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鉴别。结果色谱斑点清晰、分离度好，可为含有黄芪、三

七的复方制剂的理化鉴别提供参考。

３．２ 含量测定

前期基础研究发现，黄芪三七合剂可延缓模型大鼠

肾纤维化进程，抑制肾小管上皮细胞转分化，并有一定

抗氧化应激作用；同时研究证实，三七总皂苷中人参皂

苷 Ｒｇ１对糖尿病肾病模型大鼠肾功能指标具有一定改
善作用犤４犦。其机制是通过减少细胞自噬和活性氧的产

生，抑制氧化应激途径，从而对醛固酮诱导致损的肾小

管上皮细胞产生良好的保护作用犤５犦。因此，人参皂苷Ｒｇ１
是本方的主要有效成分之一，故选择人参皂苷 Ｒｇ１作
为本制剂质量控制的指标成分。试验过程中考察了处

理样品的不同溶剂（甲醇、７５％甲醇、５０％甲醇、乙醇、
７５％乙醇、５０％乙醇）对人参皂苷Ｒｇ１含量测定的影响。
结果经７５％甲醇处理后含量相对较高，同时易于滤过，
故选用 ７５％甲醇处理样品。此外，还考察了甲醇 －水、
乙腈－水、甲醇 －磷酸水系统，结果以乙腈 －水为流动
相时，供试品溶液色谱峰峰形较好，分离度大于１．５，理
论板数大于６０００，拖尾因子在０．９５～１．１０之间。
３．３ 方法评价

黄芪三七合剂临床主要用于治疗３－４期慢性肾脏
病，具有益气养血、活血利水、健脾助运的功效，能使气

血健旺、瘀血消散，从而恢复部分肾脏功能。本试验中建

立了黄芪三七合剂中君药黄芪，臣药三七、当归的定性

鉴别及主要有效成分人参皂苷Ｒｇ１的含量测定方法，经
方法学验证，所建立的方法精密度高，重复性好，稳定可

靠，可用于黄芪三七合剂的质量控制。
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摘要：目的 建立梨杷止咳合剂的质量标准。方法 采用薄层色谱牗ＴＬＣ牘法对制剂中桑白皮、苦杏仁、枇杷叶进行定性鉴别；采用高效液
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杏仁、枇杷叶的 ＴＬＣ图斑点清晰，分离度好，阴性对照无干扰。木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎宁酸进样量分别在０．０８０１～１．６０１４μｇ
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１００．８０％和９７．７３％，ＲＳＤ分别为３．１２％和３．８３％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便，结果准确，可用于梨杷止咳合剂的质量控制。
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１．桑白皮对照药材溶液 ２．苦杏仁对照药材溶液 ３．枇杷叶
对照药材溶液 ４－６．供试品溶液 ７．阴性对照品溶液

Ａ．桑白皮 Ｂ．苦杏仁、枇杷叶
图１ 薄层色谱图
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Ｆｉｇ．１ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

梨杷止咳合剂为中山市人民医院验方，由梨干、菊

花、桑白皮、苦杏仁等８味中药制成，有清热去燥、润肺
生津等功效，临床用于治疗肺燥咳嗽、喉痒干咳、久咳不

止等症。周俊等犤１犦对合剂中微生物限度进行了检查，并

对桔梗、甘草、菊花进行薄层色谱牗ＴＬＣ牘鉴别，但缺少含
量测定项。本研究中拟对合剂中的桑白皮、苦杏仁、枇杷

叶进行定性鉴别，并对菊花中木犀草苷及３，５－双咖啡
酰基奎宁酸进行含量测定，为该合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

ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱仪（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；
ＷＦＨ－２０１ＢＪ型紫外可见投射反射仪（上海精科实业有
限公司）；聚酰胺薄膜（浙江省台州市路桥四甲生化塑料

厂）；硅胶薄层板（青岛海洋化工厂分厂）；ＢＰ２１１Ｄ型电
子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；点样用毛细管（华西医科
大学仪器厂）；ＭＯＤＥＬＨＮ１００６型超声清洗器（中国华
南超声设备厂）；双槽层析缸（上海信谊仪器厂）。

１．２ 试药

梨杷止咳合剂（批号分别为 ２０１８１２１６，２０１９０４１５，
２０１９０５２１），缺桑白皮、苦杏仁、菊花药材的阴性样品，均
为广东省中山市人民医院制剂室自制；木犀草苷对照品

（麦克林公司，批号为 ｃ８０５１３５，含量≥９８％）；３，５－双
咖啡酰基奎宁酸对照品（上海源叶生物科技有限公司，

批号为Ｂ２１５３９，含量≥９８％）；绿原酸对照品（成都普菲
德生物技术有限公司，批号为１７１０１９０４，含量≥９８％）；
枇杷叶（批号为１９０２０３）、菊花（批号为１８０９０１）、桑白皮
（批号为 １８０９０１）、甘草（批号为 ２０１８０８３０）、北沙参（批
号为２０１８０９０３）、苦杏仁（批号为１９０２０１）、桔梗（批号为
２０１８０８１９）、梨干（批号为２０１９０４０１）药材饮片均购自广
州康圣药业有限公司；乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均

为分析纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 定性鉴别

桑白皮：取样品５０ｍＬ，加Ｎａ２ＣＯ３使之成为过饱和溶

液，超声（功率 ３００Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ，下同）处理 ２０ｍｉｎ，
离心，收集上清液，用稀盐酸调ｐＨ至１～２，静置３０ｍｉｎ，
滤过，滤液用５０ｍＬ乙酸乙酯萃取２次，合并萃取液，蒸
干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，即得供试品溶液，平行制
备３份。称取桑白皮对照药材２ｇ，同法制备对照药材溶
液。取缺桑白皮药材的阴性样品 ５０ｍＬ，同法制备阴性
对照品溶液。取十二烷基磺酸钠３ｇ、正丁醇６ｍＬ、正庚
烷２ｍＬ，加水２５ｍＬ，搅拌溶解，放置２４ｈ即得Ｏ／Ｗ微
乳液犤２犦。照 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 ０５０２“薄
层色谱法”犤３犦项下方法，分别吸取上述３种溶液各６μＬ，
分别点于同一聚酰胺薄膜上，以上述微乳液为展开剂，

展开，取出，自然晾干，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。结果
供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置显

相同颜色的荧光斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ａ。
苦杏仁、枇杷叶：取样品１０ｍＬ，采用大孔树脂分离

纯化，用 ３倍柱体积的水及 １０％乙醇依次冲洗，弃去
洗液；用 ８０％乙醇清洗大孔树脂柱，洗脱液水浴蒸干，
用１ｍＬ甲醇溶解残渣，即得供试品溶液犤４犦，平行制备３份。
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Ａ Ｂ Ｃ

ｔ／ｍｉｎ

１
２

ｔ／ｍｉｎ

１７５
１５０
１２５
１００
７５
５０
２５
０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

ｔ／ｍｉｎ

１

２

３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０

１．木犀草苷 ２．３，５－双咖啡酰基奎宁酸

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图２ 高效液相色谱图

１．ｌｕｔｅｏｌｉｎ ２．３，５－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

称取苦杏仁对照药材２ｇ，置索氏提取器中，加二氯甲烷
５０ｍＬ，加热回流２ｈ，弃去二氯甲烷液，药渣挥干，加甲
醇３０ｍＬ，加热回流３０ｍｉｎ，放冷，滤过，滤液水浴蒸干，
残渣加入１ｍＬ甲醇溶解，即得苦杏仁对照药材溶液；取
枇杷叶 １０ｇ，按苦杏仁对照药材溶液制备方法制得
枇杷叶对照药材溶液。取缺苦杏仁、枇杷叶药材的

阴性样品 ２ｍＬ，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
０５０２“薄层色谱法”犤３犦项下方法，分别吸取上述４种溶液
各４μＬ，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）的下层
溶液为展开剂，展距约为 １０ｃｍ，取出，立刻用 ０．８％磷
钼酸的 １５％硫酸乙醇溶液浸板，加热到 １０５℃至斑点
显色清晰。结果供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液

色谱相应位置处显相同颜色的荧光斑点，阴性对照无干

扰。详见图１Ｂ。
２．２ 含量测定

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＲＬｕｎａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈－０．５％冰醋酸溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３５０ｎｍ；柱温：３０℃；进样
量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

称取木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎宁酸、绿原酸对
照品适量，精密称定，置同一５０ｍＬ容量瓶中，以７０％甲
醇定容，摇匀，配成木犀草苷质量浓度为８０．０７μｇ／ｍＬ、
３，５－双咖啡酰基奎宁酸质量浓度为 ３７．０９μｇ／ｍＬ、绿
原酸质量浓度为 ６４．５６μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。精
密量取 ４ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇５ｍＬ，超声处
理５ｍｉｎ，加甲醇定容，摇匀，取上清液１ｍＬ，经０．４５μｍ
微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。按处方工艺取除菊花

外的其他药材，依法制备阴性样品，并按供试品溶液制

备方法制备阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性考察：精密吸取２．２．２项下３种溶液各１０μＬ，
按２．２．１项下色谱条件进样测定。结果木犀草苷峰保留
时间为 ２５．７ｍｉｎ，３，５－双咖啡酰基奎宁酸峰保留时
间为３９．５ｍｉｎ；木犀草苷分离度为 １．７，理论板数为
２１０００；３，５－双咖啡酰基奎宁酸分离度为 ５．４，理论板
数为１６７１０；基线分离良好，均能与杂质分开，阴性对照
无干扰（绿原酸受阴性对照干扰较大，不作为检测指

标）。色谱图见图２。
线性关系考察：精密吸取２．２．２项下混合对照品溶

液 １ｍＬ，分别进样 １，２，５，１０，１５，２０μＬ。以待测成分峰
面积（Ｙ）为纵坐标、进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标进行线性
回归，得回归方程，木犀草苷为 Ｙ１＝２５６８２４２．７８５Ｘ１－
１９９７１．３９２７９（Ｒ１２＝０．９９９８，ｎ＝６），３，５－双咖啡酰基
奎宁酸为 Ｙ２＝１７１６４５１．３８５Ｘ２－２５８０８．４３９８６（Ｒ２２＝
０．９９９８，ｎ＝６）。结果，木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎
宁酸进样量分别在 ０．０８０１～１．６０１４μｇ和０．０３７１～
０．７４１８μｇ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项下混合对照品溶
液，连续进样６次，测定峰面积。结果木犀草苷及３，５－
双咖啡酰基奎宁酸峰面积的 ＲＳＤ分别为 １．１２％和
１．０１％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为２０１９０４１５），依法制备
供试品溶液，室温下分别于 ０，２，５，８，１２，２４ｈ时按
２．２．１项下色谱条件进样测定。结果木犀草苷、３，５－双咖
啡酰基奎宁酸峰面积的 ＲＳＤ分别为 １．８７％和 １．８８％
（ｎ＝６），表明供试品溶液室温下放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：精密量取样品（批号为 ２０１９０４１５）
６份，按 ２．２．２项下方法制备供试品溶液，按 ２．２．１项
下色谱条件进样测定，计算样品含量。结果木犀草苷、

３，５－双咖啡酰基奎宁酸平均含量分别为 ０．１３４９，
０．８２７８ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ分别为３．４０％，３．００％（ｎ＝６），表明
方法重复性良好。

·检验检测·
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样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．２６９８
０．２６９８
０．２６９８
０．２６９８
０．２６９８
０．２６９８

Ｂ
０．１６５６
０．１６５６
０．１６５６
０．１６５６
０．１６５６
０．１６５６

Ａ
０．２５６２
０．２５６２
０．２５６２
０．２５６２
０．２５６２
０．２５６２

Ｂ
０．１６６９
０．１６６９
０．１６６９
０．１６６９
０．１６６９
０．１６６９

Ａ
０．５１８６
０．５２３６
０．５２２６
０．５２８６
０．５３９５
０．５３５４

Ｂ
０．３２６９
０．３２３９
０．３４０８
０．３２９４
０．３２７０
０．３２４３

Ａ
９７．１１
９９．０６
９８．６７
１０１．０１
１０５．２７
１０３．６７

Ｂ
９６．６４
９４．８５
１０４．９７
９８．１４
９６．７０
９５．０９

Ａ

１００．８０

Ｂ

９７．７３

Ａ

３．１２

Ｂ

３．８３

２０１８１２１６
２０１９０４１５
２０１９０５２１

１
０．２３７３
０．１３０３
０．３１７５

２
０．２６６２
０．１２５０
０．３３４６

Ｘ
０．２５１８
０．１２７６
０．３２６０

１
０．１２５５０
０．０８２５６
０．１３２７０

２
０．１３１４０
０．０８５７３
０．１４１６０

Ｘ
０．１２８４０
０．０８４１４
０．１３７１０
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表１ 加样回收试验结果牗ｎ＝６牘
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝６）

注：Ａ为木犀草苷，Ｂ为３，５－双咖啡酰基奎宁酸。
Ｎｏｔｅ牶Ａ＝ｌｕｔｅｏｌｉｎ牞Ｂ＝３牞５－ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ．

加样回收试验：木犀草苷，精密量取样品 ２ｍＬ，
共６份，加入混合对照品溶液３．２ｍＬ；３，５－双咖啡酰基
奎宁酸，精密量取样品２ｍＬ，共６份，加入混合对照品溶液
４．５ｍＬ。均按２．２．２项下方法制备供试品溶液，按２．２．１项
下色谱条件进样分析，计算加样回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取３批（批号分别为２０１８１２１６，２０１９０４１５，２０１９０５２１）
样品，按２．２．２项下方法平行制备供试品溶液２份，按
２．２．１项下色谱条件进样测定，计算样品含量和平均
值。结果见表２。

３ 讨论

３．１ 检测条件选择

指标成分：梨杷止咳合剂组方中以梨干和菊花为君

药，因梨干为药食同源药材，成分多以微量元素为主，因

此选取菊花的有效成分作为本合剂的质量控制指标。

２０１５年版《中国药典（一部）》规定，菊花质量控制成分选用
木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎宁酸和绿原酸，但合剂中桑
白皮也含有绿原酸，考虑其受干扰较大，故选用木犀草苷

和３，５－双咖啡酰基奎宁酸为高效液相色谱法进行含量测
定的指标成分。此外，批号 ２０１９０４１５样品与批号
２０１８１２１６，２０１９０５２１样品在制备工艺中所用菊花的产地不
同，故木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎宁酸含量有差异。

薄层色谱牗ＴＬＣ牘条件：桑白皮的ＴＬＣ条件参照２０１５
年版《中国药典（一部）》，采用碱溶酸提法提取，考察不

同展开系统，最终选择 Ｏ／Ｗ微乳液做展开剂，相比于
传统ＴＬＣ的展开剂，Ｏ／Ｗ微乳液作展开剂的ＴＬＣ图中斑
点更清晰、数目更多，且低毒，还具有明显的荧光增强增

敏效应犤５犦。梨杷止咳合剂中苦杏仁、枇杷叶均含有苦杏

仁苷，本试验参照２０１５年版《中国药典（一部）》，前处理
采用二氯甲烷提取，经多次试验发现产生乳化现象，不利

于继续试验，改用乙醚萃取可避免乳化犤６犦，但斑点不清晰，

改用大孔树脂洗脱，提取更完全，斑点清晰，分离更好。

流动相：预试验中考察了乙腈 －０．０５％磷酸犤７犦，乙

腈－０．１％磷酸犤８犦，乙腈 －０．５％冰醋酸溶液犤９犦等体系，

结果显示，乙腈 －０．５％冰醋酸溶液等度洗脱对成分的
灵敏度更高，木犀草苷、３，５－双咖啡酰基奎宁酸各个峰
的分离度更好，峰形对称，重复性较好，拖尾因子较小。

检测波长：选择木犀草苷和３，５－双咖啡酰基奎宁酸
含量的测定波长时考察了３５０ｎｍ犤１０犦、３２７ｎｍ犤１１犦、２８４ｎｍ、
２５４ｎｍ４个检测波长，结果发现，木犀草苷、３，５－双咖
啡酰基奎宁酸在３５０ｎｍ波长处响应效果、分离度、重复
性等均较好，因此确定３５０ｎｍ作为检测波长。
３．２ 方法评价

药理研究表明，桑白皮水煎液有止咳效果犤１２犦；苦杏

仁苷对呼吸中枢有一定抑制作用，可使呼吸运动趋于安

静，最终达到镇咳、平喘的作用犤１３－１４犦，且苦杏仁苷的药

理作用与枇杷叶止咳祛痰功效相对应犤１５犦；木犀草苷具

有止咳、祛痰、平喘等功效犤１６犦；３，５－双咖啡酰基奎宁酸
具有抗菌、消炎、止痛等功效犤１７犦。因此，采用ＴＬＣ法对梨
杷止咳合剂中桑白皮、苦杏仁、枇杷叶进行定性鉴别，采

用高效液相色谱法测定菊花中木犀草苷和 ３，５－双咖
啡酰基奎宁酸的含量。该方法样品处理简单，易操作，重

复使用率高，精确度高，为其质量控制提供了理论基础，

同时也为梨杷止咳合剂的进一步开发提供参考。
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