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醒脑通脉胶囊质量标准的提升
覃翔１，２ 　 韦世民１，２ 　 黄鸿敖１，２ 　 韦胡丹３ 　 陈壮１，２ 　 （１．广西中医药大学附属瑞康医院　 南宁 ５３００１１； ２．广西壮瑶药

工程技术研究中心； ３．广西右江民族医学院）

摘　 要　 目的： 提升醒脑通脉胶囊的质量标准。 方法： 采用化学反应法鉴别冰片；薄层色谱法鉴别石菖蒲、地龙、胆南星；高
效液相一测多评法测定三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１的含量，色谱柱为 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＧＩＳ Ｃ１８柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ），流动相为乙腈（Ａ） ⁃水（Ｂ），梯度洗脱，流速为１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温为 ２５℃ ，检测波长为 ２０３ ｎｍ。 以三七皂苷 Ｒ１为内标

参照物，建立其与人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１的相对校正因子，并计算含量；同时采用外标法测定醒脑通脉胶囊中 ３ 种皂苷的

含量，将 ２ 种方法的测定结果进行对比，验证一测多评法（ＱＡＭＳ）的科学性及可行性。 结果： 冰片反应显色，阴性无干扰；石菖

蒲、地龙、胆南星图谱清晰，阴性无干扰，重现性好；三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１分别在３９．０６９～ ３１２．５５２ μｇ·ｍｌ－１

（ｒ＝ ０．９９９ ４）、１６０．８９９～１ ２８７．１９２ μｇ·ｍｌ－１（ ｒ＝ ０．９９９ ７）、８０．８５９～６４６．８７２ μｇ·ｍｌ－１（ ｒ＝ ０．９９９ ３）浓度范围内与峰面积线性关系

良好，平均加样回收率（ＲＳＤ）分别为１０３．５５％（１．１２％）、１０２．６９％（１．２５％）、１０２．４５％（１．５４％）（ｎ＝ ６）；以三七皂苷 Ｒ１为内标，人
参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１的相对校正因子分别为０．９１５ ６、１．４７２ ３，一测多评法的计算值与外标法测定值无明显差异。 结论：
该方法简便，专属性强，耐用性和重复性均较好，可用于醒脑通脉胶囊的质量控制。
关键词　 醒脑通脉胶囊；质量标准；薄层色谱法；高效液相一测多评法；三七皂苷 Ｒ１；人参皂苷 Ｒｇ１；人参皂苷 Ｒｂ１
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　 　 醒脑通脉胶囊是广西中医药大学附属瑞康医院

的院内制剂（桂药制字：Ｚ０１０６０１５１），由三七、胆南

星、地龙、石菖蒲和冰片组方而成，具有活血祛瘀、醒
脑通脉的功效，适用于短暂性脑缺血发作、缺血性心

脑血管病，在我院临床应用已有 ２０ 余载，疗效确切、
安全稳定，患者普遍反映良好［１，２］ 。 醒脑通脉胶囊

现行质量标准仅有中国药典中胶囊剂项下规定的检

查项，无质量控制项。 本文建立冰片的化学反应鉴

别法；石菖蒲、地龙、胆南星的 ＴＬＣ 鉴别法；三七中

有效成分三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１

的外标（ＥＳＭ）及一测多评（ＱＡＭＳ）含量测定法，旨
在提升其质量标准，以便更加全面地控制醒脑通脉

胶囊的质量，报道如下。
１　 仪器与试药

岛津 ＬＣ⁃２０３０（Ｐｌｕｓ）高效液相色谱仪（包括真

空脱气机、四元泵、自动进样器、ＵＶ 检测器）；ＷＦＨ⁃
２０５Ｂ 可见透身紫外反射仪 （ 上海精科实业）；
ＸＳ２０５ＤＵ 电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，十万分之一）；
ＶＧＴ⁃２２２７ＱＴＤ 超声波清洗机（广东固特超声）；ＴＨ⁃
Ⅱ型数控薄层色谱加热器（上海科哲生化科技）；定
量毛细管（德国赫施曼，１ μｌ，２ μｌ，５ μｌ）；硅胶 Ｇ 薄

层板 （ 青 岛 海 洋 化 工， １０ ｃｍ × １０ ｃｍ， 批 号：
２０２０１２２５）。

醒脑通脉胶囊（广西中医药大学附属瑞康医院

制剂室，批号分别为 ２０２１０８１６、２０２１０８１８、２０２１０８２０、
２０２１０９２２、 ２０２１０９２３、 ２０２１０９２４ ）； 三 七 （ 批 号：
２０２０１１０２，广西德润堂中药科技有限公司）、地龙

（批号：２０２１０６１０，广西柳州百草堂药业有限公司）、
胆南星（批号：２０１１０２０１，成都兴沣瑞中药饮片有限

责任公司）、石菖蒲（批号：２０２００２１１，广西柳州百草

堂药业有限公司），冰片（批号：１９０７１３，四川青神康

华制药有限公司）等药材经广西中医药大学附属瑞

康医院主任药师陈壮鉴定，符合中国药典 ２０２０ 年版

一部规定；石菖蒲对照药材（批号：１２１０９８⁃２０１８０７）
以及亮氨酸（批号：１１０８７６⁃２００２０４）、猪去氧胆酸（批
号：１０００８７⁃２０１４１１，纯度 ９９．７％）、三七皂苷 Ｒ１（批
号：１１０７４５⁃２０１９２１，纯度９０．４％）、人参皂苷 Ｒｇ１（批
号：１１０７０３⁃２０２０３４，纯度９４．０％） 、人参皂苷 Ｒｂ１（批

号：１１０７０４⁃２０２０２８，纯度９３．１％）等对照品均购自中

国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯；其他试剂均

为分析纯；水为市售娃哈哈纯净水。
２　 方法与结果

２．１　 鉴别

２．１．１ 　 冰片 　 取本品的胶囊内容物 １０ ｇ，加乙醚

３０ ｍｌ，超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）２ ｍｉｎ，滤液置蒸发

皿，自然挥干，残渣滴新制的 １％香草醛硫酸溶液 １～２
滴，溶液边缘显淡紫色；取处方缺冰片的其余药材，按
处方相同制备工艺制得的阴性样品 １０ ｇ，照上述试验

进行检验，溶液显棕褐色。
２．１．２　 石菖蒲　 取本品的胶囊内容物 ２ ｇ，加石油

醚（６０ ～ ９０℃） ５０ ｍｌ，超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）
２０ ｍｉｎ，取出，放冷至室温，滤过，滤液挥干，残渣加

石油醚（６０ ～ ９０℃）１ ｍｌ 使溶解，作为供试品溶液。
取石菖蒲对照药材０．５ ｇ，加石油醚 （ ６０ ～ ９０℃）
２０ ｍｌ，同法制成对照药材溶液。 取处方缺石菖蒲的

其余药材，按处方相同制备工艺制得的阴性样品

２ ｇ，照供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。
吸取供试品溶液、阴性对照品溶液各 ８ μｌ，对照药材

溶液４ μｌ，依次点样在同一硅胶 Ｇ 薄层板上，使成条

带状，以石油醚（６０ ～ ９０℃）⁃乙酸乙酯（３ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）
为展开剂，上行展开，取出，晾干，放置约 １ ｈ 后，置
于紫外光（３６５ ｎｍ）灯下进行检视。 在供试品溶液

色谱中，与对照药材溶液色谱相对应的位置上，有相

同颜色的荧光斑点显现，斑点比移值适中，阴性对照

品溶液色谱中无干扰斑点显现。 结果见图 １。
２．１．３　 地龙　 取本品的胶囊内容物 ２ ｇ，加水 ３０ ｍｌ，
超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ） ２０ ｍｉｎ，取出，放冷至室

温，滤过，滤液蒸干，残渣加水 １ ｍｌ 使溶解，作为供

试品溶液。 取亮氨酸对照品，加甲醇制成浓度为

０．５ ｍｇ·ｍｌ－１的溶液，作为对照品溶液。 取处方缺

地龙的其余药材，按处方相同制备工艺制得的阴性

样品 ２ ｇ，照供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶

液。 吸取供试品溶液、阴性对照品溶液各 ８ μｌ，对照

品溶液 ２ μｌ，依次点样在同一硅胶 Ｇ 薄层板上，使
成条带状，以正丁醇⁃冰醋酸⁃水（４ ∶ １ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）为
展开剂，上行展开，取出，晾干，喷以茚三酮试液，在
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１～３．供试品溶液（批号：２０２１０８１６、２０２１０８１８、２０２１０８２０）
４．对照药材溶液　 ５．阴性对照品溶液

图 １　 石菖蒲 ＴＬＣ 图（Ｔ：３２．９℃ ，ＲＨ：６１％，展距：８ ｃｍ）
１０５℃下加热，直至斑点慢慢清晰显色，置于日光下

进行检视。 在供试品溶液色谱中，与对照品溶液色

谱相对应的位置上，有相同颜色的斑点显现，斑点比

移值适中，阴性对照品溶液色谱中无干扰斑点显现。
结果见图 ２。

１～３．供试品溶液（批号：２０２１０８１６、２０２１０８１８、２０２１０８２０）
４．对照品溶液　 ５．阴性对照品溶液

图 ２　 地龙 ＴＬＣ 图（Ｔ：３１．９℃ ，ＲＨ：６９％，展距：８ ｃｍ）

２．１．４　 胆南星［３］ 　 取本品的胶囊内容物 ４ ｇ，加无

水乙醇 ４０ ｍｌ，超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）１０ ｍｉｎ，取
出，放冷至室温，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇 １ ｍｌ
使溶解，作为供试品溶液。 取猪去氧胆酸对照品，加
甲醇制成浓度为０．５ ｍｇ·ｍｌ－１的溶液，作为对照品溶

液。 取处方缺胆南星的其余药材，按处方相同制备

工艺制得的阴性样品 ４ ｇ，照供试品溶液制备方法制

成阴性对照品溶液。 吸取供试品溶液、阴性对照品

溶液各 ８ μｌ，对照品溶液 １ μｌ，依次点样在同一硅胶

Ｇ 薄层板上，使成条带状，以环己烷⁃乙酸乙酯⁃冰醋

酸（１１ ∶ ３ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）为展开剂，上行展开，取出，晾
干，喷以 １０％硫酸乙醇溶液，在 １０５℃下加热，直至

斑点慢慢清晰显色，置于日光下进行检视。 在供试

品溶液色谱中，与对照品溶液色谱相对应的位置上，
有相同颜色的斑点显现，斑点比移值适中，阴性对照

品溶液色谱中无干扰斑点显现。 结果见图 ３。

１～３．供试品溶液（批号：２０２１０８１６、２０２１０８１８、２０２１０８２０）
４．对照品溶液　 ５．阴性对照品溶液

图 ３　 胆南星 ＴＬＣ 图（Ｔ：２８．７℃ ，ＲＨ：４９％，展距：８ ｃｍ）

２．２　 三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１含量

测定［４］

２．２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱： Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＧＩＳ Ｃ１８ 柱

（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ：乙腈，流动相

Ｂ：水，梯度洗脱（洗脱程序见表 １）；流速：１．０ ｍｌ·
ｍｉｎ－１；柱温：２５℃；进样量：１０ μｌ；检测波长：２０３ ｎｍ；
理论板数按人参皂苷 Ｒｇ１峰计算应不低于 ６ ０００。

表 １　 梯度洗脱程序表

时间（ｍｉｎ） 乙腈（％） 水（％）
０～２０ ２０ ８０
２０～４５ ２０→４６ ８０→５４
４５～５５ ４６→５５ ５４→４５
５５～６０ ５５ ４５
６０～６５ ５５→４６ ４５→５４
６５～７０ ４６→２０ ５４→８０
７０～７５ ２０ ８０

２．２．２　 供试品溶液的制备 　 取本品的胶囊内容物

约 １ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇

３０ ｍｌ，称定质量，超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，
取出，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，滤
过，滤液蒸干，残渣用甲醇溶解，转移至 １０ ｍｌ 量瓶

中，加甲醇至刻度，摇匀，微孔滤膜（０．４５ μｍ）滤过，
即得。
２．２．３　 混合对照品溶液的制备　 取三七皂苷 Ｒ１、人
参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１对照品适量，加甲醇制成

浓度分别为３９０．６９，１ ６０８．９９，８０８．５９ μｇ·ｍｌ－１ 的混

合对照品溶液，备用。
２．２．４　 阴性样品溶液的制备 　 取处方缺三七的其

余药材，按处方相同制备工艺制得的阴性样品约

１ｇ，照供试品溶液制备方法制备，即得。
２．２．５　 专属性试验 　 取对照品溶液、供试品溶液、
阴性样品溶液，按“２．２．１”项下色谱条件分别进样测

定，记录色谱图见图 ４。 对照品溶液和供试品溶液

５２２２
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色谱图中三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１

色谱峰峰形对称，理论板数按人参皂苷 Ｒｇ１峰计均

大于 ６ ０００，阴性样品溶液对该成分的测定无干扰，
表明方法专属性较强。

Ａ．对照品溶液　 Ｂ．供试品溶液　 Ｃ．阴性样品溶液

１．三七皂苷 Ｒ１ 　 ２．人参皂苷 Ｒｇ１ 　 ３．人参皂苷 Ｒｂ１

图 ４　 ＨＰＬＣ 色谱图

２．３　 ＥＳＭ 法

２．３．１　 线性关系考察　 取“２．２．３”项下混合对照品

溶液 １，２，４，６，８ ｍｌ，置于 １０ ｍｌ 量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，得 ５ 个梯度对照品溶液，按“２．２．１”项下色

谱条件分别进样测定，以峰面积（Ｙ）为纵坐标，溶液

浓度（Ｘ， μｇ·ｍｌ－１）为横坐标进行线性回归，得各成

分的回归方程、相关系数及线性范围见表 ２。 结果

表明，该色谱条件下，所测成分线性关系良好。
２．３．２　 精密度、重复性、稳定性试验　 取“２．２．２”下
混合对照品溶液适量，用甲醇稀释 ２ 倍，作为混合对

照品溶液Ⅱ。 取混合对照品溶液Ⅱ适量，以“２．２．１”
项下色谱条件连续进样 ６ 次测定，三七皂苷 Ｒ１、人
参皂苷Ｒｇ１ 、人参皂苷Ｒｂ１ ３种成分峰面积的ＲＳＤ

　 表 ２　 各成分线性关系

成分 回归方程 线性范围
（ μｇ·ｍｌ－１） ｒ

三七皂苷 Ｒ１ Ｙ＝ ４．１８×１０３Ｘ－３．９４×１０４ ３９．０６９～
３１２．５５２ ０．９９９４

人参皂苷 Ｒｇ１ Ｙ＝ ４．５７×１０３Ｘ－１．６６×１０５ １６０．８９９～
１２８７．１９２ ０．９９９７

人参皂苷 Ｒｂ１ Ｙ＝ ２．８０×１０３Ｘ－３．９５×１０４ ８０．８５９～
６４６．８７２ ０．９９９３

值分别为０．３２％，０．１８％，０．２７％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密

度良好。 取同一批醒脑通脉胶囊（批号：２０２１０８１６），
按“２．２．２” 项下方法制备 ６ 份供试品溶液，再按

“２．２．１”项下色谱条件分别进样测定，得三七皂苷 Ｒ１、
人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１三种成分的平均含量分

别为１．７２８ ５，７．２５３ ２，５．１６７ ３ ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ 分别为

０．７４％，０．５１％，０．３３％（ｎ ＝ ６），表明本方法的重复性

良好。 取同一供试品溶液，室温放置，分别于 ０，４，８，
１２，１６，２４ ｈ，按“２．２．１”项下色谱条件进样测定，得三

七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１三种成分峰

面积的 ＲＳＤ 分别为０．６９％，０．４５％，０．３４％（ｎ＝ ６），表明

供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２．３．３　 加样回收率试验　 取已知三七皂苷 Ｒ１、人参

皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１三种成分含量的醒脑通脉胶

囊（批号：２０２１０８１６）６ 份，每份约０．５ ｇ，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加入“２．２．３”项下配制的混合对

照品溶液 ２ ｍｌ，再精密加入甲醇 ２８ ｍｌ，按“２．２．２”下
自“称定质量，超声处理（６００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ”起
制备加样供试品溶液 ６ 份，按“２．２．１”项下色谱条件

分别进样测定，计算回收率。 结果三七皂苷 Ｒ１、人
参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１ 的平均回收率分别为

１０３．５５％，１０２．６９％， １０２．４５％， ＲＳＤ 分别为 １．１２％，
１．２５％，１．５４％。
２．３．４ 　 样品含量测定 　 取 ６ 批（批号：２０２１０８１６、
２０２１０８１８、 ２０２１０８２０、 ２０２１０９２２、 ２０２１０９２３、
２０２１０９２４）样品，每个批次各 ３ 份，制备供试品溶液，
按“２．２．１”项下色谱条件分别进样测定并计算含量，
结果见表 ３。 三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷

Ｒｂ１的总平均含量分别为１．７２１ ７，７．２８９ ２，５．１１３ １
ｍｇ·ｇ－１；ＲＳＤ 分别为０．８３％，０．９９％，１．４２％。

表 ３　 样品含量测定结果（ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３）

批号 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

２０２１０８１６ １．７２６４ ７．３１８２ ５．１７３８
２０２１０８１８ １．７３４２ ７．３５１５ ５．１７８６
２０２１０８２０ １．７４００ ７．３８２５ ５．１７８８
２０２１０９２２ １．７１６６ ７．２５６９ ５．０８３３
２０２１０９２３ １．７０３３ ７．２１０７ ５．０２９７
２０２１０９２４ １．７０９６ ７．２１５４ ５．０３４１
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２．４　 ＱＡＭＳ［５，６］

２．４．１　 相对校正因子的计算　 采用校准曲线相对斜

率法及浓度法，以三七皂苷 Ｒ１为内标参照物，测定其

他 ２ 种指标成分相对于三七皂苷 Ｒ１的校正因子。
２．４．１．１　 斜率法相对校正因子的计算　 使用各成分

标准曲线的斜率，以三七皂苷 Ｒ１斜率 ／待测成分斜

率计算各成分校正因子，结果见表 ４。
表 ４　 斜率法相对校正因子结果

成分 线性斜率 校正因子
三七皂苷 Ｒ１ ４１８１．４ １．００００
人参皂苷 Ｒｇ１ ４５７０．２ ０．９１４９
人参皂苷 Ｒｂ１ ２８０１．８ １．４９２４

２．４．１．２　 浓度法相对校正因子的计算　 将混合对照

溶液进样 １０ μｌ（ｎ ＝ ３），分析测定，峰面积以平均值

计，以（Ｃｘ ／ Ａｘ ） ／ （ＣＲ１ ／ ＡＲ１）计算各成分的浓度校正

因子，式中 Ｃｘ为待测成分的浓度，Ａｘ为待测成分的

色谱峰面积，ＣＲ１为三七皂苷 Ｒ１的浓度，ＡＲ１为三七

皂苷 Ｒ１的色谱峰面积，结果见表 ５。
表 ５　 浓度法相对校正因子结果

成分 浓度（ μｇ·ｍｌ－１） 校正因子
三七皂苷 Ｒ１ ３９０．６９ １．００００
人参皂苷 Ｒｇ１ １６０８．９９ ０．９１０２
人参皂苷 Ｒｂ１ ８０８．５９ １．４５０９

２．４．２　 相对校正因子的耐用性考察

２．４．２．１　 检测波长　 固定其他色谱条件不变，本试

验考察了检测波长 ２０１，２０２，２０３，２０４，２０５ ｎｍ 对相

对校正因子的影响，采用斜率法和浓度法分别计算，
结果见表 ６，可知均无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。

表 ６　 不同波长对相对校正因子的影响结果（ｎ＝３）
波长（ｎｍ） 方法 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

２０１ 斜率法 １．００００ ０．９１２２ １．４８５３
浓度法 １．００００ ０．９０５７ １．４６３３

２０２ 斜率法 １．００００ ０．９１８２ １．４８７８
浓度法 １．００００ ０．９１０１ １．４５０２

２０３ 斜率法 １．００００ ０．９１４９ １．４９２４
浓度法 １．００００ ０．９１０２ １．４５０９

２０４ 斜率法 １．００００ ０．９１９５ １．４９８２
浓度法 １．００００ ０．９１３３ １．４６８１

２０５ 斜率法 １．００００ ０．９２３４ １．５０１１
浓度法 １．００００ ０．９０７２ １．４６８２

　 平均相对校正因子 １．００００ ０．９１３５ １．４７６６
　 　 ＲＳＤ（％）　 　 　 ０ ０．６１ １．２８

２．４．２．２　 体积流量［７］ 　 固定其他色谱条件不变，本
试验考察了体积流量０．６，０．８，１．０，１．３，１．５ ｍｌ·ｍｉｎ－１

对相对校正因子的影响，采用斜率法和浓度法分别

计算，结果见表 ７，可知均无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。
２．４．２．３　 柱温　 固定其他色谱条件不变，本试验考

察了柱温 ２０，２５，３０，３５℃对相对校正因子的影响，
采用斜率法和浓度法分别计算，结果见表 ８，可知均

无明显影响（ＲＳＤ＜５％）。

表 ７　 不同体积流量对相对校正因子的影响结果（ｎ＝３）

体积流量
（ｍｌ·ｍｉｎ－１） 方法 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

０．６ 斜率法 １．００００ ０．９１０２ １．４８０３
浓度法 １．００００ ０．９００５ １．４４３９

０．８ 斜率法 １．００００ ０．９１３３ １．４９５５
浓度法 １．００００ ０．９０６４ １．４６２８

１．０ 斜率法 １．００００ ０．９１４９ １．４９２４
浓度法 １．００００ ０．９１０２ １．４５０９

１．３ 斜率法 １．００００ ０．９２１８ １．４８９５
浓度法 １．００００ ０．９１７７ １．４６８１

１．５ 斜率法 １．００００ ０．９２８５ １．４９９８
浓度法 １．００００ ０．９２４３ １．４７４８

　 平均相对校正因子 １．００００ ０．９１４８ １．４７５８
　 　 ＲＳＤ（％）　 　 　 ０ ０．９３ １．３０

表 ８　 不同柱温对相对校正因子的影响结果（ｎ＝３）

柱温（℃） 方法 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

２０ 斜率法 １．００００ ０．９１２１ １．４８０５
浓度法 １．００００ ０．９０４３ １．４６２５

２５ 斜率法 １．００００ ０．９１４９ １．４９２４
浓度法 １．００００ ０．９１０２ １．４５０９

３０ 斜率法 １．００００ ０．９２８６ １．４９５６
浓度法 １．００００ ０．９１７５ １．４５５１

３５ 斜率法 １．００００ ０．９２５９ １．５０１２
浓度法 １．００００ ０．９１５５ １．４６３１

　 平均相对校正因子 １．００００ ０．９１６１ １．４７５２
　 　 ＲＳＤ（％）　 　 　 ０ ０．８７ １．３４

２．４．２．４ 色谱柱　 固定其他色谱条件不变，本试验考

察了色谱柱 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＧＩＳ Ｃ１８ （４．６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，
５ μｍ）、ＶｅｎｕｓｉＬ ＸＢＰ Ｃ１８（Ｌ）（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）、
Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）对相对

校正因子的影响，采用斜率法和浓度法分别计算，结
果见表 ９，可知均无明显影响（ＲＳＤ＜ ５％）。

表 ９　 不同色谱柱对相对校正因子的影响结果（ｎ＝３）

色谱柱 方法 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ 斜率法 １．００００ ０．９１４９ １．４９２４
ＧＩＳ Ｃ１８ 浓度法 １．００００ ０．９１０２ １．４５０９

ＶｅｎｕｓｉＬ ＸＢＰ 斜率法 １．００００ ０．９２７９ １．４９５２
Ｃ１８（Ｌ） 浓度法 １．００００ ０．９１５６ １．４６３４
Ｓｙｍｍｅｔｒｙ 斜率法 １．００００ ０．９４２９ １．５２３１

Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８ 浓度法 １．００００ ０．９０３３ １．４６３０
　 平均相对校正因子 １．００００ ０．９１９１ １．４８１３
　 　 ＲＳＤ（％）　 　 　 ０ １．５４ １．８２

２．４．３　 色谱峰定位　 采用相对保留时间法，分别考

察内标和其他待测成分在不同波长、体积流量、柱
温、色谱柱下的相对保留时间，结果均无明显差异

（ＲＳＤ＜５％）。
２．４．４　 相对校正因子的重复性考察　 ３ 个不同实验

人员采用“２．４．１”项下所述斜率法和浓度法对相对

校正因子进行测定，见表 １０。 结果表明，３ 位实验人

员相对校正因子测定值的 ＲＳＤ 均小于 ２％，相对校

正因子值具有较好的重现性。 因此采用 ３ 位实验人

员测定的平均相对校正因子作为一测多评法的校正

因子。
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表 １０　 不同实验人员的相对校正因子的测定结果（ｎ＝３）

实验人 方法 三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

Ⅰ 斜率法 １．００００ ０．９１４９ １．４９２４
浓度法 １．００００ ０．９１０２ １．４５０９

Ⅱ 斜率法 １．００００ ０．９２８３ １．４８９６
浓度法 １．００００ ０．９１６６ １．４６１２

Ш 斜率法 １．００００ ０．９０９６ １．４８３５
浓度法 １．００００ ０．９１３７ １．４５６３

　 平均相对校正因子 １．００００ ０．９１５６ １．４７２３
　 　 ＲＳＤ（％）　 　 　 ０ ０．７４ １．２４

２．５　 ＥＳＭ 与 ＱＡＭＳ 测定结果比较

取 ６ 个批次的醒脑通脉胶囊（批号：２０２１０８１６、
２０２１０８１８、 ２０２１０８２０、 ２０２１０９２２、 ２０２１０９２３、
２０２１０９２４），按“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，依
法进样测定，记录峰面积，分别用外标法和一测多评

法计算 ３ 种成分的含量并对结果进行比较，见

表 １１，２ 种方法所得值的相对平均偏差（ＲＡＤ）＜２％，
表明所建立的一测多评法稳定可行。

表 １１　 ＥＳＭ 与 ＱＡＭＳ 测定醒脑通脉胶囊中 ３ 种皂苷成分的含量比较（ｎ＝３）

批号
三七皂苷 Ｒ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｂ１

ＥＳＭ（ｍｇ·ｇ－１） ＥＳＭ（ｍｇ·ｇ－１） ＱＡＭＳ（ｍｇ·ｇ－１） ＲＡＤ（％） ＥＳＭ（ｍｇ·ｇ－１） ＱＡＭＳ（ｍｇ·ｇ－１） ＲＡＤ（％）
２０２１０８１６ １．７２６４ ７．３１８２ ７．３６１６ ０．２９５６ ５．１７３８ ５．２５０５ ０．６３９２
２０２１０８１８ １．７３４２ ７．３５１５ ７．３９５２ ０．２９６３ ５．１７８６ ５．２５５２ ０．７３４２
２０２１０８２０ １．７４００ ７．３８２５ ７．４２６５ ０．２９７１ ５．１７８８ ５．２５４０ ０．７２０８
２０２１０９２２ １．７１６６ ７．２５６９ ７．２９９２ ０．２９０６ ５．０８３３ ５．１５８０ ０．７２９４
２０２１０９２３ １．７０３３ ７．２１０７ ７．２５３６ ０．２９６６ ５．０２９７ ５．１０４７ ０．７４０１
２０２１０９２４ １．７０９６ ７．２１５４ ７．２５７０ ０．２８７４ ５．０３４１ ５．１０８０ ０．７２８６

３　 讨论

３．１　 指标成分筛选

醒脑通脉胶囊其方药中重用三七为君，其味甘、
微苦，性温，具有益气活血之功效［８］ ，故本试验选用

三七中 ３ 种主要皂苷类有效成分进行含量测定；其
中三七皂苷 Ｒ１是三七的主要特征成分之一，质量稳

定，在 ＨＰＬＣ 分析中峰分离度较好，故选择其作为内

标参照物。
３．２　 鉴别方法筛选

本试验在选择定性鉴别方法时，因冰片在药材

中含量极小（ ＜４％），薄层鉴别难以检出，故选择化

学反应显色鉴别；对石菖蒲、地龙进行薄层鉴别时，
均参考了中国药典 ２０２０ 年版一部［９］ 中该药材项下

的鉴别方法。 其中在进行石菖蒲鉴别时，按照药典

方法试验所得到的图谱里，供试品及对照药材色谱

中主斑点的比移值较小，由于石菖蒲中主要成分为

挥发油，极性较小，故调整方法中展开剂的比例，
由石油醚（６０ ～ ９０℃）⁃乙酸乙酯（４ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）改为

石油醚（６０ ～ ９０℃）⁃乙酸乙酯（３ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ），使展

开剂的极性增大，调整主斑点的位置；在进行地龙

鉴别时，按照药典方法试验所得到的图谱里，供试品

色谱中，赖氨酸、缬氨酸对照品相对应的位置斑

点不明显，故最终仅选择亮氨酸作为对照品进行

鉴别。
３．３　 ＨＰＬＣ 条件筛选

在进行含量测定研究中，对供试品的提取溶剂

进行了筛选（水、乙醇、甲醇），最终甲醇提取的溶液

经测定皂苷成分含量最高，故选择甲醇提取；色谱条

件优化中，对梯度洗脱的时间程序进行了大量摸索，

最终在文中选定的洗脱程序下进样测定时，色谱峰

峰形对称，无峰形过宽及拖尾现象，待测成分峰与相

邻的杂质峰分离度均符合要求（大于１．５）。
３．４　 一测多评法考察

与外标法相比，一测多评法只需要采用一种对

照，就能实现多种成分的同时测定，降低了对照品的

使用成本［１０］ 。 本试验选择三七皂苷 Ｒ１为内标，考
察了在不同检测波长、体积流量、柱温、色谱柱下人

参皂苷 Ｒｇ１和人参皂苷 Ｒｂ１的相对校正因子（采用

斜率法和浓度法分别计算）和相对保留时间，发现

方法耐用性较强；通过不同操作人的试验，发现方法

重复性较好；最后，将一测多评法所得结果与外标法

进行比较，发现无明显差异，表明该方法可用于醒脑

通脉胶囊中 ３ 种皂苷类成分的含量测定。
３．５　 成品验证

由于制剂的生产批次有限，本试验仅选用近 １
年生产的 ６ 个批次样品进行含量测定，结果三七皂

苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１的含量范围波动

较小，质量较稳定。 后续将进行更多批次样品的检

测，以制订该制剂含量测定的限度范围［１１］ 。
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应用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计优化柴胡总皂苷的超声提取工艺
黎强　 孙明辉　 （华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部　 武汉 ４３００３０）

摘　 要　 目的： 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方法研究柴胡中总皂苷的超声提取工艺。 方法： 采用超声提取法，以乙醇浓度、超声时

间和料液比为主要影响因子，以总皂苷提取率的综合评分为评价指标进行 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计，考察最佳提取工艺。 结果：
最优工艺为：乙醇体积分数为 ８０％，超声时间为 １２７ ｍｉｎ，料液比为 １ ∶ １３。 结论： Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计可以很好地对柴胡总皂苷

超声提取工艺进行优化。
关键词　 柴胡；Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计；总皂苷；超声提取工艺
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　 　 柴胡 Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ 为伞形科植物柴胡

Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＤＣ． （北柴胡） 或狭叶柴胡 Ｂｕｐ⁃
ｌｅｕｒｕｍ．ｓｃｏｒｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍ Ｗｉｌｌｄ． （南柴胡） 的干燥根，
性味辛、苦，微寒；归肝、胆、肺经；具有疏散退热、疏
肝解郁、升举阳气之功，用于感冒发热、寒热往来、胸
肋胀痛、子宫脱垂、脱肛等［１］ 。 柴胡的化学成分按

结构主要包括柴胡皂苷、挥发油、黄酮类、多糖类等

多种类型［２］ 。 其中柴胡皂苷（ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎｓ）已发现

了 １００ 多种，具有抗抑郁、保护神经系统、镇静镇痛、
抗菌抗病毒、护肝护肾、抗肿瘤、解热镇咳、抗肺纤维

化等等作用。 柴胡总皂苷具有降血脂［３］ 、改善抑郁

及学习障碍［４］ 、抑制胃癌细胞 ＭＧＣ８０⁃３ 增值［５］等药

理作用。 柴胡皂苷中已经被鉴定的有柴胡皂苷 ａ、
柴胡皂苷 ｂ、柴胡皂苷 ｃ、柴胡皂苷 ｄ 四种［６］ ，有学者

利用 ＲＰ⁃ＨＰＬＣ 法测定不同品种不同产地柴胡中柴

胡皂苷 ａ、ｄ 的含量［７］ 。
查阅文献，柴胡皂苷的提取方法有利用电磁裂

解水提取法、十二万基硫酸钠辅助提取法、乙醇加热

回流法、正交设计的溶剂（乙醇等）提取法、闪式提

取、循环超声法等方法［８］ 。 有学者用星点设计⁃响应

面法（ＣＣＤ）考察了乙醇回流提取中提取时间、提取

温度和液料比对柴胡皂苷提取率的影响［９］ ，另外还

有以提取时间、提取温度和液料比为考察对象，利用

Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）优化柴胡皂苷 ａ 回流提

取工艺的研究［１０］ 。 但由于柴胡总皂苷具有遇热不

稳定、易分解的特性［１１］ ，回流提取相对于超声提取，
温度高是最主要的弊端。 而利用响应面法在柴胡总

皂苷超声提取方面的研究尚且不足，故本研究采用
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