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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立益视明目颗粒的质量标准 。方法 　用薄层色谱法（TLC）鉴别制剂中的枸杞子 、丹参 ；用高效液相色

谱法（HPLC）定量测定丹参素钠的含量 。色谱柱 ：Kromasil C１８柱 （４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm） ；流速 ：０ ．４ ml／min ；检测波长 ：

２８０ nm ；柱温 ：３０ ℃ ；进样量 ：１０ μl ；流动相 ：甲醇唱０ ．５％ 醋酸水溶液（１０ ∶ ９０） 。结果 　薄层色谱斑点清晰可见 、阴性干扰小 ，可

用于鉴别益视明目颗粒中的枸杞 、丹参 ；丹参素钠在 ２ ．００ ～ ６０ ．００ μg ／ml范围内线性关系良好 ，r＝ ０ ．９９９ ７（n＝ ６） ，平均加样回

收率 １０５ ．６％ ，RSD ＝ １ ．６０％ 。结论 　建立的方法简便 、准确 、可靠性高 、重现性好 ，可作为控制益视明目颗粒质量的有效方法 。
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The quality standard research for YI SHI MINGMU granules by HPLC method
MIAO Jing ，TONG Xiaodong （Nantong Hospital of TCM ，Nantong ２２６００１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the quality standard for YI SHI MINGMU granules ．Methods 　 TLC method was
used to identify Lycium barbarum L and Salvia miltiorrhiza ．HPLC method was used to quantitatively analyze the concentration
of Tanshinol sodium ．The analysis was carried out on a column of Kromasil C １８ （４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm）with a mobile phase
of methanol and ０ ．５ ％ acetic acid at the flow rate of ０ ．４ ml／min ．Column temperature was ３０ ℃ ．The detection wavelength
was ２８０ nm ．Results 　 The linearity range of Tanshinol sodium was ２ ．００ ～ ６０ ．００ μg ／ml ，r２ ＝ ０ ．９９９ ７（n＝ ６） ，with the average
recoveries of １０５ ．６２％ ，RSD ＝ １ ．６０％ ．Conclusion 　 This method is accurate ，simple ，reliable and reproducible ．It can be used
for the quality control of YI SHI MINGMU granules ．
　 　 ［Key words］ 　 YI SHI MINGMU granules ；quality standard ；Tanshinol sodium

　 　益视明目颗粒是南通市中医院的院内制剂 ，由

本院老中医经总结历代论述经验并结合现代制备工

艺制备 ，由枸杞子 、当归 、丹参 、党参 、女贞子等十六

味药材组成 ，具有滋阴补肾 、补血养肝 、安神定志等

功效 ，可用于治疗青少年远视以及真 、假性近视 ，视

疲劳 ，白内障初起以及术后恢复 ，视网膜色素变性

等 。枸杞子 、丹参等几味药为方中君药 ，以枸杞多糖

（LBP）为主成分的枸杞子滋补肝肾 、益精明目［１ ，２］
，

以脂溶性丹参酮 、水溶性丹参酚酸和丹参素为主要

成分的丹参活血通经 、养气安神［３］
。结合益视明目

颗粒的制剂工艺 ，选用薄层色谱鉴别法（TLC）对君
药枸杞子 、丹参做定性鉴别 ，采用高效液相色谱法

（HPLC）定量测定益视明目颗粒中丹参（丹参素）的

含量 ，为益视明目颗粒的质量标准制定提供科学 、合

理的依据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　 PTT唱A２００电子天平（福州华志科技仪

器厂） ，DL唱I唱１５ 台式封闭电炉（天津市泰斯特仪器

厂） ，HHS ．１１ ．２ ，DYX唱DHS 电热恒温水浴锅（江苏

省张家港市医疗器械厂） ，FS唱３００N 超声波萃取仪
（上海生析超声仪器厂） ，ZF唱I 型三用紫外分析仪
（上海顾村电光仪器厂） ，电子分析天平（Newclassic
ME唱１０４ ，上海梅特勒唱托利多仪器厂） ，台式离心机

（TD４ ，湖南凯达科学仪器厂） ，超纯水机（EPED唱S２唱
３０DH ，南京易普达科技） ，戴安高效液相色谱仪

（U３０００ ，赛默飞世尔科技） 。

1 ．2 　 试药 　 益视明目颗粒 （批号 ：２０１５１２０７ 、

２０１６０１１５ 、２０１６０３２１） ，丹参素钠对照品（中国药品生

物制品检定所 ，批号 ：１００８５唱２００５０７） ，枸杞子 、丹参

对照药材 ，薄层层析用硅胶 G 薄层板（中国青岛海

洋化工厂 ） ，甲醇为进口色谱纯 （TEDIA ，LOT
１５０４５０４０） ，其余试剂均为分析纯 。
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2 　薄层鉴别

2 ．1 　枸杞子的薄层鉴别
2 ．1 ．1 　供试品溶液的制备 　取本品 １５ ．０ g ，加热水
５０ ml 溶解 ，放置冷却 ，滤过 ，滤液用乙酸乙酯共

４５ ml分别振摇提取 ３ 次 ，合并乙酸乙酯溶液 ，水浴

挥干 ，残渣溶解于 １ ml乙酸乙酯 ，作为供试品溶液 。

2 ．1 ．2 　对照药材溶液的制备 　 取枸杞子对照药材

２ ．０ g ，加水 ５０ ml ，煎煮 １５ min ，放置冷却 ，滤过 ，按

“２ ．１ ．１”项下方法制成对照药材溶液 。

2 ．1 ．3 　阴性对照溶液的制备 　 取除枸杞子以外的

其余药材 ，按照制剂的提取工艺制成不含枸杞子的

益视明目颗粒 ，按“２ ．１ ．１”项下方法制得阴性对照溶

液 。

2 ．1 ．4 　枸杞子的薄层层析 　 取枸杞子对照药材溶

液 、益视明目颗粒供试品溶液 、阴性对照品溶液各

５ μl ，分别点于同一硅胶 G 薄层板上 ，展开剂为甲

苯唱乙酸乙酯唱甲酸 （１０ ∶ ４ ∶ ０ ．２） ，展开后取出 ，晾

干 ，置紫外光灯（３６５ nm）下检视 。在薄层色谱中 ，

供试品在对照药材相应位置显相同荧光色斑点 ，而

阴性样品在对照药材相应位置无斑点 ，实验结果见

图 １ 。

图 1 　枸杞子的薄层鉴别
１ ．阴性对照 ；２ ．对照药材 ；３ ．供试品

2 ．2 　丹参的薄层鉴别
2 ．2 ．1 　供试品溶液的制备 　取本品 １５ ．０ g ，加热水
５０ ml溶解 ，放置冷却过滤 ，滤液用 １０％ 盐酸调 pH
至 ２ ．０ ，用乙酸乙酯共 ４５ ml分别振摇提取 ３次 ，合

并乙酸乙酯溶液 ，水浴挥干 ，残渣用 １ ml甲醇溶解 ，

作为供试品溶液 。

2 ．2 ．2 　 对照药材溶液的制备 　 取丹参对照药材

２ ．０ g ，加入水 ５０ ml ，煎煮１５ min ，放置冷却滤过 ，按

“２ ．２ ．１”项下方法制成对照药材溶液 。

2 ．2 ．3 　对照品溶液的制备 　 精密称取丹参素钠对

照品 １ mg ，加入甲醇制成浓度为 １ mg／ml的对照品

溶液 。

2 ．2 ．4 　阴性对照溶液的制备 　 取除丹参以外的其

余药材 ，按照制剂的提取工艺和处方比例 ，制得缺丹

参的益视明目颗粒 ，按“２ ．２ ．１”项下方法制得阴性对

照溶液 。

2 ．2 ．5 　丹参的薄层层析 　取丹参对照药材溶液 、益

视明目颗粒供试品溶液 、丹参素钠对照溶液 、阴性对

照溶液各 ５ μl ，分别点于同一硅胶 G 薄层板上 ，展

开剂为氯仿唱丙酮唱甲酸（８ ∶ ５ ∶ ２） ，经展开后取出 ，

晾干 ，在氨蒸汽环境下熏至板上斑点显色清晰 ，置紫

外光灯（３６５ nm）下检视 。在薄层色谱中 ，供试品在

对照药材及对照品相应位置显相同荧光色斑点 ，阴

性样品在对照药材相应位置无斑点 ，实验结果见

图 ２ 。

图 2 　丹参的薄层鉴别
１ ．供试品 ；２ ．阴性对照 ；３ ．对照药材 ；４ ．对照品

3 　含量测定

3 ．1 　 色谱条 件 　 色谱 柱 ：Kromasil C１８ 柱

（４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm ） ；流速 ：０ ．４ ml／min ；柱
温 ：３０ ℃ ；检测波长 ：２８０ nm ；进样量 ：１０ μl ；流动
相 ：甲醇唱０ ．５％ 的醋酸水溶液（１０ ∶ ９０） 。

3 ．2 　溶液的制备
3 ．2 ．1 　对照品溶液 　精密称取丹参素钠对照品（五

氧化二磷干燥 ２４ h）适量 ，加入 ５０％ 甲醇配制成浓

度为 ２０ μg ／ml的溶液 ，即得对照品溶液 。

3 ．2 ．2 　供试品溶液 　精密称取益视明目颗粒 ５ g ，
置于具塞锥形瓶中 ，精密加入 ５０％ 甲醇 ２５ ml ，密封
瓶塞 ，称重 ，超声 ２５ min ，静置冷却 ，再称重 ，用 ５０％

甲醇补足失重 ，过滤 ，滤液为供试品溶液 。

3 ．2 ．3 　阴性对照溶液 　取除丹参以外的其余药材 ，

按照制剂的提取工艺和处方比例 ，制得缺丹参的益

视明目颗粒 ，按“２ ．２ ．１”项下方法制得阴性对照

溶液 。

3 ．3 　系统适用性试验 　按照以上色谱条件 ，精密吸
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取益视明目颗粒供试品溶液 、丹参素钠对照品溶液 、

阴性对照溶液各 １０ μl ，分别注入高效液相色谱仪 。

供试品色谱中 ，在与对照品保留时间一致的位置上 ，

有相同色谱峰 ，分离效果良好 ，且阴性对照品在该处

无干扰 。理论塔板数按丹参素钠峰计算应不低于

３ ０００ ，丹参素钠分离度为 ６ ．４０（图 ３） 。

图 3 　益视明目颗粒 HPLC图
A ．对照品 ；B ．供试品 ；C ．阴性对照 ；１ ．丹参素钠

3 ．4 　线性关系的考察 　精密称取丹参素钠对照品 ，

加 ５０％ 甲 醇 制 成 浓 度 为 ２ ．００ 、 ６ ．００ 、 １０ ．００ 、

２０ ．００ 、４０ ．００ 、６０ ．００ μg／ml的溶液 ，在上述色谱条件

下 ，分别精密吸取 １０ ．０ μl 加样注入高效液相色谱
仪 ，测定峰面积 ，以丹参素钠峰面积为 Y ，进样浓度

（μg／ml）为 X ，计算得回归方程 Y ＝ ０ ．１９６X －

０ ．１２６ ８ （ r ＝ ０ ．９９９ ７） 。线 性 范 围 ：２ ．００ ～

６０ ．００ μg／ml 。
3 ．5 　精密度试验 　在上述色谱条件下 ，精密吸取丹

参素钠（２０ ．００ μg／ml）对照品溶液 １０ μl ，重复进样 ６

次 ，计算丹参素钠峰面积的相对标准偏差 ，RSD ＝

０ ．４６％ ，表明该方法精密度良好 。

3 ．6 　重复性试验 　 精密称取批号 ：２０１６０３２１ 的供

试品共 ６份 ，按“３ ．２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，

依“３ ．１”项下条件 ，测定峰面积 ，并计算含量 。结果

显示 ，丹参素钠的含量分别为 ０ ．２３１ ７ 、０ ．２２８ ８ 、

０ ．２３３ １ 、０ ．２３３ ０ 、０ ．２２８ ３ 、０ ．２２８ ３ mg／g ，平均含量
０ ．２３０ ５ mg ／g ，RSD ＝ １ ．０１％ ，表明重复性良好 。

3 ．7 　稳定性试验 　 取同一供试品溶液 ，室温放置 ，

分别于 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ h进样 １０ μl ，记录丹参素钠峰面
积 ，计算 RSD为 ０ ．２９％ ，表明供试品溶液在 ８ h内
稳定性良好 。

3 ．8 　加样回收率试验 　精密称取已知含量的样品

６ 份 ，每份 ０ ．４５ g ，加入丹参素钠对照品溶液
５ ．００ ml ，按“３ ．２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，依

“３ ．１”项下条件 ，测定峰面积 ，并计算加样回收率 。

结果见表 １ 。

3 ．9 　 含量测定 　 取 ３ 批样品 （批号 ：２０１５１２０７ 、

２０１６０１１５ 、２０１６０３２１） ，每批 ３ 份 ，按“３ ．２ ．２”项下方

法制备供试品溶液 ，依“３ ．１”项下条件 ，测定峰面积 ，

并计算含量 ，结果见表 ２ 。

表 1 　益视明目颗粒加样回收率试验结果（n＝ ６）

序号
样品含量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均
回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

１ -０ 刎．０９９ ７ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０７ ２ １０７ 煙．５ １０５ �．６ １  ．６０

２ -０ 刎．１０１ ２ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０５ ８ １０４ 煙．６

３ -０ 刎．１００ ６ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０７ ８ １０７ 煙．２

４ -０ 刎．１００ ９ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０７ ３ １０６ 煙．４

５ -０ 刎．０９９ ７ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０２ ９ １０３ 煙．２

６ -０ 刎．０９８ ７ ０ I．１００ ０ ０ 汉．２０３ ５ １０４ 煙．８

表 2 　益视明目颗粒含量测定结果 （mg ／g）
批号 丹参素钠含量 平均含量

２０１５１２０７ 痧０ 鼢．２３１ ６ ０ 铑．２３２ ４

０ 鼢．２３２ ９

０ 鼢．２３２ ８

２０１６０１１５ 痧０  ．２２９１ ０ 铑．２２８ ８

０ 鼢．２２８ ６

０ 鼢．２２８ ６

２０１６０３２１ 痧０ 鼢．２２９ ７ ０ 铑．２３０ ３

０ 鼢．２３１ ８

０ 鼢．２２９ ３

4 　讨论

　 　本实验采用 TLC 法对益视明目颗粒中丹参进
行了薄层鉴别 ，由于丹参素在自然界中不稳定 ，因此

选择其钠盐作为对照品［４］
，在选择展开剂的过程中

加入了少量甲酸 ，改变其存在状态 。同时 ，在进行含

量测定的过程中 ，使用了酸性流动相 。通过多次实

验 ，调整了流动相比例和流速 ，确保目标成分在适合

的保留时间分离 ，并与相邻峰有较好的分离度 ，最终

确定流动相为甲醇唱０ ．５％ 醋酸水溶液（１０ ∶ ９０） ，流

速为 ０ ．４ ml／min 。该检测方法操作简便 ，目标峰分

离度好且峰形对称 ，方法学验证结果良好 ，适用于益

视明目颗粒中丹参素的含量测定 。
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　 　益视明目颗粒对改善视疲劳具有良好的临床基

础 ，使用人群广泛 。作为院内制剂 ，其质量控制方法

已落后于市场同类产品 ，应及时更新其检测标准 。

本实验进一步完善了益视明目颗粒的质量控制方

法 ，以便其更安全 、有效地为患者使用 。
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极化能引起细胞凋亡因子的释放 ，最终导致细胞死

亡 。 Hseu等［１１］研究发现 ，线粒体损伤与初期 ROS
的水平升高有关 ，随之引起细胞色素 c释放进入细
胞质和 caspases激活 ，从而导致细胞凋亡 。

　 　本研究结果发现 ，用泽漆提取物处理 MDA唱
MB唱２３１细胞 ，可引起 ROS的大量释放 。 PI染色法
试验表明 ，泽漆提取物最终导致 MDA唱MB唱２３１ 细
胞的凋亡 。而提前加入 ROS 抑制剂 NAC ，显著抑

制了细胞凋亡 ，进一步证明泽漆提取物诱导的细胞

凋亡是由其引起的 ROS 大量释放导致的 。线粒体

途径的细胞凋亡可由细胞支架破裂 、DNA 损伤和
ROS蓄积引起［１２］

。 Caspase唱９是线粒体途径的启动
因子 ，可由细胞色素 c的释放或与 Apaf唱１结合而激
活 。激活后的 caspase唱９ 随之募集和激活执行
caspase ，主 要 为 caspase唱３ 。 Caspase唱３ 由 pro唱
caspase唱３裂解为激活形式 ，可剪切 PARP ，从而导

致细胞最终死亡［７］
。研究发现 ，PARP是一种 DNA

修复酶 ，其碎片可作为线粒体途径细胞凋亡的标志

性产物［１０］
。细胞凋亡过程中 ，发现 procaspase唱９发

生裂解 ，而 caspase唱３ 则是引起细胞凋亡的执行因
子［１２］

。 Western blot 试验结果显示 ，泽漆提取物处

理后的细胞 procaspase唱９ 、procaspase唱３和 PARP水
平明显降低 ，caspase唱３ 及 PARP 水平明显升高 ，且

呈剂量依赖性 ，表明泽漆提取物很可能通过线粒体

途径引起 MDA唱MB唱２３１ 细胞凋亡 。 而提前加入

ROS抑制剂 NAC 和 caspase抑制剂 Z唱VAD唱FMK
能使泽漆提取物诱导凋亡的 DNA 碎片明显减少 ，

进一步证明了上述推断 。综上所述 ，泽漆提取物可

有效抑制 MDA唱MB唱２３１细胞的生长 ，诱导其凋亡 ，

其作用机制可能与 ROS 生成过量所致的线粒体损
伤途径有关 。
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