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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定椒香温中止痛软膏 （延胡索、 肉桂、 白芍等） 中没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药

苷、 延胡索乙素、 延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫堇碱、 桂皮醛的含有量。 方法　 该药物 ７０％ 甲醇提取液的分析采用

Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３０、 ２７２ ｎｍ。 结果 　 ８ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９９ ０）， 平均加样回收率

９７􀆰 ８２％ ～１０１􀆰 ０８％ ， ＲＳＤ １􀆰 １０％ ～２􀆰 ３８％ 。 结论　 该方法简便准确， 重复性好， 可用于椒香温中止痛软膏的质量控制。
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　 　 椒香温中止痛软膏由延胡索、 肉桂、 白芍、 夏

枯草等药材加工制成， 具有温中散寒、 行气止痛的

功效， 临床上主要用于治疗脾胃虚寒引起的脘腹冷

痛。 方中延胡索性味辛、 苦、 温， 具有活血、 利

气、 止痛的功效， 主要成分为生物碱， 包括延胡索

乙素、 延胡索甲素、 脱氢紫堇碱等［１⁃３］； 白芍具有

缓急止痛的功效， 主要成分为芍药苷、 芍药内酯

苷、 没食子酸等， 有着抗炎、 抗肿瘤、 抑菌等药理

作用［４⁃６］； 肉桂性味辛、 甘、 大热， 具有散寒止

痛、 温通经脉的功效， 主要成分为挥发油， 以桂皮

醛含有量最高， 约为 ８４％ ， 具有解热镇痛、 抗炎、
扩张血管等药理作用［７⁃９］； 夏枯草性味辛、 苦、
寒， 可反佐以制肉桂等之过热， 主要成分为迷迭香

酸， 具有抗氧化、 抗炎等药理作用［１０⁃１１］。 该制剂

临床应用多年， 疗效显著， 但其药味多样， 仅检测

单一成分难以全面反映其整体疗效， 目前也尚无完

善的质量评价方法。
因此， 本实验在查阅相关文献的基础上， 建立

ＨＰＬＣ 法同时测定椒香温中止痛软膏中没食子酸、
芍药内酯苷、 芍药苷、 延胡索乙素、 延胡索甲素、
迷迭香酸、 脱氢紫堇碱、 桂皮醛的含有量， 以期为

该制剂的质量控制及药效研究提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＤＺＴＷ 型调温电热套 （北京市永光明

医疗仪器有限公司）； ＫＱ⁃３００ＤＥ 型数控超声波清

洗器 （昆山市超声仪器有限公司； Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎ⁃
ｆｉｎｉｔｙ Ⅱ 型 高 效 液 相 色 谱 仪 （ 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）； 电热恒温水浴锅 （北京市永光

明医疗仪器有限公司）； ＢＴ⁃１２５Ｄ 型电子天平 ［十
万分之一， 赛多利斯科学仪器（北京） 有限公司］。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 脱氢紫堇碱 （批号 ２００４０２０８，
纯度 ９８％ ）、 延胡索甲素 （批号 ２００３２６０６， 纯度

９８％ ）、 芍药内酯苷 （批号 ２００４０１０６， 纯度 ９８％ ）
对照品均购自成都市卓谱仪器有限公司； 没食子酸

（批 号 １１０８３１⁃２００８０３， 纯 度 ９０􀆰 １０％ ）、 桂 皮 醛

（批 号 １１０７１０⁃２０１８２１， 纯 度 ９９􀆰 ６０％ ）、 芍 药 苷

（批号 １１０７３６⁃２０１９４３， 纯度 ９８％ ）、 延胡索乙素

（批号 １１０７２６⁃２０１８１９， 纯度 ９９􀆰 ８％ ）、 迷迭香酸

（批号 １１８７１⁃２０１７０６， 纯度 ９０􀆰 ５％ ） 对照品均购自

中国食品药品检定研究院。 椒香温中止痛软膏

（批号 ２０２００４０１、 ２０２００４０２、 ２０２００４０３） 由四川省

第二中医医院制剂室生产。 甲醇、 磷酸为色谱纯

（美国 Ｔｅｄｉａ 公司）； 其余试剂均为分析纯； 水为超

纯水。

２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃
０􀆰 １％ 磷酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ １０ ｍｉｎ， ５％ Ａ；
１０～１５ ｍｉｎ， ５％ ～ ３０％ Ａ； １５ ～ ４２ ｍｉｎ， ３０％ ～ ３８％
Ａ； ４２～６０ ｍｉｎ， ３８％ ～ ３９％ Ａ； ６０ ～ ７２ ｍｉｎ， ３９％ ～
５０％ Ａ； ７２ ～ ８３ ｍｉｎ， ５０％ ～ ９０％ Ａ）； 体积流量

０􀆰 ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２７２ ｎｍ （０ ～
１３ ｍｉｎ）、 ２３０ ｎｍ （１３～８３ ｍｉｎ）； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取各对照品适量，
甲醇溶解后定容， 制 成 贮 备 液 （ 含 没 食 子 酸

１􀆰 ０３４ ３ ｍｇ ／ ｍＬ、 芍药内酯苷 １􀆰 ００２ ５ ｍｇ ／ ｍＬ、 芍

药苷 ２􀆰 １４１ ７ ｍｇ ／ ｍＬ、 延胡索乙素 ０􀆰 ３３２ ９ ｍｇ ／ ｍＬ、
延 胡 索 甲 素 １􀆰 １０９ ４ ｍｇ ／ ｍＬ、 迷 迭 香 酸

０􀆰 ７８７ ４ ｍｇ ／ ｍＬ、 脱氢紫堇碱 １􀆰 ０７５ １ ｍｇ ／ ｍＬ、 桂

皮醛 ３􀆰 ６００ ５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 分别精密量取 １􀆰 ５、 ２、 ４、
２、 １、 ２、 １、 ３ ｍＬ 至 ２０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容，
摇匀， 即得 （含没食子酸 ７７􀆰 ５８ μｇ ／ ｍＬ、 芍药内酯

苷 １００􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ、 芍药苷 ４２８􀆰 ３３ μｇ ／ ｍＬ、 延胡索

乙素 ３３􀆰 ２９ μｇ ／ ｍＬ、 延胡索甲素 ５５􀆰 ４７ μｇ ／ ｍＬ、 迷

迭香酸 ７８􀆰 ７４ μｇ ／ ｍＬ、 脱氢紫堇碱 ５３􀆰 ７５ μｇ ／ ｍＬ、
桂皮醛 ５４０􀆰 ０８ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取软膏 （批号 ２０２００４０１） 约

２􀆰 ０ ｇ， 精密称定， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入

７０％ 甲醇 ２５ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超声提取

６０ ｍｉｎ， 放冷， ７０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀，
０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按照处方比例和工艺流程，
制备缺白芍、 缺延胡索、 缺夏枯草、 缺肉桂的阴性

样品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ３　 专属性考察 　 精密吸取对照品、 供试品、
阴性样品溶液， 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

邻峰均能达到有效分离， 理论塔板数按各成分

计均大于３ ０００， 阴性无干扰， 表明该方法专属

性良好。
２􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液 ５、 ３、
２、 １􀆰 ５、 １、 １ ｍＬ， 分别置于 ５、 ５、 ５、 ５、 ５、 １０
ｍＬ 量瓶中， 甲醇依次稀释至 ６ 个质量浓度 （编号

１～６）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以溶

液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ）
进行回归， 结果见表 １， 可知各成分在各自范围内

线性关系良好。
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１． 没食子酸　 ２． 芍药内酯苷　 ３． 芍药苷　 ４． 延胡索乙素　 ５． 延胡索甲素　 ６． 迷迭香酸　 ７． 脱氢紫堇碱　 ８． 桂皮醛

１． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ａｌｂｉｆｌｏｒｉｎ　 ３． ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ　 ４． ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐａｌｍａｔｉｎｅ　 ５． ｃｏｒｙｄａｌｉｎｅ　 ６． ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ　 ７． ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｒｙｄａｌｉｎｅ　 ８． ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
没食子酸 Ｙ＝ ２７􀆰 ２６０ ０Ｘ＋１９􀆰 ５２８ ０ ０􀆰 ９９９ ６ ７􀆰 ７６～７７􀆰 ５８

芍药内酯苷 Ｙ＝ ８􀆰 ５３３ ７Ｘ＋１５􀆰 ２２５ ０ ０􀆰 ９９９ ７ １０􀆰 ０３～１００􀆰 ２５

芍药苷 Ｙ＝ １５􀆰 ８８５ ０Ｘ＋９７􀆰 ５５０ ０ ０􀆰 ９９９ ９ ４２􀆰 ８３～４２８􀆰 ３３

延胡索乙素 Ｙ＝ ３７􀆰 ４３９ ０Ｘ＋１１􀆰 ６８０ ０ ０􀆰 ９９９ ５ ３􀆰 ３３～３３􀆰 ２９

延胡索甲素 Ｙ＝ ３０􀆰 ０６１ ０Ｘ＋１１􀆰 ７７６ ０ ０􀆰 ９９９ ７ ５􀆰 ５５～５５􀆰 ４７

迷迭香酸 Ｙ＝ １０􀆰 ５００ ０Ｘ＋８􀆰 ３０１ ４ ０􀆰 ９９９ ６ ７􀆰 ８７～７８􀆰 ７４

脱氢紫堇碱 Ｙ＝ ２３􀆰 ５６０ ０Ｘ＋９􀆰 ０６３ ２ ０􀆰 ９９９ ５ ５􀆰 ３８～５３􀆰 ７５

桂皮醛 Ｙ＝ ２１􀆰 ０７４ ０Ｘ＋３６􀆰 ６９１ ０ ０􀆰 ９９９ ９ ５４􀆰 ０１～５４０􀆰 ０８

２􀆰 ５　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 ４” 项下 ３ 号对

照品溶液 （含没食子酸 ３１􀆰 ０３ μｇ ／ ｍＬ、 芍药内酯苷

４０􀆰 １０ μｇ ／ ｍＬ、 芍药苷 １７１􀆰 ３３ μｇ ／ ｍＬ、 延胡索乙素

１３􀆰 ３２ μｇ ／ ｍＬ、 延胡索甲素 ２２􀆰 １９ μｇ ／ ｍＬ、 迷迭香

酸 ３１􀆰 ４９ μｇ ／ ｍＬ、 脱氢紫堇碱 ２１􀆰 ５０ μｇ ／ ｍＬ、 桂皮

醛 ２１６􀆰 ０３ μｇ ／ ｍＬ）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定 ６ 次， 测得没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药苷、
延胡索乙素、 延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫堇

碱、 桂皮醛峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ６４％ 、 １􀆰 ２３％ 、
０􀆰 ７７％ 、 １􀆰 １５％ 、 １􀆰 １３％ 、 ０􀆰 ５４％ 、 １􀆰 ５９％ 、 ０􀆰 ６２％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ６ 　 稳 定 性 试 验 　 取 同 一 批 软 膏 （ 批 号

２０２００４０１）， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
分别于 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４ ｈ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 测得没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药

苷、 延胡索乙素、 延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫

堇碱、 桂皮醛峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ９２％ 、 １􀆰 ８７％ 、
１􀆰 ２８％ 、 ０􀆰 ９５％ 、 １􀆰 ８５％ 、 ２􀆰 ６９％ 、 １􀆰 ４３％ 、 １􀆰 ５６％ ，
表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 批 软 膏 （ 批 号

２０２００４０１）， 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，
测得没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药苷、 延胡索乙素、
延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫堇碱、 桂皮醛含有

量 ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 １７％ 、 １􀆰 ６３％ 、 ０􀆰 ８８％ 、 １􀆰 ６３％ 、
１􀆰 ７９％ 、 １􀆰 ５３％ 、 ２􀆰 ０８％ 、 １􀆰 ０２％ ， 表明该方法重复

性良好。
２􀆰 ８　 加样回收率试验　 取同一批各成分含有量已

知的软膏 （批号 ２０２００４０１） ６ 份， 每份约 １􀆰 ０ ｇ，
精密 称 定， 置 于 具 塞 锥 形 瓶 中， 精 密 加 入

“２􀆰 ２􀆰 １” 项下贮备液适量， 使其与各成分含有量

之比均在 １ ∶ １ 左右， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
计算回收率。 结果， 没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药

苷、 延胡索乙素、 延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫

堇碱、 桂皮醛平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ３３％ 、
９９􀆰 ９５％ 、 ９８􀆰 ８７％ 、 １００􀆰 ２８％ 、 ９９􀆰 ５２％ 、 ９７􀆰 ８２％ 、
１００􀆰 ４６％ 、 １０１􀆰 ０８％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７２％ 、 １􀆰 １３％ 、
１􀆰 ８６％ 、 １􀆰 ７７％ 、 ２􀆰 ０３％ 、 １􀆰 ７１％ 、 ２􀆰 ３８％ 、 １􀆰 １０％ 。
２􀆰 ９　 样品含有量测定　 取 ３ 批软膏， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 每批平行 ３ 份， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算含有量， 结

果见表 ２。
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表 ２　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

批号 没食子酸 芍药内酯苷 芍药苷 延胡索乙素 延胡索甲素 迷迭香酸 脱氢紫堇碱 桂皮醛

２０２００４０１ ０􀆰 ５７５ ３ ０􀆰 ７７８ ５ ２􀆰 ７３０ ９ ０􀆰 ２０１ ９ ０􀆰 １４５ ６ ０􀆰 ５４７ ９ ０􀆰 ３２８ ８ ３􀆰 ５０１ ３
２０２００４０２ ０􀆰 ５６０ ５ ０􀆰 ７６９ ３ ２􀆰 ６５８ ３ ０􀆰 ２０１ ３ ０􀆰 １４０ ０ ０􀆰 ５３９ ２ ０􀆰 ３２１ ９ ３􀆰 ４９３ ５
２０２００４０３ ０􀆰 ５６９ ８ ０􀆰 ７５９ ５ ２􀆰 ５９９ ４ ０􀆰 １９８ ６ ０􀆰 １３８ ５ ０􀆰 ５２７ １ ０􀆰 ３１０ ６ ３􀆰 ３９８ ５
平均值 ０􀆰 ５６８ ５ ０􀆰 ７６９ １ ２􀆰 ６６２ ９ ０􀆰 ２００ ６ ０􀆰 １４１ ４ ０􀆰 ５３８ １ ０􀆰 ３２０ ４ ３􀆰 ４６４ ４
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ３２ １􀆰 ２４ ２􀆰 ４７ ０􀆰 ８８ ２􀆰 ６４ １􀆰 ９４ ２􀆰 ８７ １􀆰 ６５

３　 讨论

３􀆰 １　 指标成分选择　 椒香温中止痛软膏中没食子

酸、 芍药内酯苷、 芍药苷、 延胡索乙素、 延胡索甲

素、 迷迭香酸、 脱氢紫堇碱、 桂皮醛药理活性以抗

炎、 镇痛为主［１２⁃１５］， 而且专属性强、 重复性好，
故选择其作为指标成分。 另外， 方中花椒、 香附因

其指标成分不明确、 热稳定性差等因素未纳入定量

测定中， 而是采用 ＴＬＣ 法作定性鉴别。
３􀆰 ２　 流动相、 体积流量筛选　 本实验考察了乙腈⁃
水、 乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸、 ［乙腈⁃甲醇 （１ ∶ １） ］ ⁃
０􀆰 １％ 磷酸、 甲醇⁃水、 甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸， 最终选择

甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸作为流动相； 考察了 ０􀆰 ８、 ０􀆰 ９、
１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 发现在 ０􀆰 ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量下各成

分峰形较好。 再对甲醇、 ０􀆰 １％ 磷酸比例不断进行

调节， 最终确定为 “２􀆰 １” 项下梯度洗脱程序。
３􀆰 ３　 检测波长筛选　 本研究采用 ＤＡＤ 检测器对各

成分进行 ２００～４００ ｎｍ 全波长扫描， 考虑到既要与

其他色谱峰有较好的分离度， 又能同时将所有成分

都检测出， 最终确定为 “２􀆰 １” 项下检测波长， 此

时各成分色谱峰峰形较好， 响应值稳定， 与其他相

邻峰能达到有效分离。
３􀆰 ４　 供试品溶液制备方法筛选　 本实验考察了提

取溶剂 （甲醇、 ７０％ 乙醇、 ７０％ 甲醇、 ５０％ 甲醇、
１％ 盐酸甲醇）、 提取方式 （加热回流、 超声、 振

摇）、 提取时间 （２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００ ｍｉｎ）、 料

液比 （１ ∶ ５、 １ ∶ １０、 １ ∶ ２５、 １ ∶ ５０）， 发现提取

溶剂、 提取时间、 料液比对提取效果影响较大， 而

提取方式对其影响较小。 考虑到实验操作、 提取效

率等方面， 最终确定为 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法。
４　 结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定椒香温中止痛软

膏中没食子酸、 芍药内酯苷、 芍药苷、 延胡索乙

素、 延胡索甲素、 迷迭香酸、 脱氢紫堇碱、 桂皮醛

的含有量， 该方法简便准确， 重复性好， 可用于该

制剂的质量控制。
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