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高效液相色谱法测定万应跌打酒中士的宁含量
陈继英，蓬展鹏，吴 谋，莫楚铭

（广东省东莞市中医院，广东 东莞 ５２３０００）
摘要：目的 建立测定万应跌打酒中士的宁含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动

相为０．０１ｍｏＬ／Ｌ庚烷磺酸钠与０．０２ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢钾等量混合溶液（用１０％磷酸调 ｐＨ至２．８）－乙腈（７９∶２１，Ｖ／Ｖ），检测波长为

２６０ｎｍ；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，进样量为１０μＬ。结果 士的宁质量浓度在１３．９２～１１４．０２μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝５）范围

内与峰面积线性关系良好；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于２％；平均加样回收率为 ９１．４８％，ＲＳＤ为１．８８％（ｎ＝６）；样品

中士的宁的最高限度应为每１ｍＬ不得超过１００μｇ。结论 该方法简便，专属性强，重复性好，可用于测定万应跌打酒中士的宁的含量。
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万应跌打酒由醋乳香、醋没药、当归尾、制马钱子、

骨碎补、栀子等２２味中药经现代工艺提取制成，用于治
疗跌打损伤、气滞血瘀痹症，疗效确切。该酒剂 ２０１７年
再注册批件中的审评意见为“申报单位应继续对士的宁

的限度检查方法进行研究，并列入标准”。但目前士的宁

含量测定中的对照品为士的宁犤１犦，中国食品药品检定研

究院网站中国家药品标准物质特殊标准物质显示，乌头

碱、士的宁、马钱子碱均属剧毒类危险化学品，应暂时停

止供应。为保证用药安全，本研究中以马钱子总生物碱

对照品为对照，参照《中国药典》标准，采用高效液相色

谱牗ＨＰＬＣ牘法对万应跌打酒处方中有毒药味制马钱子进
行士的宁的限量检测，并拟订样品中士的宁毒性限度的

检查范围。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ型高效液相色谱仪，包括紫外
检测器（美国安捷伦科技公司）；ＡＵＷ１２０Ｄ型电子分析
天平（日本岛津公司，精度为十万分之一）；ＰＬ－Ｓ３０Ｔ型

超声波清洗仪（东莞康士洁超声波科技有限公司）。

１．２ 试药

万应跌打酒（东莞市中医院制剂室，批号分别为

２０１９０１０２，２０１９０４０８，２０１９０６０１）；马钱子总生物碱对
照品（中国食品药品检定研究院，批号为 １１２０３０－
２０１６０１，含马钱子碱 ４５．４０％、士的宁 ４９．９０％）；乙腈、
磷酸二氢钾、庚烷磺酸钠、磷酸牗色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ
公司）；三氯甲烷牗分析纯，国药集团化学试剂有限
公司）。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

参照 ２０１５年版《中国药典（一部）》“马钱子含量测
定”项，马钱子碱、士的宁的检测波长为 ２６０ｎｍ犤１犦；马钱
子碱、士的宁的流动相为乙腈 －０．０１ｍｏＬ／Ｌ庚烷磺酸
钠与０．０２ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢钾等量混合溶液（用１０％磷
酸调ｐＨ至２．８）（２１∶７９，Ｖ／Ｖ）犤２－５犦；理论板数按士的宁
峰计应不低于 ５０００；预试验中色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ－
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）分离度尚可，但理论板数

·检验检测·
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不足５０００，后更换为ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），符合要求；流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为 ２５０℃；
进样量为１０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取马钱子总生物碱对照品３．０ｍｇ，
精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加三氯甲烷溶解，并用甲
醇定容，摇匀，即得每 １ｍＬ含马钱子碱 ０．１３６２ｍｇ、士
的宁０．１４９７ｍｇ的混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品１０ｍＬ，置具塞锥形瓶中，加入
０．５％盐酸溶液 １０ｍＬ，混匀，超声（功率 ２５０Ｗ，频率
４０ｋＨｚ）处理 ３０ｍｉｎ，移至分液漏斗中，锥形瓶用 ０．５％
盐酸溶液１０ｍＬ反复洗涤，合并洗液，加浓氨试液调ｐＨ
至 ９～１０，用三氯甲烷振摇提取 ３次，每次 ２０ｍＬ；合并
三氯甲烷提取液，蒸干，残渣加甲醇 １０ｍＬ溶解，摇匀，
经０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：取不含制马钱子的样品 １０ｍＬ，
按供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察犤６－９犦

专属性考察：按２．１项下色谱条件，取阴性对照品
溶液、混合对照品溶液、供试品溶液各适量，进样测

定，色谱图见图 １。结果阴性对照无干扰，表明方法专
属性良好。

线性关系考察：取马钱子总生物碱对照品３．０ｍｇ，
精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加三氯甲烷适量溶解，并用
甲醇定容，摇匀，即得每 １ｍＬ含马钱子碱 ０．１０１３ｍｇ、
士的宁 ０．１１４０ｍｇ的溶液，依次稀释，得马钱子碱质
量浓度为 ８１．０４，６０．７８，５０．６７，２５．３３，１２．６６μｇ／ｍＬ
和士的宁质量浓度为 ９１．２１，６８．４１，５５．７０，２７．８５，
１３．９２μｇ／ｍＬ的系列混合对照品溶液，精密量取上述
系列混合对照品溶液各 １０μＬ，按 ２．１项下色谱条件
进样测定，以峰面积为纵坐标（Ｙ）、士的宁质量浓度
为横坐标（Ｘ）进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝
１９．３９４Ｘ＋２．９４１８（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝５）。结果表明，士
的宁质量浓度在 １３．９２～１１４．０２μｇ／ｍＬ范围内与峰
面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液适量，
按 ２．１项下色谱条件进样测定 ６次，记录峰面积。
结果的 ＲＳＤ为 ０．１７％（ｎ＝６），表明仪器精密度
良好。

重复性试验：取样品（批号为 ２０１９０１０２）适量，
按 ２．２项下方法制备供试品溶液 ６份，再按 ２．１项
下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算士的宁含

量。结果的 ＲＳＤ为 １．５８％（ｎ＝６），表明方法重复性
良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液（批号为
２０１９０１０２）适量，分别于室温下放置 ０，２，４，８，１２，１６，
２２，２４ｈ时按２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果的 ＲＳＤ为１．２０（ｎ＝８），表明室温下供试品溶液在
２４ｈ内基本稳定。

加样回收试验：取样品（批号为 ２０１９０１０２，士的宁
含量为 ３２．５５μｇ／ｍＬ）６份，精密称定，置具塞锥形瓶
中，分别精密加入马钱子总生物碱对照品溶液（每１ｍＬ
含马钱子碱 ０．２０２７ｍｇ／ｍＬ、士的宁０．２２２８ｍｇ／ｍＬ）
１ｍＬ，按２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计
算回收率。结果见表１。

耐用性试验犤１０犦：取样品牗批号为２０１９０１０２牘适量，按
２．２项下方法制备供试品溶液，并按２．１项下色谱条件分
别设置色谱柱，包括卡赛帕克 ＭＧＩＩ色谱柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；迪马Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；ＷａｔｅｒｓＲＰ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。
结果的 ＲＳＤ为０．９０％，显示色谱柱发生一定程度变化
时，本方法能满足试验要求，耐用性良好。
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图１ 高效液相色谱图
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Ｃ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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样品含量（ｍｇ）

０．３２５５

０．３２５５

０．３２５５

０．３２５５

０．３２５５

０．３２５５

加入量（ｍｇ）

０．２０２７

０．２０２７

０．２０２７

０．２０２７

０．２０２７

０．２０２７

测得量（ｍｇ）

０．５１６９

０．５０８２

０．５１０３

０．５１２２

０．５１０９

０．５０７０

回收率（％）

９４．４３

９０．１３

９１．１７

９２．１１

９１．４７

８９．５４

Ｘ（％）

９１．４８

ＲＳＤ（％）

１．８８

表１ 士的宁加样回收试验测定结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓｏｆｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ（ｎ＝６）

２．４ 样品含量测定

取 ３批样品（批号分别为 ２０１９０１０２，２０１９０４０８，
２０１９０６０１）各适量，依法制备供试品溶液，按２．１项下色
谱条件进样测定，并平行测定３次，记录峰面积，并计算
样品含量。结果 ３批样品中士的宁含量分别为 ３１．８，
３２．１，３３．０μｇ／ｍＬ，平均 ３２．３μｇ／ｍＬ，ＲＳＤ分别为
１．３０％，１．５０％，２．２０％。
２．５ 样品中士的宁毒性限度检查范围确定

依据２０１５年版《中国药典（一部）》马钱子粉项下规
定，士的宁含量限度不得过０．８２％，其“用法用量”项下
规定，马钱子的服用量为０．６ｇ，折算后士的宁每天服用
量约为 ４．９２ｍｇ，为每天最大安全服用量犤１１－１２犦。用马钱

子粉中士的宁的每天最大安全服用量除以万应跌打

酒的平均含量，得出万应跌打酒每天最大使用量不能超

过１５２ｍＬ。
根据样品的用法用量，每天使用３次，每次常用量

为１０ｍＬ，每天的常规使用量为３０ｍＬ。按马钱子粉的理
论安全服用量的最大值计算，万应跌打酒每 １ｍＬ含士
的宁应不得超过 １６４μｇ。为保证临床用药安全，减少不
良反应，按２０１５年版《中国药典（一部）》马钱子粉项下
士的宁含量限度计算，并结合实际的试验结果，初步拟

订万应跌打酒士的宁最高限度范围为每１ｍＬ含士的宁
不得超过１００μｇ。
３ 讨论

中医把凡因外力作用于人体而引起的筋骨伤损、瘀

血肿痛、气血不和、经络不通以至脏器受损等统称为跌

打损伤犤１３犦。万应跌打酒用于治疗跌打损伤（现代医学又

称急性软组织损伤）。处方中的制马钱子味辛、性温，可

散寒温通经络，消肿散结止痛；主要有效成分为生物碱，

生物碱中含量较高的为士的宁和马钱子碱，既是有效成

分又是有毒成分，故需对含制马钱子制剂的毒性成分进

行限度检查，以确保临床用药的安全性。制马钱子的毒

性反应主要由超安全剂量口服引起，口服马钱子碱中毒

剂量为１５～１００ｍｇ（平均５０ｍｇ）。马钱子中毒剂量与治
疗剂量非常接近，须合理应用，以避免中毒反应及确保

疗效犤１４犦，尤其是应规范此类含有大毒药味的中药制剂

的临床用药犤１５犦。
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