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中均能很好地溶解，且DMF不干扰4种待测溶剂成分的测定，

故选用DMF作为溶剂。

采用HS-GS法测定样品中残留溶剂，可以消除基质的潜

在干扰，且仪器污染少，可有效保护色谱柱。预试验曾考察了

不同顶空平衡温度（60、65、70、75、80 ℃）、相同顶空平衡时间

30 min下各待测溶剂成分的色谱峰面积。结果显示，随着顶空

平衡温度升高，各待测溶剂成分色谱峰面积增大，但从70 ℃升

到80 ℃时峰面积基本不变，故选择70 ℃为顶空平衡温度。顶

空平衡时间取决于待测溶剂成分分子从样品基质到气相的扩

散速度。预试验进一步考察了70 ℃顶空平衡温度、不同顶空

平衡时间（10、20、30、40 min）下各待测溶剂成分的色谱峰面

积。结果显示，顶空平衡时间超过 30 min后有机溶剂峰面积

基本不变，故选择30 min为顶空平衡时间。

检测样品中的残留溶剂时采用程序升温方法，可使各待

测溶剂成分色谱峰的分离度更大，同时可消除基质效应 [3-7]。

经预试验，最终确定升温程序为：40 ℃为初始温度，维持 5

min，再以10 ℃/min的速率升温至180 ℃，维持2 min。在此条

件下，各待测成分理论板数高，分离效果好。

综上所述，本方法操作简单，结果准确、可靠，可用于消旋

酮异亮氨酸钙原料药中的残留溶剂测定。
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摘 要 目的：建立脉康合剂的质量标准。方法：采用薄层色谱法（TLC）对制剂中白芍、当归、川芎、黄芪、五味子、麦冬进行定性

鉴别。采用高效液相色谱法测定制剂中五味子醇甲的含量：色谱柱为 Kromasil C18，流动相为甲醇-水（60 ∶ 40，V/V），流速为

1.0 ml/min，检测波长为254 nm，柱温为40 ℃，进样量为20 µl。结果：白芍、当归、川芎、黄芪、五味子、麦冬TLC图斑点清晰，分离

度好。五味子醇甲检测质量浓度线性范围为1～50 µg/ml（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜2％；加样回收率为

97.01％～98.58％（RSD＝0.56％，n＝6）。结论：该研究所建标准可用于脉康合剂的质量控制。

关键词 薄层色谱法；高效液相色谱法；五味子醇甲；质量控制
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quality standard for Maikang mixture. METHODS：TLC was used for the qualitative

identification of Paeonia lactiflora，Angelica sinensis，Ligusticum chuanxiong，Astragalus membranaceus，Schisandra chinensis

and Ophiopogon japonicus. HPLC was used for the content determination of schisandrin：the column was Kromasil C18 with mobile

phase of methanol-water（60 ∶ 40，V/V）at a flow rate of 1.0 ml/min，detection wavelength was 254 nm，column temperature was

40 ℃，and the infection volume was 20 µl. RESULTS：P. lactiflora，A. sinensis，L. chuanxiong，A. membranaceus，S. chinensis

and O. japonicus showed clear spots and well separated. The linear range of schisandrin was 1-50 µg/ml（r＝0.999 9）；RSDs of

precision，stability and reproducibility tests were lower than 2％；recovery was 97.01％-98.58％（RSD＝0.56％，n＝6）. CONCLU-

SIONS：The established standard can be used for the quality control of Maikang mixture.
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脉康合剂由五味子、当归、白芍、黄芪、川芎、党参、枸杞、

麦冬、菟丝子9味中药经水煎、浓缩等步骤精制而成，功效为益

气生津、滋补心阳，常用于防治高血压、高血脂等症，还可用于

扩张冠状动脉。方中主要药味五味子在益气复脉、生津养血

等方面疗效显著[1]。为提高和完善脉康合剂的质量标准，笔者

采用高效液相色谱法（HPLC），以五味子醇甲为定量指标，对

方中五味子进行了含量测定，并采用薄层色谱法（TLC），对方

中白芍、当归、川芎、黄芪、五味子、麦冬进行了定性鉴别。

1 材料
1.1 仪器

LC-16型HPLC仪，包括LC-6A泵、SPD-6AV紫外检测器、

7725i 进样阀、Anastar 色谱工作站（日本 Shimadzu 公司）；

D-37520型高速离心机（德国 Thermo Fisher 公司）；YKH-1型

液体快速混合器（江西医疗器械厂）；C9860A型超声波清洗器

（天津市科贝尔光电技术有限责任公司，功率：250 W，频率：50

kHz）；PB153-S 型电子分析天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；

HGC-12A型氮吹仪（广东海利集团有限公司）；GM-50型隔膜

真空泵（天津市腾达过滤器件厂）；硅胶GF254薄层板（烟台市化

学工业研究所）；硅胶G薄层板（青岛海洋化工有限公司）。

1.2 药品与试剂

脉康合剂（天津中医药大学第二附属医院自制，批号：

20130321、20131121、20140219，规格：150 ml/瓶）；芍药苷对照

品（批号：110736-201236，纯度：96.0％）、五味子甲素对照品

（批号：110764-201312，纯度：99.6％）、黄芪甲苷对照品（批号：

110781-200613，纯度：95.0％）、五味子醇甲对照品（批号：

110857-201211，纯 度 ：99.9％）、川 芎 对 照 药 材（批 号 ：

120918-201110）、当归对照药材（批号：120927-201010）、五味

子对照药材（批号：120922-200606）、麦冬对照药材（批号：

121013-200908）均购自中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱

纯，三氯甲烷、乙醇、乙醚、甲酸乙酯、乙酸乙酯、甲酸、正己烷、

丙酮、正丁醇、石油醚（30～60 ℃）均为分析纯，水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 定性鉴别

2.1.1 白芍 取样品 10 ml，加乙醇 10 ml，混匀，以半径为 10

cm、12 000 r/min离心5 min，取上清液蒸至无醇味，加乙醇1 ml

使溶解，得供试品溶液。另取芍药苷对照品适量，加适量乙

醇制成质量浓度为 1 mg/ml的芍药苷对照品溶液。按脉康合

剂处方和制备工艺制备缺白芍的阴性样品，并按上述供试

品溶液制备方法制成阴性对照溶液。按 TLC 法[2015年版

《中国药典》（四部）]试验 [2]，吸取上述 3种溶液各 12 μl，分别

点于同一硅胶G薄层板上，以三氯甲烷-甲醇-乙酸乙酯-甲酸

（40 ∶ 10 ∶ 5 ∶ 0.2，V/V/V/V）为展开剂，置于展开缸内，展开，取出，

晾干，以 5％香草醛硫酸溶液为显色剂，于 105 ℃下加热至斑

点显色清晰，置日光灯下检视。结果，供试品色谱中，在与对照品

色谱相应位置上显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰[3-5]，详

见图1。

2.1.2 当归、川芎 取样品 10 ml，分别用乙醚振摇提取 3次，

每次 10 ml，将乙醚液合并后挥干，所剩残渣加乙醇 1 ml使溶

解，得供试品溶液。另取当归、川芎对照药材各1 g，分别加入

乙醚10 ml，超声处理30 min，同供试品溶液制备方法制成单一

对照药材溶液[2]。按脉康合剂处方和制备工艺制备缺当归、川

芎的阴性样品，并按上述供试品溶液制备方法制成阴性对照

溶液。按TLC法[2015年版《中国药典》（四部）]试验[2]，吸取上

述4种溶液各12 μl，分别点于同一硅胶G薄层板上，以正己烷-

乙酸乙酯（8 ∶ 2，V/V）为展开剂，置于展开缸内，展开，取出，晾

干，置紫外光灯（365 nm）下检视。结果，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，且阴性对照无

干扰[6]，详见图2。

2.1.3 黄芪 取样品10 ml，以半径为10 cm、12 000 r/min离心
5 min，取上清液蒸干，将残渣加水10 ml使溶解，用20 ml水饱
和正丁醇振摇提取（重复1次），将正丁醇提取液合并，以20 ml

氨试液洗涤（重复1次），弃去氨试液，以10 ml水洗涤后除去水
液，蒸干正丁醇，将残渣加甲醇 1 ml 使溶解，得供试品溶液。

取黄芪甲苷对照品适量，加适量甲醇制成质量浓度为1 mg/ml

的黄芪甲苷对照品溶液。按脉康合剂处方和制备工艺制备缺
黄芪的阴性样品，并按上述供试品溶液制备方法制成阴性
对照溶液。按 TLC 法[2015年版《中国药典》（四部）]试验 [2]，

吸取上述 3种溶液各 10 μl，分别点于同一硅胶 G 薄层板上，

以三氯甲烷-甲醇-乙酸乙酯-水（15 ∶ 22 ∶ 40 ∶ 10，V/V/V/V）下层
溶液（10 ℃下放置）为展开剂，置于展开缸内，展开，取出，晾
干，以10％硫酸乙醇溶液为显色剂，于105 ℃下加热至斑点显
色清晰，置日光灯下检视。结果，供试品色谱中，在与对照品
色谱相应位置上显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰[7]，详
见图3。

2.1.4 五味子 取样品10 ml，分别用三氯甲烷振摇提取3次，

每次10 ml，将三氯甲烷蒸干，残渣加三氯甲烷1 ml使溶解，得
供试品溶液。另取五味子甲素对照品适量，加适量三氯甲烷
制成质量浓度为1 mg/ml的五味子甲素对照品溶液[2]。再取五
味子对照药材1 g，加入三氯甲烷10 ml，超声处理30 min，同供
试品溶液制备方法制备对照药材溶液。按脉康合剂处方和制

备工艺制备缺五味子的阴性样品，并按上述供试品溶液制备

方法制成阴性对照溶液。按TLC法[2015年版《中国药典》（四

1 2 3 4 5

图1 白芍的薄层色谱图
1.阴性对照；2～4.供试品；5.对照品

Fig 1 TLC chromatograms of P. lactiflora
1. negative control；2-4. test samples；5. reference substance

1 2 3 4 5 6

图2 当归、川芎的薄层色谱图
1.阴性对照；2.当归对照药材；3.川芎对照药材；4～6.供试品

Fig 2 TLC chromatograms of A. sinensis and L. chuanxiong
1. negative control；2. A. sinensis reference substance；3. L. chuanxiong

reference substance；4-6. test samples
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部）]试验[2]，吸取上述4种溶液5～10 μl，分别点于同一硅胶GF254

薄层板上，以石油醚（30～60℃）-甲酸乙酯-甲酸（15 ∶5 ∶1，V/V/V）

上层溶液为展开剂，置于展开缸内，展开，取出，晾干，置紫外

光灯（254 nm）下检视。结果，供试品色谱中，在与对照药材

和对照品色谱相应位置上显相同颜色的斑点，且阴性对照

无干扰[8]，详见图4。

2.1.5 麦冬 取样品 30 ml，加 30％盐酸 2 ml，60 ℃水浴加热
1 h，放冷，用三氯甲烷振摇提取2次，每次30 ml，合并三氯甲烷
提取液，浓缩至 1 ml，得供试品溶液。另取麦冬对照药材 1 g，

加水50 ml，同供试品溶液制备方法制成对照药材溶液。按脉
康合剂处方和制备工艺制备缺麦冬的阴性样品，并按上述供
试品溶液制备方法制成阴性对照溶液。按TLC法[2015年版

《中国药典》（四部）]试验[2]，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-丙酮（4 ∶ 1，V/V）为展开剂，

置于展开缸内，展开，取出，晾干，以10％硫酸乙醇溶液为显色
剂，于105 ℃下加热至斑点显色清晰，置日光灯下检视。结果，

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，且阴性对照无干扰[9]，详见图5。

2.2 五味子醇甲含量测定

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

μm）；流动相：甲醇-水（60 ∶ 40，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波
长：254 nm；柱温：40 ℃；进样量：20 µl。

2.2.2 对照品溶液的制备 取五味子醇甲对照品适量，精密
称定，加75％甲醇制成质量浓度为25 μg/ml的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取样品适量，以半径为10 cm、12 000

r/min离心5 min，精密量取上清液10 ml，用三氯甲烷振摇提取

3次，每次 15 ml，合并三氯甲烷提取液，使用氮吹仪吹至无氯

仿味，残渣加 75％甲醇使溶解，置于 2 ml量瓶中，加 75％甲醇

定容，摇匀，即得。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按脉康合剂处方和制备工艺制

备缺五味子的阴性样品，并按“2.2.3”项下方法制成阴性对照

溶液。

2.2.5 系统适应性试验 取“2.2.2”“2.2.3”“2.2.4”项下对照品

溶液、供试品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录色谱，详见图6。结果，理论板数以五味子

醇甲峰计＞3 000，各成分基线分离良好，分离度＞1.5，且阴性

对照无干扰。

2.2.6 线性关系考察 取五味子醇甲对照品适量，精密称定，

加入75％甲醇制成质量浓度分别为1、5、10、25、50 µg/ml的系

列对照品溶液。精密量取上述系列对照品溶液各 20 μl，按
“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以五味子醇甲

1 2 3 4 5

图3 黄芪的薄层色谱图
1.阴性对照；2～4.供试品；5.对照品

Fig 3 TLC chromatograms of A. membranaceus
1.negative control；2-4. test samples；5. reference substance
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图4 五味子的薄层色谱图
1.阴性对照；2.对照药材；3～5.供试品；6.对照品

Fig 4 TLC chromatograms of S. chinensis
1.negative control；2.reference substance；3-5. test samples；6. reference

substance
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图5 麦冬的薄层色谱图
1.阴性对照；2～4.供试品；5.对照药材

Fig 5 TLC chromatograms of O. japonicus
1. negative control；2-4. test samples；5. reference substance
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图6 高效液相色谱图
A.供试品；B.对照品；C.阴性对照；1.五味子醇甲

Fig 6 HPLC chromatograms
A.test sample；B. reference substance；C. negative control；1.schisandrin
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质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回
归，得回归方程为 y＝20 285x－4 531.8（r＝0.999 9）。结果表
明，五味子醇甲检测质量浓度线性范围为 1～50 µg/ml。

2.2.7 精密度试验 取“2.2.2”项下对照品溶液适量，按
“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结
果，五味子醇甲峰面积的 RSD＝0.67％（n＝6），表明仪器精
密度良好。

2.2.8 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液（批号：

20140219）适量，分别于室温下放置0、3、6、9、12 h时按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，五味子醇甲峰面
积的RSD＝1.62％（n＝5），表明供试品溶液在室温放置12 h内
基本稳定。

2.2.9 重复性试验 精密称取同一批样品（批号：20140219）

适量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，共6份，再按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。结果，五味
子醇甲平均含量为3.686 3 μg/ml，RSD＝1.45％（n＝6），表明本
方法重复性良好。

2.2.10 加样回收率试验 取已知含量样品（批号：20140219）

适量，共 6份，分别加入一定质量的五味子醇甲对照品，按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件
进样测定并计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery test（n＝6）
取样量，
ml
5

5

5

5

5

5

样品含
量，μg

18.431 7

18.431 7

18.431 7

18.431 7

18.431 7

18.431 7

加入量，
μg

18.490 5

18.490 5

18.490 5

18.490 5

18.490 5

18.490 5

测得量，
μg

36.369 2

36.567 9

36.435 9

36.517 3

36.659 8

36.541 4

加样回收
率，％
97.01

98.08

97.37

97.81

98.58

97.94

平均加样回
收率，％

97.80

RSD，
％

0.56

2.2.11 样品含量测定 取 3批样品各适量，分别按“2.2.3”项
下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定
并计算含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝2）

Tab 2 Results of contents determination of samples（n＝2）

样品批号

20130321

20131121

20140219

五味子醇甲，μg/ml

1

3.427 0

3.456 0

3.700 0

2

3.496 0

3.563 0

3.757 0

平均值，μg/ml

3.461 5

3.509 5

3.728 5

RSD，％

1.00

1.52

0.76

3 讨论
3.1 检测波长的确定

笔者在200～400 nm波长范围进行紫外光谱扫描，发现五
味子醇甲对照品溶液在 254 nm波长处有最大吸收，与所查阅
的文献采用的波长基本相同[10]。

3.2 流动相的确定

中药制剂方中所含药味较多，而每种药味又含有多种成
分，因此需确定良好的流动相以备分析。笔者在查阅相关文
献的基础上，对流动相进行了适当的改进，分别采用了甲醇-水
（58 ∶ 42，V/V）、（59.5 ∶ 40.5，V/V）、（61 ∶ 39，V/V）和（60 ∶ 40，V/V）

等不同配比进行试验 [11]。结果发现，流动相配比为甲醇-水
（58 ∶ 42，V/V）时，主成分峰与杂质峰重叠；改变流动相极性，配

比为甲醇-水（59.5 ∶40.5，V/V）时，主成分峰的峰形较好，峰面积

合适，但其峰与杂质峰仍未完全分开；改变流动相配比为甲醇-

水（61 ∶ 39，V/V）后，发现主成分峰与杂质峰亦有重叠；而当调

整为甲醇-水（60 ∶ 40，V/V）时，主成分峰与杂质峰分离效果最

佳，理论板数及分离度较好，均达到相关要求。

3.3 提取方法的确定

取样品适量，分别考察了 4 000 r/min 离心 5 min、12 000

r/min离心2 min和12 000 r/min离心5 min的提取效果，结果发

现不同离心转速与时间对样品中五味子醇甲峰形及其与杂质

峰分离度均有较大影响，当离心转速越高、时间越长时杂质峰

干扰最小，且五味子醇甲峰形较好，误差较小，重复性最佳。

故最终选用以10 cm为半径、12 000 r/min离心5 min。

3.4 萃取溶剂的选择

笔者分别采用三氯甲烷、乙醚、乙酸乙酯作为萃取溶剂对

供试品进行振摇提取[12]，结果显示三氯甲烷提取的五味子醇甲

含量最高。笔者对萃取次数也进行了考察，结果发现，当萃取

至第4次时进样测定色谱图中几乎没有五味子醇甲峰，故将萃

取次数定为3次。

3.5 供试品溶剂的选择

分别采用水、50％甲醇、75％甲醇和甲醇作为溶解处理后

的供试品残渣的溶剂，按“2.2.1”项下色谱条件进样。结果发

现，以水为溶剂时色谱图中无明显的五味子醇甲色谱峰；以

50％甲醇为溶剂时，五味子醇甲色谱峰与其他杂质峰有重叠，

分离度较差；以甲醇为溶剂溶解时发现有少量难溶物附着在

容器上难以全部溶解。因采用 75％甲醇可较好溶解残渣，且

五味子醇甲峰形、峰面积及分离度均较好，故选用75％甲醇作

为溶解供试品的溶剂。

综上所述，本研究所建标准可用于脉康合剂的质量控制。
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