０１牘样品共
６份，精密称定，依法制备供试品溶液，并测定含量。结
果黄芪甲苷平均含量为 ０．０７０ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为 ２．１６％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１７１２０１）３．０ｇ，精密称定，共 ９份，分别精密加入 ２．２．２
项下高、中、低剂量的黄芪甲苷对照品贮备液，依法制备

供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，并计算回收率。

结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取滋阴补肾丸３批，依法制备供试品溶液，按拟订
色谱条件进样测定，以外标两点法对数方程计算含量。

结果批号分别为１７０５０１，１７０５０２，１７１２０１的３批样品中
黄芪甲苷含量分别为 ０．０６６９，０．０６７４，０．０７００ｍｇ／ｇ，
平均０．０６８１ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 提取条件优化
通过试验，对提取溶剂（甲醇、７０％甲醇溶液和

５０％甲醇溶液）、提取方法（超声、索氏提取）和提取时间
（４ｈ和 ７ｈ）进行比较。结果表明，用甲醇索氏提取 ７ｈ
为最优提取条件。

３．２ 测定方法选择
黄芪甲苷含量测定方法有ＨＰＬＣ法（紫外检测器与

蒸发光散射检测器）、薄层扫描法、荧光法等犤１１－１３犦。该制

剂药味较多，成分复杂，薄层色谱定量测定方法重复性

及稳定性较差，选用薄层色谱法进行黄芪甲苷定性鉴

别。黄芪甲苷属四环三萜类皂苷，λｍａｘ为２００．０８ｎｍ，为
紫外末端吸收，紫外检测灵敏度低，干扰因素多犤１４犦，不

适用于紫外检测器。ＨＰＬＣ法（蒸发光散射检测器）为质
量型通用检测器，其响应大小决定于被分析物质颗粒的

数量和大小，而不受流动相溶剂的干扰，不要求被检测

组分有特定的化学结构犤１５犦，适用于结构中无共轭体系、

紫外吸收较弱的化合物，选用该方法灵敏度高，重复性

好，结果无干扰。
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