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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定筋骨伤喷雾剂 （赤胫散、 赤芍、 淫羊藿等） 中芍药苷、 鞣花酸、 朝藿定 Ａ、 朝藿

定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ的含有量。 方法 　 该药物水饱和正丁醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；
检测波长 ２３０、 ２５４、 ２７０ ｎｍ。 结果　 ７ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ≥０􀆰 ９９９ ５）， 平均加样回收率 ９３􀆰 ５％ ～
９９􀆰 ６％ ， ＲＳＤ １􀆰 ４１％ ～２􀆰 ８６％ 。 结论　 该方法准确可靠， 重复性好， 可用于筋骨伤喷雾剂的质量控制。
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　 　 筋骨伤喷雾剂是以贵州苗药赤胫散为主， 配以

地龙、 赤芍、 淫羊藿、 制草乌、 薄荷脑， ５５％ 乙醇

浸制而成， 具有消肿止痛、 活血化瘀的作用， 用于

摔伤、 扭伤等软组织损伤， 方中君药赤胫散为蓼科

植物赤胫散 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｒｕｎｃｉｎａｔｕｍ Ｂｕｃｈ． ⁃Ｈａｍ． ｅｘ

Ｄ． Ｄｏｎ ｖａｒ． ｓｉｎｅｎｓｅ Ｈｅｍｓｌ． 的干燥根茎， 分布于四

川、 贵州、 云南等地， 其性寒， 味苦、 涩， 无毒，
具有活血舒筋、 清热解毒之功效， 主治劳伤腰痛、
跌打损伤等［１⁃４］， 主要含有酚酸、 挥发油［５⁃７］， 其

中鞣花酸是一种有效的凝血剂［８］， 对多种细菌、
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病毒都有很好的抑制作用［９］， 能保护创面免受细

菌侵入， 防止感染， 抑制溃疡［１０］； 赤芍主要成分

芍药苷具有广泛的抗炎作用［１１⁃１４］， 并且表现出明

显镇痛活性［１５］； 淫羊藿主要包括黄酮、 生物碱、
多糖等多种活性成分， 其中淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ、
朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ 是黄酮类代表成

分， 具有促进骨骼发育的作用， 可提高骨密度， 增

加骨强度［１６］， 上述 ７ 种成分药效均与筋骨伤喷雾

剂功能主治一致。
然而， 现行筋骨伤喷雾剂质量标准对君药赤胫

散仅有 ＴＬＣ 定性鉴别［１７］， 而定量指标仅为赤芍中

芍药苷［３］， 过于简单， 难以有效控制产品质量。
为了进一步发挥中药多组分的协同作用， 保证产品

质量均一、 稳定、 可控［１８⁃２０］。 本实验建立 ＨＰＬＣ 法

同时测定筋骨伤喷雾剂中芍药苷、 鞣花酸、 朝藿定

Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ的

含有量， 以期为该制剂质量标准建立提供理论依据

和数据支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪 （配置在

线脱气机、 四元泵、 自动进样器、 ＤＡＤ 检测器）、
Ａｇｉｌｅｎｔ 色谱工作站 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＣＨ⁃２５０
超声波清洗机 （北京创新德超声电子研究所）；
ＨＨ⁃４ 数显恒温水浴锅 （邦西仪器科技有限公司）；
ＸＳ⁃１０５ 电子天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； 移

液枪 （２０ ～ ２００、 １００ ～ １ ０００ μＬ， 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 芍药苷 （批号 ｗｋｑ１８０３２１０４）、
鞣花酸 （批号 ｗｋｑ１８０２０５０２）、 朝藿定 Ａ （批号

ｗｋｑ１７０４０５０９）、 朝藿定 Ｂ （批号 ｗｋｑ１７０３２８０９）、
朝藿定 Ｃ （批号 ｗｋｑ１７０４０７０１）、 宝藿苷Ⅰ （批号

ｗｋｑ１６０８１３０３） 对照品均购于四川维克奇生物科技

有限公司； 淫羊藿苷 （批号 １１０７３７⁃２００４１４） 对照

品购于中国食品药品检定研究院。 筋骨伤喷雾剂

（１００ ｍＬ ／瓶， 贵州远程制药有限责任公司， 批号

２０１８１００３）。 乙腈、 甲醇为色谱纯； 甲醇、 正丁

醇、 磷酸二氢钾为分析纯； 水为超纯水 （自制）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 色谱柱 （ １５０ ｍｍ ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸二氢钾 （Ｂ） ⁃甲醇 （Ｃ）， 梯度洗脱， 程序见表

１； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ０ ～ ２３ ｍｉｎ 时

２３０ ｎｍ， ２３ ～ ５４ ｍｉｎ 时 ２５４ ｎｍ， ５４ ～ １３７ ｍｉｎ 时

２７０ ｎｍ； 柱温 ３５ ℃； 进样量 １０ μＬ。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾 ／ ％ Ｃ 甲醇 ／ ％
０～１４ ８～１０ ９２～９０ ０

１４～１７􀆰 ５ １０ ９０ ０
１７􀆰 ５～２２ １０～１２ ９０～８８ ０

２２～３３ １２～１７ ８８～８３ ０
３３～５０ １７～２１ ８３～７９ ０
５０～５１ ２１～２２􀆰 ５ ７９～７７􀆰 ５ ０
５１～８０ ２２􀆰 ５ ７７􀆰 ５ ０
８０～８０􀆰 ０１ ２２􀆰 ５～２２ ７７􀆰 ５～６７ ０～１１

８０􀆰 ０１～９７ ２２～３５ ６７～６５ １１～０
９７～１０７ ３５ ６５ ０

１０７～１１７ ３５～５０ ６５～５０ ０
１１７～１３７ ５０～６５ ５０～３５ ０

２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取芍药苷、 鞣花酸、
朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿

苷Ⅰ对照品适量， 甲醇溶解制得质量浓度分别为

４􀆰 ０００、 ２􀆰 ４００、 １􀆰 ５００、 １􀆰 ２００、 ０􀆰 ９００、 １􀆰 １８０、
０􀆰 ９００ ｍｇ ／ ｍＬ， 精密量取适量， 甲醇稀释， 即得

（质量浓度分别为 ０􀆰 ５２９、 ０􀆰 ３２２、 ０􀆰 ０３４、 ０􀆰 ０２２、
０􀆰 ０５０、 ０􀆰 ０５６、 ０􀆰 ０２９ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 精密吸取本品 ５ ｍＬ， 置于蒸

发皿中蒸干， 精密加入 ５ ｍＬ 水溶解， 溶解液转移

至分液漏斗中， １０ ｍＬ 水饱和正丁醇溶液萃取 ２
次， 取上层澄清液置于蒸发皿中蒸干， 甲醇溶解后

定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按照本品处方及生产工艺，
分别制备缺赤胫散、 赤芍、 淫羊藿的阴性样品， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 系统适用性试验　 精密吸取对照品、 供试

品、 阴性样品溶液各 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 各成分色

谱峰与相邻色谱峰的分离度均大于 １􀆰 ５， 理论塔板

数均大于 ５ ０００。
２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下

鞣花酸对照品溶液 ０􀆰 １３４、 ０􀆰 ３３５、 ０􀆰 ６７１、 １􀆰 ０１０、
１􀆰 ３４０、 １􀆰 ６７５ ｍＬ， 置于 ５ 个 ５ ｍＬ 量瓶中， 分别加

入芍药苷对照品溶液 ０􀆰 １３２、 ０􀆰 ３３１、 ０􀆰 ６６１、
０􀆰 ９９２、 １􀆰 ３２２、 １􀆰 ６５３ ｍＬ， 朝藿定 Ａ 对照品溶液

２７５、 ２２０、 １６５、 １１０、 ５５、 ２２ μＬ， 朝藿定 Ｂ 对照

品溶液 ２２５、 １８０、 １３５、 ９０、 ４５、 １８ μＬ， 朝藿定 Ｃ
对照品溶液 ７００、 ５６０、 ４２０、 ２８０、 １４０、 ５６ μＬ，
淫羊藿苷对照品溶液 ６００、 ４８０、 ３６０、 ２４０、 １２０、

２０３
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１． 芍药苷　 ２． 鞣花酸　 ３． 朝藿定 Ａ　 ４． 朝藿定 Ｂ　 ５． 朝藿定 Ｃ　 ６． 淫羊藿苷　 ７． 宝藿苷Ⅰ
１． ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ　 ２． ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｅｐｉｍｅｄｉｎ Ａ　 ４． ｅｐｉｍｅｄｉｎ Ｂ　 ５． ｅｐｉｍｅｄｉｎ Ｃ　 ６． ｉｃａｒｉｉｎ　 ７． ｂａｏｈｕｏｓｉｄｅⅠ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

４８ μＬ， 宝藿苷Ⅰ对照品溶液 ４００、 ３２０、 ２４０、 １６０、
８０、 ３２ μＬ， 甲醇定容， 摇匀， 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下各进样 １０ μＬ 测定。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ），
溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表

２， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
芍药苷 Ｙ＝ ７３􀆰 ８５６Ｘ－１􀆰 ３１７ ５ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 １０５ ６～１􀆰 ３２２ ４

鞣花酸 Ｙ＝ ５ ３８７Ｘ －１ １４９􀆰 ５ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０６４ ３～０􀆰 ８０４ ０

朝藿定 Ａ Ｙ＝ １ ５４８􀆰 ５Ｘ＋８􀆰 １６０ ７ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ００６ ６～０􀆰 ０８２ ５

朝藿定 Ｂ Ｙ＝ １ ６４０􀆰 ７Ｘ ＋９􀆰 ８４６ ３ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ００４ ３～０􀆰 ０５４ ０

朝藿定 Ｃ Ｙ＝ ２ ００６􀆰 ６Ｘ ＋２７􀆰 １６８ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 ０１０ １～０􀆰 １２６ ０

淫羊藿苷 Ｙ＝ １ ４９９􀆰 ５Ｘ－２２􀆰 ３７６ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０１１ ３～０􀆰 １４１ ６

宝藿苷Ⅰ Ｙ＝５ ０２４􀆰 ７Ｘ－２９􀆰 ９５ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ００５ ７～０􀆰 ０７２ ０

２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对

照品溶液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定 ６ 次， 测得芍药苷、 鞣花酸、 朝藿定 Ａ、 朝藿定

Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ２􀆰 １％ 、 ２􀆰 ９％ 、 ０􀆰 ８％ 、 １􀆰 ６％ 、 ０􀆰 ７％ 、 ０􀆰 ６％ 、
０􀆰 ７％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 批 本 品 （ 批 号

２０１８１００３）， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份

供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得芍药苷、 鞣花酸、 朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿

定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ含有量 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ４％ 、 ２􀆰 ３％ 、 ２􀆰 ８％ 、 ２􀆰 ４％ 、 ２􀆰 ４％ 、 ２􀆰 ３％ 、
２􀆰 ３％ ， 表明该方法重复性良好。

２􀆰 ３􀆰 ５　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 ３􀆰 ４” 项下供试品溶

液， 分别于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ， 在 “２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 测得芍药苷、 鞣花酸、 朝藿

定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ
峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ２％ 、 ２􀆰 ７％ 、 ２􀆰 ５％ 、 １􀆰 ８％ 、
２􀆰 ２％ 、 １􀆰 ６％ 、 ０􀆰 ９％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内

稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密量取含有量已知的

本品 （批号 ２０１８１００３） ９ 份， 每份 ２􀆰 ５ ｍＬ， 置于

１００ ｍＬ 蒸 发 皿 中， 精 密 加 入 适 量 芍 药 苷

（０􀆰 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ）、 鞣花酸 （０􀆰 ４４８ ｍｇ ／ ｍＬ）、 朝藿

定 Ａ （０􀆰 ０２４ ｍｇ ／ ｍＬ）、 朝藿定 Ｂ （０􀆰 ０３７ ｍｇ ／ ｍＬ）、
朝 藿 定 Ｃ （ ０􀆰 ０２３ ｍｇ ／ ｍＬ ）、 淫 羊 藿 苷

（０􀆰 １５２ ｍｇ ／ ｍＬ）、 宝藿苷Ⅰ （０􀆰 ０１１ ｍｇ ／ ｍＬ） 对照

品溶液， 使高、 中、 低质量浓度对照品加入量与供

试品中待测定成分量之比分别在 ０􀆰 ５ ∶ １、 １ ∶ １、
１􀆰 ５ ∶ １ 左右， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶

液， 每种质量浓度 ３ 份， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 计算回收率。 测得芍药苷、 鞣花酸、 朝

藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷

Ⅰ平均加样回收率分别为 ９５􀆰 ６％ 、 ９６􀆰 ０％ 、 ９７􀆰 ８％ 、
９４􀆰 ５％ 、 ９３􀆰 ５％ 、 ９６􀆰 ７％ 、 ９９􀆰 ６％ ， ＲＳＤ 分 别 为

１􀆰 ４％ 、 １􀆰 ８％ 、 ２􀆰 ３％ 、 １􀆰 ５％ 、 ２􀆰 ７％ 、 ２􀆰 ４％ 、 １􀆰 ９％ 。
２􀆰 ４　 样品含有量测定　 取 ３ 批本品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 每批 ３ 份， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算含有量， 结果见

表 ３。
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表 ３　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｍＬ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｍＬ， ｎ＝３）

批号 芍药苷 鞣花酸 朝藿定 Ａ 朝藿定 Ｂ 朝藿定 Ｃ 淫羊藿苷 宝藿苷Ⅰ
２０１８１００３ ２􀆰 ０２０ ０ ０􀆰 ４８０ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 ０３８ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 １４８ ０ ０􀆰 ０１１ ４
２０１８１００４ ２􀆰 ０４０ ０ ０􀆰 ４８０ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 ０４０ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 １４８ ０ ０􀆰 ０１１ ５
２０１８１００５ １􀆰 ９８０ ０ ０􀆰 ４６０ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 ０３８ ０ ０􀆰 ０２４ ０ ０􀆰 １５２ ０ ０􀆰 ０１１ ５

３　 讨论

３􀆰 １　 供试品溶液制备方法选择　 本实验考察了水

饱和正丁醇、 乙酸乙酯对各成分提取率的影响， 发

现后者萃取后不能检测出朝藿定 Ａ， 故选择前者作

为萃取剂。 然后， 又对萃取时 ｐＨ 值 （酸性、 中

性、 碱性）、 萃取次数 （１、 ２、 ３ 次） 进行了考察，
最终确定供试品溶液制备方法为中性纯净水加入

１０ ｍＬ 水饱和正丁醇萃取 ２ 次。
３􀆰 ２　 色谱条件优化 　 本实验考察了流动相甲醇⁃
水、 乙腈⁃甲醇⁃水、 乙腈⁃甲醇⁃０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二

氢钾， 确定乙腈⁃０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾⁃甲醇， 此

时各色谱峰分离效果最佳。 再考察了检测波长， 发

现芍药苷、 鞣花酸、 淫羊藿苷最大吸收波长分别为

２３０、 ２５４、 ２７０ ｎｍ， 并且 ０ ～ ２３ ｍｉｎ 时 ２３０ ｎｍ、
２３～５４ ｍｉｎ 时 ２５４ ｎｍ、 ５４～１３７ ｍｉｎ 时 ２７０ ｎｍ 下各

成分响应值较高， 峰形良好， 分离度理想。
４　 结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定筋骨伤喷雾剂中

芍药苷、 鞣花酸、 朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定

Ｃ、 淫羊藿苷、 宝藿苷Ⅰ的含有量， 该方法准确可

靠， 可用于该制剂的质量控制。
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