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摘要# 目的!建立复方透骨草溶液 "透骨草( 花椒( 大皂角( 木鳖子# 的质量标准’ 方法!建立 "& 批样品的指纹图
谱后& P08法定性鉴别透骨草和花椒& F708法测定槲皮素含有量’ 结果!指纹图谱中有 #’ 个共有峰& 相似度
&2+’* <&2+*=& 其中 ) 个为苯甲酸钠( 芦丁( 金丝桃苷( 槲皮素’ P08斑点清晰& 阴性无干扰’ 槲皮素在 "2=* <
"&’2= !4530范围内线性关系良好 "E# g&2+++ +#& 平均加样回收率 "&)2$!& 9‘-#2#!’ 结论!该方法稳定( 重复
性好& 可用于复方透骨草溶液的质量控制’
关键词! 复方透骨草溶液$ 指纹图谱$ 透骨草$ 花椒$ 槲皮素$ P08$ F708
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P6?@@QH\DNHAI TNUTJIRV?\DN3NQ6JI VHA \NR@NI YJTQ6NKRHD?QSVJAQTJDJY8J3UJRAI PJR4RVHJ‘JDRQ?JA%
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!!复方透骨草溶液是夏氏中医皮肤外科传人夏涵
教授组方( 上海中医药大学岳阳中西医结合医院研
制的院内制剂& 临床应用 #& 余年& 治疗角化过度
型手足癣 "鹅掌风# 显效率达 +&!)"* ’ 该方是由
透骨草( 花椒( 大皂角( 木鳖子 ) 味药材米醋浸泡
’ I后过滤定容制成的中药复方外用制剂& 由于其
原有质量控制仅包括透骨草 P08鉴别& 以及对相

对密度和 UF值的要求& 不能全面反映其整体质
量& 同时方中花椒( 大皂角( 透骨草在 #&"1 年版
/中国药典0 )#*和 "++) 年版上海市中药材标准)$*中
均无含有量测定方法& 特征成分不明确’ 因此& 本
实验建立复方透骨草溶液指纹图谱))(1* & P08法定
性鉴别透骨草和花椒& F708法测定槲皮素含有
量& 以期为该方质量评价体系的建立奠定基础& 也
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为临床用药安全( 有效和稳定提供保证’
GH仪器与试药

;4?DNAQ"#&& 高效液相色谱仪 "_L-检测器#(
;4?DNAQ"#=& 高效液相色谱仪 "-;-检测器# "美
国安捷伦科技公司#$ 87##1-电子天平 "上海精
密科学仪器有限公司#$ ;P‘) 全自动点样仪 "瑞
士8H3H4公司#$ ‘c’#&&0F超声清洗仪 "上海科
导超声仪器有限公司#$ ,b(#& 紫外灯箱 "上海宝
山顾村电光仪器厂#’

磷酸 "#&"="""=#( 甲醇 "#&")&1"$#( 乙酸
"#&"=&+&+ #( 乙酸乙酯 " #&"1&="1 #( 石油醚
" #&"=&1&$ #( 甲 酸 " P#&&+"""* #( 硫 酸
"#&"1&"#=# 均为分析纯 "国药集团化学试剂有限
公司#$ 乙腈为色谱纯 "德国默克公司#$ 乙醇
"7"#1’=11#( 苯甲酸钠 "7"&)$+’$# "上海泰坦化
学有限公司#$ 水为纯水 "杭州娃哈哈百立食品有
限公司 #’ 金丝桃 苷 " """1#"(#&"#&1 #( 芦 丁
""&&&*&(#&")&*#( 槲皮素 ""&&&*"(#&"="& #( 花
椒 ""#""&=(#&"$&1# 对照品 "中国食品药品检定
研究院#’

透骨草 ""=&#&"# 购于上海同济堂药业有限
公司& 花椒 ""1"""$#( 大皂角 ""1&*&=# 购于上
海康桥中药饮片有限公司& 木鳖子 ""=&’&=# 购
于上海虹桥中药饮片有限公司& 经上海中医药大学
中药鉴定教研室张红梅副教授鉴定为正品& 由以上
药材制备 "& 批复方透骨草溶液’ 缺透骨草( 花椒(
大皂角( 木鳖子阴性溶液& 1&& 305瓶& 均为实验
室自制’
IH方法与结果
#2"!指纹图谱建立
#2"2"!色谱条件!LHQNT@‘S33NQTS‘6?NDI 97"*色
谱柱 ")2= 33q#1& 33& 1 !3#$ 流动相乙腈
";# (&2"!磷酸 "j#& 梯度洗脱 "& <"1 3?A&
$! <+!;$ "1 <1& 3?A& +! <"1!j$ 1& <
+& 3?A& "1! <#1!j$ +& <"&& 3?A& #1! <$&!
j$ "&& <")& 3?A& $&! <$*!j$ ")& <"11 3?A&
$*!<’&!j$ "11 <"’& 3?A& ’&!j#$ 体积流量
"2& 3053?A$ 柱温 #1 e$ 检测波长 #"& A3$ 进样
量 #& !0’
#2"2#!溶液制备
#2"2#2"!供试品溶液!取溶液 " 30& 加入 $ 30
甲醇摇匀& 静置& &2## !3微孔滤膜过滤& 即得’
#2"2#2#!对照品溶液!称取各对照品适量& 甲醇
溶解后定容& 即得’

#2"2$!方法学考察
#2"2$2"!精密度试验!取同一份样品""’&’"#"#&
在 -#2". 项色谱条件下进样测定 = 次& 测得各色
谱图相似度不低于 &2+1=’ 再以 "# 号峰为参照峰&
测得相对保留时间9‘-’&21#!& 表明仪器精密度
良好’
#2"2$2#!重复性试验!取同一份样品""’&’"#"#&
在 -#2". 项色谱条件下进样测定 = 次& 测得各色
谱图相似度不低于 &2+)$’ 再以 "# 号峰为参照峰&
测得相对保留时间9‘-’&2#$!& 表明该方法重复
性良好’
#2"2$2$!稳定性试验!取同一份样品""’&’"#"#&
在 -#2" . 项色谱条件下于 &( $( =( "#( #)(
)* 6在 -#2". 项色谱条件下进样测定 = 次& 测得
各色谱图相似度不低于 &2+$1’ 再以 "# 号峰为参
照峰& 测得相对保留时间 9‘-’&2=+&!& 表明溶
液在 )* 6内稳定性良好’
#2"2)!建立方法!通过上述方法建立 "& 批样品的
指纹图谱& 将其导入 -中药色谱指纹图谱相似度
评价系统 #&"#2"$&’#$ 版. 软件& 以批号 "’&$&##
样品图谱为参照& 选择保留时间作为参数& 时间窗
宽度 &21& 使用平均数进行自动匹配& 并以多点校
正方法生成对照指纹图谱)=(’* & 见图 "& 可知有 #’
个共有特征峰& 其中第 "# <")( #& 号峰分别为苯
甲酸钠( 芦丁( 金丝桃苷( 槲皮素’

图 GH样品对照指纹图谱
R#5PGH$%.%’%1)%.#15%’&’#1*".632&0%6

图 # 显示& 各图谱共有峰的相对保留时间无显
著差异’ 按 -#2"2#. 项下方法制备阴性对照溶
液& 在 -#2"2". 项色谱条件下进样测定& 结果见
图 $$ 同法处理米醋& 结果见图 )’ 通过保留时间
确认& 第 $( = <""( "$ <"’( #&( #= 号峰来源于
花椒& 第 "*( "+( #" <#1( #’ 号峰来源于大皂角&
第 "( #( )( 1( "# 号峰来源于米醋’
#2"21!相似度评价!将对照指纹图谱的相似度设
定为 "2&&&& "& 批样品相似度见表 "’ 再根据中药
注射剂指纹图谱研究的技术要求 "暂行# )**比较其
指纹图谱 "图 1#& 以 "# 号峰为参照峰 "‘#& 计算
其保留时间( 相对保留时间& 结果见表 #& 可知不
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注! 由上至下& 依次为对照品( 样品
"#%苯甲酸钠!"$%芦丁!")%金丝桃苷!#&%槲皮素

"#%@JI?R3\NA]JHQN!"$%TRQ?A!")%6SUNTJ@?IN!#&%KRNTVNQ?A

图 IH各成分>XB:色谱图
R#5PIH>XB:)Q’"23*"5’32".+3’#"(6)"16*#*(%1*6

注! 由上至下& 依次为缺大皂角( 透骨草( 花椒( 木鳖子阴性

对照( 样品

图 JH阴性对照>XB:色谱图
R#5PJH>XB:)Q’"23*"5’32".1%53*#+%’%.%’%1)%6

图 SH米醋>XB:色谱图
R#5PSH>XB:)Q’"23*"5’32".’#)%+#1%53’

同批次样品共有指纹图谱色谱峰的相对保留时间稳
定& 相似度高& 符合相关要求’

表 GHGN 批样品相似度
/3OPGH9#2#03’#*#%6".*%1O3*)Q%6".632&0%6

批号 相似度 批号 相似度
"’&$&#""‘"# &2+*$ "’&’&’""‘=# &2+’*
"’&$&##"‘## &2+*# "’&’"#""‘’# &2+*=
"’&$&#$"‘$# &2+*= "’&’"##"‘*# &2+*#
"’&$&=""‘)# &2+*" "’&’"#$"‘+# &2+*=
"’&$&=#"‘1# &2+*" "’&’"’""‘"&# &2+*"

#2#!P08定性鉴别
#2#2"!供试品溶液制备!取透骨草( 花椒粉末各
约 " 4& 加入 #& 30甲醇& 超声 "1$ ZF]# 提取
$& 3?A& 滤过& 滤液蒸干& 加入 " 30甲醇溶解&
即得相应对照药材供试品溶液’ 取供试品( 缺透骨
草( 花椒阴性药液各 #& 30& 加入乙酸乙酯振摇提
取 # 次& 每次 #& 30& 合并乙酸乙酯层后减压回收
溶剂至干& 残渣加 " 30甲醇溶解& 即得’

图 KHGN 批样品指纹图谱
R#5PKHR#15%’&’#1*6".*%1O3*)Q%6".632&0%6

表 IH共有峰保留时间
/3OPIH$%*%1*#"1*#2%".)"22"1&%3a6

峰号 保留时间53?A 9‘-5! 相对保留时间 9‘-5!
" #&2#"= &2$&& &2$)& &2#&1
# ##2)"1 &2#=1 &2$’’ &2"=)
$ $12#&= &2$&" &21’1 &2"+$
) $=2*+# &2#’) &2=#& &2"=*
1 $+21+& &2#++ &2=== &2#=&
= )#2*’* &2$)+ &2’#" &2$#)
’ )*2"1& &2$#" &2*"& &2$&)
* 1&2’$" &2$&& &2*1$ &2#*#
+ 1#2$$+ &2#*# &2**& &2#=#
"& 112+$+ &2#=’ &2+)" &2#1’
"" 1’2##= &2#=’ &2+=# &2#=1

"#"‘# 1+2)’) &2"$& "2&&& &2&&&
"$ ’=2&)’ &2&++ "2#’+ &2"$’
") ’+2"*+ &2&+* "2$$" &2"#+
"1 *#2))+ &2")& "2$*= &2"*1
"= *+2*+1 &2""+ "21"# &2"$’
"’ +#2*)1 &2"#1 "21=" &2"11
"* ""&2)#+ &2"=" "2*1’ &2#$1
"+ ""12)&’ &2#&1 "2+)& &2#*&
#& "#&2$1= &2&1* #2&#) &2""&
#" "##2’*1 &2"** #2&=1 &2#="
## "#$2="= &2"+1 #2&’+ &2#=*
#$ "#)2)’$ &2#"" #2&+$ &2#1=
#) "#=2"&* &2#&& #2"#& &2#’"
#1 "#*2)+1 &2#&" #2"=" &2#’#
#= "$"2"&= &2&’" #2#&) &2")’
#’ "$’2#"+ &2#&’ #2$&’ &2#=’

#2#2#!鉴别方法!按照 #&"1 年版 /中国药典0
四部薄层色谱法 "通则 &1&##& 取 -#2#2". 项下
供试品溶液各 1 !0& 点于同一硅胶 M薄层板上&
以石 油 醚 " =& < +& e# (乙 酸 乙 酯(甲 酸
""& f) f"# 为展开剂)+*展开& 取出& 晾干& 喷以
"&!硫酸乙醇溶液& "&1 e加热至斑点清晰& 置于
紫外灯 "$=1 A3# 下检视& 结果见图 =’ 由图可
知& 溶液供试品色谱在 # 种对照药材色谱相应位置
上显相同颜色斑点& EY分别为 &2== 和 &21&& 阴性
无干扰’
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"%缺花椒阴性样品!#%缺透骨草阴性样品!$%花椒
)%透骨草!1 <")%样品
"%AN4HQ?WN@H3UDN[?Q6JRQ_.CA38’43A#!#%AN4HQ?WN@H3UDN

[?Q6JRQD.C4+%4#"34!$%_.CA38’43A#!)%D.C4+%4#"34 @R\(

@U%4%"4,"04!1 "̂)%@H3UDN@

图 WH样品/B:色谱图
R#5PWH/B:)Q’"23*"5’32".632&0%6

#2$!F708法测定槲皮素含有量
#2$2"! 色谱条件 ! cTJ3H@?D"&&(18"* 色谱柱
")2= 33q#1& 33& 1 !3#$ 流动相乙腈 ";#(
&2#!乙酸 "j#& 梯度洗脱)"&* "& <"& 3?A& #1!
;$ "& <#& 3?A& #1!<$#!;$ #& <$1 3?A& $#!<
#1!;#$ 体积流量 "2& 3053?A$ 柱温 #1 e$ 检测
波长 #)1 A3$ 进样量 "& !0’ 色谱图见图 ’’

"%槲皮素
"%KRNTVNQ?A

图 \H槲皮素>XB:色谱图
R#5P\H>XB:)Q’"23*"5’326".V(%’)%*#1

#2$2#!溶液制备
#2$2#2"!对照品溶液!精密称取槲皮素对照品适量&
甲醇溶解并定容& 即得 "质量浓度 1+2$ !4530#’
#2$2#2#!供试品溶液!精密量取溶液 "& 30& 乙
酸乙酯振摇提取 ) 次& 每次 "& 30& 合并乙酸乙酯
液& 蒸干& 残渣加甲醇溶解& 转移至 1 30量瓶中&

加甲醇至刻度& 即得’ 同法制备缺花椒阴性样品
溶液’
#2$2$!方法学考察
#2$2$2"!线性关系考察!精密称取槲皮素对照品
适量& 加甲醇制成 "&’2= !4530对照品溶液& 再
稀 释 至 1$2*( #=2+( "$21( =2’$( $2$=(
"2=* !4530& 在 -#2$2". 项色谱条件下进样测
定’ 以质量浓度为横坐标 "V#& 峰面积为纵坐标
"‘# 进行线性回归& 得回归方程为 ‘g=*2’"V^
#"2’1 "E# g&2+++ +#& 在 "2=* <"&’2= !4530范
围内线性关系良好’
#2$2$2#!稳定性试验!按 -#2$2#2#. 项下方法
制备供试品溶液& 于 &( "21( $( =( +( "#( "*(
#)( $=( )* 6 在 -#2$2". 项色谱条件下进样测
定& 测得峰面积 9‘-为 &2’1!& 表明溶液在 )* 6
内稳定性良好’
#2$2$2$!精密度试验!取同一供试品溶液& 在
-#2$2". 项色谱条件下进样测定 = 次& 测得峰面
积9‘-为 &2$+!& 表明仪器精密度良好’
#2$2$2)!重复性试验!平行制备 = 份供试品溶液&
在 -#2$2". 项色谱条件下进样测定& 测得峰面积
9‘-为 &2=*!& 表明该方法重复性良好’
#2$2$21!加样回收率试验)""*!取样品 "& 30& 按
含有量的 1&!( "&&!( "1&!分别加入对照品&
平行 $ 份& 按 -#2$2#2#. 项下方法制备供试品溶
液& 在 -#2$2". 项色谱条件下进样测定& 计算回
收率& 结果见表 $’

表 JH槲皮素加样回收率试验结果 $$Md&

/3OPJH$%6(0*6".’%)"+%’- *%6*6."’V(%’)%*#1$$Md&
原有量5
!4

加入量5
!4

测得量5
!4

回收率5
!

平均回收
率5!

9‘-5
!

"&12+ 1$2* "=#2) "&12"

"&12+ 1$2* "="2" "&#2*

"&12+ 1$2* "1+2* "&&2#

"&12+ "&’2= #"*2" "&)2)

"&12+ "&’2= ##&2= "&=2= "&)2$ #2#

"&12+ "&’2= ##&21 "&=2=

"&12+ "="2) #’$2) "&$2*

"&12+ "="2) #’"2# "&#21

"&12+ "="2) #’*2) "&=2+ ! !

#2$2)!样品含有量测定!取 "& 批样品& 按
-#2$2#2#. 项下方法制备供试品溶液& 另取
-#2$2#2". 项下对照品溶液& 均在 -#2$2". 项色
谱条件下进样测定& 结果见表 )’

)&""
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表 SH槲皮素含有量测定结果
/3OPSH$%6(0*6".)"1*%1*!%*%’2#13*#"1".V(%’)%*#1

批号 槲皮素5"!4,30̂ "# 批号 槲皮素5"!4,30̂ "#
"’&$&#" "=2+ "’&’&’" "+2+
"’&$&## "12= "’&’"#" #"2*
"’&$&#$ "’2# "’&’"## ##2"
"’&$&=" "#2’ "’&’"#$ #12"
"’&$&=# +2+ "’&’"’" ""21

JH讨论
中药复方组成复杂& 仅检识少数几种成分并不

能全面反映中药制剂质量’ 本实验建立了复方透骨
草溶液指纹图谱& 对 "& 批制剂样品进行对比分析&
可在一定程度上体现药材与制剂之间的关系及不同
批次制剂之间的差异& 对其质量评价方法的建立具
有重要作用’

本实验初期曾选择 #*& A3)"#*作为检测波长&
测定时基线平稳& 峰分离情况良好& 但专属性试验
发现& 该条件下色谱峰主要来源于花椒& 其他药材
中未能发现& 无法反映出指纹图谱表达复方多药味
多成 分 的 特 点& 故 再 考 察 了 #"& A3)"$* (
#)1 A3)"&* ( #1) A3)")* ( #*& A3检测波长下的出峰
情况和色谱峰归属& 发现在 #"& A3波长下能得到
更多色谱峰信号& 并且归属于制剂中 # 种药材和辅
料醋& 故选择其作为检测波长’

复方透骨草溶液的特点是药物浓度低& 其中最
高浓度的花椒在制剂中也仅占 =! "4530#& 并且
特征成分不明确& 同时制剂中米醋沸点较高& 难以
浓缩处理& 如果提高温度则可能会影响其他特征性
成分的稳定性& 这为指纹图谱分析方法探索以及供
试品前处理带来一定难度& 本实验结果也反映了其
色谱峰信号峰多( 峰面积小的特点& 占总峰面积
"&!以上的共有色谱峰仅有 # 个& 即 "#( #= 号&
其中前者相对峰面积 9‘-’ "2$=!& 后者 ’
=2&+!& 按照 /中药指纹图谱研究要求与应用0
中占总峰面积 "&!以上色谱峰的相对峰面积 9‘-
不得大于 #1!的规定& 可认为两者均符合要求’
另外& 还发现各色谱峰相对保留时间 9‘-均’
&2$#)!& 也符合相关要求’

米醋在复方透骨草溶液中发挥着特殊作用& 它
既是提取溶剂& 又是成型辅料& 同时还可软化角
质( 促进药物吸收& 并在一定程度上起到杀菌作
用& 其质量优劣将直接影响制剂质量’ 它是以粮食
为原料经过发酵酿造而成& 主要含有碱性氨基酸(

糖( 有机酸( 维生素 j"( 维生素 j#( 维生素 8(
无机盐( 矿物质等)"1* & 但是目前对应用于中药炮
制及制剂中的米醋尚无药用标准’ 为了防止米醋在
贮存期间变质& 各生产厂家均会添加一定量防腐剂
苯甲酸钠& 但其用量过大会对人体健康产生影响&
故本实验将制剂中米醋来源 "添加剂# 的色谱峰
一并纳入指纹图谱进行考察& 对保证复方透骨草溶
液质量控制的完整性具有一定意义& 也可为今后建
立药用米醋多成分综合评价方法提供思路’
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