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摘要：目的 建立医疗机构制剂丹桃养肝丸的质量标准。方法 采用薄层色谱法定性鉴别丹桃养肝丸中的丹参、当归、黄芪３味药材，采
用高效液相色谱法测定该制剂中丹酚酸 Ｂ的含量。结果 丹参、当归、黄芪薄层鉴别方法重复性良好，阴性对照无干扰；丹酚酸 Ｂ含量
测定方法学考察中的加样回收率、精密度、稳定性、重复性均良好，线性范围为０．２１２～１．０６０μｇ（ｒ＝０．９９９８），平均回收率为９４．４１％，
ＲＳＤ为１．６４％（ｎ＝９）。结论 该方法可用于丹桃养肝丸的质量控制。
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肝纤维化是各种慢性肝炎发展为肝硬化前共有的

可逆性病理组织学改变，若不给予有效的抗肝纤维化治

疗。丹桃养肝丸是陕西省中医医院国家名老中医药专

家、陕西省名中医成冬生主任医师治疗慢性乙型肝炎肝

纤维化的经验方。慢性乙型肝炎为正虚邪恋，正虚以气

虚为主，进一步发展会出现血瘀等，气虚而血瘀，而肝体

阴而用阳，主藏血。丹桃养肝丸依据以活血化瘀为本、益

气养血柔肝兼重的防治肝纤维化理论基础，治疗慢性乙

型肝炎肝纤维化，临床疗效显著，为科室诊疗常规方案。

为扩大临床使用范围，使更多患者受益，拟将该方开发

为医疗机构制剂。本研究中采用薄层色谱牗ＴＬＣ牘法定性
鉴别该制剂中的丹参、当归、黄芪３味药材，采用高效液
相色谱牗ＨＰＬＣ牘法对方中君药丹参的主要化学成分丹酚
酸 Ｂ进行了含量测定，为该产品的质量控制提供客观
的定性定量评价方法。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０１０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

Ｓｅｃｕｒａ１２５－１ＣＮ型电子分析天平（ｄ＝０．０１ｍｇ），Ｑｕｉｎ
ｔｉｘ２４４－１ＣＮ型电子分析天平（ｄ＝０．１ｍｇ），均购自北
京赛多利斯天平有限公司。

１．２ 试药
丹桃养肝丸（医院制剂，批号分别为 １７０８０１，

１７０８０２，１７０８０３）；黄芪甲苷对照品（供含量测定用，批号
为１１０７８１－２０１３１４），丹酚酸 Ｂ对照品（供含量测定用，
批号为 １１１５６２－２０１３１３），丹参对照药材（批号为
１２０９２３－２０１４１４），均由中国食品药品检定研究院提供；
乙腈（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司）；其他试剂均为分析纯，均购
自国药集团；丹参、当归、黄芪药材购自陕西兴盛德药业

有限责任公司，经陕西省中医药研究院中药研究所杨智

峰研究员鉴定为正品。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱鉴别
丹参犤１犦：取样品２ｇ，粉碎成细粉，置锥形瓶中，加２滴

盐酸和 ２０ｍＬ７０％甲醇，超声处理 １５ｍｉｎ，离心取上清
液，水浴蒸干，加甲醇１ｍＬ溶解，制得供试品溶液。同法
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１．丹酸酸 Ｂ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图２ 高效液相色谱图
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１－３．供试品溶液（批号分别为１７０８０１，１７０８０２，１７０８０３） ４．对照品溶液 ５．对照药材溶液 ６．阴性对照品溶液
图１ 薄层色谱图
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制备缺丹参的阴性对照品溶液。取丹参对照药材１ｇ和
丹酚酸 Ｂ对照品，同法制得对照药材溶液和对照品溶
液牗含丹酚酸Ｂ０．５ｍｇ／ｍＬ牘。分别吸取上述４种溶液点
于同一聚酰胺薄膜上，点样量为２μＬ，以丙酮 －３６％乙
酸－浓氨（１０∶２５∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，在紫外
光灯（３６５ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱中检出丹酚酸Ｂ
及丹参，阴性对照无干扰。见图１Ａ。

当归犤２犦：取样品３ｇ，粉碎成细粉，置锥形瓶中，加３０ｍＬ
乙醚，超声提取１０ｍｉｎ，滤过，挥干乙醚，加乙醇１ｍＬ溶
解，制得供试品溶液。同法制备缺当归的阴性对照品溶

液及对照药材溶液。分别取上述 ３种溶液各 １０μＬ，
点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以正己烷－乙酸乙酯（４∶１，
Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，在紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。供
试品溶液色谱中检出当归，阴性对照无干扰。见图１Ｂ。

黄芪犤３犦：取样品细粉７ｇ，置锥形瓶中，加甲醇５０ｍＬ，
回流１ｈ，滤过，滤液蒸干，残渣加水５０ｍＬ溶解，用水饱
和的正丁醇提取，提取液依次用１％ＮａＯＨ溶液、水溶液
洗涤２次，蒸干，加少量水溶解，加 Ｄ１０１型大孔树脂柱
顶，依次以 ５０ｍＬ水、３０ｍＬ４０％乙醇洗脱杂质，弃去，
最后以５０ｍＬ７０％乙醇洗脱，收集洗脱液，水浴蒸干，加
１ｍＬ甲醇溶解，制得供试品溶液。同法制备缺黄芪的阴
性对照品溶液。取黄芪甲苷对照品适量，加入甲醇，得质

量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。分别吸取上述 ３种
溶液各５μＬ，点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以三氯甲烷－

甲醇－水（１３∶７∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）的下层溶液为展开剂，展
开，用１０％硫酸乙醇溶液显色，１０５℃加热显色。供试品
溶液色谱中检出黄芪甲苷，阴性对照无干扰。见图１Ｃ。
２．２ 丹酚酸Ｂ含量测定
２．２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色 谱 柱 ：Ｍ０５ＣＬＡ２５Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－５－Ｃ１８ 柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈 －０．１％磷
酸溶液（２２∶７８，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２８６ｎｍ。理论板数按丹酚酸Ｂ峰计应大于６０００。
２．２．２ 溶液制备

取样品细粉０．５ｇ，精密称定，置锥形瓶中，精密加入
７５％甲醇５０ｍＬ，超声提取３０ｍｉｎ，放冷，用溶剂补足减
失的质量，摇匀，微孔滤膜滤过，作为供试品溶液，备用。

同法制备缺丹参的阴性对照品溶液犤４－５犦。精密称

取丹酚酸 Ｂ１０．６ｍｇ，溶于 １０ｍＬ甲醇，得质量浓度为
０．１０６ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，避光保存。
２．２．３ 方法学考察

专属性试验：取 ２．２．２项下 ３种溶液 １０μＬ，按拟
订色谱条件检测。结果丹酚酸 Ｂ色谱峰分离良好，阴性
对照无干扰，色谱图见图２。

线性关系考察：精密量取丹酚酸Ｂ对照品溶液，置容
量瓶中，用甲醇稀释，得质量浓度为０．００５３ｍｇ／ｍＬ的溶
液，精密吸取 ２，４，６，８，１０μＬ，按拟订色谱条件进样测
定，以峰面积（Ｙ）为纵坐标、进样量（Ｘ）为横坐标进行线
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样品含量（ｍｇ）

２．０９５９
２．０９５１
２．０９３３
２．０９７４
２．０９６７
２．０９５２
２．０９４４
２．０９３６
２．０９６５

加入量（ｍｇ）

１．０４８０
１．０４８０
１．０４８０
２．０９６０
２．０９６０
２．０９６０
３．１４４０
３．１４４０
３．１４４０

测得量（ｍｇ）

３．０７３９
３．１１６７
３．０７１２
４．０８５６
４．１１３０
４．０５３３
５．０６３４
５．０１１９
５．０４５７

回收率（％）

９３．３２
９７．４８
９３．３１
９４．８６
９６．２０
９３．４２
９４．４３
９２．８２
９３．８０

Ｘ（％）

９４．４１

ＲＳＤ（％）

１．６４

性回归，得回归方程 Ｙ＝２１８３８Ｘ－２１３２１，ｒ＝０．９９９８。
结果表明，丹酚酸Ｂ进样量在０．２１２～１．０６０μｇ范围内
与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取丹酚酸 Ｂ对照品溶液 １０μＬ，按拟
订色谱条件重复进样 ６次。结果丹酚酸 Ｂ峰面积的
ＲＳＤ为０．４３％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好。
重复性试验：取 ２．２．２项下供试品溶液 ６份，按拟

订色谱条件进样测定。结果丹酚酸 Ｂ含量的 ＲＳＤ为
１．９１％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取样品（批号为１７０８０１），依法制备供
试品溶液，取１０μＬ，于室温下测定１２ｈ内的稳定性（每
隔 ２ｈ测定 １次）。结果丹酚酸 Ｂ峰面积的 ＲＳＤ为
２．７８％（ｎ＝６），表明供试品溶液在１２ｈ内基本稳定。

加样回收试验：取样品（含量为 ７．６０４９ｍｇ／ｇ）
０．５ｇ，共９份，分别加入质量浓度为０．５２４ｍｇ／ｍＬ的丹
酚酸 Ｂ对照品溶液 ２，２，２，４，４，４，６，６，６ｍＬ，制备供试
品溶液，按拟订色谱条件进样测定，计算回收率。结果见

表１。

２．２．４ 样品含量测定

取３批（批号分别为１７０８０１，１７０８０２，１７０８０３）样品
适量，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。

结果丹酚酸Ｂ含量分别为７．６９，７．７９，７．６４ｍｇ／ｇ，平均
含量为７．７１ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 定性鉴别中对照品选择
丹参、当归和黄芪分别为方中君、臣、佐药。丹参活

血化瘀、养血止痛、凉血消肿，针对慢性乙型肝炎肝纤维

化中医证候瘀血阻络之主证，为君药；当归补血、活血、

止痛，主治血虚诸证， 瘕积聚、虚寒腹痛等，加强君药

活血化瘀，养血柔肝之功效，为臣药；黄芪益气养血，治疗

气血两虚之兼证，为佐药犤６犦。丹参中主要有效成分为脂

溶性的丹参酮类犤７犦和水溶性的丹酚酸 Ｂ、丹参素等犤８犦。

当归药材中含有主要化学成分包括挥发性成分如藁本

内酯、苯乙酮、十二醇、庚烷、烷烃等，其他如阿魏酸、维

生素类、尿嘧啶、腺嘌呤等犤９犦，其成分复杂，特征性成分

不明显。黄芪主要有效成分以黄芪甲苷为代表犤１０犦。因

此，以丹参及丹酚酸 Ｂ为对照品鉴别丹参，以当归药材
为对照鉴别当归，以黄芪甲苷为对照品鉴别黄芪。所建

立的方法可从丹桃养肝丸样品中检出丹参及丹酚酸Ｂ、
当归、黄芪甲苷，阴性对照无干扰。

叶下珠为方中佐药，味苦、性寒，归肝经，清热利湿，

解毒平肝，现代常用于慢性病毒性肝炎及肝纤维化的治

疗犤１１－１２犦。病毒性肝炎病因共识为湿热疫毒为患，本方取

其寒凉清利之性，直清肝经湿热，针对慢性乙型肝炎湿

热内蕴而设。叶下珠药材中含有没食子酸、甲氧基鞣花

酸、柯里拉京等多种化学成分犤１３犦。以叶下珠药材为对照

鉴别叶下珠，采用 ５０％甲醇为提取溶剂，超声提取，再
用乙酸乙酯提取制备样品溶液。曾选择硅胶Ｇ薄层板，
甲苯－三氯甲烷－丙酮－甲酸（８∶５∶７∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为
展开剂；硅胶 Ｇ薄层板，冰醋酸 －乙醇 －乙酸乙酯 －甲
酸（８∶６∶２∶０．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂；硅胶 ＧＦ２５４薄
层板，三氯甲烷－甲酸乙酯－甲酸（３∶５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为
展开剂。结果或分离效果较差，或阴性对照有干扰，故未

能建立叶下珠的薄层鉴别方法。

３．２ 色谱条件选择
丹参在本方中不仅发挥活血化瘀、破 除瘕之功

效，且有益气养血、清除邪热之长，可针对肝纤维化血瘀

兼气血两虚之病机关键。因此，采用 ＨＰＬＣ法建立其含
量测定方法。丹酚酸 Ｂ为丹参主要有效成分，抗肝纤维
化效果明显。丹酚酸 Ｂ检测波长参考 ２０１５年版《中国
药典牗一部牘》中丹参项下所用波长，流动相采用乙腈与
０．１％磷酸溶液，对其流动相比例进行反复调整，以拖尾
因子、分离度、理论板数、基线作为评判标准，最终选取

流动相为乙腈－０．１％磷酸溶液牗２２∶７８，Ｖ／Ｖ）。经方法
学考察，该方法可用于丹桃养肝丸的质量控制。
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