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瑶药止痛散由毛两面针、洋金花、草乌、山乌龟、莪

术等１０味药材组方，可解毒散结、消肿止痛、补气行血、
温通经络，且使用较安全犤１－３犦，临床多用于治疗癌性疼

痛。方中毛两面针、洋金花、草乌为君药，毛两面针为芸

香科植物毛叶两面针的干燥根和茎，瑶药称入山虎，是

瑶药“五虎”之一犤４犦，具有活血化瘀、行气止痛、祛风通络

的功效，其主要有效成分为氯化两面针碱。洋金花为茄

科植物曼陀罗，瑶药称辣喝咪犤５犦，具有止咳平喘、麻醉止

痛、散瘀消肿、镇静安神功效，主要有效成分为东莨菪

碱、莨菪碱、曼陀罗碱等。草乌具有祛风除湿、温经止痛

功效。莪术、山乌龟为方中臣药，山乌龟具有清热解毒、

理气止痛的功效犤５犦，莪术具有行气破血、消积止痛功效。

瑶药止痛散目前尚无质量标准，为确保该制剂在临床使

用的安全性和有效性，本研究中采用薄层色谱（ＴＬＣ）法
对制剂中毛两面针、洋金花、草乌进行定性鉴别，采用高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）法对毛两面针的主要有效成分氯化
两面针碱进行定量分析，为制订瑶药止痛散的质量标准

提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－２０３０型高效液相色谱仪，包括紫外检测器、柱
温箱、ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ色谱数据工作站（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公
司）；ＸＳ２０５型电子分析天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，
精度为 ０．１ｍｇ／０．０１ｍｇ）；ＫＱ－３００ＤＢ型数控超声清
洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公司）；ＨＨｉｔｅｃｈ和泰
水纯化系统（上海和泰仪器有限公司）；ＤＬＦ－２８型分级
连续投料粉碎机（温州顶级医疗器械有限公司）。

１．２ 试药

瑶药止痛散（本院自制，批号分别为 ２０１９０６０７，
２０１９０６０８，２０１９０６０９）；氯化两面针碱对照品（批号为

瑶药止痛散质量标准研究

莫海玲，蒋璐慧，农英高，李以军，林素梅，周海坚

（广西壮族自治区民族医院·广西医科大学附属民族医院，广西 南宁 ５３０００１）
摘要：目的 建立瑶药止痛散的质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对瑶药止痛散中毛两面针、洋金花、草乌进行定性鉴别；采用高
效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定瑶药止痛散中氯化两面针碱的含量，色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＰｈｅｎｇｌＣ１８柱牗１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，３．５μｍ牘，
流动相为乙腈－０．２％磷酸溶液－三乙胺（２０∶８０∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７１ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。
结果 瑶药止痛散中毛两面针、洋金花、草乌的 ＴＬＣ图斑点清晰，分离度好，阴性对照无干扰。氯化两面针碱质量浓度在 １．２５～
１２．５０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好；精密度、重复性、稳定性试验结果的 ＲＳＤ均小于 ２．０％；平均加样回收率为 １００．２８％，

ＲＳＤ为１．７５％牗ｎ＝９）。结论 该研究所建立的标准可用于瑶药止痛散的质量控制。

关键词：瑶药止痛散；薄层色谱法；高效液相色谱法；氯化两面针碱；含量测定
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１ ２ ３ ４ ５ ６１ ２ ３ ４ ５ ６

Ａ Ｂ Ｃ
１－３．供试品溶液（批号分别为２０１９０６０７，２０１９０６０８，２０１９０６０９） ４．对照品溶液 ５．对照药材溶液 ６．阴性对照溶液

Ａ．毛两面针 Ｂ．洋金花 Ｃ．草乌
图１ 薄层色谱图

１－３．ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｓ：２０１９０６０７，２０１９０６０８，２０１９０６０９） ４．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ５．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ ６．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ａ．Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍｎｉｔｉｄｕｍ Ｂ．Ｄａｔｕｒａｍｅｔｅｌ Ｃ．ＲａｄｉｘＡｃｏｎｉｔｉｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ

Ｆｉｇ．１ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

１１０８４８－２０１６０４，纯度为 ９１．０％），氢溴酸东莨菪碱对
照品（批号为１０００４９－２０１００９，纯度为９１．７％），乌头碱
对照品（批号为１１０７２０－２０１１１１，纯度为９８．８％），次乌
头碱对照品（批号为１１０７９８－２０１３０８，纯度为９８．６％），
洋金花对照药材（批号为 １２１０５８－２００５０３），草乌对照
药材（批号为 １２１３３８－２００４０１），均购自中国食品药品
检定研究院；乙腈为色谱纯；二甲苯、乙酸乙酯、甲醇、异

丙醇、浓氨试液、磷酸等均为分析纯；水为纯化水。

１．３ 药材

毛两面针（批号为 １８０９０３４）、洋金花（批号为
１８１１１５１）、草乌（批号为 Ｄ１７０３００３）、山乌龟（批号为
１８１１０８１）、莪术（批号为 １８１１０９２）等药材均购自广西张
益堂中药饮片有限公司，经我院周海坚副主任中药师鉴

定为正品，作为对照药材。

２ 方法与结果

２．１ 定性鉴别

毛两面针：取样品３ｇ，精密称定，加乙醇４０ｍＬ，超
声（功率３００Ｗ，频率４０ｋＨｚ，下同）处理６０ｍｉｎ，放冷至
室温，滤过，滤液蒸干，残渣加乙醇１ｍＬ使溶解，作为供
试品溶液；取毛两面针对照药材２ｇ，同法制成对照药材
溶液；按止痛散处方和工艺制备缺毛两面针的阴性样

品，同法制成阴性对照品溶液；称取氯化两面针碱对照

品适量，精密称定，用乙醇溶解，制成氯化两面针碱质量

浓度为 ０．０２５ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。按 ２０１５年版《中
国药典（四部）》通则０５０２ＴＬＣ法犤６犦试验，吸取上述４种
溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以二甲苯－
乙酸乙酯 －甲醇 －异丙醇 －浓氨试液（１０∶２．５∶２．５∶
０．５∶０．０５，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，置紫外光灯（波长
３６５ｎｍ）下检视犤７犦。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

性对照无干扰犤８犦。详见图１Ａ。
洋金花：取样品 ３ｇ，精密称定，加浓氨试液 ５ｍＬ，

混匀，加三氯甲烷２０ｍＬ，摇匀，静置过夜，滤过，滤液蒸
干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液；另取洋
金花对照药材２ｇ，同法制成对照药材溶液；按止痛散处
方和工艺制备缺洋金花的阴性样品，同法制成阴性对照

品溶液；精密称取氢溴酸东莨菪碱对照品，用甲醇溶解，

制成氢溴酸东莨菪碱质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶
液。按２０１５年版《中国药典（四部）》通则０５０２ＴＬＣ法犤６犦

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，以氯仿 －甲醇 －浓氨试液（２０∶３．５∶０．５，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，喷以稀碘化铋钾
试液犤９犦。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

干扰犤８犦。详见图１Ｂ。
草乌：取样品３ｇ，精密称定，加氨试液１０ｍＬ润湿，

加乙醚 ２０ｍＬ，超声处理 ３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣
加无水乙醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液；另取草乌对
照药材２ｇ，同法制成对照药材溶液；按止痛散处方和工
艺制备缺草乌的阴性样品，同法制成阴性对照品溶液；

精密称取乌头碱对照品、次乌头碱对照品，用异丙醇－
三氯甲烷（１∶１，Ｖ／Ｖ）混合溶液溶解，制成乌头碱、次乌
头碱质量浓度均为１ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。按２０１５
年版《中国药典（四部）》通则 ０５０２ＴＬＣ法犤６犦试验，吸取

上述４种溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，
以正己烷 －乙酸乙酯 －甲醇（８∶６∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开
剂，置氨蒸气饱和的展开缸内２０ｍｉｎ，展开，取出，晾干，
喷以稀碘化铋钾试液。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，阴性对照无干扰犤８犦。详见图１Ｃ。

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

６ ５ ４ １ ２ ３
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·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ

２５００００
２０００００
１５００００
１０００００
５００００

０

１

ｍＡＵ

２５００００
２０００００
１５００００
１０００００
５００００

０

ｍＡＵ

２５００００
２０００００
１５００００
１０００００
５００００

０

１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎｔ／ｍｉｎ

１．氯化两面针碱

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

１．ｎｉｔｉｄｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

２．２ 含量测定

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＰｈｅｎｇｌＣ１８柱（１５０ｍｍ×
２．１ｍｍ，３．５μｍ）；流动相：乙腈－０．２％磷酸溶液－三
乙胺（２０∶８０∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）；检测波长：２７１ｎｍ；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

对照品溶液：取氯化两面针碱对照品 ２．５ｍｇ，精密
称定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加 ７０％甲醇溶解并定容，
摇匀，即得质量浓度为 ５０μｇ／ｍＬ的对照品贮备液；
精密量取 １ｍＬ，加 ７０％甲醇溶解，并定容至 １０ｍＬ，
摇匀，即得氯化两面针碱质量浓度为 ５μｇ／ｍＬ的对
照品溶液。

供试品溶液：取样品 ３ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶
中，加 ７０％甲醇 ２０ｍＬ超声处理 ３０ｍｉｎ，滤过；滤渣和
滤纸加７０％甲醇２０ｍＬ超声处理３０ｍｉｎ，放冷至室温，
滤过，滤液置同一容量瓶中，加 ７０％甲醇洗涤 ３次，洗
液并入 ５０ｍＬ容量瓶中，加 ７０％甲醇定容，摇匀，即得
供试品溶液。

阴性对照品溶液：按止痛散处方和工艺制备缺毛两

面针的阴性样品，同法制成阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取 ２．２．２项下对照品溶液、供试
品溶液各适量，按选定色谱条件进样测定，色谱图见图２。
结果理论板数按氯化两面针碱峰计应不低于 ２０００，分
离度均大于１．５，基线分离良好。

专属性试验：取上述对照品溶液、阴性对照溶液

各适量，按选定色谱条件进样测定，色谱图见图２。结
果阴性对照品溶液在与氯化两面针碱对照品溶液相同

保留时间处无干扰峰，表明专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取对照品贮备液０．２５，
０．５，１．０，１．５，２．０，２．５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加７０％

甲醇定容，摇匀，制成系列对照品溶液。取上述溶液各

１０μＬ，按选定色谱条件进样测定，记录峰面积。以氯
化两面针质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝５５０６５．１Ｘ＋
５１７８．４０（ｒ＝０．９９９６，ｎ＝６）。结果表明，氯化两面针
碱质量浓度在 １．２５～１２．５０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积
线性关系良好。

精密度试验：取对照品溶液适量，按选定色谱条

件连续进样测定 ６次，记录峰面积。结果氯化两面针
碱峰面积的 ＲＳＤ为 ０．６８％（ｎ＝６），表明仪器精密度
良好。

稳定性试验：取供试品溶液（批号 ２０１９０６０７）适
量，分别于室温下放置 ０，２，４，８，１０，１２ｈ时进样测
定，记录峰面积。结果氯化两面针碱峰面积的 ＲＳＤ为
０．６８％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温放置 １２ｈ内
基本稳定。

重复性试验：称取样品（批号２０１９０６０８）适量，精密
称定，同法制备供试品溶液，再按选定色谱条件进

样测定 ６次，记录峰面积，并计算含量。结果氯化两面
针碱含量平均值为１００．８６μｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．１６％（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２０１９０６０８）

２ｇ，精密称定，共 ６份，分别加入 １，２，３ｍＬ的氯化两
面针碱对照品贮备液，同法制备供试品溶液，再按选定

色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果

见表１。
样品含量测定：取３批样品各适量，分别同法制备

供试品溶液，再按选定色谱条件进样测定，平行测定

３次，记录峰面积，并计算样品含量。结果见表２。
３ 讨论

３．１ 样品超声提取次数选择

在样品提取预试验中，考察了不同超声提取次数对
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取样量（ｇ）

２．０３６８

２．０６７７

２．０６０８

２．０７１６

２．０１９７

２．０４２７
２．０５１９

２．０１２５

２．０６４８

样品含量（μｇ）

２０５．９１４７

２０９．０３８６

２０８．３４１０

２０９．４３２８

２０４．１８５９

２０６．５１１１
２０７．４４１２

２０３．４５７９

２０８．７４５４

加入量（μｇ）

５０．６

５０．６

５０．６

１０１．２

１０１．２

１０１．２
１５１．８

１５１．８

１５１．８

测得量（μｇ）

２５８．１０

２５９．９０

２５９．５０

３１２．１５

３０５．０５

３０９．１０
３５５．１５

３５４．４０

３５８．３０

回收率（％）

１０３．１３

１００．５２

１０１．１０

１０１．５０

９９．６７

１０１．３７
９７．３０

９９．４３

９８．５２

Ｘ（％）

１００．２８

ＲＳＤ（％）

１．７５

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝９）

氯化两面针碱含量的影响，结果超声提取 ２次与提取
３次的含量差异不大，故确定为２次。
３．２ ＴＬＣ鉴别条件选择

在毛两面针的 ＴＬＣ鉴别中，曾参考文献犤４牞１０－
１１犦选择展开剂，结果发现各斑点分离效果不佳，拖尾严
重，效果不理想。后参考文献犤７犦，以二甲苯－乙酸乙酯－
甲醇－异丙醇 －浓氨试液（１０∶２．５∶２．５∶０．５∶０．０５，
Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，结果各斑点显示清晰，分离
度好。在洋金花的 ＴＬＣ鉴别中，曾考察了乙酸乙酯－甲
醇－浓氨试液（１７∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）及氯仿－甲醇－浓氨
试液（２０∶３．５∶０．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ），结果以后者为展开剂，各
斑点分离度好，且显色清晰，阴性对照无干扰。

在草乌ＴＬＣ鉴别中，曾考察了正己烷－乙酸乙酯－
甲醇（８∶６∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ），乙酸乙酯 －浓氨试液（２０∶１，
Ｖ／Ｖ）及乙酸乙酯 －正己烷 －浓氨试液（１５∶５∶１，
Ｖ／Ｖ／Ｖ），结果以正己烷 －乙酸乙酯 －甲醇（８∶６∶１，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂时，各斑点分离度好，且显色清晰，阴
性对照无干扰。

３．３ 含量测定指标选择

氯化两面针碱是毛两面针的主要活性成分之一，具

有抗炎、抗菌、镇痛、抗肿瘤活性犤１２－１５犦，含量测定方法较

成熟犤４，１６－１７犦，本试验中结合瑶药止痛方的临床疗效及对

疗效的贡献程度，最终确定以氯化两面针碱为考察

指标。选用乙腈 －０．２％磷酸溶液 －三乙胺（２０∶８０∶１，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）为流动相，结果精密度、重复性、稳定性的
ＲＳＤ均小于２．０％，３批样品中氯化两面针碱的平均含

量为 １００．８６μｇ／ｇ，平均加样回收率为 １００．２８％，ＲＳＤ
为 １．７５％牗ｎ＝６），表明该研究所建立的标准可用于瑶
药止痛散的质量控制。
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ＲＳＤ（％）

０．１４
０．９６
１．３２

表２ 样品含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ


