
·论著 ·

复方首乌藤合剂的薄层鉴别和总黄酮的含量测定

曾棋平 ，曹毅祥 ，黄丽珊 ，张 　荣 （解放军 １７５医院制剂科 ，福建 漳州 ３６３０００）

［作者简介］ 　 曾棋平 ，硕士 ，药师 ．研究方向 ：药物制剂配制与分析 ．

Tel ：（０５９６）２９２５７４０ ；E唱mail ：８５０７０５０２０＠ qq ．com
［通讯作者］ 　 张 　 荣 ，副主任药师 ．研究方向 ：医院制剂 、药物分析

及天然活性产物研究 ．E唱mail ：Lianfamily１７５＠ １２６ ．com

　 　 ［摘要］ 　目的 　建立复方首乌藤合剂的质控方法 。方法 　采用薄层色谱法对合剂中的首乌藤 、合欢皮和五味子进行定

性鉴别 。以芦丁为对照品 ，采用紫外分光光度法测定总黄酮含量 。结果 　各供试品色谱中 ，在与对照品及对照药材色谱相应

的位置上显相同颜色斑点 ，色谱清晰 ，附近无杂质斑点干扰 。芦丁在 ９ ．１２ ～ ２７ ．３６ μg／ml范围内与吸光度呈良好的线性关系 ，

线性回归方程为 A ＝ ０ ．０３４ ５５ C － ０ ．１１０ ３４（r＝ ０ ．９９９ ２） ，平均加样回收率为 １０１ ．０％ （RSD ＝ １ ．５８％ ） 。结论 　该方法操作

简便 、快速 、有效 、灵敏 、准确 、重现性好 、专属性强 ，可作为复方首乌藤合剂的质量控制方法 。
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TLC identification and determination of total flavonoids in Compound caulis
Polygoni multiflori mixture
ZENG Qiping ，CAO Yixiang ，HUANG Lishan ，ZHANG Rong （The Pharmacy Department ，No ．１７５ Hospital of PLA ，Zhan唱
gzhou ３６３０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the quality control standards for Compound caulis Polygoni multiflori mixture ．Meth唱
ods 　 Caulis polygoni multiflori ，cortex alibiziae and schisand chinensis were identified by TLC ， total flavonoids were deter唱
mined by UV ．Results 　 Caulis polygoni multiflori ，cortex alibiziae and schisand chinensis could be detected by TLC ．A better
linear relationship between concentration and absorbance in the range of ９ ．１２ ～ ２７ ．３６ μg ／ml ．The linear regression equation
was A ＝ ０ ．０３４ ５５ C － ０ ．１１０ ３４ （r ＝ ０ ．９９９ ２） ，The average recovery of emodin was １０１ ．０％ （RSD ＝ １ ．５８％ ） ．Conclusion 　 The
method is simple ，quick ，accurate and sensitive ，which could be used as a quantitative analysis method for this preparation ．

　 　 ［Key words］ 　 Compound caulis Polygoni multiflori mix ture ；TLC ；total flavonoids ；ultraviolet spectrophometry ；content

　 　复方首乌藤合剂是我院制剂科自行研制的协定

处方制剂 。主要由首乌藤 、合欢皮 、川芎 、续断 、五味

子等 ８味药材组成 。方中首乌藤味甘 ，养血安神 ，为

君药 。合欢皮解郁安神 ，乃悦心安神之要药 ，为臣

药 ，君臣相伍 ，五脏安和 ，心志欢悦 ，以收养心安神解

郁之效 。临床上用于神经衰弱性失眠 、眩晕及脑外

伤引起的头痛 、头晕等疾病的治疗 ，疗效显著［１ ，２］
。

黄酮类化合物是复方首乌藤合剂中一种重要的有效

成分 ，研究表明 ，黄酮类化合物能降低血压和脑血管

阻力 ，能有效改善头痛 、头晕等症状［３］
，刘一明等［４］

报道 ，黄酮类成分可以显著降低正常小鼠脑内 ５唱

HT 、NA 水平 、提高 GABA 水平的趋势 ，可有效缩

短睡眠潜伏期 ，延长睡眠持续时间 。为了提高复方

首乌藤合剂质量的可控性 ，笔者对药材首乌藤 、合欢

皮 、川芎 、五味子进行了薄层鉴别 ，并以总黄酮为指

标 ，采用紫外分光光度法建立了含量测定方法 ，为质

量控制提供依据 。

1 　仪器与材料

　 　 ７５２ 型紫外光栅分光光度计（上海第三分析仪

器厂） ，AUX２２０ 型电子分析天平（精度 ：０ ．１ mg ，日

本唱岛津） ，紫外可见分光光度计（２５５０ ，岛津唱苏州） ，

低速离心机（LD５唱２A ，北京医用离心机厂） ，数显恒

温水浴锅（HH２ ，江苏金坛市江南仪器厂） ，华美冷

柜（SY唱１７６ ，杭州华美电冰箱厂） 。

　 　 高效硅胶 G 薄层板 、硅胶 H 薄层板 、硅胶

GF２５４薄层板（青岛海洋化工厂分厂） 。

　 　 大黄素对照品 （批号 ：１１０７５６唱２００１１０ ，含量

９８ ．０％ ） 、首乌藤对照药材（１９３９唱９２０２） 、五味子对照

药材（０９２２唱９８０３） 、川芎对照药材（０９１８唱２００００４） 、合

欢皮对照药材（１２１５４９唱２０１００２） 、芦丁对照品（批号 ：
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１０００８０唱２００７０７ ，含量 ９８ ．０％ ）均购于中国食品药品

检定研究院 ，复方首乌藤合剂 （本院自制 ，批号 ：

２０１４０９０２ ，２０１４１００９ ，２０１４１０２８ ，规格 ：４０ ml） ，磷钼

酸 、乙醇 、三氯化铝 、氢氧化钠 、醋酸钠等试剂均为分

析纯 ，水为蒸馏水 。

2 　方法与结果

2 ．1 　薄层鉴别
2 ．1 ．1 　首乌藤的鉴别 　取复方首乌藤合剂 ２０ ml ，
用水饱和的正丁醇萃取（２０ ml × ３） ，合并正丁醇液 ，

水浴蒸干 ，残渣加 ３ ml乙醇使其溶解 ，作为供试品

溶液 。另取缺首乌藤的阴性对照样品同法制成阴性

对照溶液 。取 ０ ．５ g 首乌藤对照药材 ，加 ５０ ml 乙
醇 ，加热回流 １ h ，过滤 ，滤液浓缩至 ３ ml作为对照
药材溶液 。 再取大黄素对照品 ，加乙醇制成

１ mg／ml的对照品溶液 。 照薄层色谱法 （枟中国药

典枠 ２０１０年版一部附录 Ⅵ B）试验 ，吸取上述 ４种溶

液各 ５ μl分别点于同一硅胶 H 薄层板上 ，以石油醚

（３０ ～ ６０ ℃ ）唱甲酸乙酯唱甲酸（１５ ∶ ５ ∶ １）的上层溶液

为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外灯（３６５ nm）下

检视 ，结果见图 １ 。供试品色谱中 ，在与对照药材和

对照品色谱相应的位置上 ，显示相同颜色的荧光

斑点 。

图 1 　首乌藤的 TLC鉴别
１ ．缺首乌藤阴性对照品 ；２ ．大黄素对照品 ；３ ．首乌藤对照药材 ；

４ ．供试品 ２０１４０９０２ ；５ ．供试品 ２０１４１００９ ；６ ．供试品 ２０１４１０２８

2 ．1 ．2 　合欢皮的鉴别 　取复方首乌藤合剂 ２０ ml ，
用水饱和的正丁醇提取 ２ 次 ，每次 ２０ ml ，合并正丁
醇液 ，残渣加甲醇 ０ ．５ ml使其溶解 ，作为供试品溶

液 。另取缺首乌藤的阴性对照样品同法制成阴性对

照溶液 。取合欢皮对照药材 １ g ，加 ５０％ 甲醇 １０ ml
浸泡 １ h ，超声处理 ３０ mim ，滤过 ，滤液蒸干 ，残渣加

水 ５ ml使溶解 ，正丁醇振摇提取 ２次 ，每次 ５ ml ，合
并正丁醇溶液 ，蒸干 ，残渣加甲醇溶解制备成对照药

材溶液 。精密吸取阴性对照溶液 、供试品溶液 、对照

品溶液各 ５ μl点于同一高效硅胶 G薄层板上 ，以三

氯甲烷唱甲醇唱水（１３ ∶ ５ ∶ ２ ）的下层溶液为展开剂

（每 １０ ml添加 ０ ．１ ml 甲酸） ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷

以 ５％ 磷钼酸乙醇溶液 ，在 １０５ ℃ 加热至斑点显示

清晰 ，结果见图 ２ 。在与对照药材色谱相应的位置

上 ，显示相同颜色的荧光斑点 。

图 2 　合欢皮的 TLC鉴别
１ ．缺合欢皮阴性对照品 ；２ ．合欢皮对照药材 ；３ ．供试品

２０１４０９０２ ；４ ．供试品 ２０１４１００９ ；５ ．供试品 ２０１４１０２８

2 ．1 ．3 　川芎的鉴别 　取本品 ２０ ml ，用乙醚振摇提
取 ２次 ，每次 ２０ ml ，合并乙醚液 ，蒸干 ，残渣加 ２ ml
乙酸乙酯使溶解 ，作为供试品溶液 。另取缺川芎的

阴性样品同法制成阴性对照溶液 。再取川芎对照药

材粉末 １ g ，加乙醚 ２０ ml ，加热回流 １ h ，过滤 ，滤液

挥干 ，残渣加乙酸乙酯 ２ ml使溶解 ，作为对照药材

溶液 。照薄层色谱法（枟中国药典 ２０１０年版一部枠附

录 Ⅵ B）试验 ，吸取上述 ３种溶液各 ５ μl ，分别点于
同一硅胶 G 薄层板上 ，以正已烷唱乙酸乙酯（９ ∶ １）

为展开剂 ，置预饱和 １５ min 展开缸内 ，展开 ，取出 ，

晾干 ，置紫外灯（ ３６５ nm）下检视 ，结果见图 ３ 。在

与对照药材色谱相应的位置上 ，显亮蓝色的荧光斑

点 ，阴性对照溶液无干扰 。

2 ．1 ．4 　 五味子的鉴别 　 取本品 ４０ ml ，用石油醚
（６０ ～ ９０ ℃ ）振摇提取 ２次 ，每次 ４０ ml ，合并石油醚
液 ，蒸干 ，残渣加二氯甲烷 １ ml使溶解 ，作为供试品

５２４
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图 3 　川芎的 TLC鉴别
１ ．缺川芎阴性对照品 ；２ ．川芎对照药材 ；３ ．供试品

２０１４０９０２ ；４ ．供试品 ２０１４１００９ ；５ ．供试品 ２０１４１０２８

溶液 。另取缺五味子的阴性样品同法制成阴性对照

溶液 。再取五味子对照药材粉末 １ g ，加二氯甲烷

４０ ml ，加热回流 ３０ min ，滤过 ，滤液蒸干 ，残渣加二

氯甲烷 １ ml使溶解 ，作为对照药材溶液 。照薄层色

谱法（枟中国药典 ２０１０年版一部枠附录 Ⅵ B）试验 ，吸

取上述 ３种溶液各 １０ μl ，分别点于同一硅胶 GF２５４

薄层板上 ，以环己烷唱乙酸乙酯唱甲酸（５ ∶ ３ ∶ ０ ．０５）

为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外灯（２５４ nm）下

检视 ，结果见图 ４ 。供试品色谱中 ，在与对照药材色

谱相应的位置上 ，显相同颜色的斑点 ，阴性对照溶液

无干扰 。

图 4 　五味子的 TLC鉴别
１ ．缺五味子阴性对照品 ；２ ．五味子对照药材 ；３ ．供试品

２０１４０９０２ ；４ ．供试品 ２０１４１００９ ；５ ．供试品 ２０１４１０２８

2 ．2 　总黄酮含量的测定
2 ．2 ．1 　对照品溶液的制备 　 取干燥至恒重的芦丁

对照品约 １０ mg ，精密称定 ，置 ５０ ml 量瓶中 ，加

６０％ 乙醇适量 ，于 ８０ ℃水浴中加热使溶解 ，放冷 ，加

６０％ 乙醇稀释至刻度 ，摇匀 ，配制成 ０ ．２ mg／ml的
对照品溶液 ，备用 。

2 ．2 ．2 　 供试品溶液的制备 　 取复方首乌藤合剂

４０ ml ，４ ５００ r／min离心１５ min ，精密量取上清液

２０ ml ，置 １００ ml烧杯中 ，搅拌下加无水乙醇使含醇

量达 ６０％ ，冷藏 ２４ h 后取出 ，４ ５００ r／min离心
１５ min ，倾取上清液 。 沉淀续以 ６０％ 乙醇适量 ，搅

拌 ５ min ，再离心１５ min ，倾取上清液 。 合并上清

液 ，转移至 １００ ml 量瓶中 ，加 ６０％ 乙醇稀释至刻

度 ，摇匀 ，精密吸取 １ ml 溶液于 １０ ml 量瓶中 ，加

６０％ 乙醇稀释至刻度 ，即得供试品溶液 ，备用 。

2 ．2 ．3 　最大吸收波长的测定 　查阅相关文献 ，采用

三氯化铝显色法测定［４］
。精密吸取对照品溶液和样

品溶液各 ２ ．０ ml ，置 ２５ ml量瓶中 ，加 ０ ．１ mol／L 三
氯化铝溶液 ３ ml及１ mol／L醋酸钠溶液 ５ ml ，加甲
醇至刻度 ，摇匀 ，放置 ５ min ，以相应试剂为空白 ，在

２００ ～ ５５０ nm 范围内扫描光谱 ，结果见图 ５ ，结果显

示对照品和供试品在 ２７３ nm 左右有最大吸收 ，因

此选择 ２７３ nm作为测定波长 。

图 5 　最大吸收波长的测定
１ ．供试品溶液 ；２ ．对照品溶液 ；３ ．空白溶液

2 ．2 ．4 　标准曲线的制备 　精密吸取芦丁对照品溶

液 １ ．０ 、２ ．０ 、３ ．０ 、４ ．０ 、５ ．０ 、６ ．０ ml分别置 ２５ ml量
瓶中 ，分别加 ０ ．１ mol／L 三氯化铝溶液 ３ ml 及
１ mol／L 醋酸钠溶液 ５ ml ，加甲醇至刻度 ，摇匀 ，放

置 ５ min ，以相应试剂为空白 ，在 ２７３ nm 波长处测
定吸光度 。以浓度为横坐标 ，吸光度为纵坐标 。绘

制标准曲线 ，得回归方程为 Y ＝ ０ ．０３４ ５５ X －

０ ．１１０ ３４（r ＝ ０ ．９９９ ６） ，结果表明 ，芦丁对照品在

９ ．１２ ～ ２７ ．３６ μg ／ml范围内呈良好的线性关系 。

2 ．2 ．5 　 精密度试验 　 精密量取供试品溶液 ２ ml ，
依“２ ．２ ．４”项下方法测定 ，连续 ６ 次 ，标准曲线法计

６２４
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算总黄酮含量 ，以总黄酮含量计算 RSD （n＝ ６） ，结

果 RSD为 １ ．０３％ ，表明精密度良好 。

2 ．2 ．6 　稳定性试验 　精密量取供试品溶液 ２ ml置
２５ ml量瓶中 ，依“２ ．２ ．４”项下方法操作 ，在 ６０ min
内 ，每隔 １０ min测定一次吸光度 ，计算 RSD 。结果

RSD为 ０ ．１５％ ，表明复方首乌藤合剂在 ６０ min 内
稳定性良好 。

2 ．2 ．7 　重复性试验 　取供试品溶液 ２ ml 共 ６份 ，

依“２ ．２ ．４”项下方法操作 ，按标准曲线计算吸光度 ，

计算 RSD ，结果 ６份供试品溶液的 RSD为 ２ ．５７％ 。

2 ．2 ．8 　加样回收率试验 　 精密量取已知含量的供

试品溶液 １ ml共 ６ 份 ，每份精密加入芦丁对照品溶

液 。依“２ ．２ ．４”项下方法操作 ，计算总黄酮的平均加

样回收率 。

表 1 　复方首乌藤合剂中总黄酮的加样回收率试验结果
取样
量

（V ／ml）
供试品
含量

（m／mg）
加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收
率（％ ）

RSD
（％ ）

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２１ ０ １００ �．０

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２０ ９ ９９ �．０

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２１ １ １０１ �．０
１０１  ．０ １ �．５８

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２１ ０ １００ �．０

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２１ ３ １０２ �．９

１ �．０ ０ 貂．０１０ ５ ０ 弿．０１０ ５ ０ )．０２１ ３ １０２ �．９

2 ．2 ．9 　复方首乌藤合剂总黄酮含量测定 　 取首乌

藤 合 剂 ３ 批 （批 号 为 ：２０１４０９０２ ，２０１４１００９ ，

２０１４１０２８） ，按 “２ ．２”项下方法制备供试液 ，在

２７３ nm波长处测定吸收度 ，按标准曲线法计算总黄

酮含量 。

表 2 　 3批复方首乌藤合剂样品含量测定结果

批号
总黄酮含量

（ρB ／ mg · ml － １ ）
平均含量

（ρB ／ mg · ml － １ ）
RSD
（％ ）

２０１４０９０２ i２  ．１５９ ２ 摀．０６０ ３ 浇．１１

２  ．０２０

２  ．０２７

２０１４１００９ i２  ．２６５ ２ 摀．２４６ ０ 浇．７３

２  ．２３９

２  ．２３５

２０１４１０２８ i２  ．１６２ ２ 摀．２０２ １ 浇．６０

２  ．２１６

２  ．２２８

3 　讨论

3 ．1 　复方首乌藤合剂中君药首乌藤的主要成分为大
黄素 、２ ，３ ，５ ，４′唱四羟基二苯乙烯唱２唱O唱β唱D唱葡萄糖
苷［５］

，臣药合欢皮的主要成分为（唱）唱丁香树脂酚唱４唱O唱
β唱D唱呋喃芹糖基唱（１ → ２）唱β唱D唱吡喃葡萄糖苷［５］

，佐药菟

丝子的主要成分为金丝桃苷 ，五味子的主要成分为五

味子甲素 。在前期研究中 ，已经采用 HPLC测定了君
药首乌藤的成分大黄素 。由于合剂中各味药材均含

有黄酮类成分［６ ，７］
，为了更好地控制制剂的质量 ，将总

黄酮的含量测定作为一项质量控制指标 。

3 ．2 　测定总黄酮含量时供试品经醇沉后分别经 ５ 、

１０ 、２０倍稀释 ，在 ２７３ nm 处测得吸光度值 ，通过对

比发现 １０倍稀释后供试液的 A２７３落在 ０ ．３ ～ ０ ．７之

间 ，确定稀释 １０倍为适宜的倍数 。

3 ．3 　采用 NaNO２唱Al（NO３ ）３唱NaOH 比色法测定复
方首乌藤合剂中总黄酮的含量时 ，供试液出现了絮

凝状红色沉淀 ，这可能是由于提取液中含有的花色

素等杂质的干扰［８ ，９］
，对吸光度的测定产生影响 ，使

得测定结果不稳定 。通过预实验发现三氯化铝显色

法稳定性良好 ，故采用该法进行总黄酮含量的测定 。
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