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　 　 ［摘要］ 　目的 　修订风寒湿灵散的质量控制方法 。方法 　采用薄层色谱（TLC）法对处方中狼毒 、白芷 、三七 、赤芍 、姜黄

等药材进行定性鉴别 ；采用 HPLC法测定处方中欧前胡素的含量 。结果 　在 TLC色谱中 ，可鉴别制剂中的狼毒 、白芷 、三七 、

赤芍 、姜黄 ；欧前胡素在 ０ ．０３３ ６ ～ ０ ．２６９ ０ μg范围内呈良好的线性关系 ，r值为 ０ ．９９９ ９ ；样品中欧前胡素的平均加样回收率为

９６ ．７７％ （RSD为 １ ．６３％ ） 。结论 　此方法简便 、准确性好 ，为控制风寒湿灵散的质量提供了科学依据 。
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Study on the quality standard for Fenghan Shiling San
CAO Hong ，SHAN Tingting ，HU Dan ，ZHANG Guiying （The Institute for Drug and Instrument Control of Directorate of
Medical Services and Logistics Support ，Central Military Commission of PRC ，Beijing １０００７１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To revise and improve the quality standard for Fenghan Shiling San ．Methods 　 The thin layer
chromatography was used to identify euphorbiae ebracteolatae radix ，angelicae dahuricae radix ，notoginseng radix et rhizome ，
radix paeoniae rubra and rhizoma curcumae longae ．The high唱performance liquid chromatography was applied to determine the
contents of imperatorin in Fenghan Shiling San ．Results 　 Euphorbiae ebracteolatae radix ，angelicae dahuricae radix ，notogin唱
seng radix et rhizome ，radix paeoniae rubra and rhizoma curcumae longae can be identified by TLC ．Imperatorin showed a good
linear relationship in a range of ０ ．０３３ ６唱０ ．２６９ ０ μg ， r＝ ０ ．９９９ ９ ．The average recovery of imperatorin was ９６ ．７７ ％ （RSD ＝ １ ．

６３％ ，n＝ ６） ．Conclusion 　 This accurate and quick method can be used for the quality control of Fenghan Shiling San ．

　 　 ［Key words］ 　 HPLC ；TLC ；Fenghan Shiling San ；imperatorin

　 　风寒湿灵散是由狼毒 、白芷 、三七 、赤芍 、姜黄等

十三味中药组成的复方非标准制剂 。 具有温经活

血 ，祛风散寒 ，散瘀消肿之功效 。主治急慢性腰腿

痛 ，腰椎间盘突出 ，颈椎病 ，髋 、膝 、踝 、足跟骨刺增生

及坐骨神经痛 。原质量标准中只有检查项 ，内容过

于简单 ，无法全面控制制剂的质量 ，根据全军医疗机

构制剂标准提高课题的要求 ，在原有质量标准基础

上 ，增加了对君药狼毒和臣药白芷 、三七 、赤芍的鉴

别 ，以及使药姜黄的薄层色谱（TLC）鉴别 ，由于君药

狼毒无专属性测定成分 ，故选择臣药白芷进行含量

测定的研究 ，即采用 HPLC法测定了风寒湿灵散中
欧前胡素的含量 ，结果较为满意 ，提高后的质量标准

可基本控制该制剂的质量 。

1 　仪器与试药

　 　仪器 ：Agilent １２００ 高效液相色谱仪 （美国） 。

Satorious电子分析天平（德国赛多利斯股份公司） ；

KQ３２００E 医用超声清洗器（昆山市超声仪器有限

公司） 。

　 　试药 ：风寒湿灵散由原解放军南京政治学院门

诊部提供（批号 ：２０１４０６２３ 、２０１４０７０７ 、２０１５０３１８） 。

　 　 欧前胡素对照品 （批号 ：１１０８２６唱２０１０１３ ，含量
９９ ．６％ ） 、狼毒对照药材（批号 ：１２１３３１唱２０１３０３） 、三

七对照药材（批号 ：１２０９４１唱２０１４０９） 、白芷对照药材

（批号 ：１２０９４５唱２０１５１０ ） 、赤芍对照药材 （批号 ：

１２１０９３唱２０１３０３） 、姜黄对照药材 （批号 ：１２１１８８唱

２０１３０４）均由中国食品药品检定研究院提供 。

　 　甲醇为色谱纯 ，水为重蒸水 ，其余试剂均为分

析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 TLC鉴别
2 ．1 ．1 　狼毒［１］

　 　取本品 ５ g ，加甲醇 ３０ ml ，超声处理 ４０ min ，滤
过 ，滤液蒸干 ，残渣加甲醇 ２ ml使溶解 ，作为供试品

溶液 。另取狼毒对照药材 ２ g ，同上述方法操作 ，作
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为对照药材溶液 。另按处方量制备缺狼毒的阴性对

照样品 ，同法制成阴性对照溶液 。按照 TLC法（枟中

华人民共和国药典枠２０１５ 年版四部通则 ０５０２
［１］

）实

验 ，吸取上述 ３种溶液各 ５ μl ，分别点于同一硅胶 G
薄层板上 ，以环己烷唱乙酸乙酯（８ ．５ ∶ １ ．５）为展开

剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷以 １０％ 的硫酸乙醇溶液 ，在

１０５ ℃烘数分钟 ，置紫外光（３６５ nm）下检视 。 供试

品色谱中 ，在与对照药材色谱相应位置上显相同颜

色的荧光斑点 ，阴性对照未见干扰 ，见图 １ 。

图 1 　狼毒 TLC图
１ ．缺狼毒的阴性对照样品 ；

２ ．供试品 ；３ ．狼毒对照药材

2 ．1 ．2 　三七［１］

　 　取本品 ５ g ，加甲醇 ３０ ml ，超声处理 ２０ min ，滤
过 ，滤液蒸干 ，残渣加水 １０ ml 使溶解 ，溶液移至分

液漏斗中 ，用乙醚提取 ２ 次 ，每次 １０ ml ，弃去乙醚
液 ，水层用水饱和的正丁醇提取 ３ 次 ，每次 ２０ ml ，
合并正丁醇提取液 ，水浴蒸干 ，残渣加甲醇 １ ml使
溶解 ，作为供试品溶液 。另取三七总皂苷对照品 ，加

甲醇制成每 １ ml含 １ mg 的溶液 ，作为对照品溶液 。

另按处方量制备缺三七的阴性对照品 ，同法制成阴

性对照溶液 。按照 TLC法实验 ，吸取上述 ３种溶液

各 ５ μl ，分别点于同一硅胶 G 薄层板上 ，以三氯甲

烷唱甲醇唱正丁醇唱水（２ ∶ １ ∶ ４ ∶ ２）的下层溶液为展开

剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷以 １％ 的香草醛硫酸乙醇溶

液 ，１０５ ℃烘数分钟 。供试品色谱中 ，在与对照品色

谱相应的位置上 ，显相同颜色的斑点 ，阴性对照品未

见干扰 ，见图 ２ 。

2 ．1 ．3 　白芷［１］

　 　取本品 ５ g ，加乙醚 １０ ml ，浸泡 １ h ，时时振摇 ，

滤过 ，滤液蒸干 ，残渣加乙酸乙酯 １ ml使溶解 ，作为

供试品溶液 。另取白芷对照药材 ０ ．５ g ，同上述方法
操作 ，制备对照药材溶液 。 另按处方量制备缺白芷

图 2 　三七 TLC图
１ ．缺三七的阴性对照品 ；

２ ．供试品 ；３ ．三七总皂苷对照品

的阴性对照品 ，同法制成阴性对照溶液 。按照 TLC
法实验 ，吸取上述 ３种溶液各 ５ μl ，分别点于同一硅
胶 G薄层板上 ，以石油醚（３０ ～ ６０ ℃ ）唱乙醚（３ ∶ ２）

为展开剂 ，在室温下展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外光

（３６５ nm）下检视 。供试品色谱中 ，在与对照品色谱

相应位置上显相同颜色的荧光斑点 ，阴性对照品未

见干扰 ，见图 ３ 。

图 3 　白芷 TLC图
１ ．缺白芷的阴性对照品 ；

２ ．供试品 ；３ ．白芷对照药材

2 ．1 ．4 　赤芍［１］

　 　取本品 ５ g ，加甲醇 １０ ml ，振摇 ５ min ，滤过 ，滤

液蒸干 ，残渣加乙醇 ２ ml使溶解 ，作为供试品溶液 。

另取赤芍对照药材 ０ ．５ g ，同上述方法操作 ，制备对

照药材溶液 。按处方量制备缺赤芍的阴性对照品 ，

同法制成阴性对照溶液 。按照 TLC法实验 ，吸取上

述 ３种溶液各 ５ μl ，分别点于同一硅胶 G薄层板上 ，

以三氯甲烷唱乙酸乙酯唱甲醇唱甲酸（４０ ∶ ５ ∶ １０ ∶ ０ ．２）

为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷以 ５％ 的香草醛硫酸

乙醇溶液 ，１０５ ℃烘数分钟 。供试品色谱中 ，在与对

照药材色谱相应位置上显相同颜色的斑点 ，阴性对

照品未见干扰 ，见图 ４ 。

４４３

药学实践杂志 　 ２０１８ 年 ７ 月 ２５日第 ３６ 卷第 ４ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３６ ，No ．４ ，July ２５ ，２０１８



图 4 　赤芍 TLC图
１ ．缺赤芍的阴性对照品 ；

２ ．供试品 ；３ ．赤芍对照药材

2 ．1 ．5 　姜黄［１］

　 　 取本品 ５ g ，加无水乙醇 ２０ ml ，振摇 ，放置

３０ min ，滤过 ，滤液蒸干 ，残渣加无水乙醇 ２ ml使溶
解 ，作为供试品溶液 。另取姜黄对照药材 ０ ．２ g ，同
上述方法操作 ，制备对照药材溶液 。按处方量制备

缺姜黄的阴性对照品 ，同法制成阴性对照溶液 。按

照 TLC法实验 ，吸取上述 ３ 种溶液各 ２ μl ，分别点
于同一硅胶 G 薄层板上 ，以三氯甲烷唱甲醇唱甲酸

（９６ ∶ ４ ∶ ０ ．７）为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外光

（３６５ nm）下检视 。供试品色谱中 ，在与对照药材色

谱相应位置上显相同颜色的斑点 ，阴性对照品未见

干扰 ，见图 ５ 。

图 5 　姜黄 TLC图
１ ．缺姜黄的阴性对照品 ；

２ ．供试品 ；３ ．姜黄对照药材

2 ．2 　含量测定
2 ．2 ．1 　色谱条件［２唱４］

　 　 色谱柱的考察 ：分别选用岛津 VP唱ODS C１８

（４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm）分析柱 、依利特 Hypersil
ODS C１８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm）分析柱 、Agilent

ZORBAX EclipseXDB唱C１８ （４ ．６ mm × １５０ mm ，

５ μm）色谱柱 ，测定同批次样品（批号 ：２０１４０６２３） ，

结果差别不大 ，含量在 ０ ．１３２ mg／g 左右 ，说明本法

适用于不同类型 C１８色谱柱 ，本实验选择 Agilent
ZORBAX EclipseXDB唱C１８柱 。

　 　流动相的选择［２唱４］
：分别采用甲醇唱水（６５ ∶ ３５） 、

甲醇唱水（６０ ∶ ４０）作为流动相进行测定 ，含量测定结

果有一定差异 。甲醇唱水（６５ ∶ ３５）供试品中欧前胡

素峰分离度不佳 ，理论塔板数也较低 ，故确定以甲

醇唱水（６０ ∶ ４０）为流动相 。

　 　 色谱条件的确定 ：甲醇唱水 （６０ ∶ ４０ ） ；流速

１ ．０ ml／min ；柱温 ：４０ ℃ 。检测波长 ３００ nm 。理论

塔板数以欧前胡素峰计 ，应不低于 ２ ０００ 。

2 ．2 ．2 　对照品溶液的制备
　 　取欧前胡素对照品适量 ，精密称定 ，加甲醇制成

每 １ ml 含欧前胡素 １０ μg 的溶液 ，作为对照品

溶液 。

2 ．2 ．3 　供试品溶液的制备［１］

　 　取本品约 ５ ．０ g ，精密称定 ，置具塞锥形瓶中 ，精

密加入甲醇 ５０ ml ，密塞 ，称定重量 ，超声处理（功率

３００ W ，频率 ５０ kHz）１ h ，取出 ，放冷 ，再称定重量 ，

用甲醇补足减失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，

即得 。

2 ．2 ．4 　专属性试验
　 　空白溶液的制备 ：按照处方中药味的比例 ，自配

不含白芷的群药 ，按其工艺制成空白制剂 ，再按供试

品溶液制备方法制备并测定 ，结果空白溶液在与对

照品相同保留时间处未显色谱峰 ，故认为无干扰

（图 ６） 。

2 ．2 ．5 　线性关系考察

图 6 　风寒湿灵散专属性试验 HPLC图
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；

C ．阴性对照溶液 ；１ ．欧前胡素
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　 　取欧前胡素对照品适量 ，精密称定 ，加甲醇溶解

并制成每 １ ml含 ０ ．０２６ ９ mg 的溶液 ，作为对照品

５ ，分别用甲醇稀释如下 ：２ ．５ ml → １０ ml 、５ ml →
１０ ml ，作为对照品溶液 ２ 、３ 。取 １０ ml量瓶 ，从对照

品 ２中精密吸取 ５ ml ，用甲醇稀释至刻度 ，作为对

照品 １ 。精密取对照品适量 ，加甲醇溶解并制成每

１ ml含 ２０ ．１７５ μg 的溶液 ，作为对照品 ４ 。精密吸取

上述对照品溶液 １ ～ ５各 １０ μl ，注入液相色谱仪 ，按

“２ ．２ ．１”项下所述色谱条件测定峰面积 ，以进样量

（μg）为横坐标（X） ，峰面积为纵坐标（Y ） ，绘制标准

曲线 ，计算回归方程 ：

　 　 Y ＝ ３ ．８０８ ５ × １０
６ X ＋ １４ ９５５ ，r ＝ ０ ．９９９ ９

　 　结果表明 ，欧前胡素在 ０ ．０３３ ６２５ ～ ０ ．２６９ ０ μg
范围内有良好的线性关系 。

2 ．2 ．6 　稳定性试验
　 　精密吸取同一供试品溶液（批号 ：２０１４０６２３） ，分

别于配制后 ０ 、１ 、２ 、４ 、１０ 、２４ h ，依法测定 ，结果欧前

胡素的平均峰面积为３７４ ８１２（RSD 为 ０ ．５９％ ，n ＝
６） ，结果表明 ，供试品溶液在 ２４ h内基本稳定 。

2 ．2 ．7 　重复性试验
　 　 取同一批次的风寒湿灵散（批号 ：２０１４０６２３）６

份 ，按供试品溶液的制备方法配制 ，测定含量 ，结果

风寒湿灵散中欧前胡素的平均含量为 ０ ．１３２ mg／g ；
RSD为 １ ．６２％ （n＝ ６） 。

2 ．2 ．8 　加样回收率试验
　 　取同一批次的风寒湿灵散 （批号 ：２０１４０６２３ ）

２ ．５ g ，精密称定 ，分别精密加入欧前胡素对照品溶

液（０ ．００６ ３ mg ／ml）适量 ，按“２ ．２ ．３”项下方法配制

供试品溶液 ，按上述色谱条件 ，测定其含量 ，计算回

收率 ，结果见表 １ 。结果表明本方法的回收率良好 。

2 ．2 ．9 　样品含量测定
　 　取风寒湿灵散样品 ３批 ，按前文所述方法测定 ，

计算欧前胡素的含量 ，测定结果见表 ２ 。

　 　由于测定样品的批次有限 ，根据测定结果 ，暂定

表 1 　样品中欧前胡素的加样回收率试验结果

称样量
（m／g）

相当于
欧前胡素
（m／mg）

加入量
（m／mg）

实测量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

２ ．５２５ ５ ０ q．３３３ ３ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６３８ ５ ９６ 浇．８８ ９６ 苘．７７ １ 骀．６３

２ ．５２６ ０ ０ q．３３３ ４ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６４０ ６ ９７ 浇．５１

２ ．５３７ １ ０ q．３３４ ９ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６４０ ９ ９７ 浇．１４

２ ．５３３ ６ ０ q．３３４ ４ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６２９ ４ ９３ 浇．６３

２ ．５３２ ０ ０ q．３３４ ２ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６４２ １ ９７ 浇．７４

２ ．５２１ ８ ０ q．３３２ ９ ０ 忖．３１５ ０ ０ >．６４０ ７ ９７ 浇．７３

表 2 　风寒湿灵散的含量测定结果（n＝ ２）

批号
欧前胡素
含量值
（mg ／g）

每袋规格
（m／g）

欧前胡素
平均含量
（mg ／袋）

２０１４０６２３ 墘０ �．１３２ １００ 吵１３ 创．２

２０１４０７０７ 墘０ �．１２５ １００ 吵１２ 创．５

２０１５０３１８ 墘０ �．１４１ １００ 吵１４ 创．１

本品每 １ g含白芷以欧前胡素（C１６ H１４ O４ ）计 ，不得

少于 ０ ．１ mg 。
3 　讨论

3 ．1 　提取溶剂的选择
　 　取风寒湿灵散样品 ５ ．０ g ，分别精密加入乙醇 、

甲醇各 ５０ ml ，超声处理１ h ，按照上述方法测定 ，结

果以乙醇为提取溶剂的测定结果为 ０ ．１２８ mg／g ，以
甲醇为溶剂的结果为 ０ ．１３２ mg ／g ，提取较完全 ，故

最终选择了甲醇为提取溶剂 。

3 ．2 　取样量的选择
　 　分别取风寒湿灵散样品 ４ ．０ 、５ ．０ 、６ ．０ g ，精密加
入甲醇 ５０ ml ，超声处理１ h ，按上述方法测定 ，结果

欧前 胡 素 的 含 量 分 别 为 ０ ．１２３ 、 ０ ．１３２ 和

０ ．１１９ mg／g 。如果取样量小 ，杂质干扰较少但色谱

峰响应值较低 ，而取样量大 ，杂质干扰较多 ，综合考

虑之后笔者选择取样量为 ５ g 。
3 ．3 　提取时间的选择
　 　分别取风寒湿灵散样品 ３份 ，各 ５ ．０ g ，分别精
密加入甲醇 ５０ ml ，按超声处理 ３０ min 、超声处理
１ h 、加热回流 １ h ３种方法提取 ，测定含量并比较 ，

结果欧前胡素的含量超声处理 ３０ min 比 １ h的结
果偏低 ，而回流提取又不如超声处理便捷 ，因此笔者

采用了比较简便的超声（１ h）处理方法 。
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