
５０

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年６月５日 第３０卷第１１期

Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０２１

第一作者：刘婷婷，女，大学本科，药师，研究方向为临床药学，（电子信箱）９３４２００４５９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２１．１１．０１４

藏药六味大托叶云实散质量标准研究
刘婷婷 １，杨玲霞 ２，罗 宇 １，陈 鸣 １

（１．西安交通大学第一附属医院药学部，陕西 西安 ７１００６５； ２．甘肃省药品检验研究院，甘肃 兰州 ７３００７０）
摘要：目的 完善藏药六味大托叶云实散的质量标准。方法 采用薄层色谱法对方中石榴子、红花进行定性鉴别；采用高效液相色谱法

测定红花中羟基红花黄色素 Ａ的含量，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －乙腈 －０．７％磷酸溶液
（２６∶２∶７２，Ｖ／Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为４０３ｎｍ，柱温为２５℃，进样量为１０μＬ。结果 石榴子、红花的薄层色谱清晰，阴

性对照无干扰。羟基红花黄色素 Ａ进样量在１７．９２～２１５．０４μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９２，ｎ＝６）；平均加样回收率为

１００．４６％，ＲＳＤ为０．７９％（ｎ＝６）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 ＲＳＤ均小于１．０％（ｎ＝６）。结论 该方法简便，可操作性强，重复

性好，专属性强，可为提高藏药六味大托叶云实散的质量标准提供参考。

关键词：藏药；六味大托叶云实散；石榴子；红花；羟基红花黄色素Ａ；薄层色谱法；高效液相色谱法；质量标准
中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８４．１ 文献标志码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２１牘１１－００５０－０３

ＱｕａｌｉｔｙＳｔａｎｄａｒｄｏｆＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅＬｉｕｗｅｉＤａｔｕｏｙｅｙｕｎｓｈｉＰｏｗｄｅｒ
ＬＩＵＴｉｎｇｔｉｎｇ１，ＹＡＮＧＬｉｎｇｘｉａ２，ＬＵＯＹｕ１，ＣＨＥＮＭｉｎｇ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉ′ａｎＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ′ａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６５； ２．ＧａｎｓｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇ

Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｌａｎｚｈｏｕ，Ｇａｎｓｕ，Ｃｈｉｎａ ７３００７０）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆＴｉｂｅｔａｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅＬｉｕｗｅｉＤａｔｕｏｙｅｙｕｎｓｈｉＰｏｗｄｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｉｎ－ｌａｙｅｒ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＴＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｙＳｅｍｅｎＰｕｎｉｃａｅｇｒａｎａｔｉａｎｄＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｏｕｓｉｎＬｉｕｗｅｉＤａｔｕｏｙｅｙｕｎｓｈｉ
Ｐｏｗｄｅｒ．Ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔＡ，

ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＡｇｉｌｅｎｔＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ × ４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｍｅｔｈａｎｏｌ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．７％
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（２６∶２∶７２，Ｖ／Ｖ／Ｖ），ｔｈｅｆｌｏｗｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ４０３ｎｍ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ
２５℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅＴＬＣｓｐｅｃｔｒａｏｆＳｅｍｅｎＰｕｎｉｃａｅｇｒａｎａｔｉａｎｄ Ｃａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｏｕｓｗｅｒｅ
ｃｌｅａｒ，ａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｈａｄｎｏｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．ＴｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔＡｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１７．９２－２１５．０４μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９２，ｎ＝６）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒ
ｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔＡｗａｓ１００．４６％ ｗｉｔｈＲＳＤｏｆ０．７９％（ｎ＝６）．ＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ
１．０％（ｎ＝６）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇ
ｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆＴｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅＬｉｕｗｅｉＤａｔｕｏｙｅｙｕｎｓｈｉＰｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｔｉｂｅｔａｎｍｅｄｉｃｉｎｅ；ＬｉｕｗｅｉＤａｔｕｏｙｅｙｕｎｓｈｉＰｏｗｄｅｒ；ＳｅｍｅｎＰｕｎｉｃａｅｇｒａｎａｔｉ；Ｃａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｏｕｓ；ｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗｐｉｇ
ｍｅｎｔＡ；ＴＬＣ；ＨＰＬＣ；ｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄ

六味大托叶云实散由大托叶云实、红花、石榴子、肉

桂等 ６味中药组方，是藏医治疗妇科疾病的常用方剂，
疗效确切犤１犦。其现行质量标准收载于《中华人民共和国

卫生部药品标准·藏药（第一册）》犤２犦，但无定性和定量

指标，仅收载了常规检查项，已不能很好适应现代化控

制药品质量的要求。为全面控制该制剂的质量，本研究

中采用薄层色谱法对方中石榴子、红花进行了定性鉴

别，并采用高效液相色谱法测定红花中指标成分羟基红

花黄色素Ａ的含量。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）；
ＫＱ－７００ＴＤＥ型超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有限
公司，功率为７００Ｗ，频率为８０ｋＨｚ）；ＸＳ２０５ＤＵ型分析

天平（梅特勒 －托利多仪器 ＜上海＞有限公司，精度为
十万分之一）；５８１０Ｒ型低温离心机（德国艾本德公司）。
１．２ 试药

六味大托叶云实散（天祝藏族自治县藏医药开发研

究所，批号分别为 ２００３０３０２，２００４２６０２，２００５０９０１）；石
榴子对照药材（批号为 １２１４３１－２０１００２），红花对照药
材（批号为 １２０９０７－２０１７１３），羟基红花黄色素 Ａ对照
品（批号为１１１６３７－２０１８１０，含量以９３．１％计），均购自
中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈均为色谱纯，其余

试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱鉴别

石榴子：取样品 ３ｇ，加乙醇并超声处理 ３０ｍｉｎ，滤
过，滤液浓缩至干，加乙醇２ｍＬ溶解，作为供试品溶液。

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ
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另取石榴子对照药材１ｇ，同法制成对照药材溶液。按处
方比例及工艺，制备不含石榴子的阴性对照样品，同供

试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。分别吸取上述

３种溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以二
氯甲烷－甲醇（６∶４，Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，
喷以 １０％硫酸乙醇溶液，于 １０５℃下烘至斑点显色清
晰。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位

置上显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰。色谱图见

图１Ａ（温度为２０℃，相对湿度为３６％，展距为１０ｃｍ）。

红花：取本品２ｇ，加８０％丙酮６ｍＬ，超声处理２０ｍｉｎ，
离心，取上清液作为供试品溶液。取红花对照药材０．５ｇ，
同法制成对照药材溶液。按处方比例及工艺制备不含红

花的阴性对照样品，同供试品溶液制备方法制备阴性对

照品溶液。分别吸取上述 ３种溶液各 ５μＬ，分别点于
同一硅胶 Ｇ薄层板上，以乙酸乙酯 －甲酸－水－甲醇
（７∶３∶２∶０．４，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，置日
光下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应

位置上显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰。色谱图见图

１Ｂ（温度为２０℃，相对湿度为３８％，展距为１０ｃｍ）。

２．２ 羟基红花黄色素Ａ含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流
动相：甲醇－乙腈－０．７％磷酸溶液（２６∶２∶７２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：４０３ｎｍ；柱温：２５℃；进样
量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取羟基红花黄色素 Ａ对照品适量，精密称定，加
２５％甲醇制成每１ｍＬ含２０μｇ的溶液，作为对照品溶液。
取样品 ０．３ｇ，精密称定，精密加入 ２５％甲醇 ２５ｍＬ，称
定质量，超声提取３０ｍｉｎ（功率为７００Ｗ，频率为８０ｋＨｚ），
放冷，用２５％甲醇补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液
作为供试品溶液。按处方比例及工艺制备不含红花的阴

性样品，同法制备阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：精密吸取 ２．２．２项下 ３种溶液各
１０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。详见图２。结果供
试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相同保留时间处

具有相应色谱峰，且阴性对照品溶液在该保留时间处无

色谱峰出现，表明方法专属性良好。

线性关系考察：精密吸取对照品溶液（质量浓度为

１７．９２μｇ／ｍＬ）１，３，５，７，１０，１２μＬ，注入液相色谱仪，按
２．２．１项下色谱条件测定峰面积，以进样量（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＝２．１７６１×１０３Ｘ－１．５４３２×１０３，ｒ＝０．９９９２牗ｎ＝６牘。
结果表明，羟基红花黄色素 Ａ进样量在 １７．９２～
２１５．０４μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取对照品溶液１０μＬ，按２．２．１
项下色谱条件，重复进样６次，测定峰面积。结果羟基红
花黄色素Ａ峰面积的 ＲＳＤ为０．８８％（ｎ＝６），表明仪器
精密度良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液 １０μＬ（批号为
２００３０３０２），按 ２．２．１项下色谱条件，分别于 ０，２，４，６，

Ａ Ｂ
１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

１．对照品溶液 ２－４．供试品溶液 ５．阴性对照品溶液

Ａ．石榴子 Ｂ．红花
图１ 薄层色谱图
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１．羟基红花黄色素 Ａ

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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取样量（ｇ）

０．１５０２
０．１５１２
０．１５０１
０．１４９８
０．１５０６
０．１５０４

样品含量（ｍｇ）

０．６９３９
０．６９８５
０．６９３５
０．６９２１
０．６９５８
０．６９４６

加入量（ｍｇ）

０．８０３２
０．８０３２
０．８０３２
０．８０３２
０．８０３２
０．８０３２

测得量（ｍｇ）

１．５０９２
１．４９８８
１．４９８６
１．４９８１
１．４９６７
１．５０８６

回收率（％）

１０１．５１
９９．６４
１００．２４
１００．３５
９９．７１
１０１．３４

Ｘ（％）

１００．４６

ＲＳＤ（％）

０．７９

表１ 羟基红花黄色素Ａ加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗ

ｐｉｇｍｅｎｔＡ（ｎ＝６）

８，１０ｈ时进样测定峰面积。结果的 ＲＳＤ为０．６９％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在１０ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同一批（批号为２００３０３０２）样品，依
法制备供试品溶液，共 ６份，按２．２．１项下色谱条件进
样１０μＬ测定，记录峰面积。结果羟基红花黄色素 Ａ含
量的 ＲＳＤ为０．７７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一批（批号为 ２００３０３０２）样
品６份，每份 ０．１５ｇ，精密称定，分别加入质量浓度为
０．４０１６ｍｇ／ｍＬ的羟基红花黄色素Ａ对照品溶液２．０ｍＬ，
依法制备供试品溶液，按 ２．２．１项下色谱条件进样
１０μＬ测定，并计算回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取样品 ３批（批号分别为 ２００３０３０２，２００４２６０２，
２００５０９０１），各２份，依法制备供试品溶液，按２．２．１项下
色谱条件进样１０μＬ测定。结果３批样品中羟基红花黄
色素Ａ的含量分别为４．６２，４．１２，４．０３ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 薄层色谱鉴别条件选择

参考文献犤３犦试验条件，石榴子对照药材溶液薄层
色谱斑点分离度不好，且阴性对照有干扰。改展开剂为

二氯甲烷 －甲醇（６∶４，Ｖ／Ｖ），展开，取出，晾干，喷以
１０％硫酸乙醇溶液，于１０５℃下烘至斑点显色清晰。结
果薄层色谱斑点清晰，阴性对照无干扰。

３．２ ＨＰＬＣ法含量测定条件选择
指标成分选择：红花具有散瘀止痛、活血通经功效，

用于痛经、经闭、 瘕痞块、恶露不行等证，为妇科要

药 犤４－８犦。羟基红花黄色素 Ａ为红花中主要指标成分，能
有效反映红花的质量，其产地、采摘时间、贮存时间等对

质量影响较大。文献犤９－１１犦报道，红花中羟基红花黄色
素 Ａ的含量最低为１．０３％，最高为４．７３％。因此，对制

剂中的红花进行

质量控制很有必

要。故选择高效

液相色谱法测定

方中红花指标成

分羟基红花黄色素Ａ的含量。
色谱条件选择：目前，关于红花中羟基红花黄色素Ａ

的检测方法均较成熟犤９－１５犦。采用 ２０１５年版《中国药典
（一部）》红花中羟基红花黄色素Ａ的色谱条件犤１５犦，测定

六味大托叶云实散中羟基红花黄色素 Ａ的含量，阴性
对照无干扰，方法重复性好，可操作性强。

提取溶剂选择：羟基红花黄色素 Ａ为亲水性成分，
在水和低浓度醇中的溶解度均较大。本试验中先后采用

纯水、２５％甲醇、５０％甲醇、７５％甲醇作为溶剂进行提
取，结果当采用２５％甲醇超声处理３０ｍｉｎ时，羟基红花
黄色素Ａ的溶解度大，且过滤较容易，故选择２５％甲醇
为提取溶剂。
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