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摘要：目的 建立洗四方袋泡剂的质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法定性鉴别制剂中鸡血藤、三叉苦和大黄药材；采用高效液相色
谱法测定制剂中大黄酸的含量，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．１％磷酸溶液（８０∶２０，Ｖ／Ｖ），柱温
为３０℃，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２５４ｎｍ，进样量为１０μＬ。结果 鸡血藤、三叉苦和大黄的薄层色谱图斑点清晰，分离度较好，

阴性对照无干扰；大黄酸质量浓度线性范围为 ０．０４４～０．３５２μｇ（Ｒ２＝０．９９９７），平均回收率为 ９８．１３％，ＲＳＤ为 １．７７％（ｎ＝９）。
结论 该方法可靠，准确，操作简单，可用于洗四方袋泡剂的质量控制。
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洗四方袋泡剂是广西壮族自治区贵港市中西医结

合骨科医院临床使用 ３０多年的验方，作为治疗骨科损
伤疾病后期功能康复的外用熏洗协定方剂，具有活血

化瘀、舒筋通络功效。洗四方袋泡剂由鸡血藤、大黄、

三叉苦、白背叶、鸡骨香等 １１味中药组方，用于骨科
损伤疾病后期的功能康复、软组织损伤、腰腿痛及手

足冻疮等的治疗犤１－２犦。方中鸡血藤为君药，行血补血，

通经活络；白背叶、鸡骨香散瘀止痛，祛风活血犤３犦；三叉

苦消肿止痛犤４犦；大黄凉血、祛瘀、解毒犤５犦。该制剂在提取

工艺、临床用药的安全性等方面均有报道犤６－８犦，为控制

其质量，确保临床用药有效，本研究中通过薄层色谱

（ＴＬＣ）法定性鉴别该制剂中的鸡血藤、三叉苦和大黄
药材，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定制剂中大黄酸
的含量，以期为该制剂质量标准的建立提供参考。现

报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＶＡＲＩＡＮ２１０型高效液相色谱仪（ＵＶ检测器，美国

瓦里安公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型电子分析天平（北京赛多利斯
仪器系统有限公司，精度为 ０．１ｍｇ）；ＳＢ－５２００Ｄ型超
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１．对照药材溶液 １′．大黄酸对照品溶液 ２．供试药材溶液 ３－５．供试品溶液（批号分别为２０１８１０，２０１８１１，２０１８１２）

６．阴性对照品溶液
Ａ．鸡血藤 Ｂ．三叉苦 Ｃ．大黄

图１ 薄层色谱图

１ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６１′

Ａ Ｂ Ｃ

声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司，功率为

２００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；ＵＶ－１２４０型紫外可见分光光
度计（日本 ＳｈｉｍａｄｚｕＵＶ公司）；ＺＦ－８型暗箱式四用紫
外分析仪（上海嘉鹏科技有限公司）。

１．２ 试药
鸡血藤对照药材（成都普菲德生物技术有限公司，

批号为 １７０６２１）；三叉苦对照药材（批号为 １２１６８２－
２０１３０１），大黄对照药材（批号为 １２０９８４－２０１２０２），大
黄酸对照品（批号为 １１０７５７－２０１６０７），均购自中国食
品药品检定研究院；鸡血藤（批号为 １８０６０１），三叉苦
（批号为１８０４０１），大黄（批号为１８０７０１），均购自广西玉
林市至真中药饮片有限责任公司；洗四方袋泡剂（批号

分别为２０１８１０，２０１８１１，２０１８１２），广西壮族自治区贵港
市中医结合骨科医院院内制剂；甲醇、磷酸均为色谱纯，

其余试剂均为分析纯；水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱牗ＴＬＣ牘鉴别
鸡血藤：取 ３批样品各 ５ｇ，加甲醇 ５０ｍＬ，超声处

理 ３０ｍｉｎ，取出，滤过，滤液蒸干，残渣加水３０ｍＬ使溶
解，用醋酸乙酯萃取３次，每次２０ｍＬ，合并３次醋酸乙
酯萃取液，水浴蒸干，残渣加甲醇２ｍＬ使溶解，作为供
试品溶液；取鸡血藤药材粉末１ｇ，按供试品溶液制备方
法制备供试药材溶液；取鸡血藤对照药材粉末１ｇ，按供
试品溶液制备方法制备对照药材溶液；取缺鸡血藤的阴

性样品 ５ｇ，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶
液。按２０１５年版《中国药典（四部）》通则０５０２ＴＬＣ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－甲酸乙酯－冰醋酸－甲酸－异丙醇
（５∶５∶０．５∶０．５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂犤９犦，展开，

取出，晾干，喷以现配的５％香草醛盐酸溶液，加热至斑
点显色清晰，置日光下检视。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红色斑点，阴性对照

无干扰牗见图１Ａ牘。
三叉苦：取 ３批样品各 ５ｇ，加 ９５％乙醇 ５０ｍＬ，加

热回流 １ｈ，冷却，滤过，滤液蒸干，加水 ４０ｍＬ，超声处
理 ２０ｍｉｎ，过滤，用醋酸乙酯萃取 ２次，每次 ２０ｍＬ，合
并 ２次醋酸乙酯液，水浴蒸干，残渣加甲醇 ２ｍＬ使溶
解，作为供试品溶液；取三叉苦药材粉末１ｇ，按供试品
溶液制备方法制备供试药材溶液，取三叉苦对照药材粉

末１ｇ，按供试品溶液制备方法制备对照药材溶液；取缺
三叉苦的阴性样品 ５ｇ，按供试品溶液制备方法制备阴
性对照品溶液。按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则
０５０２ＴＬＣ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，以甲苯 －醋酸乙酯 －甲酸 －水
（５∶５∶１∶０．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂犤１０犦，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亮蓝色斑点，阴性

对照无干扰牗见图１Ｂ牘。
大黄：取３批样品各２ｇ，加水４０ｍＬ回流提取１ｈ，

冷却，滤过，滤液加醋酸乙酯萃取 ３次，每次 ２０ｍＬ，合
并３次醋酸乙酯萃取液，水浴蒸干，残渣加乙醇２ｍＬ使
溶解，作为供试品溶液；取大黄酸对照品 ０．００１０ｇ，精
密称定，加乙醇 １ｍＬ制成质量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的大
黄酸对照品溶液；取大黄药材粉末 ０．１ｇ，按供试品溶
液方法制备供试药材溶液，取大黄对照药材粉末０．１ｇ，
按供试品溶液方法制备对照药材溶液；取缺大黄的阴

性样品 ２ｇ，按供试品溶液方法制备阴性对照品溶液。
按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 ０５０２ＴＬＣ法试
验，吸取上述５种溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｈ薄
层板上，以现配的石油醚（６０～９０℃）－甲酸乙酯 －甲
酸（１１∶６∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）上层溶液为展开剂，展开，取出，晾
干。在２５４ｎｍ波长的紫外灯下检视，在与对照品溶液色
谱相应位置上显相同棕色斑点，阴性对照无干扰犤５，１１犦

牗见图１Ｃ牘。
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取样量（ｇ）

１．５１８１
１．５１７２
１．５０１２
１．５０４７
１．５０２３
１．５００６
１．５０１２
１．５０６４
１．５０３７

样品含量（ｍｇ）

０．２４３５
０．２４３４
０．２４０８
０．２４１４
０．２４１０
０．２４０７
０．２４０８
０．２４１６
０．２４１２

加入量（ｍｇ）

０．１３２０
０．１３２０
０．１３２０
０．２６４０
０．２６４０
０．２６４０
０．３９６０
０．３９６０
０．３９６０

测得量（ｍｇ）

０．３７３５
０．３７１３
０．３７０６
０．５０９４
０．５０２２
０．４９７５
０．６３３９
０．６１９９
０．６２５１

回收率（％）

９８．４８
９６．８９
９８．３３
１０１．５２
９８．９４
９７．２７
９９．２７
９５．５３
９６．９４

Ｘ（％）

９８．１３

ＲＳＤ（％）

１．７７
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Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ

１００

８０

６０

４０

２０

０

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

１００

８０

６０

４０

２０

０

１００

８０

６０

４０

２０

０

１
１

１．大黄酸

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图２ 高效液相色图谱

表１ 大黄酸加样回收试验结果（ｎ＝９）

２．２ 大黄酸含量测定
２．２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇－０．１％磷酸溶
液（８０∶２０，Ｖ／Ｖ）；检测波长：２５４ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。在此色谱条件下，理论板数
按大黄酸峰计应不低于３０００。
２．２．２ 溶液制备

取大黄酸对照品 ４．４ｍｇ，精密称定，置 １００ｍＬ容
量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，得质量浓度为 ４４μｇ／ｍＬ
的对照品贮备液；精密移取对照品贮备液５ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，制得质量浓度为

２２μｇ／ｍＬ的对照品溶液。取样品３ｇ，精密称定，置１００ｍＬ
圆底烧瓶中，精密加入 ２５ｍＬ甲醇，密闭加塞，称定质
量，回流提取１ｈ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的
质量，摇匀，过滤，精密吸取续滤液１０ｍＬ置烧瓶中，水
浴挥去溶剂，加入１０ｍＬ８％盐酸溶液，超声处理２ｍｉｎ，
再加入 １０ｍＬ三氯甲烷，回流提取１ｈ，放冷，置分液漏
斗中，用少量三氯甲烷洗涤圆底烧瓶，一同并入分液漏

斗中，振摇，混合均匀，分取三氯甲烷层，酸液再用三氯

甲烷提取 ３次，每次 １０ｍＬ，合并三氯甲烷层，水浴蒸
干，残渣加甲醇使溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇
至刻度，摇匀，滤过，即得供试品溶液犤５犦。另按处方工艺

取缺大黄的阴性样品 ３ｇ，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：精密吸取 ２．２．２项下对照品溶液、供
试品溶液及阴性对照品溶液，按拟订色谱条件注入高效

液相色谱仪，记录色谱图，见图 ２。结果显示，大黄酸色
谱峰分离效果良好，且阴性对照无干扰。

线性关系考察：分别精密吸取对照品贮备液（质量

浓度为４４μｇ／ｍＬ）１，２，３，４，５，６，７，８ｍＬ，置１０ｍＬ容量
瓶中，加甲醇定容，摇匀，经微孔滤膜滤过，按拟订色谱

条件进样测定，记录峰面积。以大黄酸进样量（Ｘ，μｇ）为
横坐标、色谱峰峰面积值（Ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，
得回归方程 Ｙ＝８９．３０６Ｘ＋２．５００，Ｒ２＝０．９９９７牗ｎ＝８牘。

结果表明，大黄酸进样量在０．０４４～０．３５２μｇ范围内与
峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 ２．２．２项下大黄酸对照品
溶液（质量浓度为 ２２μｇ／ｍＬ）适量，按拟订色谱条件
连续重复进样 ６次，依法测定，记录峰面积。结果大
黄酸峰面积的 ＲＳＤ为 ０．９９％（ｎ＝６），表明仪器精密
度良好。

稳定性试验：精密吸取同一供试品溶液（批号为

２０１８１０），分别于０，１，２，４，８，１２，２４ｈ时进样测定，记录
峰面积。结果大黄酸峰面积的 ＲＳＤ为 ０．８９％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为２０１８１０）样品适量，
精密称定，依法平行制备６份供试品溶液，按拟订色谱
条件进样测定。结果大黄酸平均含量为 ０．１６０４ｍｇ／ｇ，
ＲＳＤ为１．６４％牗ｎ＝６牘，表明方法重复性良好。
加样回收试验：取 ９份已知含量的样品（批号为

２０１８１０，大黄酸为０．１６０４ｍｇ／ｇ）适量，依次精密加入对
照品贮备液 ３，６，９ｍＬ，各 ３份，依法制备供试品溶液，
按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积，计算加样回收

率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取 ３批牗批号分别为 ２０１８１０，２０１８１１，２０１８１２牘样
品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，并

计算大黄酸含量。结果 ３批样品中大黄酸含量分别为
０．１６０４，０．１６２５，０．１３８２ｍｇ／ｇ。
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３ 讨论

３．１ 薄层色谱条件优化
鸡血藤：供试品溶液制备时采用乙醇为超声提取溶

剂，但效果不理想，将超声提取溶剂改成甲醇后，斑点浓

度较大，清晰可见，分离好，阴性对照无干扰犤３犦；选择二

氯甲烷 －丙酮 －甲醇 －甲酸（８∶１．２∶０．３∶０．５，Ｖ／Ｖ／
Ｖ／Ｖ）作为展开剂犤３犦，但结果 Ｒｆ值较小且斑点拖尾，通
过系统考察，选取环己烷－甲酸乙酯－冰醋酸－甲酸－
异丙醇（５∶５∶０．５∶０．５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）作为展
开剂犤９犦，分离效果较好；香草醛盐酸溶液为显色剂，结果

斑点清晰，但显色后斑点消失太快，后改进为显色剂现

用现配，斑点保留时间较久。

三叉苦：对供试品溶液的提取溶剂、提取方法做了

系统考察犤１２－１４犦，结果采用９５％乙醇提取的方法，斑点分
离清晰，阴性对照无干扰；展开剂选择甲苯－醋酸乙酯－
甲酸－水（５∶５∶１∶０．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）犤１０犦，结果斑点不清
晰，改成展开剂静置 ３０ｍｉｎ后，取上层溶液，置紫外光
灯（２５４ｎｍ）下进行检视，结果分离效果佳，斑点清晰，阴
性对照无干扰。

大黄：展开剂的选择参考 ２０１５年版《中国药典（一
部）》中大黄药材鉴别及文献犤１１犦的方法，先以石油醚
（３０～６０℃）－甲酸乙酯 －甲酸（１５∶５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为
展开剂，但溶剂易挥发、易分层、展开时斑点稍有堆积；

后将石油醚（３０～６０℃）改为石油醚（６０～９０℃），并将
展开剂比例调为石油醚（６０～９０℃）－甲酸乙酯 －甲酸
（１１∶６∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ），现配现用，结果斑点分离效果好，
Ｒｆ值适中，且无拖尾现象。故选择石油醚（６０～９０℃）－
甲酸乙酯－甲酸（１１∶６∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂。
３．２ 检测波长选择

采用紫外可见分光光度计在 １９０～６００ｎｍ波长范
围内对大黄酸对照品溶液进行紫外光谱扫描，结果在

２５４ｎｍ波长处有最大吸收峰。检测波长确定为２５４ｎｍ。
３．３ 流动相选择

由于洗四方袋泡剂含多种中药，成分复杂，故需选

择合适的流动相进行分析。曾考察甲醇－０．１％磷酸溶
液的流动相系统，甲醇－０．１％磷酸溶液（８５∶１５，Ｖ／Ｖ）犤５犦

时主峰与杂峰分离效果差；甲醇－０．１％磷酸溶液流动
相为牗７５∶２５，Ｖ／Ｖ牘犤１５犦时保留时间过长；甲醇－０．１％磷
酸溶液流动相为牗８０∶２０，Ｖ／Ｖ牘时峰型好，峰面积合适，
且与杂峰的分离效果好，均达到要求。故选择后者。

３．４ 色谱条件选择
曾以 ＤＩＫＭＡＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），

ＵＬＴＩＭＡＴＥ×ＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ
ＸＤＢ－Ｃ１８ 柱 （１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）及 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）对样品溶液进行
含量测定。以 ＤＩＫＭＡＣ１８柱和 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ－Ｃ１８柱

（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）测得样品溶液的保留时间短，
且大黄酸与前后峰分不开，故不被选择；而 ＵＬＴＩ－
ＭＡＴＥ×ＢＣ１８柱测得样品溶液的保留时间较好，但峰
型差，理论板数较低，故不被采纳；而 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ－Ｃ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色谱柱测得样品溶液中的
大黄酸保留时间合适，且与前后杂质峰的分离度均大于

４，峰型和分离度均良好，符合《中国药典》的规定，故选
用该色谱柱。

３．５ 方法评价
曾对洗四方袋泡剂中鸡血藤、三叉苦和大黄药材进

行 ＴＬＣ鉴别，斑点清晰，供试品溶液与对照品溶液的斑
点对应良好，阴性对照无干扰；以 ＨＰＬＣ法测定洗四方
袋泡剂中大黄酸的含量，分离效果好，峰形良好，保留时

间适宜，专属性强，测定结果准确，在规定时间内测定方

法稳定。本研究中所建立的方法可靠、准确，操作简单，

可确保产品的质量和疗效，保证患者用药安全。
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犤１２犦刘乡乡，康志英，黄晓玲，等．复方感冒灵片质量标准研究犤Ｊ犦．
中药材，２００３，２６（４）：２８２－２８３．

犤１３犦况开星，程 民 ．感冒灵胶囊质量标准的研究犤Ｊ犦．黑龙江
医药，２０１３，２６（５）：７４６－７５０．

犤１４犦颜 杰，裴建梅 ．感冒灵流浸膏的质量标准研究犤Ｊ犦．广东
药学，２００５，１５（２）：３２－３４．

犤１５犦金贤武，付彩群，黄道明，等 ．高效液相色谱法同时测定复
方胆通片中５种蒽醌类成分含量犤Ｊ犦．中国药业，２０１８，２７（６）：
７－１０．
牗收稿日期：２０１９－１０－２３；修回日期：２０２０－０３－１５牘


