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摘要： 目的　 建立祛风止痛胶囊 （老鹳草、 槲寄生、 续断等） ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并同时测定没食子酸、 马钱苷酸、 紫

丁香苷、 柯里拉京、 马钱苷、 鞣花酸、 蛇床子素含量。 方法 　 该药物甲醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃０􀆰 ２％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ。
结果　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱中有 ２１ 个共有峰， 相似度均大于 ０􀆰 ９８６。 ７ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ≥
０􀆰 ９９９ ７）， 平均加样回收率 ９９􀆰 １％ ～１０１􀆰 ５％ ， ＲＳＤ １􀆰 ４２％ ～ １􀆰 ９６％ 。 结论　 该方法简便高效， 稳定可靠， 可用于祛风

止痛胶囊的质量控制。
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　 　 祛风止痛胶囊收载于 ２０２０ 年版 《中国药典》
一部， 方中老鹳草为君药， 用量最大， 具有清热利

湿、 祛风通络等功效［１］； 槲寄生、 续断为臣药，
具有 强 筋 骨、 补 肝 肾、 止 崩 漏、 祛 风 湿 等 功
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效［２⁃３］； 威灵仙、 独活、 制草乌、 红花为佐使药，
具有活血化瘀、 祛风除湿、 散湿去肿、 通络止痛等

功效［４⁃５］， 该制剂在祛风寒、 补肝肾、 壮筋骨方面

疗效确切， 可用于治疗风寒湿邪闭阻、 肝肾亏虚所

致的痹病， 同时对类风湿关节炎、 偏头痛也能起到

良好效果［６⁃８］。
近年来， 通过指纹图谱来全面反映中药制剂中

化学成分的质量控制方法已成为国内外流行的评价

模型［９⁃１２］， 但尚无祛风止痛胶囊的相关报道。 因

此， 本实验首次建立了祛风止痛胶囊 ＨＰＬＣ 指纹图

谱， 并同时测定没食子酸、 马钱苷酸、 紫丁香苷、
柯里拉京、 马钱苷、 鞣花酸、 蛇床子素的含量，
该方法实用高效， 可为该制剂质量控制提供科学

依据， 从而保证临床用药的安全性和有效性。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＤ 型高效液相色谱仪 （日本岛

津公司）； ＹＰ１０００２ 型电子分析天平 （十万分之

一， 上海衡际科学仪器有限公司）； ＫＱ⁃３００ＤＥ 型

数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；
Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｓｙｓｔｅｍ 超纯水仪 （美国密理博公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 祛风止痛胶囊共 １０ 批 （陕西步

长制药有限公司， 批号分别为 ２０１９０３２２、２０１９０４２３、
２０１９０５０８、 ２０１９０６０６、 ２０１９０７１２、 ２０１９０８２０、 ２０１９０９１５、
２０１９１００７、２０１９１１０８、 ２０１９１２０２）。 没 食 子 酸 （批 号

１１０８３１⁃２０１９０６， 纯 度 ９１􀆰 ５％ ）、 马 钱 苷 酸 （ 批 号

１１１８６５⁃２０２００５， 纯度 ９７􀆰 ５％ ）、 紫丁香苷 （批号

１１１５７４⁃２０１６０５， 纯度 ９５􀆰 ２％ ）、 柯里拉京 （批号

１１１６２３⁃２００３０２， 纯 度 ９８％ ）、 马 钱 苷 （ 批 号

１１１６４０⁃２０１８０８， 纯 度 ９９％ ）、 鞣 花 酸 （ 批 号

１１１９５９⁃２０１９０３， 纯度 ８８􀆰 ８％ ）、 蛇床子素 （批号

１１０８２２⁃２０１７１０， 纯度 ９９􀆰 ５％ ） 对照品均购于中国

食品药品检定研究院。 甲醇为色谱纯 （天津市富

宇精细化工有限公司）； 磷酸为优级纯 （天津永晟

精细化工有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 色谱柱（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０
ｍｍ，５ μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸 （Ｂ），
梯度洗脱 （０ ～ １０ ｍｉｎ， ５％ Ａ； １０ ～ ２０ ｍｉｎ， ５％ ～
２０％ Ａ； ２０～４０ ｍｉｎ， ２０％ ～２５％ Ａ； ４０～５０ ｍｉｎ， ２５％ ～
４０％ Ａ； ５０ ～ ７０ ｍｉｎ， ４０％ ～ ５０％ Ａ； ７０ ～ ８０ ｍｉｎ，
５０％ ～ ７０％ Ａ； ８０ ～ ９０ ｍｉｎ， ７０％ ～ ９０％ Ａ； ９０～
１００ ｍｉｎ， ９０％ ～ １００％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取没食子酸、 马钱

苷酸、 紫丁香苷、 柯里拉京、 马钱苷、 鞣花酸、 蛇

床子素对照品适量， 甲醇制成质量浓度分别为 ５８、
１２２、 ２４、 ５８、 ２５、 ２６、 ２７ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 取本品 ５ 粒， 混合均匀，
研成细粉， 精密称取 ０􀆰 ２ ｇ， 置于量瓶中， 甲醇定

容至 １０ ｍＬ， 称定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 冷却，
甲醇补足减失的质量， 充分摇匀， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ４　 相似度评价　 采用 “中药色谱指纹图谱相似

性评估系统 （２０１２Ａ 版） ” ［１３］， 中位数法生成对

照图谱， 计算相似度， 结果见表 １， 可知均大于

０􀆰 ９８６， 表明本品内在质量相对稳定。
表 １　 １０ 批样品相似度

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

批号 相似度 批号 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９９８ Ｓ６ ０􀆰 ９９９

Ｓ２ ０􀆰 ９９９ Ｓ７ ０􀆰 ９８６

Ｓ３ ０􀆰 ９９９ Ｓ８ ０􀆰 ９８８

Ｓ４ ０􀆰 ９９９ Ｓ９ ０􀆰 ９９９

Ｓ５ ０􀆰 ９９９ Ｓ１０ ０􀆰 ９９９

２􀆰 ５　 色谱峰鉴定　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱中有

２１ 个共有峰， 见图 １， 通过与对照品比对， 指认出

４ 号峰为没食子酸， ６ 号峰为马钱苷酸， ７ 号峰为

紫丁香苷， １０ 号峰为柯里拉京， １１ 号峰为马钱苷，
１６ 号峰为鞣花酸， ２０ 号峰为蛇床子素， 见图 ２，
由于 １６ 号峰 （鞣花酸） 峰面积最大， 分离度良

好， 故选择其作为参考峰。

图 １　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６　 方法学考察

２􀆰 ６􀆰 １　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２” 项下对

照品溶液适量， 依次倍量稀释， 分别吸取 １０ μＬ，
在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以对照品峰面

积 （Ｙ） 对其质量浓度 （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。
２１１３
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４． 没食子酸　 ６． 马钱苷酸　 ７． 紫丁香苷　 １０． 柯里拉京　 １１． 马钱苷　 １６． 鞣花酸　 ２０． 蛇床子素

４． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ６． ｌｏｇａｎｉｎ ａｃｉｄ　 ７． ｓｙｒｉｎｇｉｎ　 １０． ｃｏｒｉｌａｇｉｎ　 １１． ｌｏｇａｎｉｎ　 １６． ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ　 ２０． ｏｓｔｈｏｌｅ

图 ２　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

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 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

没食子酸 Ｙ＝ １７ ２２７Ｘ－４４ ８３２ ０􀆰 ９９９ ８ ９􀆰 ６３～３４６􀆰 ５２
马钱苷酸 Ｙ＝ ６ ０１２􀆰 １Ｘ－１５ ６２９ ０􀆰 ９９９ ８ ２０􀆰 ４１～７３４􀆰 ９２
紫丁香苷 Ｙ＝ １７ ８７７Ｘ－４４ ５９２ ０􀆰 ９９９ ８ ３􀆰 ９８～１４３􀆰 ３２
柯里拉京 Ｙ＝ １６ ４６６Ｘ－４５ ３３４ ０􀆰 ９９９ ８ ９􀆰 ６７～３４８􀆰 １５
马钱苷 Ｙ＝ ７ ３９５􀆰 ８Ｘ－２０ ４７３ ０􀆰 ９９９ ８ ４􀆰 １３～１４８􀆰 ７１
鞣花酸 Ｙ＝ ５１ ６２８Ｘ－５１ ０４４ ０􀆰 ９９９ ７ ４􀆰 ２８～１５３􀆰 ９２

蛇床子素 Ｙ＝ １２ ８４２Ｘ－３１ ４３４ ０􀆰 ９９９ ８ ４􀆰 ５７～１６３􀆰 ９７

２􀆰 ６􀆰 ２　 精密度试验　 精密称取同一批本品 （批号

１９１２０２） ０􀆰 ２ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶

液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得

没食子酸、 马钱苷酸、 紫丁香苷、 柯里拉京、 马钱

苷、 鞣花酸、 蛇床子素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ４９％ 、
０􀆰 ４９％ 、０􀆰 ３８％ 、０􀆰 ５５％ 、０􀆰 ７８％ 、０􀆰 ４８％ 、０􀆰 ４８％ ，表

明仪器精密度良好。
２􀆰 ６􀆰 ３　 重复性试验　 精密称取同一批本品 （批号

１９１２０２） ０􀆰 ２ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 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、 马钱苷酸、 紫丁香苷、 柯里拉京、
马钱苷、 鞣花酸、 蛇床子素峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ７０％ 、 ０􀆰 ４０％ 、 ０􀆰 ３７％ 、 ０􀆰 ４７％ 、 ０􀆰 ４４％ 、 １􀆰 ２７％ 、
０􀆰 ３７％ ，表明该方法重复性良好。
２􀆰 ６􀆰 ４　 稳定性试验　 精密称取同一批本品 （批号

１９１２０２） ０􀆰 ２ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶

液， 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、 马钱苷酸、 紫丁香

苷、 柯里拉京、 马钱苷、 鞣花酸、 蛇床子素峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ２４％ 、 ０􀆰 ３３％ 、 ０􀆰 ３７％ 、 ０􀆰 ２６％ 、
０􀆰 ４２％ 、 ０􀆰 ９３％ 、 ０􀆰 ２８％ ， 表明溶液在室温 ［ （２５±
５）℃］ 下 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ６􀆰 ５　 加样回收率试验　 取各成分含量已知的本

品 （批号 １９１２０２） ０􀆰 １ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法平

行制备 ６ 份供试品溶液， 加入对照品溶液适量， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结

果， 没食子酸、 马钱苷酸、 紫丁香苷、 柯里拉京、
马钱苷、 鞣花酸、 蛇床子素平均加样回收率分别为

１０１􀆰 ０％ 、１００􀆰 １％ 、 １００􀆰 ６％ 、 ９９􀆰 １％ 、 ９９􀆰 １％ 、 １０１􀆰 ５％ 、
１０１􀆰 ３％ ， ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ８９％ 、 １􀆰 ４２％ 、 １􀆰 ７１％ 、
１􀆰 ８２％ 、 １􀆰 ５８％ 、 １􀆰 ９２％ 、 １􀆰 ９６％ 。
２􀆰 ７　 样品含量测定 　 精密称取 １０ 批样品， 每批

０􀆰 ２ ｇ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法各平行制备 ３ 份供试品

溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算含

量， 结果见表 ３。
３　 讨论

本实验优化了不同色谱条件下流动相组成， 其

中溶剂 Ａ 选用甲醇、 乙腈， 发现前者洗脱时色谱

图上有更多峰； 溶剂 Ｂ 选用纯水、 ０􀆰 １％ 磷酸、
０􀆰 ２％ 磷酸、 ０􀆰 ５％ 磷酸， 发现 ０􀆰 ２％ 磷酸洗脱时出

现更多峰， 在抑制峰拖尾、增加峰形对称性方面更

理想。 再考察了柱温 ３０、３５、４０ ℃，发现在 ３５ ℃下

呈现出更好的色谱峰分离。 最后，记录了 ２００ ～ ４００
ｎｍ 波长处各成分紫外光谱，最终确定为 ２５４ ｎｍ，

３１１３
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　 　 　 　 　 表 ３　 各成分含量测定结果 （μｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （μｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

批号 没食子酸 马钱苷酸 紫丁香苷 柯里拉京 马钱苷 鞣花酸 蛇床子素

２０１９１２０２ ２９２􀆰 ３６ ６１２􀆰 ４４ １２１􀆰 ４５ ２９３􀆰 ７２ １２６􀆰 ６７ １３２􀆰 ８９ １３６􀆰 ４４
２０１９１１０８ ２９４􀆰 ３１ ６１１􀆰 ２３ １２３􀆰 ３３ ２９７􀆰 ３６ １２５􀆰 ６５ １３１􀆰 ７８ １３７􀆰 ７４
２０１９１００７ ２９１􀆰 ５５ ６１５􀆰 ３１ １２５􀆰 ４１ ２９４􀆰 ７５ １２８􀆰 ８８ １３０􀆰 ３７ １３３􀆰 ３３
２０１９０９１５ ２９６􀆰 ７３ ６１７􀆰 ７８ １２０􀆰 ７３ ２９３􀆰 ７７ １２２􀆰 ６７ １３３􀆰 ４７ １３５􀆰 ５２
２０１９０８２０ ２９８􀆰 ４５ ６１３􀆰 ３３ １１８􀆰 ８６ ２８９􀆰 ６３ １２３􀆰 ３４ １２９􀆰 ７４ １３６􀆰 ６９
２０１９０７１２ ２８７􀆰 ３６ ６０８􀆰 ５４ １２３􀆰 ９９ ２９１􀆰 ８４ １２５􀆰 ９９ １３２􀆰 ２３ １３７􀆰 ５１
２０１９０６０６ ２８８􀆰 ２１ ６０６􀆰 ６３ １２６􀆰 ３５ ２８９􀆰 ２７ １２７􀆰 ７３ １２８􀆰 ５５ １３２􀆰 ６３
２０１９０５０８ ２９３􀆰 ８３ ６１０􀆰 ２１ １１９􀆰 ２７ ２８７􀆰 ８３ １２６􀆰 ３４ １３１􀆰 ３８ １３５􀆰 ２９
２０１９０４２３ ２８９􀆰 ７５ ６１０􀆰 ７５ １２０􀆰 ３０ ２９２􀆰 ５６ １２７􀆰 ６６ １２７􀆰 ５４ １３６􀆰 ３９
２０１９０３２２ ２８８􀆰 ９５ ６１２􀆰 ５３ １２３􀆰 ３５ ２９２􀆰 ３４ １２５􀆰 ４６ １２８􀆰 ８３ １３２􀆰 ８８

此时基线更稳定， 色谱峰更多。
方法学考察结果显示， 所建立的祛风止痛胶囊

ＨＰＬＣ 指纹图谱可行性高， 可靠性强， 并且 １０ 批

样品相似度均在 ０􀆰 ９８６ 以上， 表明不同批次之间具

有良好的一致性， 可作为该制剂实用的定性鉴定工

具， 并可用于评价其制备工艺的标准性、 均一性、
稳定性。

含量测定结果显示， 祛风止痛胶囊中马钱苷酸

含量最高， 其次为柯里拉京、 没食子酸、 蛇床子

素、 鞣花酸， 马钱苷， 而紫丁香苷较低。 目前， 该

制剂相关研究大多是在同一色谱条件下测定单一成

分含量［１４⁃１８］， 而本实验可同时测定上述 ７ 种成分

含量， 有助于全面控制其质量， 并能节约成本。
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