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止血祛瘀明目片质量标准提升研究
姬于婷，贾丽华，张国跃△

（陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６５）
摘要：目的 建立止血祛瘀明目片的质量标准。方法 采用显微鉴别法鉴别方中的丹参和三七，采用薄层色谱（ＴＬＣ）法鉴别方中的女贞
子；采用高效液相色谱法测定丹参中丹酚酸 Ｂ含量，色谱柱为 ＵｌｔｉｍａｔｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －乙腈 －甲酸 －
水（２７∶９∶１∶６３，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８６ｎｍ，柱温为３５℃，进样量为１０μＬ。结果 丹参和三七显微鉴别可见

相应的特征组织和细胞；女贞子ＴＬＣ特征斑点清晰，阴性对照无干扰。丹酚酸 Ｂ进样量在０．０６４１７～１．２８３４５μｇ范围内与峰面积线性
关系良好牗ｒ＝０．９９９５牘；加样回收率为９７．２８％，ＲＳＤ为１．９９％（ｎ＝６）。结论 该方法简便可靠、准确度高，所拟订质量标准基本可行，

可有效控制止血祛瘀明目片的产品质量。

关键词：止血祛瘀明目片；显微鉴别；薄层色谱法；高效液相色谱法；女贞子；特女贞苷；丹参；三七；丹酚酸Ｂ；质量标准
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止血祛瘀明目片是由丹参、地黄、三七、大黄、黄芩、

女贞子等药味经加工制成的片剂，具有化瘀止血、滋阴

清肝、明目的功效，主要用于阴虚肝旺、热伤络脉所致的

眼底出血等症。本研究中对止血祛瘀明目片的现行质量

标 准 ＷＳ－１０２５８（ＺＤ－０２５８）－２００２－２０１２Ｚ中 的 鉴
别、含量测定等项目进行验证，并建立了鉴别女贞子中

特女贞苷的薄层色谱牗ＴＬＣ牘法、测定丹参中丹酚酸Ｂ含
量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＧ－２０ＡＤ型高效液相色谱仪（配有二极管阵列检
测器，日本岛津公司）；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５／２４８７型高效液相
色谱仪（配有 ２４８７型紫外检测器和 Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站，
美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＡＧＭＥ２３５Ｓ型电子分析天

平（德国赛多利斯公司，精度为十万分之一）；ＫＱ－
５００ＤＥ型数控超声波清洗机（昆山市超声仪器有限公
司，功率为 ５００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；ＢＸ４１型显微镜与
ＣＣＤ成像系统（日本奥林巴斯公司）；自制薄层板薄层
色谱硅胶Ｇ（青岛海海洋化工有限公司）；薄层硅胶Ｇ预
制板（德国 Ｍｅｒｃｋ公司，批号为 ＨＸ１２４８９１；青岛海洋化
工厂分厂，批号为２０１２０３２０）。
１．２ 试药

止血祛瘀明目片（批号分别为 １３１２０１，１３１２０２，
１３０９０３），不含女贞子、丹参的阴性样品，均由厂家制备
并提供。特女贞苷对照品（批号为 １１１９２６－２０１２０３，含
量为 １００％），丹酚酸 Ｂ对照品（批号为 １１１５６２－
２００９０８，含量为１００％），均购于中国食品药品检定研究
院；试验用水分别采用纯化水和超纯水；乙腈、甲醇为色

·检验检测·
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Ａ Ｂ
Ａ．丹参中的石细胞 Ｂ．三七中的树脂道

图１ 显微鉴别特征图牗１０×４０牘
Ａ．Ｓｃｌｅｒｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂ．Ｒｅｓｉｎｃｈａｎｎｅｌｓｉｎ Ｐａｎａｘ

ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

Ｆｉｇ．１ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ（１０×４０）

谱纯，其余试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 丹参和三七的显微鉴别

本研究中采用显微鉴别丹参和三七，结果可见相应

的特征组织和细胞。详见图１。

２．２ 女贞子的ＴＬＣ鉴别
取样品２０片，剥去包衣，研磨成细粉，加入甲醇３０ｍＬ，

超声处理３０ｍｉｎ（功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ），滤过，
滤液浓缩至 ２ｍＬ，加入中性氧化铝 ３ｇ，拌匀，置水浴
上蒸干，研细，加在中性氧化铝柱（１００～２００目，规格为
２ｇ，内径为１～１．５ｃｍ）上，用甲醇５ｍＬ洗脱，收集洗脱
液，作为供试品溶液。取不含女贞子的阴性样品，同法制

成阴性对照药材溶液。另取特女贞苷对照品适量，精密

称定，并加甲醇适量，制成每１ｍＬ含２ｍｇ的溶液，即得对
照品溶液。照 ＴＬＣ法试验，吸取上述 ３种溶液各 ５μＬ，
点于同一硅胶 ＧＦ２５４薄层板上，以乙酸乙酯 －甲醇－水
（２０∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，在紫外
光灯（２５４ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱中，在与对照品
溶液色谱相应位置处显相同颜色的荧光淬灭斑点，阴性

对照品溶液无干扰，斑点分离度符合要求，方法可行。详

见图２。
２．３ ＨＰＬＣ法测定丹酚酸Ｂ的含量
２．３．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＵｌｔｉｍａｔｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇 －乙腈 －甲酸 －水（２７∶９∶１∶６３，Ｖ／Ｖ／
Ｖ／Ｖ）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８６ｎｍ；柱温：３５℃；
进样量：１０μＬ。理论板数按丹酚酸Ｂ峰计应不低于４０００。
２．３．２ 溶液制备

取丹酚酸Ｂ对照品适量，精密称定，用７５％甲醇制
成每 １ｍＬ含 ５０μｇ的溶液，即得对照品溶液。取样品
２０片，剥去包衣研磨成细粉，再取 ０．２ｇ，精密称定，放
入锥形玻璃瓶中，精密加入７５％甲醇５０ｍＬ，称定质量，

水浴加热回流 １ｈ，取出，放冷，再称定质量，用 ７５％甲
醇补足减失的质量，摇匀，取续滤液，作为供试品溶液。取

不含丹酚酸Ｂ的阴性样品，同法制备阴性对照品溶液。
２．３．３ 测定波长确定

取丹酚酸 Ｂ对照品溶液（质量浓度为 １０μｇ／ｍＬ），
在 ２００～４００ｎｍ波长范围扫描紫外光谱图，结果在
２８５．６ｎｍ波长处有最大吸收。参考 ２０１５年版《中国药
典牗一部牘》丹参犤１犦项下内容，确定测定波长为２８６ｎｍ。
２．３．４ 方法学考察

专属性试验：取不含丹参的阴性样品，依法制备丹

参阴性对照品溶液，取２．３．２项下对照品溶液和供试品
溶液各 １０μＬ，进样测定。结果显示，阴性对照无干扰，
专属性强。详见图３。

线性关系考察：分别精密吸取丹酚酸 Ｂ对照品溶
液（质量浓度为６４．１７２５μｇ／ｍＬ）１，２，５，１０，１５，２０μＬ，
按 ２．３．１项下色谱条件进样测定，以进样量（Ｘ，μｇ）为
横坐标、峰面积积分值（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得
回归方程 Ｙ＝６９６５０Ｘ－６４４．９，ｒ＝０．９９９５牗ｎ＝６牘。结
果表明，丹酚酸 Ｂ进样量在 ０．０６４１７～１．２８３４５μｇ范
围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取同一对照品溶液牗质量浓度为
６４．１７２５μｇ／ｍＬ牘，重复进样、测定。结果峰面积的 ＲＳＤ
为０．１６％（ｎ＝７），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为１３０９０３）样品６份，
精密称定，依法制备供试品溶液，进样测定。结果样品中

丹酚酸 Ｂ平均含量为 １０．６２０６ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为 ０．６４％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

１－３．供试品溶液 ４．对照品溶液 ５．阴性对照药材溶液

Ａ．预制板（室温为 １８℃，相对湿度为 ４８％） Ｂ．自制版（室温
为２１℃，相对湿度为５６％）

图２ 女贞子的薄层色谱图

１－３．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ ４．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ａ．Ｐｒｅｃａｓｔｂｏａｒｄ（ｔｈｅｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｓ１８℃ ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ

ｉｓ４８％） Ｂ．Ｓｅｌｆ－ｍａｄｅｂｏａｒｄ（ｔｈｅｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｓ２１℃ ａｎｄｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙｉｓ５６％）

Ｆｉｇ．２ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＦｒｕｃｔｕｓＬｉｇｕｓｔｒｉｌｕｃｉｄｉ

Ａ Ｂ

·检验检测·
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ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年６月５日 第３０卷第１１期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０２１

取样量（ｇ）

０．１００５
０．１０３８
０．０９６８
０．０９６５
０．１０００
０．１００４

样品含量（ｍｇ）

１．０６７４
１．１０２４
１．０２８１
１．０２４９
１．０６２１
１．０６６３

加入量（ｍｇ）

０．９４２８
０．９４２８
０．９４２８
０．９４２８
０．９４２８
０．９４２８

测得量（ｍｇ）

１．９８７３
２．０５０６
１．９４７０
１．９４３６
１．９５８２
１．９６７７

回收率（％）

９７．５７
１００．５７
９７．４６
９７．４４
９５．０５
９５．６１

Ｘ（％）

９７．２８

ＲＳＤ（％）

１．９９

Ｕ／ｍＶ

０．０５
０．０４
０．０３
０．０２
０．０１
０

－０．０１ ｔ／ｍｉｎ
２ ４ ６ ８ １０１２１４１６１８２０２２２４２６２８

Ａ Ｂ Ｃ

１．丹酚酸 Ｂ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图３ 专属性试验高效液相色谱图

１．ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
图３ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

Ｕ／ｍＶ

ｔ／ｍｉｎ
２ ４ ６ ８ １０１２１４１６１８２０２２２４２６２８

０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０

Ｕ／ｍＶ

ｔ／ｍｉｎ
２ ４ ６ ８ １０１２１４１６１８２０２２２４２６２８

０．０５
０．０４
０．０３
０．０２
０．０１
０

－０．０１

１８．４１８．４ １１

表１ 丹酚酸Ｂ加样回收试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．１ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ（ｎ＝６）

批号

１３１２０１
１３１２０２
１３０９０３

丹酚酸Ｂ含量（ｍｇ／ｇ）

１４．８４
１４．７６
１０．６２

ＲＳＤ（％）

０．３５
１．９４
０．６４

表２ 样品含量测定结果（ｎ＝３）

Ｔａｂ．２ ＣｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ ｉｎｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

中间精密度试验：取同一批（批号为 １３０９０３）样品
按重复性试验方法测定含量。结果丹酚酸 Ｂ含量的
ＲＳＤ％为１．６９％（ｎ＝６），结果较满意。
稳定性试验：取同一批（批号为１３０９０３牘样品０．２０６２ｇ，

依法制备供试品溶液，分别于０，２，３，５，９，１２，２１ｈ时进
样测定。结果峰面积的 ＲＳＤ为 １．２３％（ｎ＝７），表明供
试品溶液在２１ｈ内稳定。

加样回收试验：取同一批（批号为１３０９０３）样品０．１ｇ，
精密称定，共 ６份，加入质量浓度为０．９４２８ｍｇ／ｍＬ的
丹酚酸Ｂ对照品溶液１ｍＬ，依法制备供试品溶液，进样
测定，并计算回收率。结果见表１。

２．３．５ ＰＤＡ光谱扫描与峰纯度检测
取供试品溶液与丹酚酸 Ｂ对照品溶液各１０μＬ，注

入高效液相色谱仪，使用二极管阵列检测器进行 ＰＤＡ
光谱扫描，选定 ２００～４００ｎｍ波长范围的 ＰＤＡ光谱进
行比较。结果供试品溶液色谱图中呈现与丹酚酸 Ｂ对
照品溶液色谱峰保留时间相同的色谱峰，且色谱峰的特

征相同；同时采用 ＷａｔｅｒｓＥｍｐｏｗｅｒ工作站处理数据，结
果样品的峰纯度符合要求。

２．３．６ 样品含量测定

取 ３批样品，依法制备供试品溶液，按 ２．３．１项下
色谱条件测定丹酚酸Ｂ的含量。结果见表２。
３ 讨论

女贞子 ＴＬＣ鉴别中，曾将样品经超声处理 ３０ｍｉｎ
后滤过，滤液浓缩至２ｍＬ，直接点样，干扰的斑点较多，

故增加用中性氧化铝柱除杂的步骤。翟少钦等犤２犦采用乙

酸乙酯－丙酮 －甲酸 －水系统作为展开剂，用１％香草
醛硫酸乙醇溶液显色，发现样品有斑点扩散现象，并有

其他斑点干扰，改用拟订方法后效果较满意。丹酚酸 Ｂ
的含量测定比较了乙醇和甲醇作为提取溶剂制备供试

品溶液，结果用乙醇提取后的溶液，丹酚酸 Ｂ含量低于
甲醇；又比较了不同体积分数的甲醇，发现用低体积分

数的甲醇作为溶剂，丹酚酸Ｂ含量虽稍高一些，但杂峰较
多，尤其是在目标峰附近有干扰峰，故选择７５％甲醇作为
提取溶剂；考察用不同的提取时间处理样品，结果发现处

理时间超过１ｈ，丹酚酸Ｂ的含量并未明显升高。
女贞子的现代药理学研究犤３－７犦显示，其含有多种具

有生理活性的有机酸，如齐墩果酸、油酸、棕榈酸、亚麻

酸，还含有 Ｄ－甘露醇、黄酮类、氨基酸、糖类等化合
物。女贞子提取物中的还原性铁离子能清除自由基及抑

制 α－葡萄糖苷酶，具有抗氧化、降糖、调脂作用。女贞
子素有滋补肝肾、明目乌发的功效，采用 ＴＬＣ法对女贞
子进行定性鉴别具有实际意义。

丹参活血化瘀，药理作用广泛犤８－９犦，其化学成分可

分为两类：脂溶性成分主要是以丹参酮型二萜为主的二

萜类，如丹参酮ⅡＡ等；水溶性成分主要是以酚酸为主，
如丹酚酸Ｂ。此外，丹参还含有黄酮、甾体、三萜等成分。
本研究中测定的丹酚酸 Ｂ是丹参药材中生物活性很强
且含量最高的水溶性化合物，可以抗血小板黏附和聚

集，具有抗氧化、清除氧自由基、保护缺血性神经损伤和

抗炎等重要作用。原质量标准中只收载了丹参酮ⅡＡ的
含量测定方法，未控制酚酸类水溶性成分。本研究中旨


