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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立三藤口服液的质量标准 。方法 　采用薄层色谱法鉴别处方中的大血藤和鸡血藤 ，采用 HPLC 法测
定绿原酸的含量 ，色谱柱为 Agilent Zorbax SB唱C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；流动相为乙腈唱水（０ ．１％ 甲酸）（９ ∶ ９１ ，v／v）等
度洗脱 ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱温 ：３０ ℃ ；检测波长 ：３３０ nm ；进样量 ：２０ μl 。结果 　薄层鉴别色谱中特征斑点明显 ，专属性强 。

绿原酸在 ２ ．７０ ～ ２０２ ．５０ μg／ml浓度范围内线性关系良好 ，其回归方程为 Y ＝ ６０ ．１４X － ６ ．３７（ r ＞ ０ ．９９９ ９） 。结论 　该法简

便 、稳定可靠 、重复性好 ，能够较好地控制三藤口服液的质量 。
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Research on quality standard of Santeng oral solution
CHEN Xiaoling ，CHEN Shun ，GAO Shouhong ，SHU Chang ，PANG Tao ，Lu Wenquan （Department of Pharmacy ，Chang唱
zheng Hospital Affiliated to Second Military Medical University ，Shanghai ２００００３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the quality standard of Santeng oral solution ．Method 　 Sargentodoxa Caulis and
Spatholobi Caulis were identified by thin layer chromatography ．Chlorogenic acid was assayed by high performance liquid chro唱
matography ．The chromatographic column is Agilent Zorbax SB C １８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） with a stable temperature of
３５ ℃ ．The mobile phase in isocratic elution consists of acetonitrile and ０ ．１％ folic acid aqueous solution with a preliminary vol唱
ume ratio of ９ ∶ ９１ ．The flow rate is １ ．０ ml／min with an injection volume of ２０ μl ．Results 　 Thin layer chromatography
showed distinct spots of Sargentodoxa Caulis and Spatholobi Caulis with a great specificity ．A regression formula Y ＝ ６０ ．１４X －

６ ．３７ （r＞ ０ ．９９９ ９） was obtained with a good linearity in concentration range of ２ ．７０ ～ ２０２ ．５０ μg／ml ．Conclusion 　 A simple ，
stable and repeatable method was established for the quality control of Santeng oral solution ．

　 　 ［Key words］ 　 Santeng oral solution ；quality standard ；TLC ；HPLC ；chlorogenic acid

　 　三藤口服液是第二军医大学附属长征医院纯中

药复方自制制剂 ，处方由大血藤 、鸡血藤及雷公藤组

成 ，故名三藤口服液 ；该药为军队医院特色药品［１］
，

具有祛风除湿 、舒筋通络等功效 ，主要用于银屑病 、

多发性皮肤血管炎 、结缔组织病等疾病的治疗 ，还可

用于因战争性和非战争性突发事件引起的皮肤过度

应激反应的缓解及治疗 。该制剂在临床应用已 ２０

余年 ，具有反应快 、适应性强 、疗效确切且不良反应

少等特点 ，深受临床医师 、部队官兵和广大地方患者

的欢迎［２］
。

　 　该处方中的大血藤［３］
，又名血藤 、红藤 ，为木通

科植物大血藤 Sargentodoxa cuneata （Oliv ．） Re唱
hd ．et Wils ．的干燥藤茎 ，具有清热解毒 、活血 、祛风

止痛等功效 ；方中鸡血藤［３］
，又名猪血藤 、血龙藤 ，为

豆科植物密花豆 Spatholobus suberectus Dunn的干
燥藤茎 ，具有活血补血 、调经止痛 、舒筋活络等功效 ；

雷公藤［４］
，又名黄藤 、黄腊藤 ，为卫矛科植物雷公藤

T rip terygium w il f ordii Hook ．f ．的干燥根 ，具有

抗炎及免疫抑制等作用 。经处方分析 ，大血藤 、鸡血

藤能够降低雷公藤的毒性 ，并提高雷公藤的免疫抑

制作用 ；绿原酸是三藤口服液的主要活性成分

之一［５唱８］
。

　 　为进一步提高三藤口服液的质量标准 ，课题组

对其原质量标准进行了修订与提升 ，增加了大血藤 、

鸡血藤药材的薄层鉴别 ，并采用 HPLC 法对主要活
性成分绿原酸进行含量测定 ，所建立的方法简便 、准

确 、重复性好 ，为评价和控制三藤口服液的质量提供

了科学依据 。
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1 　仪器和试药

1 ．1 　仪器 　 高效液相色谱仪（美国 Agilent 公司 ，

１２６０型） ，包含 G１３１１C 四元泵 、G１３２９B 自动进样
器 、G１３１６A 柱温箱 、G４２１２B唱DAD 二极管阵列检测
器 ，以及 Chemstation 色谱工作站 。台式高速冷冻

离心机（德国 Eppendorf 公司 ，５８１０R 型） 。光电分

析天平（德国 Sartorius 公司 ，CPA２２５D 型 ，最大载

荷 ２２０ g ，分度值０ ．０１ mg） 。旋涡振荡混和器（海门

市其林贝尔仪器制造公司 ，Vortex WL唱９０１ 型） ；超

声仪（上海科导超声仪器公司 ，SK７２００H型） 。

1 ．2 　试药 　三藤口服液（长征医院药学部制剂室 ，

批号 ：１２１２１８ 、１３１１０５ 、１４０７１５ ） 。 绿原酸 （chloro唱
genic acid）对照品 （中国食品药品检定研究院 ，批

号 ：１１０７５３唱２０１４１５） ；刺芒柄花素（formononetin）对
照品 （大连美仑生物技术有限公司 ，批号 ：

MB１９７７） ；大血藤对照药材 、鸡血藤对照药材 ，均购

自中国食品药品检定研究院 。甲醇 、乙腈 、乙酸乙

酯 、二氯甲烷 、三氯甲烷 、甲酸（德国 Merck 公司 ，色

谱纯） ；水为娃哈哈纯净水 。

2 　薄层鉴别

2 ．1 　大血藤 　取三藤口服液 ２０ ml ，浓缩至干 。加

甲醇 ５ ml复溶 ，作为供试品溶液 。另取大血藤药材

１ g ，磨碎 ，用甲醇超声提取 １ h ，浸泡过夜 。用处方

方法制备不含大血藤的三藤口服液 ，并按照供试品

溶液的制备方法处理 ，得阴性对照品溶液 。按照薄

层色谱法（枟中华人民共和国药典枠２０１５ 年版四部通

则 ０５０２
［３］

）试验 ，取上述供试品溶液 、对照药材及对

照溶液 、阴性对照溶液各 １０ μl ，分别点于同一硅胶
G板上 ，以乙酸乙酯唱甲酸唱水（１６ ∶ ３ ∶ ６）为展开剂 ，

展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外灯（２５４ nm）下检视 ，供试

品色谱在与对照药材色谱相应的位置上 ，显相同颜

色的斑点 ，结果见图 １ 。

2 ．2 　 鸡血藤 　 取三藤口服液 ３０ ml ，以二氯甲烷
２０ ml萃取 ２次 ，合并萃取液 。取有机相旋蒸浓缩至

少量 ，作为供试品溶液 。另取鸡血藤药材 ，用乙醇回

流提取 １ h ，同法制成对照溶液 。用处方方法制备

不含鸡血藤的三藤口服液 ，并按照供试品溶液的制

备方法处理 ，得阴性对照品溶液 。按照文献［３］所示

方法试验 ，取上述供试品溶液及对照溶液各 １０ μl ，
分别点于同一硅胶 G 板上 ，以三氯甲烷唱甲醇（２０ ∶

１）为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外灯（２５４ nm）
下检视 ，供试品色谱在与对照药材色谱相应的位置

上 ，显相同颜色的斑点 ，结果见图 ２ 。

图 1 　大血藤的薄层鉴别
１ ～ ３ ．供试品（批号 ：１２１２１８ 、１３１１０５ 、１４０７１５） ；

４ ．大血藤对照药材 ；５ ．绿原酸对照品 ；６ ．阴性对照品

图 2 　鸡血藤的薄层鉴别
１ ～ ３ ．供试品（批号 ：１２１２１８ 、１３１１０５ 、１４０７１５） ；

４ ．鸡血藤对照药材 ；５ ．刺芒柄花素对照品 ；６ ．阴性对照品

3 　含量测定

3 ．1 　色谱条件 　色谱柱为 Agilent Zorbax SB C１８

柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ） ；以乙腈唱水（０ ．１％ 甲

酸）（９ ∶ ９１ ，v／v）溶液为流动相 ，等度洗脱 ；检测波长

为 ３３０ nm ；流速 １ ．０ ml／min ；柱温 ３０ ℃ ；进样量为

２０ μl 。
3 ．2 　溶液的制备
3 ．2 ．1 　 对照品溶液 　 精密称取绿原酸对照品

１２ ．９ mg ，用纯甲醇定容于 １０ ml 容量瓶中 ，制成

１ ．２９ mg／ml的溶液 ，混合均匀 ，４ ℃保存备用 。

3 ．2 ．2 　 供试品溶液 　 取三藤口服液适量 ，

１３ ４００ r／min离心 ５ min 后 ，精密量取上清液

１５３
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１ ．０ ml ，定容至 １０ ml容量瓶 ，摇匀 ，即得 。

3 ．2 ．3 　空白对照样品 　精密量取不含对照品纯甲

醇１ ．０ ml ，定容至 １０ ml容量瓶 ，摇匀 ，即得 。

3 ．2 ．4 　阴性对照品溶液 　 用处方方法制备不含大

血藤的三藤口服液 ，并按照供试品溶液的制备方法

处理 ，即得阴性对照品溶液 。

3 ．3 　方法学考察
3 ．3 ．1 　系统适用性试验 　依照上述色谱条件进样 ，

记录色谱图（图 ３） 。由图 ３ 可见 ，绿原酸的保留时

间约为 ２０ ．５ min ，阴性空白色谱图在绿原酸位置处

无干扰峰 ，绿原酸与其相近的其他峰分离完全（分离

度 ＞ １ ．５） ，即本试验条件下绿原酸与其他组分分离

图 3 　三藤口服液 HPLC图
A ．绿原酸对照品 ；B ．三藤口服液供试品（批号 ：１４０７１５） ；C ．空白对照品 ；D ．阴性对照品 ；１ ．绿原酸

完全 。理论塔板数（以绿原酸计算）＞ １０ ０００ 。

3 ．3 ．2 　标准曲线的制备 　取对照品溶液适量 ，加入

甲醇稀释 ，分别配制成 ２ ．７０ 、６ ．７５ 、１３ ．５０ 、３３ ．７５ 、

６７ ．５０ 、１３５ ．００ 、２０２ ．５０ μg／ml的对照品溶液 ，按上述

色谱条件进行测定 ，以绿原酸浓度和峰面积进行

１／X２的权重线性回归分析 ，得回归方程 Y ＝

６０ ．１４ X － ６ ．３７ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ 。 结果表明绿原酸在

２ ．７０ ～ ２０２ ．５０ μg／ml范围内线性关系良好 。

3 ．3 ．3 　 精密度试验 　 精密量取对照品溶液

（３３ ．７５ μg／ml） ，按“３ ．１”项下色谱条件重复进样 ６

次 ，绿原酸平均峰面积为２ ００７ ．３ ，RSD 为 ０ ．１２％ 。

结果表明仪器的精密度良好 。

3 ．3 ．4 　重复性试验 　 取供试品溶液 ，按“３ ．２ ．２”项

下方法制备 ６份供试品溶液 ，按“３ ．１”项下色谱条件

进样 ，测定峰面积并计算含量 ，结果 ６份供试品溶液

中绿原酸含量分别为 １０ ．６０ 、１０ ．７８ 、１０ ．６０ 、１０ ．８０ 、

１０ ．８０ 、１０ ．５３ μg／ml ，平均值为１０ ．６９ μg／ml ，RSD
为 １ ．１６％ ，表明该方法重复性良好 。

3 ．3 ．5 　稳定性试验 　 取供试品溶液 ，按“３ ．２ ．２”项

下方法制备供试品溶液 ，分别在 ０ 、２ 、６ 、１２ 、２４ h 时
测定绿原酸色谱峰峰面积 ，RSD 为 ０ ．９３％ （n ＝ ３） ，

结果表明供试品溶液在 ２４ h内稳定 。

3 ．3 ．6 　加样回收率试验 　取三藤口服液 ５ ．０ ml ６
份（批号 ：１４０７１５） ，精密加入相当于样品含量 １００％

的绿原酸对照品 ，然后按“３ ．２ ．２”项下方法制备供试

品溶液 ，平行制备 ６份 ，按“３ ．１”项下色谱条件进行

测定 ，计算加样回收率 ，得绿原酸平均回收率为

９６畅９３％ ，RSD为 １ ．５４％ ，结果见表 １ 。

3 ．3 ．7 　样品含量测定 　按“３ ．２ ．２”项下方法制备供

试品溶液 ，每批制备 ３份 ，按“３ ．１”项下色谱条件测

定 ３批样品中绿原酸的含量 ，结果见表 ２ 。

表 1 　绿原酸加样回收率试验（n＝ ６）

样品量
（v／ml）

实际含绿
原酸量
（m／mg）

加入绿
原酸量
（m／mg）

测得
总量

（m／mg）
回收率
（％ ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５３０ １ 鼢．０４４ ２ ９７ 妸．０２ ９６ 乙．９３ １  ．５４

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５２０ １ 鼢．０４２ ５ ９６ 妸．８３

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５２０ １ 鼢．０４２ ８ ９８ 妸．６２

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５１０ １ 鼢．０４１ ６ ９８ 妸．３５

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５２０ １ 鼢．０４０ ６ ９６ 妸．２７

５ A．００ ０ 墘．５３４ ０ 蜒．５５０ １ 鼢．０４５ ８ ９４ 妸．５１

表 2 　三藤口服液中绿原酸含量测定结果（n＝ ３）

批号 绿原酸含量（ρB ／μg · ml － １ ）
１２１２１８ �１３５ 晻．２１

１３１１０５ �１２４ 晻．１２

１４０７１５ �１０６ 晻．８６

4 　讨论

4 ．1 　薄层鉴别方法的改进 　 三藤口服液制剂原有

的质量控制方法仅包括雷公藤药材的薄层鉴别 ，鉴

别过程需要进行中性氧化铝柱色谱吸附 ，并使用毒

性较大的三氯甲烷进行洗脱 ，且操作过程烦琐 。经

本课题组改进 ，现对大血藤和鸡血藤分别进行薄层

鉴别 ，鉴别药材品种多 ，操作相对简便 ，重现性好 。

4 ．2 　 HPLC条件的选择
4 ．2 ．1 　流动相的选择 　分别考察了乙腈唱水（０畅１％

甲酸） 、乙腈唱水（０ ．２％ 甲酸） 、乙腈唱水（０畅５％ 甲酸） 、

乙腈唱水（０ ．２％ 冰醋酸）作为流动相 。结果表明 ，乙

腈唱水（０ ．２％ 甲酸）周围略有干扰峰 ，乙腈唱水（０ ．５％

甲酸） 、乙腈唱水（０ ．２％ 冰醋酸）分离度不如乙腈唱水

（０ ．１％ 甲酸） ，而流动相为乙腈唱水（０ ．１％ 甲酸）时 ，

绿原酸分离效果好 ，峰形和响应满足分析要求 。
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者以 N唱５ ，１０唱亚甲基四氢叶酸还原酶 （methyle唱
netetrahydrofolate reductase ，MTHFR）基因多态性
常见 ，后者主要是叶酸 、维生素 B１２ 、维生素 B６

缺乏［５］
。

　 　空腹情况下 ，血浆中同型半胱氨酸的正常浓度

为 ５ ～ １５ μmol／L ，高于此范围便称为高同型半胱氨

酸血症（high homocysteine ，hHcy） ，１５ ～ ３０ μmol／L
为轻度 ，３０ ～ １００ μmol／L 为中度 ，高于 １００ μmol／L
为重度 。 Eikelboom 等［６］的研究表明 ，髙同型半胱

氨酸血症可引起内皮功能受损 、血栓形成 、胆固醇和

三酰甘油合成代谢的紊乱以及单核细胞的活化 ，从

而参与硬化性疾病 ，包括肾小球硬化的发生与发展 。

可见 ，血浆中同型半胱氨酸（homocys唱teine ，Hcy ）升
高与心血管系统疾病 、神经系统疾病 、糖尿病 、肾病

等多种疾病息息相关 ，这与近年来的研究结果不谋

而合 。

　 　因此 ，为了降低丙戊酸钠致高同型半胱氨酸血

症的风险 ，建议长期服用丙戊酸钠的患者应定期监

测血同型半胱氨酸水平 ，早发现 、早干预 。现有研

究［７］表明 ，适当补充叶酸 、维生素 B１２以降低同型半

胱氨酸 ，可能对在服用丙戊酸钠的癫痫患者有益 。
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4 ．2 ．2 　 色谱柱的选择 　 选用 Agilent 、Sepax 、Dik唱
ma公司生产的不同品牌的 ３ 根色谱柱（规格均为

４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm）进行考察 ，结果见表 ３ ，最

终确定 Agilent Zorbax SB C１８柱作为检测色谱柱 ，

其分离效果好且稳定性和重现性好 。

表 3 　不同厂家色谱柱考察结果

公司 色谱柱型号 柱号 效果

Agilent Zorbax SB唱C１８ ９９０９６７唱９０２ 屯分离度好 ，且峰形较好

Sepax HP唱SCX １２０３６５唱４６２５ 鲻响应偏低

Dikma Diamonsil C１８ ９９９０３  响应偏低

4 ．2 ．3 　 柱温的考察 　 分别考察 ２５ 、３０ 、３５ 、４０ ℃ ４

个不同柱温 ，结果发现随着柱温升高 ，待测物的保留

时间提前 ，分离度下降 。 ２５ ℃ 时的出峰时间略晚 ，

３５ 、４０ ℃ 时的分离效果不如３０ ℃ ，因此选择柱温

３０ ℃作为检测温度 。

　 　本课题组建立的三藤口服液质量控制方法简

便 、稳定 、重复性好 ，为评价和控制三藤口服液的质

量提供了科学依据 。
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