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摘要： 目的　 建立正骨丸制备工艺及其质量标准。 方法　 以煎煮时间、 煎煮次数、 加水量为影响因素， 浸膏得率及表

儿茶素、 柚皮苷转移率的综合评分为评价指标， 正交试验优化煎煮工艺。 以清膏相对密度、 药粉细度、 清膏与玉米淀

粉比例、 干燥温度、 干燥时间为影响因素， 软材性状、 丸剂成型性、 水分、 溶散时限为评价指标， 单因素试验优化成

型工艺。 ＴＬＣ 法定性鉴别续断、 盐补骨脂、 熟大黄、 三七， ＨＰＬＣ 法测定芍药苷、 柚皮苷含量。 结果　 最佳煎煮工艺

为煎煮时间 ０􀆰 ５ ｈ， 煎煮次数 ２ 次， 加水量 １０ 倍， 综合评分为 ０􀆰 ９３。 最佳成型工艺为清膏相对密度 １􀆰 ２１～ １􀆰 ２２， 药粉

细度 ８０ 目， 清膏与玉米淀粉比例 １ ∶ ０􀆰 １７～１ ∶ ０􀆰 １８， 干燥温度 ７０ ℃， 干燥时间 ２４ ｈ， 软材性状、 丸剂成型性良好， 水

分、 溶散时限符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 要求。 ＴＬＣ 斑点清晰， 阴性无干扰。 ２ 种成分分别在 ６１􀆰 ３０ ～ ４９０􀆰 ４１ μｇ ／ ｍＬ
（ｒ＝０􀆰 ９９９ ８）、 ３􀆰 ２７～２６􀆰 １８ μｇ ／ ｍＬ （ｒ＝０􀆰 ９９９ ８） 范围内线性关系良好， 平均加样回收率分别为 １００􀆰 １５％ 、 ９８􀆰 １５％ ， ＲＳＤ
分别为 ０􀆰 ５５％ 、 ２􀆰 ３０％ 。 结论　 该方法稳定可靠， 专属性强， 可用于正骨丸生产及其质量评价。
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（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ８） ａｎｄ ３􀆰 ２７－２６􀆰 １８ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， ｗｈｏｓｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ １００􀆰 １５％ ａｎｄ ９８􀆰 １５％ ｗｉｔｈ
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ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｇｕ Ｐｉｌｌｓ．
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　 　 正骨丸由江苏省非物质文化遗产 “刘氏骨伤

疗法” 第四代传承人王建伟教授在刘秉夫先生的

基础上优化而成［１］， 历经十余年临床应用， 已广

泛用于治疗骨折愈合及外伤导致的骨折、 脱位、 筋

伤等病症［２］。 该制剂含续断、 盐补骨脂、 烫骨碎

补等 １０ 味君药， 强化肝肾、 筋骨， 促进骨折愈合；
臣以儿茶、 熟大黄、 三七等 ８ 味中药， 活血化瘀，
促进新血生成； 佐以炒白芍、 当归、 熟地黄等 ９ 味

中药， 益气养血、 调经止痛； 甘草为使药， 调和诸

药， 方中骨碎补所含关键活性成分柚皮苷能促进成

骨细胞的增殖与分化， 同时抑制破骨细胞增殖及其

活性， 有助于形成新的骨组织， 减少骨吸收［３⁃４］；
白芍所含芍药苷具有调控 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的功能，
能抑制破骨细胞生成过程， 促进成骨细胞的分化与

增殖， 加速骨折愈合进程［５⁃６］。
本实验采用正交试验对正骨丸煎煮工艺进行优

化， 以确定其最佳参数， 单因素试验优化该制剂制

备工艺， 再综合应用定性定量分析建立其质量标

准， 以期为后续相关开发与新药研制提供理论基

础， 从而更有效地满足临床需求。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 型高效液相色谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＢＳＡ２２４Ｓ⁃ＣＷ 型电子天平 （德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ＫＱ⁃３００Ｅ 型超声波清洗器 （昆山

市超声仪器有限公司）； Ｇｏｏｄ Ｌｏｏｋ⁃１０００ 型薄层色

谱成像系统 （上海科哲有限公司）； ＡＷ⁃９０ 型全自

动制丸机 （温岭市奥力中药机械有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂、 药材与药物　 五加皮 （批号 ２２１０１０）、
烫 狗 脊 （ 批 号 ２２１１０１ ）、 煅 自 然 铜 （ 批 号

２２０４０７）、 烫骨碎补 （批号 ２２１００４）、 牛膝 （批号

２２１２０３）、 盐杜仲 （批号 ２２１１２７）、 桑寄生 （批号

２２１１１２）、 海马 （批号 ２２１１０５）、 盐补骨脂 （批号

２２１２０１）、 苏 木 （ 批 号 ２３０１０５ ）、 儿 茶 （ 批 号

２２０６１１）、 血竭 （批号 ２２１０２５）、 熟大黄 （批号

２２１１０８）、 牡丹皮 （批号 ２２１０２０）、 红花 （批号

２３０２０８）、 川芎 （批号 ２２１０１９）、 炒白芍 （批号

２２１１１７）、 当归 （批号 ２２１１１９）、 熟地黄 （批号

２２１２０２）、 黄芪 （批号 ２２１２１０）、 麸炒白术 （批号

２２１２１３）、 茯 苓 （ 批 号 ２３０１０３ ）、 丁 香 （ 批 号

２２０５１９）、 木 香 （ 批 号 ２２０８１１ ）、 党 参 （ 批 号

２２１０２４）、 甘草 （批号 ２２１１０３） 均购于苏州市天灵

中药饮片有限公司； 续断 （批号 ２２１２３００２） 购于

江苏 亚 邦 中 药 饮 片 有 限 公 司； 三 七 （ 批 号

２０２２０７４８０１） 购于江苏红豆杉中药饮片有限公司，
以上饮片均经南京中医药大学附属无锡医院副主任

中药师卞振华鉴定为正品。 表儿茶素 （批号 １１０８７８⁃
２０１７０３， 纯 度 ９９􀆰 ７％ ）、 芍 药 苷 （ 批 号 １１０７３６⁃
２０２１４５， 纯 度 ９４􀆰 ６％ ）、 柚 皮 苷 （ 批 号 １１０７２２⁃
２０２１１６， 纯度 ９３􀆰 ５％ ） 对照品及续断 （批号 １２１０３３⁃
２０２１１３）、 补骨脂 （批号 １２１０５６⁃２０２１０６）、 大黄 （批
号 １２１２４９⁃２０２１０５）、 三七 （批号 １２０９４１⁃２０１８１０） 对

照药材均购于中国食品药品检定研究院； 玉米淀粉

（批号 ２３０３０１） 购于陕西奥克药用辅料有限公司。
正 骨 丸 共 ３ 批 （ 批 号 ２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、
２０２３０４２０）， 由南京中医药大学附属无锡医院制剂

室自制。 乙腈为色谱纯； 其余试剂均为分析纯； 水

为纯净水 （杭州娃哈哈集团有限公司）。
２　 制备工艺建立

２􀆰 １　 提取工艺优化　 基于前期预实验结果结合实

际生产经验， 选择煎煮时间 （ Ａ）、 煎煮次数

（Ｂ）、 加水量 （Ｃ） 作为影响因素， 浸膏得率及表

儿茶素、 柚皮苷转移率的综合评分［７］ 为评价指标，
采用 Ｌ９ （３４） 表进行考察， 因素水平见表 １， 结果

见表 ２。 其中， 表儿茶素转移率 ＝ （煎液中表儿茶

素含量 ／儿茶中表儿茶素含量） ×１００％ ， 柚皮苷转

移率 ＝ （煎液中柚皮苷含量 ／骨碎补中柚皮苷含

量） ×１００％ ， 综合评分 ＝ （浸膏得率 ／最大浸膏得

率） ×０􀆰 ２＋ （表儿茶素转移率 ／最大表儿茶素转移

率） × ０􀆰 ４ ＋ （柚皮苷转移率 ／最大柚皮苷转移

率） ×０􀆰 ４。
表 １　 正交试验因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
因素

Ａ 煎煮时间 ／ ｈ Ｂ 煎煮次数 ／ 次 Ｃ 加水量 ／ 倍
１ ０􀆰 ５ １ ８
２ １ ２ １０
３ １􀆰 ５ ３ １２
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表 ２　 正交试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）
浸膏得率 ／ ％ 表儿茶素转移率 ／ ％ 柚皮苷转移率 ／ ％ Ｙ 综合评分

１ １ １ １ １ １８􀆰 ４５ ７３􀆰 ３０ ４８􀆰 ０９ ０􀆰 ６３
２ １ ２ ２ ２ ２４􀆰 ７７ ７０􀆰 １２ １５７􀆰 ３８ ０􀆰 ９３
３ １ ３ ３ ３ ２７􀆰 ７９ ７５􀆰 ２２ ６２􀆰 ４２ ０􀆰 ７３
４ ２ １ ２ ３ ２１􀆰 １０ ７３􀆰 ９７ ４５􀆰 ５９ ０􀆰 ６４
５ ２ ２ ３ １ ２６􀆰 ００ ７５􀆰 ４２ ３１􀆰 ４０ ０􀆰 ６４
６ ２ ３ １ ２ ２６􀆰 ４７ ５５􀆰 ９９ １１４􀆰 ５５ ０􀆰 ７５
７ ３ １ ３ ２ ２３􀆰 ００ ５５􀆰 ７０ ４６􀆰 ９９ ０􀆰 ５６
８ ３ ２ １ ３ ２６􀆰 １６ ５９􀆰 ７８ ３４􀆰 ６０ ０􀆰 ５７
９ ３ ３ ２ １ ３２􀆰 ２１ ６５􀆰 ０１ １４８􀆰 ３８ ０􀆰 ９２
Ｋ１ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ７３ — — — —
Ｋ２ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ７５ — — — —
Ｋ３ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ８０ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ６５ — — — —
Ｒ ０􀆰 ０８ ０􀆰 １９ ０􀆰 １９ ０􀆰 １０ — — — —

　 　 方差分析见表 ３。 由此可知， 各因素均无显著

影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 最优工艺为 Ａ１Ｂ３Ｃ２， 即煎煮时

间 ０􀆰 ５ ｈ， 煎煮次数 ３ 次， 加水量 １０ 倍。 综合考

虑， 将煎煮次数调整为 ２ 次以优化经济效益和实际

生产条件。
表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 偏差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 Ｐ 值

Ａ ０􀆰 ０１ ２ ０􀆰 ７７ １９􀆰 ００ ＞０􀆰 ０５
Ｂ ０􀆰 ０６ ２ ３􀆰 ３５ １９􀆰 ００ ＞０􀆰 ０５
Ｃ ０􀆰 ０７ ２ ３􀆰 ９４ １９􀆰 ００ ＞０􀆰 ０５

Ｄ（空白） ０􀆰 ０２ ２ — — —

　 　 注：Ｆ０􀆰 ０５（２，２）＝ １９，Ｆ０􀆰 ０１（２，２）＝ ９９。

　 　 称取组方药材适量， 按优化工艺平行制备 ３ 批

样品， 进行验证试验， 结果见表 ４。 由此可知， 浸

膏得率接近正交试验最大值， 而表儿茶素、 柚皮苷

转移率均超过后者， 表明该工艺稳定可行。
表 ４　 验证试验结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ （ｎ＝３）

试验号 表儿茶素转移率 ／ ％ 柚皮苷转移率 ／ ％ 浸膏得率 ／ ％
１ ８８􀆰 ２５ １８５􀆰 １４ ２６􀆰 ０２
２ ９２􀆰 ６３ １８２􀆰 ２１ ２６􀆰 １５
３ ９３􀆰 ０９ １８２􀆰 ６１ ２６􀆰 １７

平均值 ９１􀆰 ３２ １８３􀆰 ３２ ２６􀆰 １１
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 ９２ ０􀆰 ８７ ０􀆰 ３０

２􀆰 ２　 成型工艺优化

２􀆰 ２􀆰 １　 清膏相对密度　 依据处方对各药材进行水

煎提取， 浓缩至相对密度 １􀆰 １９ ～ １􀆰 ２４， 与剩余 １５
味药材细粉 （８０ 目） 及玉米淀粉混合制丸， 选择

软材性状、 丸剂成型性作为评价指标， 最终确定为

１􀆰 ２１～１􀆰 ２２， 见表 ５。

表 ５　 清膏相对密度筛选结果

　 　 Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｌｅｓｓ ｐａｓｔｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

相对密度 软材性状 丸剂成型性

１􀆰 １９ 干硬 无法制丸

１􀆰 ２０ 硬，丸粒不圆整且有裂痕 可制丸，丸粒有裂痕

１􀆰 ２１ 不粘手，略硬 易制丸，丸粒光滑圆整无裂痕

１􀆰 ２２ 软硬适中 易制丸，丸粒光滑圆整无裂痕

１􀆰 ２３ 粘手 无法制丸

１􀆰 ２４ 粘手 无法制丸

２􀆰 ２􀆰 ２　 药粉细度　 将 １５ 味药材粉碎后过 ６５ ～ １２０
目筛， 固定清膏相对密度 １􀆰 ２１， 与玉米淀粉混合

制丸， 在 ７０ ℃下干燥 ２４ ｈ， 依据成型情况、 水分、
溶散时限， 最终确定为 ８０ 目， 见表 ６。

表 ６　 药粉细度筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｏｗｄｅｒ ｆｉｎｅｎｅｓｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
药粉细
度 ／ 目 成型情况

水分 ／
％

溶散时
限 ／ ｍｉｎ

６５ 药粉粗，纤维状物多，不易成型，丸粒有裂痕 １􀆰 ５７ １７􀆰 ５０
８０ 药粉细腻，成型良好，丸粒圆整无裂痕 ２􀆰 ８０ ２１􀆰 ５０
１００ 药粉细腻，丸粒不圆整，有裂痕 ２􀆰 ２０ ２５􀆰 ５０
１２０ 软材偏软，丸粒不圆整或难成型 １􀆰 ５９ ２９􀆰 ５０

２􀆰 ２􀆰 ３　 清膏与玉米淀粉比例 　 固定药粉细度 ８０
目， 清膏相对密度 １􀆰 ２１， 发现清膏与玉米淀粉比

例为 １ ∶ ０􀆰 １７ ～ １ ∶ ０􀆰 １８ 时， 丸块性状优良， 成型

容易， 见表 ７。
表 ７　 清膏与玉米淀粉比例筛选结果

　 　 Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｌｅｓｓ ｐａｓｔｅ⁃ｃｏｒｎ ｓｔａｒｃｈ ｒａｔｉｏ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

清膏与玉米淀粉比例 软材性状 成丸情况

１ ∶ ０􀆰 １６ 过软，粘壁 无法成丸

１ ∶ ０􀆰 １７ 稍粘壁 能成丸，表面光滑且没有裂痕

１ ∶ ０􀆰 １８ 不粘壁 能成丸，表面光滑且没有裂痕

１ ∶ ０􀆰 １９ 过干且松散 无法成丸
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２􀆰 ２􀆰 ４　 干燥温度　 固定药粉细度 ８０ 目， 清膏相对

密度 １􀆰 ２１， 与玉米淀粉混合制丸， 分别在 ５０、 ６０、
７０、 ８０ ℃下干燥 ２４ ｈ， 选择水分、 溶散时限作为

评价指标， 发现在 ６０、 ７０、 ８０ ℃ 下两者均符合

２０２０ 年版 《中国药典》 要求， 考虑检测效率与实

际生产需求， 最终确定为 ７０ ℃， 见表 ８。
表 ８　 干燥温度筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｒｙｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
干燥温度 ／ ℃ 水分 ／ ％ 溶散时限 ／ ｍｉｎ

５０ ９􀆰 ４６ １２􀆰 ５０
６０ ４􀆰 ５１ １５􀆰 ５０
７０ ２􀆰 １２ １５􀆰 ５０
８０ ２􀆰 ０４ ２５􀆰 ５０

２􀆰 ２􀆰 ５　 干燥时间　 固定药粉细度 ８０ 目， 清膏相对

密度 １􀆰 ２１， 与玉米淀粉混匀制丸， 在 ７０ ℃下分别

干燥 １２、 １８、 ２４、 ３０ ｈ， 选择水分、 溶散时限作为

评价指标， 发现干燥 １８、 ２４、 ３０ ｈ 后， 两者均符

合 ２０２０ 年版 《中国药典》 要求， 考虑检测效率与

实际生产规模， 最终确定为 ２４ ｈ， 见表 ９。
表 ９　 干燥时间筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｒｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
干燥时间 ／ ｈ 水分 ／ ％ 溶散时限 ／ ｍｉｎ

１２ １０􀆰 ５７ １４􀆰 ５０
１８ ３􀆰 ０９ １６􀆰 ５０
２４ １􀆰 ８１ １６􀆰 ５０
３０ １􀆰 ８１ ２１􀆰 ５０

２􀆰 ２􀆰 ６　 验证试验　 以 １０ 倍量水浸泡提取组 １３ 味

药材 （总重 ５􀆰 ２２ ｋｇ） ３０ ｍｉｎ， 煮沸并保持 ０􀆰 ５ ｈ，
过滤， 重复上述操作 １ 次， 合并滤液， 浓缩至相对

密度 １􀆰 ２１； 另将粉碎组 １５ 味药材 （总重 ４􀆰 ６８ ｋｇ）
粉碎成细粉， 与清膏及玉米淀粉混匀， 制成丸剂，
干燥， 包装， 发现制剂外观性状、 水分、 溶散时

限、 装量差异均符合 ２０２０ 年版 《 中 国 药 典 》
要求。
３　 质量标准建立

３􀆰 １　 ＴＬＣ 定性鉴别

３􀆰 １􀆰 １　 续断　 取本品 ２ ｇ， 粉碎后加 ３０ ｍＬ 甲醇，
超声处理 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 蒸干滤液， 向残渣中加入

１０ ｍＬ 水， ２０ ｍＬ 水饱和正丁醇萃取 ２ 次， 合并萃

取液， 依次用 ２０ ｍＬ 氨试液、 ２０ ｍＬ 正丁醇饱和水

洗 ２ 次， 蒸干上层萃取液， 加入 １ ｍＬ 甲醇搅拌溶

解， 制成供试品溶液； 制备不含续断的阴性样品，
同法制成阴性样品溶液； 取续断对照药材 １ ｇ， 加

３０ ｍＬ 甲醇， 同法制成对照药材溶液； 取川续断皂

苷Ⅵ对照品适量， 甲醇制成 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。

吸取供试品、 阴性样品、 对照药材溶液各 １ μＬ 及

对照品溶液 ３ μＬ， 点于硅胶 Ｇ 薄层板上， 展开于

三氯甲烷⁃甲醇⁃水 （１０ ∶ ７ ∶ ２） 下层溶液 （４ ℃冷

藏） 中， 展开距前沿约 ２ ｃｍ 时取出， 晾干， 喷

１０％ 硫酸乙醇溶液， 在 １０５ ℃下加热至斑点清晰，
于日光下检视［８⁃９］。 结果， 供试品溶液在对照药

材、 对照品溶液相应位置处显示相同颜色的斑点，
阴性无干扰， 见图 １。

注： １～３ 为供试品 （批号 ２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、 ２０２３０４２０）， ４ 为

续断对照药材， ５ 为川续断皂苷Ⅵ对照品， ６ 为缺续断阴性样品。

图 １　 续断 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｄｉｐｓａｃｉ Ｒａｄｉｘ

３􀆰 １􀆰 ２　 盐补骨脂　 取本品 ２ ｇ， 粉碎后加入 ３０ ｍＬ
甲醇， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 蒸干滤液， 向残渣

中加入 １０ ｍＬ 水， ２０ ｍＬ 乙酸乙酯萃取 ２ 次， 合并

萃取液， 蒸干， 残渣加入 １ ｍＬ 甲醇溶解， 制成供

试品溶液； 制备不含盐补骨脂的阴性样品， 同法制

成阴性样品溶液； 取补骨脂对照药材 ２ ｇ， 加 ３０
ｍＬ 甲醇， 同法制成对照药材溶液； 取补骨脂素对

照品适量， 甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 吸取

供试品、 阴性样品溶液各 ５ μＬ 及对照药材、 对照

品溶液各 １ μＬ， 点于硅胶 Ｇ 薄层板上， 展开于正

己烷⁃乙酸乙酯 （２ ∶ １） 溶液中， 展开距前沿约 ２
ｃｍ 时取出， 晾干， 喷 １０％ 氢氧化钾甲醇溶液， 于

３６５ ｎｍ 紫外光下观察［１０⁃１１］。 结果， 供试品溶液在

对照药材、 对照品溶液相应位置处显示相同颜色的

斑点， 阴性无干扰， 见图 ２。
３􀆰 １􀆰 ３　 熟大黄　 取本品 ２ ｇ， 粉碎后加入 ３０ ｍＬ 甲

醇， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 蒸干滤液， 向残渣中

加入 １０ ｍＬ 水， 再加入 １ ｍＬ 盐酸， 水浴加热 ３０
ｍｉｎ， 冷却， ２０ ｍＬ 乙醚萃取 ２ 次， 合并萃取液，
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注： １～３ 为供试品 （批号 ２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、 ２０２３０４２０）， ４ 为

补骨脂对照药材， ５ 为补骨脂素对照品， ６ 为缺盐补骨脂阴性样品。

图 ２　 盐补骨脂 ＴＬＣ 色谱图

　 Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｌｔ⁃ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ Ｐｓｏｒａｌｅａｅ
Ｆｒｕｃｔｕｓ

蒸干， 残渣加入 １ ｍＬ 三氯甲烷搅拌溶解， 制成供

试品溶液； 制备不含熟大黄的阴性样品， 同法制成

阴性样品溶液； 取大黄对照药材 ０􀆰 ２ ｇ， 加入 ３０
ｍＬ 甲醇， 同法制成对照药材溶液。 吸取供试品、
阴性样品溶液各 ５ μＬ 及对照药材溶液 ３ μＬ， 点于

硅胶 Ｇ 薄层板， 展开于正己烷⁃乙酸乙酯⁃冰醋酸

（１５ ∶ ５ ∶ ０􀆰 ３） 溶液中， 展开距前沿约 ２ ｃｍ 时取

出， 晾干， 于 ３６５ ｎｍ 紫外光下观察［１２⁃１３］。 结果，
供试品溶液中在对照药材溶液相应位置处显示相同

颜色的斑点， 阴性无干扰， 见图 ３。
３􀆰 １􀆰 ４　 三七　 取本品 ２ ｇ， 粉碎后加入 ３０ ｍＬ 甲

醇， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 按 “３􀆰 １􀆰 １” 项下方法制成

供试品溶液； 制备不含三七的阴性样品， 同法制成

阴性样品溶液； 取三七对照药材 ２ ｇ， 加 ３０ ｍＬ 甲

醇， 同法制成对照药材溶液； 取人参皂苷 Ｒｂ１ 对

照品适量， 甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 吸取

供试品、 阴性样品溶液各 ３ μＬ 及对照药材、 对照

品溶液各 １ μＬ， 点于硅胶 Ｇ 薄层板， 展开于 ４ ℃
冷藏的三氯甲烷⁃甲醇⁃水 （１０ ∶ ７ ∶ ２） 的下层溶液

中， 展开距前沿约 ２ ｃｍ 时取出， 晾干， 喷 １０％ 硫

酸乙醇溶液， 在 １０５ ℃下加热， 于 ３６５ ｎｍ 紫外光

下观察［１４⁃１５］。 结果， 供试品溶液在对照药材、 对

照品溶液相应位置处显示相同颜色的斑点， 阴性无

干扰， 见图 ４。
３􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 含量测定

３􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件 　 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×

注： １～３ 为供试品 （批号 ２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、 ２０２３０４２０）， ４ 为

大黄对照药材， ５ 为缺熟大黄阴性样品。

图 ３　 熟大黄 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｏｋｅｄ Ｒｈｅｉ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ

注： １～３ 为供试品 （批号 ２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、 ２０２３０４２０）， ４ 为

三七对照药材， ５ 为人参皂苷 Ｒｂ１ 对照品， ６ 为缺三七阴性样品。

图 ４　 三七 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ

１５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ １０ ｍｉｎ， １２％ Ａ； １０ ～ ２０ ｍｉｎ，
１２％ ～ １５％ Ａ； ２０ ～ ３５ ｍｉｎ， １５％ ～ ２５％ Ａ； ３５ ～ ４０
ｍｉｎ， ２５％ ～ １２％ Ａ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３５ ℃； 检测波长 ２３０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
３􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取本品 １ ｇ， 粉碎， 置于

１０ ｍＬ 量 瓶 中， ８０％ 甲 醇 定 容 至 刻 度， 超 声

（３００ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ） 处理 ２０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤， 即得。
３􀆰 ２􀆰 ３　 对照品溶液制备　 精密称取芍药苷、 柚皮
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苷对照品适量， ８０％ 甲醇制成每 １ ｍＬ 分别含两者

１ ２２６􀆰 ０２、 ６５􀆰 ４５ μｇ 的溶液， 即得。
３􀆰 ２􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按照处方比例及制备

工艺， 分别制成缺炒白芍和牡丹皮、 缺烫骨碎补的

阴性样品， 按 “３􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
３􀆰 ２􀆰 ５　 专属性试验　 取对照品、 供试品、 阴性样

品溶液各 １０ μＬ， 在 “３􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 结果见图 ５。 由此可知， 各成分分离度理

想， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。

注： Ａ～Ｄ 分别为供试品、 对照品、 缺炒白芍和牡丹皮阴性样品、
缺烫骨碎补阴性样品。

１． 芍药苷　 ２． 柚皮苷

１． ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ　 ２． ｎａｒｉｎｇｉｎ

图 ５　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

３􀆰 ２􀆰 ６　 线性关系考察 　 分别取 “３􀆰 ２􀆰 ３” 项下对

照品 溶 液 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２５、 １􀆰 ５、
１􀆰 ７５、 ２􀆰 ０ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， ８０％ 甲醇定容

稀释， 制成不同质量浓度的溶液， 在 “３􀆰 ２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表

１０， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １０　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
芍药苷 Ｙ＝ １０􀆰 １３Ｘ－７４􀆰 ６８ ０􀆰 ９９９ ８ ６１􀆰 ３０～４９０􀆰 ４１
柚皮苷 Ｙ＝ ２１􀆰 ８５Ｘ－９􀆰 ７６ ０􀆰 ９９９ ８ ３􀆰 ２７～２６􀆰 １８

３􀆰 ２􀆰 ７　 精密度试验 　 取同一份对照品溶液， 在

“３􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得芍药

苷、 柚皮苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ３５％ 、 ０􀆰 ５２％ ，
表明仪器精密度良好。
３􀆰 ２􀆰 ８　 稳定性试验　 取同一批本品， 按 “３􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 于 ０ ～ ２４ ｈ （每隔 ４ ｈ）
在 “３􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得芍药

苷、 柚皮苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５７％ 、 １􀆰 ４１％ ，
表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
３􀆰 ２􀆰 ９　 重复性试验　 取同一批本品， 按 “３􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “３􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 测得芍药苷、 柚皮苷含量

ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８７％ 、 １􀆰 ８６％ ， 表明该方法重复性

良好。
３􀆰 ２􀆰 １０　 加样回收率试验　 取各成分含量已知的本

品 （批号 ２０２３０４２０） ０􀆰 ５ ｇ， 共 ６ 批， 置于 １０ ｍＬ
量瓶中， 加入 ２ ｍＬ 对照品溶液 （芍药苷 ０􀆰 ７０
ｍｇ ／ ｍＬ， 柚皮苷 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｍＬ）， ８０％ 甲醇定容， 超

声处理 ２０ ｍｉｎ， 过滤， 在 “３􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 计算回收率。 结果， 芍药苷、 柚皮苷平

均加样回收率分别为 １００􀆰 １５％ 、 ９８􀆰 １５％ ， ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ５５％ 、 ２􀆰 ３０％ 。
３􀆰 ２􀆰 １１ 　 样品含量测定 　 取 ３ 批样品 （批号

２０２３０４１８、 ２０２３０４１９、 ２０２３０４２０ ）， 按 “ ３􀆰 ２􀆰 ２ ”
项下方法制备供试品溶液， 在 “３􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 计算含量。 结果， 芍药苷含量分别

为 ２􀆰 ７６、 ２􀆰 ８３、 ２􀆰 ８０ ｍｇ ／ ｇ， 柚皮苷含量分别为

０􀆰 １５、 ０􀆰 １４、 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｇ。
４　 讨论

４􀆰 １　 制备工艺优化　 本实验基于含量测定指标优

选原则及君臣药可测性， 以烫骨碎补中柚皮苷、 儿

茶中表儿茶素、 浸膏含量为评价指标， 对清膏相对

密度、 药粉细度、 清膏与玉米淀粉比例进行考察，
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以期确定正骨丸最佳制备工艺。 其中， 清膏相对密

度对成型至关重要［１６⁃１７］， 其过低则无法成型， 过

高则软材粘连， 混匀困难， 本实验经多次优化， 最

终确定为 １􀆰 ２１～１􀆰 ２２， 此时膏体流动性适宜， 测定

结果稳定准确。
４􀆰 ２　 ＴＬＣ 定性鉴别　 本实验分别对展开剂、 点样

量、 专属性等参数进行方法学考察， 发现不同温

度、 相对湿度及不同厂家、 批号薄层板对结果均无

显著影响。 考察续断时， 调整展开剂比例为三氯甲

烷⁃甲醇⁃水 １０ ∶ ７ ∶ ２， 可获得更适宜的 Ｒ ｆ 值。 另

外， 补骨脂素与异补骨脂素作为补骨脂关键活性成

分， 对骨折愈合具有重要作用［１８⁃２０］， 但后者有阴

性干扰， 故未将其纳入鉴别项。
４􀆰 ３　 ＨＰＬＣ 含量测定　 本实验选择药理作用显著、
性质稳定［２１］的芍药苷和柚皮苷作为指标成分， 分

别对流动相、 柱温、 样品预处理方式等参数进行考

察， 最终实现 ２ 种成分与邻近峰的有效分离， 并且

峰形良好， 满足检测标准。 另外， 本实验曾对其他

药材所含成分进行含量测定， 包括川续断皂苷 ＶＩ、
补骨脂素、 异补骨脂素、 β⁃蜕皮激素、 松脂醇二葡

萄糖苷等， 但其分离效果不佳， 专属性不足， 分析

条件有待进一步优化。
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