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　　黄松油系由祖传验方根据中医药理论研制而成

的中药保健药品,本方以国家一类新药龙血竭为君

药,活血散瘀,定痛止血, 敛疮生肌,佐以大黄、丁香

等解毒泻火、散瘀止血等药味, 经水杨酸甲酯、茶油

提取加工制成搽剂, 具有活血散瘀、清热解毒的功

效,用于跌打损伤、疮疖等症。经临床验证, 本品治疗

急性扭挫伤和疖肿的总有效率分别为 91. 7%和

93. 3%。本文对其质量标准进行了研究,制订了龙血

竭、大黄、虎杖、紫草、丁香、水杨酸甲酯的薄层色谱

鉴别, 并用 HPLC 法测定了龙血素 B 的含量, 方法

简便可行,准确可靠,能有效控制制剂质量。

1　仪器和试剂

Waters 高效液相色谱仪, 515泵, W aters996检

测器, Water s2010色谱工作站。

龙血素 B对照品由广西中医药研究所提供,归

一化法含量> 99. 5%; 大黄素、丁香酚对照品由中国

药品生物制品检定所提供; 硅胶 G 和硅胶 HF254 (青

岛海洋化工厂生产) , 其它试剂均为 AR级;黄松油

(广西桂平市民康中药厂)。

2　方法与结果

2. 1　定性鉴别:采用薄层色谱法对黄松油中主要药

物龙血竭、大黄、虎杖、紫草、丁香、水杨酸甲酯进行

定性鉴别。

取本品 2 mL, 加硅藻土 2 g , 研匀, 加石油醚

( 60～90℃) 10 mL, 振摇数分钟, 抽滤, 弃去滤液,

滤渣用少许石油醚( 60～90 ℃)洗涤, 滤渣加氯仿

10 mL, 振摇数分钟, 抽滤, 弃去滤液, 滤渣加乙醇

10 mL, 超声处理15 min, 抽滤,滤液蒸干,残渣加乙

醇2 mL使溶解, 作为供试品溶液。另取龙血竭对照

药材10 mg ,研细,加氯仿10 mL振摇,过滤,滤渣加

乙醇10 mL超声处理15 m in, 滤过, 滤液蒸干, 残渣

加乙醇5 mL使溶解,作为对照药材溶液。再取缺龙

血竭阴性样品2 mL按供试品制备方法制成龙血竭

阴性对照液。吸取上述 3种溶液各2 LL,分别点于同
一硅胶 G 薄层板上,以石油醚( 60～90 ℃) -醋酸乙

酯 ( 3∶7)为展开剂, 展开, 取出, 晾干, 置紫外光灯

( 365 nm)下检视。供试品色谱中,在与对照药材色

谱相应的位置上,显相同颜色的荧光斑点,而阴性对

照液色谱中无相应的斑点。见图 1。

取本品10 mL, 加 10%盐酸溶液10 mL,加热水

解30 m in, 放冷,加氯仿15 mL振摇提取, 分取氯仿

液,蒸去氯仿,剩余溶液作为供试品溶液。另取大黄

素对照品, 加甲醇制成每1 mL含1 mg的溶液, 作为

对照品溶液。再取缺大黄、虎杖阴性样品10 mL按供

试品制备方法制成大黄、虎杖阴性对照液。吸取供试

品溶液3 LL、对照品溶液1 LL、阴性对照液3 LL点
于同一硅胶 G 薄层板上,以石油醚( 30～60 ℃) -甲

酸乙酯-甲酸( 15∶5∶1)的上层溶液展开,置紫外灯

光( 365 nm )下检视。供试品色谱中, 在与对照品色

谱相应的位置上,显相同的橙黄色荧光斑点, 置氨蒸

气中熏后, 日光下检视, 斑点变为红色, 而阴性对照

液色谱中无相应的斑点。见图 2。

取本品10 LL,加活性炭10 g ,搅拌均匀, 加氯仿
15 mL, 振摇, 滤过,滤液浓缩至约2 mL, 作为供试

品溶液。另取紫草对照药材0. 2 g, 加氯仿5 mL, 浸

渍10 min,滤过,滤液作为对照药材溶液。再取缺紫

草阴性样品10 mL按供试品制备方法制成紫草阴性

对照液。吸取上述 3种溶液各10 LL,分别点于同一
用 1%氢氧化钠溶液制备的含羧甲基纤维素钠为粘

合剂的硅胶 G 薄层板上,使成条状,以石油醚( 60～

90 ℃)为展开剂, 展开约8 cm ,取出, 晾干,再以石油

醚( 60～90 ℃) -氯仿-醋酸乙酯( 6∶3∶1)为展开

剂,展至约5 cm, 取出,晾干,在自然光下检视。供试

品色谱中,在与对照药材色谱相应的位置上, 显相同

颜色的条斑,而阴性对照液无相应的斑点。见图 3。

取本品100 mL, 加水100 mL,照挥发油测定法

测定,保持微沸30 min, 分取挥发油层作为供试品溶

液。另取水杨酸甲酯对照品, 加氯仿制成每1 mL含

10 LL的溶液,作为对照品溶液。另取丁香酚对照
品, 加乙醚制成每1 mL含8 LL的溶液, 作为对照品
溶液。再取缺水杨酸甲酯、丁香阴性样品各100 mL

按供试品制备方法分别制成水杨酸甲酯阴性对照液
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和丁香阴性对照液。吸取上述 5种溶液各5 LL, 分别
点于同一硅胶 G 薄层板上,以石油醚( 60～90 ℃) -

醋酸乙酯( 9∶1)为展开剂, 展开,取出, 晾干, 喷以

5%香草醛硫酸溶液, 在105 ℃加热至斑点显色清

晰。供试品色谱中,在与对照品色谱相应的位置上,

显相同颜色的斑点。见图 4。

2. 2　龙血素 B的含量测定:用十八烷基硅烷键合

硅胶为填充剂;乙腈-水-冰醋酸( 38∶62∶1)为流动

相;检测波长为275 nm。理论塔板数按龙血素 B 峰

计算应不低于5 000。

对照品溶液的配制: 精密称取对照品10 mg ,置

50 mL容量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度作为

贮备液。精密量取3 mL,置50 mL容量瓶中,加流动

相稀释至刻度,作为对照品溶液。

供试品溶液的制备:取本品 5 瓶, 倾出内容物,

混匀, 精密量取10 mL, 加硅藻土15 g, 混匀, 置索氏

提取器中,加石油醚( 60～90 ℃) 100 mL, 置水浴中

加热回流5 h,弃去石油醚液, 加氯仿100 mL, 85 ℃

水浴加热回流8 h, 蒸干氯仿,残渣加醋酸乙酯适量

溶解并移置2 mL容量瓶中,用醋酸乙酯洗涤容器并

稀释至刻度, 摇匀,滤过,弃去初滤液,精密量取滤液

200 LL点于含羧甲基纤维素钠为粘合剂的硅胶

HF 254薄层板上, 使成条状,并点对照品溶液10 LL作

为对照。用石油醚( 60～90 ℃) -醋酸乙酯-氯仿-甲醇

( 15∶8∶2∶1)为展开剂,展开。取出,晾干,置紫外

光灯( 254 nm )下检视, 刮取与对照品相应位置上的

条斑置 3号垂熔漏斗中,用25 mL乙醇洗脱, 收集洗

脱液,蒸干,加流动相溶解并移置1 mL容量瓶中,稀

释至刻度。摇匀,经0. 45 Lm滤膜滤过, 滤液作为供
试品溶液。同时制备不含龙血竭的阴性样品溶液。

分别取对照品溶液、供试品溶液、阴性供试液

20 LL注入色谱仪,记录色谱图,结果供试品与对照
品溶液均在相同保留时间内出现吸收峰,龙血素 B

峰保留时间约为24 m in, 阴性样品图谱在龙血素 B

峰位置处无吸收峰,即本试验条件下龙血素 B 峰与

其它组分分离完全。

线性关系考察: 分别精密量取对照品贮备液

0. 5, 1, 2, 3, 4, 5 mL于50 mL容量瓶中, 用流动相稀

释至刻度,摇匀备用。在上述色谱条件下, 进样量

2 LL, 记录色谱图, 以峰面积对进样量(Lg )进行线
性回归,回归方程为:

Y = 2. 78×10
6
X - 7 00 3, r= 0. 999 9, 线性范

围为 0. 038～0. 38 Lg
精密度试验: 取对照品溶液20 LL连续进样 6

次, 分别测其峰面积, 结果日内精密度 ( RSD ) 为

0. 52%, 连续6 d, 每天进样一次, 得日间精密度为

0. 67%。

重现性试验:取同一批样品 5份,按供试品测定

方法进行测定, RSD 为 2. 21%。

稳定性试验: 取同一份供试品溶液于 0, 1, 4, 8,

12, 24 h进行测定, RSD 为 0. 98%,稳定性良好。

回收率试验: 精密量取已测知含量的同一样品

5份各5 LL, 分别精密加入龙血素 B对照品的流动

相溶液 ( 19. 22 Lg/ mL ) 3 mL, 混匀, 以下按供试品
溶液的制备方法制备供试液, 进样, 计算回收率, 平

均回收率为 98. 5%, RSD 为 1. 94%( n= 5)。
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样品测定:按供试品及对照品制备方法制备供

试液及对照品溶液,分别进样,以外标法计算样品中

的龙血素B 的含量,结果见表 1。

表 1　样品含量测定结果( n= 3)

批号 含量( Lg/ mL) R SD ( % )

20000107 13. 35 0. 8

20000201 12. 93 1. 2

20000308 8. 93 1. 9

20000507 12. 31 0. 9

20000609 10. 97 1. 6

3　讨论

3. 1　龙血竭含剑叶龙血素 A、B、C、龙血素 B、正二

十二烷醇 [ 1～4]等。曾参照龙血竭药材质量标准[ 5]中

鉴别( 1)、( 2)、( 3)对其中的剑叶龙血素 C、脂肪族化

合物、甾醇化合物等进行薄层色谱试验,由于供试品

中含有大量的脂溶性成分,难以分离富集供试品的

待检成分,故选用龙血竭药材作为对照进行薄层色

谱鉴别试验。本品加硅藻土研匀,可使待检成分吸附

在硅藻土上,用石油醚( 60～90 ℃)可洗去本品中大

量的水杨酸甲酯和茶油等脂溶性杂质;用氯仿提取

除去杂质,可消除背景干扰, 使主斑点更清晰;再用

乙醇超声处理,可将待检成分从硅藻土上洗脱。

3. 2　大黄、虎杖均含蒽醌类成分,主要为大黄素、大

黄酚、大黄酸、大黄素甲醚等,采用双阴性薄层鉴别,

以大黄素为对照品可鉴别大黄或虎杖。

3. 3　本品为茶油与水杨酸甲酯浸泡而得的搽剂, 加

硅藻土拌匀吸附液体后, 经索氏提取器用石油醚洗

去茶油与水杨酸甲酯, 再用氯仿将龙血素 B成分提

取出来,由于成分复杂,以氯仿提取液直接进入液相

色谱仪, 龙血素 B 峰未能达到较好的分离, 且其中

脂溶性杂质严重污染 C18柱。所以参照文献[ 5]方法处

理, 结果供试品中龙血素 B 峰与其它杂质峰达到基

线分离,与最邻近峰的分离度约为 1. 75, 且龙血竭

的阴性对照无干扰。

3. 4　经测定,龙血素 B 在275 nm处有最大吸收, 选

择为检测波长, 保证了检测的灵敏度。

3. 5　分别取同一批样品 4份,按供试液制备方法用

氯仿水浴加热回流 6, 7, 8, 9 h, 测定其龙血素 B 的

含量,结果表明采用8 h, 足以将样品中龙血素 B 提

取完全。
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