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小儿健脾丸具有健脾功效，临床广泛用于治疗脾胃

虚弱引起的消化不良、体弱虚力等，全方由白术、茯苓、

甘草、六神曲、南山楂、陈皮等１５味中药材组方，方中白
术、茯苓、南山楂均有健脾功效，莲子清热燥湿，陈皮理

气健脾，六神曲健脾和胃、消食调中，甘草补脾益气、调

和诸药犤１－２犦。现行质量标准为《中华人民共和国卫生部

药品标准·中药成方制剂（第二十册）》牗ＷＳ３－Ｂ－
３７５５－９８），但仅收载药品性状项，茯苓、山药、甘草、南
山楂、砂仁的显微鉴别项，丸剂的一般检查项，无含量测定

项，质量标准的整体控制水平不全面。本研究中采用薄层

色谱（ＴＬＣ）法对小儿健脾丸中的陈皮进行定性鉴别，并建
立了测定方中甘草酸含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，以
进一步提高该药的质量控制水平。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｌｉｎｏｍａｔ５型薄层点样成像仪（瑞士 Ｃａｍａｇ公司），

配有 ＣＡＭＡＧ－Ｓｃａｎｎｅｒ３型薄层扫描仪；ＨＨ－６型电热
恒温水浴锅（常州荣华仪器制造有限公司）；ＪＰ－５００Ｃ
型高速多功能粉碎机（永康市久品工贸有限公司）；

ＧＺＸ－９０７６ＭＢＥ型电热鼓风干燥箱（上海博迅实业有
限公司医疗设备厂）；ＭＳＡ２２５Ｓ型电子天平（德国赛多
利斯科学仪器有限公司，精度为十万分之一）；ＸＰＥ２０４型
电子天平（梅特勒－托利多集团公司，精度为万分之一）；
ＭｉｌｌｉＤｉｒｅｃｔ－Ｑ１６型（超）纯水机（美国密理博公司）；
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公
司），配有在线脱气机、四元梯度泵、自动进样器、

Ｇ４２１２Ｂ型二极管阵列（ＤＡＤ）检测器、色谱工作站；
ＳＢ－８００ＤＴ型超声波提取器（宁波新芝生物科技股份有
限公司，功率为 ８００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；硅胶 Ｇ薄层板
（青岛海洋化工有限公司，批号为２０１８０２２５）。
１．２ 试药

小儿健脾丸（Ｔ公司，批号分别为１９０１０７２１，１９０１０７２２，

小儿健脾丸质量标准研究
向春燕 １，况 刚 ２，盘思颖 ２，李月平 １△

（１．重庆市黔江食品药品检验所，重庆 ４０９００３； ２．重庆第二师范学院，重庆 ４０００６７）
摘要：目的 建立小儿健脾丸的质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对小儿健脾丸中陈皮进行定性鉴别；采用高效液相色谱法测定
甘草酸的含量，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．２％磷酸水溶液（３５∶６５，Ｖ／Ｖ），流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２５０ｎｍ，柱温为２５℃，进样量为１０μＬ。结果 陈皮的 ＴＬＣ图谱斑点清晰，专属性强，且阴性对照无干扰。甘草
酸铵进样量在 ０．００４９～０．０３６９μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５），精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于
２．０％（ｎ＝６），平均加样回收率为 ９７．８３％，ＲＳＤ为 ０．９４％（ｎ＝６）；样品中甘草酸的平均含量为 ０．３８６７ｍｇ／ｇ。结论 该方法操作简

便，结果准确，专属性强，稳定性和重复性均较好，可用于小儿健脾丸的质量控制。

关键词：小儿健脾丸；薄层色谱法；高效液相色谱法；陈皮；甘草酸；质量标准
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆＸｉａｏ′ｅｒＪｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｉｎ－ｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＴＣＬ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓ
ｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｉｔｒｉＲｅｔｉｃｕｌａｔａｅＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ ｉｎＸｉａｏ′ｅｒＪｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ．Ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ＨＰＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄｉｎＸｉａｏ′ｅｒＪｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ，ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓ
ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．２％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ（３５∶６５，Ｖ／Ｖ），
ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５０ｎｍ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ２５℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ
１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅＴＬＣ ｓｐｏｔｓｏｆＣｉｔｒｉＲｅｔｉｃｕｌａｔａｅＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ ｗｅｒｅｃｌｅａｒａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ，ａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｈａｄｎｏｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅ．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅｗａｓ０．００４９－０．０３６９μｇ（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５）．ＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ２．０％（ｎ＝６）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅｗａｓ９７．８３％ ｗｉｔｈｔｈｅＲＳＤｏｆ
０．９４％（ｎ＝６）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗａｓ０．３８６７ｍｇ／ｇ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＸｉａｏ′ｅｒＪｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ．
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１ ２ ３ ４ ５

１．阴性对照品溶液 ２－４．供试品溶液 ５．橙皮苷对照品溶液
图１ 薄层色谱图
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１．甘草酸铵
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．ａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ
Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

１９０１０７２３）；橙皮苷对照品（批号为 １１０７２１－２０１６１７，含
量为 ９６．１％），甘草酸铵对照品（批号为 １１０７３１－
２０１６１９，含量为 ９３．０％），均购自中国食品药品检定研
究院；人参（宜宾仁和中药饮片有限责任公司，批号为

１９０８０１）；白术（四川皓博药业有限公司，批号为
２０１２０２）；茯苓（成都仁济宏药业有限公司，批号为
２００２０１）；甘草（重庆三立堂中药制药有限公司，批号为
２１０６０１）；陈皮（四川云亳堂药业有限公司，批号为
１８０３０１）；法半夏（重庆泰尔森制药有限公司，批号为
２００１０１－０７）；白扁豆（重庆百味珍药业有限公司，批号
为２００１０１）；山药（湖南省松龄堂中药饮片有限公司，批
号为２００２０１）；莲子（四川云亳堂药业有限公司，批号为
１９０７０１）；南山楂（梧州市亳海药业有限公司，批号为
Ｅ０８１ａ１３０１０１０）；六神曲（麸炒，四川辅正药业有限公司，
批号为１５１０１９）；炒麦芽（安徽敬道生物科技有限公司，
批号为 １７１１０２）；玉竹（北京同仁堂 ＜安国＞有限责任
公司，批号为 ２００４０１）；桔梗（江西和硕药业有限公司，
批号为１９０８０１）；砂仁（四川和顺康药业有限公司，批号
为１７１１０２）；甲醇、乙腈均为色谱纯，其余试剂均为分析
纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 陈皮ＴＬＣ鉴别
取橙皮苷对照品适量，加甲醇制成质量浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ

的对照品溶液。取样品 １ｇ，精密称定，剪碎，加甲醇
５０ｍＬ，超声处理（功率为８００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）４５ｍｉｎ，
滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品
溶液。按小儿健脾丸处方和工艺制备缺陈皮的阴性样

品，并按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。分

别吸取 ２μＬ供试品溶液和阴性对照品溶液、１０μＬ对
照品溶液，点于０．１％ＮａＯＨ硅胶Ｇ板上。按２０２０年版
《中国药典（四部）》０５０２项下薄层色谱法试验，以乙酸乙
酯－甲醇－水溶液（１００∶１７∶１０，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展
开 １３ｃｍ，取出，晾干，喷以 ５％ ＡｌＣｌ３试液，加热 ５ｍｉｎ，
置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。结果供试品溶液色谱图

中，在与对照品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１。
２．２ 甘草酸含量测定

２．２．１ 色谱条件犤３犦

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相：乙腈 －０．２％磷酸水溶液（３５∶６５，
Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２５０ｎｍ；柱温：
２５℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取甘草酸铵对照品适量，精密称定，加甲醇制成质

量浓度为 ０．０５ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。取样品 １ｇ，剪
碎，精密称定，加甲醇２５ｍＬ，超声处理（功率为８００Ｗ，
频率为 ４０ｋＨｚ）４５ｍｉｎ，滤过，取续滤液，即得供试品溶
液。按处方工艺制备缺甘草的阴性样品，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

专属性试验：取 ２．２．２项下对照品溶液、供试品溶
液、阴性对照品溶液各适量，按２．２．１项下色谱条件进
样测定，结果供试品溶液色谱图中，在与甘草酸铵对照

品溶液色谱相同保留时间处有色谱峰出现，且阴性对照

无干扰，表明方法专属性良好。色谱图见图２。
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ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１２月５日 第３０卷第２３期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２３牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ５牞２０２１

取样量（ｇ）

１．０７５５
１．０５９３
１．０５７９
１．０７２２
１．０９０２
１．０８１５

样品含量（ｍｇ）

０．４１５５
０．４０９２
０．４０８７
０．４１４２
０．４２１１
０．４１７８

加入量（ｍｇ）

０．０２４６
０．０２４６
０．０２４６
０．０２４６
０．０２４６
０．０２４６

测得量（ｍｇ）

０．４３９７
０．４３３５
０．４３２４
０．４３８１
０．４４５３
０．４４１９

回收率（％）

９８．３７
９８．７８
９６．３４
９７．１５
９８．３７
９７．９７

Ｘ（％）

９７．８３

ＲＳＤ（％）

０．９４

线性关系考察：分别吸取 ２．２．２项下对照品溶液
２，３，５，１０，１５ｍＬ，置２０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释并定
容，按２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以甘
草酸铵对照品溶液进样量（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＝７６４０．２Ｘ＋
０．２４３５（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５）。结果表明，甘草酸铵进样
量在 ０．００４９～０．０３６９μｇ范围内与峰面积线性关系
良好。

检测限及定量限确定：精密吸取甘草酸铵对照品溶

液牗质量浓度为 ０．１５３９μｇ／ｍＬ牘１０μＬ，按 ２．２．１项下
色谱条件进样测定。以信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３∶１时的含量
为检测限，以 Ｓ／Ｎ为１０时的含量为定量限，结果甘草
酸铵的检测限和定量限分别为１．３９ｎｇ和４．６４ｎｇ。

精密度试验：精密吸取 ２．２．２项下对照品溶液适
量，按２．２．１项下色谱条件进样测定６次，记录峰面积。
结果的 ＲＳＤ为１．０９％，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为１９０１０７２１）样品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，记录峰面积，并计算含量。结果的 ＲＳＤ
为０．７０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为１９０１０７２１）样品，依
法制备供试品溶液，分别于室温下放置 ０，２，４，６，１２，
２４ｈ时按２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果的 ＲＳＤ为０．４７％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温
放置２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１９０１０７２１）６份，精密称定，置锥形瓶中，精密量取对照
品溶液（质量浓度为０．０２４６ｍｇ／ｍＬ）１ｍＬ，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，记录峰面积，并计算回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品中甘草酸含量测定

取３批牗批号分别为１９０１０７２１，１９０１０７２２，１９０１０７２３牘
样品，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３次，记录峰面积，并计算样品中
甘草酸的含量牗甘草酸含量＝甘草酸铵含量／１．０２０７牘。
结果样品中甘草酸的含量分别为 ０．３８６３，０．３８６５，

０．３８７３ｍｇ／ｇ，平均含量为０．３８６７ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ ＴＬＣ条件选择
参考２０２０年版《中国药典（一部）》和文献犤４－１６犦，

考察了７个常见的且展开效果较好的展开系统，即乙酸
乙酯－甲醇－水，甲苯－乙酸乙酯－甲酸－水的上层溶
液，三氯甲烷－甲醇－水在１０℃以下过夜的下层溶液，
乙酸乙酯 －甲醇 －水，醋酸乙酯－甲醇 －水－浓氨溶
液，乙酸乙酯－甲醇－水，醋酸乙酯－丁酮－甲酸－水，
甲酸乙酯－甲醇－水，结果以乙酸乙酯－甲醇－水为展
开剂时的效果最好。考察了 ２种展开方法：１）使用乙酸
乙酯－甲醇－水（１００∶１７∶１３，Ｖ／Ｖ／Ｖ）展开，甲苯－乙
酸乙酯 －甲酸 －水（２０∶１０∶１∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）上层溶
液进行二次展开；２）乙酸乙酯－甲醇－水（１００∶１７∶１０，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）。结果一次展开时图谱更清晰，影响因素较少。
考察了自制硅胶Ｇ板、市售硅胶Ｇ板和自制碱板，结果
比移值均在 ０．２～０．８之间，展开效果较好。故 ＴＬＣ条
件确定为于乙酸乙酯－甲醇－水溶液中一次展开，点样
于０．１％ＮａＯＨ硅胶Ｇ板上。
３．２ 甘草提取方法选择

考察了水浴加热回流提取和超声提取２种方法，分
别精密加入 ３０％，５０％，７０％，９５％甲醇溶液各 ５０ｍＬ，
回流提取和超声提取３０，４５，６０ｍｉｎ。在水浴加热回流提
取法中，提取率随回流时间、乙醇和甲醇浓度的增加而

增加，９５％甲醇回流３０ｍｉｎ时提取效果最佳；在超声提
取法中，提取率随甲醇浓度、超声时间的增加而增加，

９５％甲醇超声 ４５ｍｉｎ时提取效果最佳。考虑回流提取
比超声提取复杂，最终以 ９５％甲醇超声提取 ４５ｍｉｎ为
提取方法。

３．３ ＨＰＬＣ条件选择
考察了流动相乙腈－０．２％磷酸水溶液的３种比例

牗３７∶６３牞３５∶６５牞３６∶６４牞Ｖ／Ｖ牘，结果目标峰均能较好分
离，但流动相比例为３５∶６５牗Ｖ／Ｖ牘的分离度更好，且峰
形对称，符合系统适用性试验要求。考察了不同色谱柱

温度（２０，２５，３０℃）及不同品牌色谱柱（ＷａｔｅｒｓＲＰ－Ｃ１８
柱、ＩｎｓｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱、ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８柱，规格均为
２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）对含量测定结果的影响，结果
色谱柱温度和品牌不影响含量测定结果，故最终确定

２．２．１项下色谱条件。
３．４ 方法评价

该方法操作简便，结果准确，专属性强，稳定性和重

复性均较好，可用于小儿健脾丸的质量控制。
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表１ 甘草酸铵加样回收试验结果（ｎ＝６）
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