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寒痹外用方源自中日友好医院风湿科专家经多年临床验
证的验方，全方由独活、续断、威灵仙、牛膝等中药组成，具有
补益肝肾、舒筋养血、祛风除湿、通络止痛的功效。临床以其
水煎液熏蒸，用于外感风寒湿邪、肝肾两亏、气血不足所致的
痹病，可以有效缓解患者的晨间僵痛及腰背疼痛[1]。按照临床
的要求，笔者将本处方开发成凝胶膏，以方便患者使用。独活
为处方的君药，其主要的镇痛成分为蛇床子素；续断为臣药，

研究表明，续断总皂苷具有抗炎、镇痛的作用[2]；威灵仙的醇提
物可以通过抑制与炎症产生相关的酶的活性来抑制炎症因子
的生物合成，从而阻止炎症和疼痛的产生[3]；牛膝作为引经药，

引诸药下行，使药效直达下肢，其主要活性成分是以齐墩果酸
为苷元的三萜皂苷类成分。笔者选用乙醇作为提取溶剂，并
以君药独活所含的蛇床子素、臣药续断所含的川续断皂苷Ⅵ
的转移率以及处方的出膏率为考察指标，通过正交试验法优
选方中药材提取工艺，以为该制剂的实际生产提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1260 型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Agilent 公司）；

DH-101型电热恒温鼓风干燥箱（天津市中环实验电炉有限公

司）；HH-S4型电热恒温水浴锅（北京科伟永兴仪器有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

独活、威灵仙（北京华邈中药工程技术开发中心，批号：

301241、208171），续断（北京太洋树康中药饮片厂，批号：

1305022），牛膝（北京卫仁中药饮片厂，批号：103313101），各
药材的含量测定及薄层色谱法鉴别结果均符合 2010年版《中
国药典》（一部）要求；蛇床子素对照品、川续断皂苷Ⅵ对照品
（中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ，批 号 ：110822-200407、

111685-201304，纯度：供含量测定用）；乙腈为色谱纯，水为娃
哈哈纯净水，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 蛇床子素的含量测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：水-乙腈（57 ∶ 43，V/V）[4]，流速：1.0 ml/min；检测
器：二极管阵列检测器，检测波长：322 nm[5]；柱温：35 ℃；进样
量：10 μl或20 μl。在此色谱条件下，蛇床子素与相邻色谱峰的
分离度为2.1，理论板数按蛇床子素峰计不低于18 000。

2.1.2 蛇床子素对照品贮备液的制备 精密称取蛇床子素对
照品适量，置于25 ml量瓶中，用甲醇溶解，制成含蛇床子素为
0.28 mg/ml的对照品贮备液。

2.1.3 供试品溶液的制备 按处方比例称取独活、续断、牛
膝、威灵仙等药材 31 g，按L9（34）正交试验设计表中各试验条
件分别进行回流提取，合并提取液，用相应体积分数的乙醇分
别定容至500 ml（6、8倍乙醇提取）、1 000 ml（10倍乙醇提取），

摇匀，过0.45 μm的微孔滤膜，即得。
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摘 要 目的：优选寒痹舒凝胶膏的提取工艺。方法：采用L9（34）正交试验，以蛇床子素、川续断皂苷Ⅵ转移率和出膏率为评价指

标，选取乙醇体积分数、乙醇用量、提取时间为考察因素，优选寒痹舒凝胶膏剂的提取工艺并进行验证试验。结果：最佳提取工艺

为 10倍药材量的 70％乙醇提取 2次，每次 2 h。验证试验显示，蛇床子素平均转移率为 59.34％，川续断皂苷Ⅵ平均转移率为

84.96％，平均出膏率为25.68％（RSD≤3.5％，n＝3）。结论：优选的提取工艺稳定、可行。
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and extraction time. RESULTS：The optimum extraction conditions were extracting 2 times with 10-fold of 70％ alcohol，2 h for

each time. The average transfer rate of osthole and asperosaponin Ⅵ were 59.34％ and 84.96％，respectively. The average solid ex-

tracts rate was 25.68％（RSD≤3.5％，n＝3）. CONCLUSIONS：The optimized extraction technology is stable and feasible.
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2.1.4 独活空白溶液的制备 称取处方中除独活外的其余药
材，用8倍量80％乙醇回流提取2次，每次1 h，合并2次提取液，

用80％乙醇定容至500 ml，摇匀，过0.45 μm的微孔滤膜，即得。

2.1.5 方法专属性考察 分别吸取蛇床子素对照品贮备液10

μl，供试品溶液（正交试验9号）、独活空白溶液各20 μl，进样测
定。结果，蛇床子素对照品贮备液、供试品溶液在43 min左右
出现蛇床子素特征吸收峰，而独活空白溶液在此处无干扰，表
明方法专属性良好，详见图1。

2.1.6 线性关系考察 分别精密吸取蛇床子素对照品贮备液
0.5、1、2、3、4、5 ml至10 ml量瓶中，稀释得到系列对照品溶液，

进样 10 μl，记录峰面积。以对照品质量浓度（x）对峰面积（y）

进行回归，得回归方程：y＝2 194x+3.566 6（r＝0.999 9），表明
蛇床子素检测质量浓度线性范围为14～140 μg/ml。

2.1.7 精密度试验 吸取蛇床子素对照品贮备液 10 μl，连续
进样6次测定。结果蛇床子素峰面积的RSD为0.23％（n＝6），

表明仪器精密度良好。

2.1.8 稳定性试验 吸取同一供试品溶液 20 μl于 0、2、4、8、

12、24 h进样测定。结果蛇床子素峰面积的RSD为0.32％（n＝

6），表明供试品溶液在24 h内基本稳定。

2.1.9 重复性试验 取同一供试品溶液6份，进样测定。结果
蛇床子素峰面积的RSD为0.15％（n＝6）。

2.2 川续断皂苷Ⅵ的含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：水-乙腈（73 ∶27，V/V），流速：1.0 ml/min；检测器：

二极管阵列检测器，检测波长：212 nm；柱温：30 ℃；进样量：

10 μl。在此色谱条件下，理论板数按川续断皂苷Ⅵ峰计不低
于7 000。

2.2.2 川续断皂苷Ⅵ对照品贮备液的制备 精密称取川续断
皂苷Ⅵ对照品适量，置于10 ml量瓶中，用甲醇溶解，制成含川
续断皂苷Ⅵ为2.384 mg/ml的对照品贮备液。

2.2.3 供试品溶液的制备 按“2.1.3”项下方法制备成供试品
溶液。

2.2.4 续断空白溶液的制备 称取处方中除续断以外的其余
药材，按“2.1.4”项下方法制备续断空白溶液。

2.2.5 方法专属性考察 分别吸取川续断皂苷Ⅵ对照品贮备

液 10 μl，供试品溶液（正交试验 4号）、续断空白溶液各 20 μl，

进样测定。结果，川续断皂苷Ⅵ对照品贮备液、供试品溶液在
27 min左右出现川续断皂苷Ⅵ的特征吸收峰，而续断空白溶液
在此处无干扰，表明方法专属性良好，详见图2。

2.2.6 线性关系考察 分别精密吸取川续断皂苷Ⅵ对照品贮
备液0.5、1、2、3、4、5 ml至10 ml量瓶中，稀释得到系列对照品
溶液，进样 10 μl，记录峰面积。以对照品质量浓度为横坐标
（x）、峰面积为纵坐标（y），计算得回归方程：y＝197.66x+9.614

（r＝0.999 9），结果表明川续断皂苷Ⅵ检测质量浓度线性范围
为119.2～1 192 μg/ml。

2.2.7 精密度试验 吸取川续断皂苷Ⅵ对照品贮备液 10 μl，

连续进样 6 次测定。结果川续断皂苷Ⅵ峰面积的 RSD 为
1.01％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.8 稳定性试验 吸取同一供试品溶液 20 μl于 0、2、4、8、

12、24 h进样测定。结果川续断皂苷Ⅵ峰面积的RSD为1.20％
（n＝6），表明供试品溶液在24 h内基本稳定。

2.2.9 重复性试验 取同一供试品溶液6份，进样测定。结果
川续断皂苷Ⅵ峰面积的RSD为0.35％（n＝6）。

2.3 出膏率的测定[6]

精密吸取供试品溶液25 ml，置于已干燥至恒质量的蒸发
皿中，水浴蒸干后，于 105 ℃干燥 3 h；移至干燥器中，冷却 30

min，迅速精密称定质量，计算出膏率[出膏率＝干膏质量（g）/

药材总质量（g）×100％]。

2.4 正交试验优选提取工艺
根据预试验结果，将提取次数定为 2次，选取乙醇体积分

数、乙醇用量（相对于药材量倍数）、提取时间为考察因素，每
个因素选取3个水平，以蛇床子素、川续断皂苷Ⅵ转移率（转移
率＝提取液中指标成分含量/药材中指标成分含量×100％，其
中“药材中指标成分含量”是依据2010年版《中国药典》方法对
独活及续断药材进行含量检测时所得的数据，即1 g独活中含
蛇床子素的量为 7.6 mg，1 g川续断中川续断皂苷Ⅵ的含量为
41.3 mg）和出膏率为评价指标，选用L9（34）正交表安排试验，

每个试验重复2次。因素与水平见表1，结果见表2，方差分析
见表3。

由极差分析可知，以蛇床子素转移率为指标，最优工艺为
A3B3C3；以川续断皂苷Ⅵ转移率为指标，最优工艺为A2B3C3；以

图1 独活高效液相色谱图
A.独活空白；B.蛇床子素对照品；C.供试品；1.蛇床子素

Fig 1 Angelica pubescence HPLC chromatography
A. negative without angelica pubescence；B. osthole reference；C. test-

ing；1. osthole
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1 图2 续断高效液相色谱图
A. 续断空白；B. 川续断皂苷Ⅵ对照品；C. 供试品；1.川续断皂苷Ⅵ

Fig 2 Dipsacaceae HPLC chromatography
A. negative without dipsacaceae；B. asperosaponin Ⅵ reference；C. test-

ing；2. asperosaponin Ⅵ
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表1 因素与水平
Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（乙醇体积分数，％）

60

70

80

B（乙醇用量，倍）

6

8

10

C（提取时间，h）

1

1.5

2

表2 正交试验结果
Tab 2 Results of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

蛇床子
素转移
率

川续断皂
苷Ⅵ转移
率

出膏率

K1

K2

K3

R

K1

K2

K3

R

K1

K2

K3

R

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

1

1

1

2

2

2

3

3

3

106.90

112.90

121.90

15.00

154.30

170.00

138.10

31.90

48.57

46.90

40.40

8.16

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

105.80

110.30

125.60

19.70

156.70

136.50

169.20

32.80

42.98

45.24

47.66

4.68

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

1

2

3

2

3

1

3

1

2

103.50

113.40

124.70

21.20

146.80

151.70

163.90

17.10

41.96

45.47

48.45

6.50

D（误差）

1

2

3

3

1

2

2

3

1

1

2

3

3

1

2

2

3

1

114.30

108.10

119.20

11.10

153.30

158.00

151.10

6.90

44.38

45.64

45.86

1.48

蛇床子素
转移率，％

45.92

49.53

69.49

55.79

61.21

54.32

60.28

57.58

66.54

42.93

47.47

65.25

53.89

59.30

54.16

58.67

55.70

66.91

川续断皂苷
Ⅵ转移率，％

72.66

69.22

86.25

80.41

81.44

90.84

74.87

53.04

73.45

76.00

68.79

89.87

86.71

79.87

90.85

79.45

57.09

76.48

出膏
率，％

20.78

24.24

27.30

22.64

24.41

23.15

20.71

18.48

21.02

21.23

24.79

27.36

22.69

24.69

23.13

20.89

19.10

21.01

表3 方差分析结果
Tab 3 Analysis of variance

考察指标
蛇床子素转移率，％

川续断皂苷Ⅵ转移率，％

出膏率，％

变异来源
A

B

C

误差
A

B

C

误差
A

B

C

误差

离均差平方和
171.55

321.23

337.57

114.92

763.85

819.59

232.62

93.60

55.817

16.398

31.718

2.412

自由度
2

2

2

11

2

2

2

11

2

2

2

11

均方
85.78

160.61

168.78

10.45

381.93

409.79

116.31

8.51

27.908

8.199

15.859

0.219

F

8.21

15.37

16.16

44.88

48.16

13.67

127.27

37.39

72.32

P

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

注：F0.01（2，11）＝7.21，F0.05（2，11）＝3.98

Note：F0.01（2，11）＝7.21，F0.05（2，11）＝3.98

出膏率为指标，最优工艺为A1B3C3。方差分析显示，3种因素

对3个指标都有极显著性影响。3个指标的最优工艺中，影响
因素B（乙醇用量）、C（提取时间）是一致的；对于影响因素A
（乙醇体积分数），从试验数据可以看出，用70％与80％乙醇提
取，蛇床子素转移率相差9％（K2为112.90，K3为121.90）。对于
出膏率，用 60％与 70％乙醇提取，出膏率相差 1.67％（K1为
48.57，K2为46.90）。故选择70％乙醇作为提取溶剂。综上所述，

最优提取工艺为：10倍药材量的70％乙醇提取2次，每次2 h。
2.5 验证试验

按处方比例称取独活、续断、牛膝、威灵仙等药材，按上述
最佳工艺提取药材，即加入10倍药材量的70％乙醇回流提取
2次，每次 2 h。平行提取 3份，并按“2.1.3”项下方法制备供试
品溶液，测定蛇床子素、川续断皂苷Ⅵ转移率以及出膏率，结
果见表4。

表4 验证试验结果
Tab 4 Verification test results

样品号
1

2

3

蛇床子素转移率，％
57.89

60.53

59.61

川续断皂苷Ⅵ转移率，％
82.86

83.66

88.38

出膏率，％
25.49

25.34

26.22

由验证试验结果可知，最佳工艺中，蛇床子素平均转移率
为 59.34％ ，RSD 为 2.3％ ；川续断皂苷Ⅵ平均转移率为
84.96％，RSD 为 3.5％；平均出膏率为 25.68％，RSD 为 1.8％
（RSD≤3.5％，n＝3），表明此提取工艺稳定可行。

3 讨论
3.1 考察指标的选择

合理地选择中药处方的提取工艺及指标是保证原方药效
的关键。独活为寒痹外用方的君药，据文献报道，其为中药成
方制剂中风湿病相关方剂单味药使用频率排名前 10位的药
材[7]；诸多研究显示，其中所含的蛇床子素为其抗炎镇痛的有
效成分[8-10]。续断为处方中的臣药，其主要成分为三萜皂苷类
化合物，具有抗炎镇痛的作用[2]，其中以川续断皂苷Ⅵ含量相
对较高。故选这 2个成分的转移率以及中药膏剂处方常用的
出膏率作为考察指标，以筛选处方的最优提取工艺。

3.2 回流提取条件的选择
根据预试验结果发现，回流提取 2次时，蛇床子素和川续

断皂苷Ⅵ的转移率已经较高，分别达到了 60％和 80％。因此
正交试验没有将提取次数作为考察因素，而选择了大生产常
用的提取次数，即 2次。这既考虑到了药效成分的提取效率，

也结合了实际生产中的成本节约问题。而对药效成分提取影
响较大的因素为乙醇体积分数，根据文献[11-12]及预试验结果，

处方中的药材均以醇提取物具有抗炎镇痛的效果，故选取
60％、70％、80％的乙醇作为考察对象。

3.3 流动相的选择
测定蛇床子素含量时，笔者依据文献选定乙腈-水比例为

43 ∶ 57[4]，此时蛇床子素峰形良好，与相邻色谱峰的分离度＞

1.5，故选其作为流动相。测定川续断皂苷Ⅵ含量时，笔者也对
不同比例的乙腈-水（30 ∶ 70[13]、28 ∶ 72[14]、27 ∶ 73）进行了考察，结
果显示，当乙腈-水比例为 27 ∶ 73时，川续断皂苷Ⅵ的峰形良
好，且阴性样品无干扰。故选择乙腈-水（27 ∶73）作为其流动相。
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不同厂家左炔诺孕酮原料药及片剂中右旋体存在状况考察
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摘 要 目的：考察不同厂家左炔诺孕酮原料药及片剂中是否存在无活性右旋体，并对高温、高湿、光照破坏的原料药进行考察，

以了解贮存时的变化情况。 方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Hypersil ODS，流动相为甲醇-1％ γ-环糊精（50 ∶ 50），流速为

1.2 ml/min，检测波长为242 nm，柱温为30 ℃。分析来源于2个厂家的11批次原料药、7个厂家的19批片剂（包括放置3年的1批

样品）、1个厂家的2批肠溶片、原研片及经光、湿、热破坏的原料药中右旋体的存在情况。结果：在采用的色谱条件下，左炔诺孕酮

与右旋体分离良好，右旋体检测限为1 ng；各检品中均未检出右旋体。结论：建立的方法专属性强、灵敏且环保；推导该药在原料

合成时即可以控制左炔诺孕酮的光学纯度，制剂稳定性好，贮存期间不会因光、湿、热等因素产生右旋体。

关键词 左炔诺孕酮；右旋体；原料药；片剂；高效液相色谱法

Investigation of Dextroisomer in Levonorgestrel Drug Substance and Levonorgestrel Tablets from Different
Manufacturers
SHI Jie，CHE Bao-quan，YIN Guang（Beijing Institute for Drug Control，Beijing 100035，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate if any inactive dextroisomer is in levonorgestrel drug substance or Levonorgestrel tab-

lets from different sources，and to investigate levonorgestrel drug substance treated with heat，moisture and light to study the

change of storage. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Hypersil ODS column with mo-

bile phase consisted of methanol-1％ γ-cyclodextrin（50 ∶ 50）at the flow rate of 1.2 ml/min. The detection wavelength was set at

242 nm，and the column temperature was 30 ℃. The inactive dextroisomer were analyzed in 11 batches of drug substance from 2

manufacturers，19 batches of tablet from 7 manufacturers（containing 1 batch of sample after kept for 3 years），2 batches of enter-

ic-coated tablet from 1 manufacturer，original tablet and drug substance treated with heat，moisture and light. RESULTS：Dextroiso-

mer was well separated from levonorgestrel under above chromatogram condition，and the limit of detection was 1 ng. No dextroiso-

mer was found in samples. CONCLUSIONS：Established method is specific，sensitive and environmental. It can control the optical

purity of levonorgestrel during synthesis process through the derivation. The preparation is stable，and no dextroisomer is produced

due to light，moisture or heat during storage.

KEYWORDS Levonorgestrel；Dextroisomer；Drug substance；Tablet；HPLC
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