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复方独活益肾合剂质量标准提升研究
李德林，任路路，韩 双

（安徽省太和县中医院中药制剂室，安徽 阜阳 ２３６６００）
摘要：目的 提升复方独活益肾合剂的质量标准。方法 采用薄层色谱法对制剂中独活、白芍及秦艽进行定性鉴别；采用高效液相色谱

法测定制剂中芍药苷的含量，色谱柱为 ＷｅｌｃｈＺａｐｃｈｒｏｍＴＭＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈牗Ａ牘－０．１％磷酸溶液牗Ｂ牘，梯
度洗脱（０～１６ｍｉｎ时１５％Ａ，１６～２５ｍｉｎ时１５％Ａ～７０％Ａ，２５～３５ｍｉｎ时７０％Ａ～１５％Ａ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２３０ｎｍ，柱温
为３０℃，进样量为５μＬ。结果 独活、白芍、秦艽的薄层色谱图斑点清晰，分离度好，专属性强，阴性对照无干扰。芍药苷进样量在３６．１０～
５４１．５０μｇ范围内与峰面积线性关系良好；精密度、稳定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于２％（ｎ＝６）；平均加样回收率为１０１．５４％，ＲＳＤ
为１．２２％（ｎ＝６）。结论 所建立的方法准确可靠，专属性强，稳定性及重复性均较好，可用于提升复方独活益肾合剂的质量标准。
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中医学认为，腰肌劳损多属“痹症”范畴，多因久痹而

致肝肾两虚，气血不足而发。临床研究表明，中医药治疗慢

性腰肌劳损不仅疗效显著，作用持久，且不易复发犤１犦。复

方独活益肾合剂系我院名老中医根据中医学理论，结合临

床实践研制而成的院内制剂，由独活、白芍、秦艽、桂枝、防

风等１５味中药组方，具有补肝肾、益气养血、祛风止痛功
效，主要用于治疗腰肌劳损、腰膝冷痛及肢节屈伸不利，临

床疗效较好。现行复方独活益肾合剂执行标准较简单，仅

采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定蛇床子素的含量，而蛇

床子素水提取工艺条件下转移率较低，在实际控制该制剂

质量时存在一定缺陷。此外，单一成分含量测定已很难保

证复杂成方制剂的质量，多组分含量测定更能体现成方制

剂的内在质量犤２犦。为进一步控制复方独活益肾合剂的质量，

保证临床疗效，本研究中建立了独活、白芍、秦艽的薄层色

谱（ＴＬＣ）法，芍药苷含量测定的ＨＰＬＣ法。现报道如下。
１ 仪器及试药

１．１ 仪器

ＸＳＥ１０５ＤＵ型电子天平（瑞士梅特勒 －托利多公

·检验检测·
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１ ２ ３ ４ ５１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

司，精度为十万分之一）；Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱
仪（配备紫外检测器，美国赛默飞世尔公司）；ＺＦ－２型
三用紫外仪（上海市安亭电子仪器厂）；ＤＨＧ－９０５５Ａ型
电热鼓风干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；ＨＨ－Ｓ４
型数显恒温水浴锅（常州国宇仪器制造有限公司）；

ＫＱ－３００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司，功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；硅胶Ｇ板（青岛海
洋化工厂分厂）；硅胶Ｇ２５４板（烟台市化学工业研究所）。
１．２ 试药

秦艽对照药材（批号为１２１１９９－２０１００３），独活对照
药材（批号为 １２０９４０－２０１６１２），芍药苷对照品（批号为
１１０７３６－２０１９４３，纯度为９５．１０％），均购于中国食品药品
检定研究院；复方独活益肾合剂（规格为每瓶２５０ｍＬ，本院
中药制剂室自制，批号分别为 ２００５２３０１，２００５２５０１，
２００５２７０１）；独活、白芍、秦艽、桂枝、防风等１５味中药饮片
均购于安徽金正元中药饮片有限公司；乙腈为色谱纯，水

为纯化水，甲醇、乙醚、正丁醇等其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 定性鉴别

独活：分别取３批（批号分别为２００５２３０１，２００５２５０１，
２００５２７０１）样品，各 ２０ｍＬ，加无水乙醚振摇提取 ２次，
每次２０ｍＬ，合并乙醚液，保留水液层备用，挥干乙醚液，
残渣加乙醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液；另取独活对照
药材２ｇ，加乙醇１０ｍＬ，水浴加热，回流提取２ｈ，放冷，滤
过，滤液浓缩至１ｍＬ，作为对照药材溶液；再按复方独活
益肾合剂制备工艺制备不含独活的阴性样品，同法制得缺

独活的阴性对照品溶液。照２０１５年版《中国药典（四部）》
通则０５０２试验，吸取上述３种溶液各１０μＬ，分别点于同
一硅胶Ｇ薄层板上，以石油醚（３０～６０℃）－乙醚－醋酸
（１０∶１０∶０．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂犤３－４犦，展开，取出，晾干，置

紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱中，在与独活
对照药材溶液色谱相应位置上显相同颜色的荧光斑点，斑

点清晰，分离效果较好，阴性对照无干扰。详见图１Ａ。
白芍：取独活项下乙醚提取后的水溶液，置已处理好

的聚酰胺层析柱（规格为５ｇ，内径为１．５ｃｍ）上，水液冲
至无色，收集洗脱液，水浴浓缩至３０ｍＬ，用水饱和的正
丁醇提取２次，每次３０ｍＬ，合并正丁醇液，蒸干，残渣加
乙醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液；另取芍药苷对照品，
加乙醇制成每１ｍＬ含２ｍｇ的溶液，作为对照品溶液；再
按复方独活益肾合剂制备工艺制备不含白芍的阴性样

品，同法制得缺白芍的阴性对照品溶液。照 ２０１５年版
《中国药典（四部）》通则０５０２试验，吸取上述３种溶液各
５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以三氯甲烷－乙酸
乙酯－甲醇－甲酸（４０∶５∶１０∶０．２，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开
剂犤５－６犦，展开，取出，晾干，喷以５％香草醛硫酸溶液，热风
吹至斑点显色清晰。供试品溶液色谱中，在与芍药苷对照

品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点，斑点清晰，分

离效果较好，阴性对照无干扰。详见图１Ｂ。
秦艽：分别取３批（批号分别为２００５２３０１，２００５２５０１，

２００５２７０１）样品，各３０ｍＬ，加无水乙醇７０ｍＬ，静置，过夜，
离心，取上清液，蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试
品溶液；另取秦艽对照药材０．５ｇ，加甲醇５０ｍＬ，超声处理
２０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇１０ｍＬ使溶解，作为对
照药材溶液；再按复方独活益肾合剂制备工艺制备不含秦

艽的阴性样品，同法制得缺秦艽的阴性对照品溶液。照

２０１５年版《中国药典（四部）》通则０５０２试验，吸取上述３
种溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ２５４薄层板上，以乙酸
乙酯－甲醇－水（２０∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂犤７－９犦，展开，取

出，晾干，置紫外光灯（２５４ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱
中，在与秦艽对照药材溶液色谱相应位置上显相同颜色的

荧光斑点，斑点清晰，且阴性对照无干扰。详见图１Ｃ。
２．２ 含量测定

２．２．１ 色谱条件犤１０－１２犦与系统适用性试验

色谱柱：ＷｅｌｃｈＺａｐｃｈｒｏｍＴＭＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

１－３．供试品溶液 ４．对照药材（对照品）溶液 ５．阴性对照品溶液
Ａ．独活 Ｂ．白芍 Ｃ．秦艽

图１ 薄层色谱图

１－３．ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ ４．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌ／ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ５．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ａ．ＲａｄｉｘＡｎｇｅｌｉｃａｅＰｕｂｅｓｃｅｎｔｉｓ Ｂ．Ｒａｄｉｘｐａｅｏｎｉａｅａｌｂａ Ｃ．ＲａｄｉｘＧｅｎｔｉａｎａｅＭａｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ

Ｆｉｇ．１ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

Ａ Ｂ Ｃ
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样品含量（ｍｇ）

０．３７２５
０．３７２５
０．３７２５
０．３７２５
０．３７２５
０．３７２５

加入量（ｍｇ）

０．３６１０
０．３６１０
０．３６１０
０．３６１０
０．３６１０
０．３６１０

测得量（ｍｇ）

０．７４０１
０．７４２７
０．７３１７
０．７３６０
０．７４０２
０．７４３６

回收率（％）

１０１．８３
１０２．５５
９９．５０
１００．６９
１０１．８６
１０２．８０

Ｘ（％）

１０１．５４

ＲＳＤ（％）

１．２２

Ａ Ｂ Ｃ

－２．０

４０
３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

－２．０

４０
３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

－２．０

４０
３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

１３．０８８
１ １

１３．０９８

１．芍药苷

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．ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱（０～１６ｍｉｎ时１５％Ａ，１６～２５ｍｉｎ时１５％Ａ～７０％Ａ，
２５～３５ｍｉｎ时 ７０％Ａ～１５％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：３０℃；检测波长：２３０ｎｍ；进样量：５μＬ。理论板数按
蛇床子素峰计应不低于２０００。
２．２．２ 溶液制备

量取芍药苷对照品 １８．９８ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ
容量瓶中，加入适量甲醇溶解，并定容，摇匀，即得质量

浓度为 ０．３６１０ｍｇ／ｍＬ的对照品贮备液。再精密量取
上述对照品贮备液１ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定
容，摇匀，即得质量浓度为０．０３６１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶
液。精密量取样品 ２ｍＬ，置 ２０ｍＬ容量瓶中，加稀乙醇
１５ｍＬ，超声处理（功率为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，放
冷，再加入稀乙醇至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得供

试品溶液。取缺白芍药材的阴性样品，依法制备阴性对

照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：按 ２．２．１项下色谱条件，分别吸取
２．２．２项下供试品溶液、芍药苷对照品溶液和阴性对照
品溶液各５μＬ，进样测定。色谱图见图２。供试品溶液色
谱中，在与对照品溶液色谱相同保留时间内出现芍药苷

色谱峰，且芍药苷分离度及拖尾因子均符合要求，阴性

对照无干扰，表明专属性良好。

线性关系考察：分别吸取２．２．２项下芍药苷对照品
溶液 １，２，５，８，１０，１５μＬ，按 ２．２．１项下色谱条件进样
测定，记录峰面积。以芍药苷对照品进样量（Ｘ，μｇ）为横
坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程
Ｙ＝０．０２１６Ｘ＋０．０９２，ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６）。结果表明，
芍药苷进样量在３６．１０～５４１．５０μｇ范围与峰面积线性
关系良好。

精密度试验：取 ２．２．２项下芍药苷对照品溶液（质
量浓度为 ０．０３６１ｍｇ／ｍＬ）适量，按 ２．２．１项下色谱条

件连续测定６次，记录峰面积。结果芍药苷平均峰面积
为４．０７２７，ＲＳＤ为０．２５％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２００５２５０１）样品，依
法制备供试品溶液，分别于０，２，４，８，１２，２４ｈ时进样测
定，记录峰面积。结果芍药苷平均峰面积为 ４．０７５８，
ＲＳＤ为０．２２％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温放置２４ｈ
内较稳定。

重复性试验：精密量取同一批（批号为 ２００５２５０１）
样品，共 ６份，按２．２．２项下方法平行制备６份供试品
溶液，再按２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果芍药苷平均峰面积为 ４．１１５３，ＲＳＤ为 ０．７７％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量的样品（批号为

２００５２５０１）６份，每份 １ｍＬ，置 ２０ｍＬ容量瓶中，分别加
入芍药苷对照品贮备液（质量浓度为 ０．３６１０ｍｇ／ｍＬ）
各 １ｍＬ，按 ２．２．２项下方法制备供试品溶液，再按
２．２．１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。

２．２．４ 样品含量测定及含量限度确定

通过测定投料前处方中白芍饮片及３批（批号分别
为２００５２３０１，２００５２５０１，２００５２７０１）样品中芍药苷的含量，计
算芍药苷的转移率。结果样品中芍药苷的含量分别为０．３６９２，
０．３７２５，０．３７５８ｍｇ／ｍＬ，平均含量为０．３７２５ｍｇ／ｍＬ。生产

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）
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本栏目由

国药控股云南有限公司

协 办

原料白芍中芍药苷的含量为 ３．０％。因处方中每１ｍＬ
含白芍生药０．０４ｇ，相当于每１ｍＬ含芍药苷１．２ｍｇ，平均
转移率为３１．０４％。根据２０１５年版《中国药典（一部）》
规定，白芍饮片中芍药苷的含量不得少于１．２０％。制成
制剂后相当于每１ｍＬ不得少于０．４７ｍｇ，结合芍药苷的
平均转移率，应不少于０．１４５９ｍｇ，再结合多批制剂含量
测定结果及工业化大生产，故暂定该制剂每１ｍＬ含芍药
苷不得低于０．２０ｍｇ。
３ 讨论

原标准独活 ＴＬＣ项下，供试品的处理采用样品蒸
干加适量乙醇超声提取，显色时喷以８％磷钼酸乙醇溶
液，加热至斑点显色清晰，主斑点分离虽好，但背景颜色

较深，且操作较复杂，尤其蒸干较耗时。参考相关文献，

本研究中根据独活所含化学成分的理化性质，采用乙醚

提取，置紫外光灯下检视，结果显色效果较好，且操作简

单，而乙醚提取后的水液层又可继续为白芍 ＴＬＣ鉴别
所用。

原标准白芍 ＴＬＣ项下，供试品的处理以水饱和的
正丁醇萃取，但在实际显色中，供试品中芍药苷分离效

果不太理想，在芍药苷斑点处有其他成分覆盖，故首先

对展开剂进行了优化，但改变甚微，考虑到供试品所含

成分复杂的可能性，在原处理过程中增加了聚酰胺层析

纯化步骤。结果显示，供试品中芍药苷在原展开剂条件

下，分离效果较好。

对秦艽进行ＴＬＣ鉴别时，比较了２种显色系统，一
种是硅胶Ｇ板，以乙酸丁酯－甲醇－水（２０∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）
为展开剂，喷以１０％硫酸乙醇溶液，加热至斑点显色清
晰；另一种为硅胶Ｇ２５４板，以乙酸乙酯 －甲醇－水（２０∶
２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，置紫外光灯下检视。结果显
示，在使用Ｇ２５４板置紫外光下检视时，主斑点清晰，且操
作更简便。

此外，本研究中还对方中防风、桂枝、熟地黄、桑寄

生、茯苓等药味进行了 ＴＬＣ鉴别。结果发现，防风、桂
枝、熟地黄及茯苓阴性对照有干扰，桑寄生、杜仲及其他

药物主斑点不清晰，有待后续进一步研究，故暂未纳入

复方独活益肾合剂的质量标准。

考察了不同提取溶剂甲醇、５０％甲醇和稀乙醇超声
提取对芍药苷含量测定的影响犤１２－１４犦。结果发现，样品加

入甲醇后呈混悬状态，吸附严重，提取效果较差；５０％甲
醇和稀乙醇比较发现，稀乙醇提取率较高。考察了不同

超声时间（１０，
２０，３０ｍｉｎ）对
芍药苷含量测

定的影响。结

果显示，稀乙

醇超声 ２０ｍｉｎ的芍药苷含量较超声 １０ｍｉｎ高，而与超
声３０ｍｉｎ相差不大，表明超声２０ｍｉｎ可提取完全。故选
择稀乙醇超声 ２０ｍｉｎ为最佳提取方法。考察了不同
流动相（乙腈 －水和甲醇 －水）对芍药苷含量测定的影
响犤１１－１２犦。结果发现，有机相为乙腈时，芍药苷理论板数

较甲醇系统高，且出峰时间较短；无机相为磷酸水溶液

时，芍药苷色谱峰形对称性及分离度更好。考察了不同

品牌色谱柱（ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱，ＷｏｎｄａＣｒａｃｔＯＤＳ２柱及
ＷｅｌｃｈＺａｐｃｈｒｏｍＴＭＣ１８柱）对芍药苷含量测定的影响。结
果发现，ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱上芍药苷分离度较差，Ｗｅｌｃｈ
ＺａｐｃｈｒｏｍＴＭＣ１８柱较 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔＯＤＳ２柱出峰时间短，
且分离效果更佳。故选择以乙腈 －０．１％磷酸溶液和
ＷｅｌｃｈＺａｐｃｈｒｏｍＴＭＣ１８柱作为最佳流动相和色谱柱。

综上所述，本研究中建立的独活、白芍及秦艽的

ＴＬＣ法阴性对照无干扰，斑点清晰，且专属性较强；芍药
苷的 ＨＰＬＣ含量测定方法简便易行，重复性较好，可用
于提升复方独活益肾合剂的质量标准。
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犤１２犦王建花 ．高效液相色谱法测定防感合剂中芍药苷含量犤Ｊ犦．
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