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特发性血小板减少性紫癜（ITP）西医属获得性自身

免疫性疾病［1］，中医属“紫癜病”“肌衄”“葡萄疫”等范

畴［2 - 3］。参归益血合剂为蒙城县中医院治疗 ITP的协定

方剂，由白芍、太子参、当归、地黄、熟地黄、白茅根、鸡血

藤、仙鹤草、虎杖、墨旱莲等 10味中药组成。白芍为方中

君药，其有效成分为理化性质较稳定的芍药苷［4］。为加强

该方的质量控制，本研究中采用薄层色谱（TLC）法对方

中虎杖、当归、白芍进行定性鉴别，采用高效液相色谱

（HPLC）法测定制剂中芍药苷的含量［5 - 7］。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

SQP型电子分析天平（赛利多斯科学仪器 <北京 >

有限公司，精度为 0. 01 mg）；DHG - 9140A型鼓风干燥

箱（上海三发科学仪器有限公司）；JK - 500DVE型超声

波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；DZKW - S - 4型
电热恒温水浴锅（上海科恒实业发展有限公司）；

WFH - 203型三用紫外分析仪（上海精科实业有限公

司）；Ultimate 3000型高效液相色谱仪（美国 Thermo
Fisher Scientific公司）。

1. 2 试药

参归益血合剂（蒙城县中医院制剂室，批号分别为

20210601，20210602，20210603）；芍药苷对照品（批号

为 110736 - 201842，含量 > 98%），虎杖对照药材（批号

为 120980 - 201706），当归对照药材（批号为 120927 -
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摘要摘要：：目的 建立参归益血合剂的质量标准。方法 采用薄层色谱（TLC）法对制剂中的虎杖、当归、白芍进行定性鉴别；采用高效液相

色谱法测定芍药苷的含量，色谱柱为 Hypersil GOLD C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1% 磷酸水溶液（梯度洗脱），

流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 230 nm，柱温为 30 ℃，进样量 5 μL。结果 3 种药材 TLC 图斑点清晰，分离度好，且阴性对照无干

扰。芍药苷的质量浓度在 0. 007 32～0. 146 4 mg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（R2 = 0. 999 8，n = 5）；精密度、稳定性、重复性试

验结果的 RSD 均小于 1. 0%；平均加样回收率为 101. 92%，RSD 为 0. 66%（n = 6）。3 批样品中芍药苷含量分别为 0. 264 0，0. 281 9，
0. 271 6 mg / mL。结论 本研究中所建方法操作简便、结果准确可靠，可用于参归益血合剂的质量控制。
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AbstractAbstract：：Objective To establish the quality standard of Shengui Yixue Mixture. Methods Polygoni Cuspidati Rhizoma et Radix，
Angelicae Sinensis Radix and Paeoniae Radix Alba in the preparation were qualitatively identified by the thin - layer
chromatography （TLC） method. The content of paeoniflorin was determined by the high - performance liquid chromatography
（HPLC） method；the chromatographic column was the Hypersil GOLD C18 column（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile phase
was acetonitrile - 0. 1% phosphoric acid aqueous solution （gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection
wavelength was 230 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 5 μL. Results The TLC chromatograms
of the three medicinal herbs showed clear characteristic spots，good resolution，and there was no interference from the negative
reference. The linear range of paeoniflorin was 0. 007 32 - 0. 146 4 mg / mL（R2 = 0. 999 8，n = 5）. The RSDs of precision，
stability and repeatability tests were all lower than 1. 0%. The average recovery rate of paeoniflorin was 101. 92% with an RSD of
0. 66%（n = 6）. The contents of paeoniflorin in three batches of samples were 0. 264 0，0. 281 9，0. 271 6 mg / mL，respectively.
Conclusion The established method is easy，accurate and reliable，which can be used for quality control of Shengui Yixue Mixture.
Key wordsKey words：：Shengui Yixue Mixture；quality standard；TLC；HPLC；paeoniflorin；content determination
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202118），白芍对照药材（批号为 120905 - 202011），均

由中国食品药品检定研究院提供；硅胶G薄层板，硅胶

GF254薄层板；乙腈、甲醇均为色谱纯，其余试剂均为分

析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 TLC 鉴别

虎杖［7 - 8］：取 3批样品各 10 mL，置分液漏斗中，分

别加入三氯甲烷振摇提取 2次（每次 20 mL），合并三氯

甲烷溶液，蒸干，残渣加 1 mL三氯甲烷使溶解，作为供

试品溶液；称取虎杖对照药材0. 1 g，精密称定，加水10 mL，
超声（功率 500 W、频率 40 kHz，下同）处理 30 min，滤
过，取续滤液，同供试品溶液制备方法制成对照药材溶

液；按参归益血合剂处方及工艺制备缺虎杖的阴性样

品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。按

2020年版《中国药典（四部）》通则 0502 TLC法试验，分

别吸取上述溶液各 5 μL，点于同一硅胶 GF254薄层板

上，以石油醚（30～60 ℃）-甲酸乙酯 -甲酸（15∶5∶1，
V / V / V）为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外光灯（254 nm）
下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相

应位置显相同颜色的荧光斑点，比移值理想，且阴性对

照无干扰。详见图1A。
当归［9 - 10］：取 3批样品各 40 mL，置分液漏斗中，分

别加入乙醚 20 mL，充分萃取，静置 5 min，弃去下层水

液，取乙醚层，萃取 2次，合并提取液，蒸干，再加入乙醇

1 mL，作为供试品溶液；称取当归对照药材 0. 5 g，粉碎，

加乙醚 20 mL，超声处理 30 min，滤过，滤液蒸干，残渣

加乙醇 1 mL使溶解，作为对照药材溶液。按参归益血合

剂处方及工艺制备缺当归的阴性样品，按供试品制备

方法制备阴性对照品溶液。按 2020年版《中国药典（四

部）》通则 0502 TLC法试验，分别吸取供试品溶液、阴性

对照品溶液各 10 μL，对照药材溶液 5 μL，点于同一硅

胶G薄层板上，以环己烷 -醋酸乙酯（4∶1，V / V）为展开

剂，室温展开，取出，晾干，置紫外光灯（365 nm）下检

视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位

置显相同颜色的斑点，比移值理想，且阴性对照无干

扰。详见图1B。
白芍［4］：取 3批样品各 40 mL，置分液漏斗中，分别

加入乙醚振摇提取2次（每次20 mL），收集水液层，用水

饱和的正丁醇提取 2次，合并正丁醇液，水浴蒸干，残渣

加乙醇 1 mL使溶解，作为供试品溶液；称取白芍对照药

材 0. 5 g，加乙醇 10 mL，超声处理 10 min，离心，倾出上

清液，水浴蒸干，加入乙醇 1 mL，作为对照药材溶液；按

参归益血合剂处方及工艺制备缺白芍的阴性样品，按

供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。按 2020年

版《中国药典（四部）》通则 0502 TLC法试验，分别吸取

上述阴性对照品溶液、供试品溶液各 10 μL，对照药材

溶液 5 μL，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，室温展开，取出，晾干，喷以 5%香草醛硫酸溶液，

105 ℃加热至斑点清晰，取出，在日光灯下检视。供试品

溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置显相同颜

色的斑点，比移值理想，且阴性对照无干扰。详见图1 C。

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
A B C

1. 对照药材溶液 2. 阴性对照品溶液 3 - 5. 供试品溶液

A. 虎杖 B. 当归 C. 白芍

图1 薄层色谱图

1. Reference medicinal herb solution 2. Negative reference solution
3 - 5. Test solution

A. Polygoni Cuspidati Rhizoma et Radix B. Angelicae Sinensis Radix
C. Paeoniae Radix Alba

Fig. 1 TLC chromatograms

2. 2 含量测定

2. 2. 1 色谱条件

色谱柱：Hypersil GOLD C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%磷酸水溶液（B），梯度

洗脱（0～28 min时10%A，28～38 min时40%A，38～45 min
时 10%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：230 nm；柱温：

30 ℃；进样量：5 μL。
2. 2. 2 溶液制备

取芍药苷对照品适量，精密称定，加甲醇超声处理

30 min，制成每 1 mL含 0. 058 56 mg的对照品溶液。

精密量取样品（批号为 20210601）5 mL，置 25 mL容

量瓶中，加乙腈 - 0. 1%磷酸水溶液（10∶90，V / V）定

容，充分摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按参

归益血合剂处方及工艺制备缺白芍的阴性样品，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

系统适用性试验及专属性考察：精密吸取 2. 2. 2项
下 3种溶液各 5 μL，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，

记录色谱图。结果供试品溶液在与对照品溶液相应位

置有吸收峰，各色谱峰分离良好（分离度 > 1. 5），理论
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塔板数按芍药苷峰计应不低于 2 000，且阴性对照无干

扰。详见图2。
线性关系考察：量取质量浓度为0. 732 0 mg / mL的对

照品溶液适量，加甲醇制成质量浓度分别为 0. 007 32，
0. 014 64，0. 029 28，0. 058 56，0. 146 4 mg / mL的系列

对照品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰

面积。以芍药苷质量浓度（X，mg / mL）为横坐标、峰面积

（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Y = 102. 9X -
0. 148（R2 = 0. 999 8，n = 5）。结果表明，芍药苷质量浓度

在 0. 007 32～0. 146 4 mg / mL范围内与峰面积线性关

系良好。

精密度试验：精密吸取质量浓度为0. 058 56 mg / mL
的对照品溶液 5 μL，按 2. 2. 1项下色谱条件连续进样测

定 6次，记录峰面积。结果的RSD为 0. 63%（n = 6），表明

仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液（批号为 20210601）适

量，分别于室温下放置 0，2，4，8，12 h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. 36%
（n = 5），表明供试品溶液室温放置12 h内基本稳定。

重复性试验：取同一批（批号为20210601）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，并计算样品含量。结果芍

药苷平均含量为 0. 264 8 mg / mL，峰面积的 RSD为

0. 98%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号为20210601）
6份，各5mL，分别加入芍药苷对照品1. 464mg，按2. 2. 2项下

方法制备供试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件下进样测

定，记录峰面积，并计算加样回收率。结果见表1。
2. 2. 4 样品含量测定

取 3批样品适量，各 3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 3批样品中芍药苷的含量分别为

0. 264 0，0. 281 9，0. 271 6 mg / mL。
3 讨论

3. 1 TLC 条件选择

预试验中结合《中国药典（一部）》及相关文献逐一

考察了各药味的 TLC条件。其中鸡血藤、仙鹤草、熟地

黄、墨旱莲、白茅根、太子参等药材均以 2种展开剂展

开，但供试品溶液色谱在与对照药材（或对照品）溶液

色谱相应位置上无相同颜色斑点或斑点显色不清晰。

根据中药制剂复方中“所有药味进行鉴别研究首选处

方中君药、臣药、贵重药、毒性药列入质量标准”的原

则，故本研究中对参归益血合剂中虎杖、当归、白芍建

立TLC鉴别标准。

虎杖，参照 2020年版《中国药典（一部）》和文献

［11 - 12］，分别选择正己烷 - 乙酸乙酯 - 甲酸（6∶2∶
0. 1，V / V / V）、石油醚（30～60 ℃）- 甲酸乙酯 - 甲酸

（15∶5∶1，V / V / V）、三氯甲烷 - 丙酮 - 甲酸（16∶3∶1，
V / V / V）为展开剂进行方法学验证研究，确定以石油醚

（30～60 ℃）-甲酸乙酯 -甲酸（15∶5∶1，V / V / V）为展

开剂时方法学考察参数良好，在日光灯和 254 nm紫外

光灯下检视时斑点显现效果最好。当归，参考文献

［13 - 15］选择正己烷 -乙酸乙酯（9∶1，V / V）、正己烷 -
乙酸乙酯（4∶1，V / V）和环己烷 -乙酸乙酯（4∶1，V / V）
为展开剂进行方法学验证，确定以环己烷 - 醋酸乙酯

（4∶1，V / V）为展开剂充分饱和后进行展开并置 365 nm
紫外光灯下检视时展开效果最好，且无毒无环境污染。

白芍，参照 2020年版《中国药典（一部）》和文献［16 -
17］，选择三氯甲烷 -乙酸乙酯 -甲醇 -甲酸（40∶5∶10∶
0. 2，V / V / V / V）为展开剂进行方法学验证研究。薄层

板充分饱和约 10 min后进行展开，取出，喷洒 5%香草
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表1 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

样品含量（mg）
1. 324
1. 324
1. 324
1. 324
1. 324
1. 324

加入量（mg）
1. 464
1. 464
1. 464
1. 464
1. 464
1. 464

测得量（mg）
2. 829 4
2. 802 7
2. 812 4
2. 811 0
2. 815 8
2. 825 5

回收率（%）

102. 83
101. 00
101. 67
101. 57
101. 90
102. 56

X（%）

101. 92

RSD（%）

0. 66

40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min

A / mAU

1

A

40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min

A / mAU

1

B

40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min

A / mAU

C
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. Reference solution B. Test solution C. Negative reference solution

Fig. 2 HPLC chromatograms
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醛硫酸溶液适量，结果在 105 ℃加热后斑点显色较

清晰。

3. 2 HPLC 法指标成分的选择

参归益血合剂中君药包括太子参、当归、白芍及熟

地黄，其中太子参有效成分主要为皂苷类，目前 2020年
版《中国药典》暂未对其含量进行控制［18 - 19］。当归的定

量成分为挥发油和阿魏酸，含量限度仅为 0. 4%和

0. 050%，有研究发现当归中挥发油和阿魏酸含量分别

为 0. 666 4%和 0. 093%［20］，提示经水提转移率较低。熟

地黄定量成分为地黄苷D，含量限度为 0. 050%［21 - 22］。
白芍中的主要活性成分为芍药苷，其调节免疫细胞与

细胞因子、抗过敏、治疗自身免疫性疾病、保肝护肾等

药理作用明显［4］，含量限度为 1. 2%。白芍的测定成分

单一、稳定，且测定的目标成分含量相对较高。因此，

本研究中以君药白芍中芍药苷作为定量指标。

3. 3 流动相的选择

预试验中查阅文献［23 - 26］，考察了甲醇 - 水

（1∶3，V / V），甲醇 -水 -冰醋酸（25∶75∶0. 1，V / V / V），

甲醇 - 0. 05 mol / L磷酸二氢钾溶液（27∶73，V / V）等

流动相，结果三者在分离度、峰形、拖尾因子、保留时

间等方面均不理想。2020年版《中国药典（一部）》中

芍药苷含量测定色谱条件中流动相为乙腈 - 0. 1%磷

酸水溶液（14∶86，V / V），课题组微调两者体积比为

10∶90，在 26 min左右出峰，无干扰，且样品含量、理论

板数及拖尾因子良好，经方法学考察此流动相条件耐

用性好，基本符合本制剂中芍药苷含量测定要求，为

保证 50 min左右出现的杂质峰不干扰目标峰，故选择

梯度洗脱。

3. 4 方法评价

本研究中建立的参归益血合剂定性和定量方法操

作简单易行，专属性强，结果准确，可用于参归益血合

剂的质量控制。
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