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本院儿科制剂止汗灵冲剂是在古方黄芪桂

枝五物汤基础上加减化裁而成，用于治疗小儿多

汗症辨属营卫不和证者， 具有较好的临床疗效

[1]

。

目前， 止汗灵冲剂质量标准仅有一味药的薄层鉴

别，无含量测定指标，与新药要求的质量标准相差

甚远。 本研究我们按照新药审批的技术要求，在止

汗灵冲剂原质量标准的基础上， 增加了黄芪和五

味子的薄层色谱鉴别方法，并进行了方法学考察；

对原标准中白芍的鉴别进行了耐用性试验； 增加

了方中君药黄芪中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量测

定。

1

材料

1.1

仪器 凝胶成像分析仪 ， 型号

WD-9413A

，

北京市六一仪器厂 ；电热恒温鼓风干燥箱 ，型号

DHG-9123A

，上海精宏实验设备仪器厂 ；医用超

声波清洗仪，型号

KQ-1000E

，昆山市超声仪器有

限公司 ；

Agilent1260

高效 液相色谱仪 ， 二元泵

（

G1312C

），柱温箱（

G1316A

），

DAD

检测器（

G1315D

），

工作站（

Chemstation

），自动进样器（

G1367E

）；电子分

析天平，

BP-211D

型，德国

Sartorius

。

1.2

药物与试剂 白芍对照药材 （批号

120905-

201109

，中国食品药品检定研究院），芍药苷对照品

（批号

110736-201337

，中国食品药品检定研究院），

黄芪甲苷对照品（批号

110781-201314

，中国食品药

品检定研究院）， 五味子对照药材 （批号

120922-

200503

，中国食品药品检定研究院），毛蕊异黄酮葡

萄糖苷对照品（批号

111920-201304

，中国药品生物

制品检定所），止汗灵冲剂（批号

1208001

、

1308001

、

1408001

，江苏省中医院制剂部）。 水为超纯水，甲醇

为色谱纯，其余化学试剂为分析纯。

2

方法与结果

2.1

定性鉴别

2.1.1

白芍的薄层鉴别

2.1.1.1

方法的建立 供试品溶液的制备： 取止汗

灵冲剂

10g

，研细，加乙醇

40mL

，超声提取

10min

，

滤过，滤液蒸干，残渣加水

10mL

溶解，用水饱和正

丁醇提取

2

次，每次

10mL

，合并提取液，水洗

2

次，

弃去水液，正丁醇液蒸干，残渣加乙醇

1mL

溶解，

作为供试品溶液。 同法制备阴性样品溶液。 芍药苷

对照品的制备： 取芍药苷对照品， 加乙醇制成每

1mL

含

2mg

的溶液作为对照品溶液。 薄层色谱法

鉴别白芍：吸取上述三种试液各

4μL

，分别点于同一

含

CMC-NA

的硅胶

G

薄层板上，以三氯甲烷

-

醋酸

乙酯

-

甲醇

-

甲酸（

40∶5∶10∶0.2

）为展开剂，展开，取

出，晾干。 喷以

10%

硫酸乙醇溶液，

105℃

加热至斑

点显色清晰。 供试品色谱中，在与对照药材色谱相

应的位置上，显相同颜色的斑点，阴性未见干扰。见

图

1

。

2.1.1.2

方法的耐用性考察

[2]

观察温湿度对分离度

的影响。 分别取

3

批制剂各

10g

，按上述供试品溶液

制备方法制成供试品溶液。 取

3

批次供试品溶液、

芍药苷对照品溶液各

4μL

， 分别点于两相同来源硅
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TLC

）

对止汗灵冲剂中的白芍、黄芪、五味子进行定性鉴别，高效液相色谱法（

HPLC

）测定制剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含

量。 色谱条件：

HederaC

18

ODS-2

柱（

4.6mm×250mm

，

5μm

）；流动相乙腈

-0.2%

甲酸溶液进行梯度洗脱。 结果：建立了止

汗灵冲剂中

3

味中药饮片的薄层色谱鉴别方法；毛蕊异黄酮葡萄糖苷在进样量

9.81～196.2μg

范围内呈良好的线性关

系，

r=0.99941

。 结论：本研究建立的质量控制方法可准确地对止汗灵冲剂进行定性和定量检测，方法可靠，重复性好，
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25℃

、

50%

湿度

30℃

、

70%

湿度

图

6

不同温湿度条件下止汗灵冲剂中五味子的薄层鉴别

图

5

止汗灵冲剂中五味子薄层鉴别

5℃

、

50%

湿度

30℃

、

70%

湿度

图

2

不同温湿度条件下止汗灵冲剂中白芍薄层鉴别

图

1

止汗灵冲剂中白芍薄层鉴别

胶

G

板上，按

2.1.1.1

项下的薄

层 鉴 别 条 件 ， 分 别 在 温 度

25℃

、 湿度

50%

和温度

30℃

、

湿度

70%

两条件下展开 ，取

出，晾干，显色。结果如图

2

。结

果显示，两种温湿度条件下，分

离度较好，重现性好。

2.1.2

黄芪薄层鉴别

2.1.2.1

方法的建立 供试品

溶液的制备 ： 取止汗灵冲剂

20g

，加甲醇

200mL

溶解，超声

30min

，滤过蒸干，用水饱和正

丁 醇 振 摇 提 取

2

次 ， 每 次

20mL

， 合并正丁醇提取液，用

氨试液洗至水液无色， 弃去洗

液，正丁醇层蒸干，残渣加甲醇

0.5mL

溶解，作为供试品溶液；

同法制备阴性样品溶液。 对照

品制备：取黄芪甲苷对照品，加

甲醇制成每

1mL

含

1mg

黄芪

甲苷的溶液作为对照品溶液。

薄层色谱法，在同一硅胶

G

薄

层板上， 吸取上述三种试液各

2μL

分别点样， 展开剂为三氯

甲烷

-

甲醇

-20%

氢氧化钠（

13∶

7∶2

）的下层溶液，取出，晾干，

喷

10%

硫酸乙醇溶液，

105℃

烘

至斑点清晰。供试品色谱中，在

与对照品色谱相应的位置上，

显相同棕褐色斑点，见图

3

。

2.1.2.2

方法的耐用性考察

[2]

观

察温湿度对分离度的影响。 分

别取

3

批制剂各

20g

， 按上述

供试品溶液制备方法制成供试

品溶液。取

3

批次供试品溶液、

黄芪甲苷对照品溶液各

2μL

，

分别点于两相同来源的硅胶板

上，按

2.1.2.1

项下薄层鉴别条

件 ， 分别在温度

25℃

、 湿度

50%

和温度

30℃

、湿度

70%

下

展开，取出，晾干，显色。 结果

见图

4

。 结果显示，两种温湿度

条件下， 分离度较好， 重现性

好。

2.1.3

五味子薄层鉴别

2.1.3.1

方法的建立 供试品溶液的制备：取止汗

灵冲剂

10g

，加二氯甲烷

100mL

，加热回流

30min

，

滤过，滤液蒸干，残渣加二氯甲烷

1mL

使溶解，作

25℃

、

50%

湿度

30℃

、

70%

湿度

图

4

不同温湿度条件下止汗灵冲剂中黄芪的薄层鉴别

图

3

止汗灵冲剂黄芪薄层鉴别
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为供试品溶液；同法制备阴性样品溶液。 对照药材

制备：五味子对照药材

1g

，加二氯甲烷

20mL

，使用

相同方法，制得对照药材溶液。 薄层色谱法试验，

吸取上述

3

种溶液各

2μL

， 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

）的上层溶液为展开剂 ，展开 ，取

出，晾干，置紫外灯（

254nm

）下检视。 与对照药材

色谱相应位置上，供试品溶液显相同颜色的斑点。

结果见图

5

。

2.1.3.2

方法的耐用性考察

[2]

观察温湿度对分离度

的影响。 分别取

3

批制剂各

10g

，按上述供试品溶液

制备方法制成供试品液。 取

3

批次供试品溶液、五

味子对照品溶液各

2μL

，分别同时点于两硅胶板上，

按

2.1.3.1

项下薄层鉴别条件， 分别在温度

25℃

、湿

度

50%

和温度

30℃

、湿度

70%

条件下展开，取出，晾

干，显色。 结果见图

6

。 结果显示，两种温湿度条件

下，分离度较好，重现性好。

2.2

君药黄芪中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量测定

2.2.1

色谱条件

[3-4]

色谱柱 ：

Hedera ODS-2 C

18

（

250mm×4.6mm

，

5μm

）； 流动相： 乙腈为流动相

A

，

0.2%

甲酸溶液为流动相

B

，按表

1

进行梯度洗脱；流

速 ：

1.0mL/min

；柱温 ：

30℃

；检测波长

260nm

；进样

量：

10μL

。

表

1

流动相梯度洗脱

0-20

时间（

min

）

20→40

流动相

A

（

%

）

80→60

流动相

B

（

%

）

20-30 40 60

2.2.2

对照品溶液制备 取经五氧化二磷减压干

燥

24h

的毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品

9.81mg

，精

密称定 ，置

5mL

量瓶中 ，加甲醇适量 ，溶解并稀

释至刻度，作为储备液 。 精密量取

1mL

储备液 ，

置

10mL

量瓶中， 加甲醇至刻度， 作为对照品溶

液。

2.2.3

供试品溶液的制备 称取样品约

1.0g

， 研细

后精密称定，置

25mL

容量瓶中，加入适量甲醇，超

声

15min

（功率：

280w

，频率：

53KHZ

），加甲醇，稀释

到刻度，摇匀，过

0.45μm

微孔滤膜滤过，取续滤液

作为供试品溶液。

2.2.4

阴性对照溶液制备 取缺少黄芪的阴性制剂，

按

2.2.3

项下的方法处理，制得阴性对照品溶液

[1]

。

2.2.5

专属性试验 分别吸取毛蕊异黄酮葡萄糖

苷对照品溶液、 供试品溶液及阴性供试品溶液各

10μL

，注入高效液相色谱仪中，测定，阴性对照无干

扰。 色谱柱的理论板数以毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰计

算不低于

3000

，分离度大于

1.5

。 见图

7

。

毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品

止汗灵冲剂

阴性对照品溶液

图

7

各组溶液色谱

2.2.6

标准曲线的制备 取毛蕊异黄酮葡萄糖苷

对 照 品 溶 液 ， 分 别 稀 释 至

0.981

、

1.962

、

2.452

、

4.905

、

9.81

、

19.62μg/mL

， 精密吸取不同浓度的对

照品溶液各

10μL

，测定峰面积积分值。 得回归方

程：

Y=30.199X－0.18806

，

r=0.99941

。 毛蕊异黄酮

葡萄糖苷在

9.81～196.2μg

范围内 ， 线性关系良

好。

2.2.7

精密度试验 精密吸取毛蕊异黄酮葡萄糖

苷对照品溶液

10μL

，注入高效液相色谱仪，重复进

样

6

次，测定，以峰面积积分值计算，

RSD

为

0.40%

。

2.2.8

重复性试验 精密称取同一批次（

1408001

）

止汗灵颗粒

6

份（每份

1g

），依法制备供试品溶液。

分别精密吸取供试品溶液

10μL

，注入高效液相色谱

仪中， 测定， 以毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面积计算，

RSD

以含量计算为

1.83%

。

2.2.9

稳定性试验 精密称取止汗灵颗粒 （批号

1408001

）

1g

，依法制备供试品溶液，按上述色谱条件

下， 于

0

、

2

、

4

、

8

、

12

、

24h

分别进样， 测定色谱峰面

积，计算

RSD

为

1.68%

。

2.2.10

加样回收率试验 精密称取已知含量的止

汗灵颗粒样品（批号

1408001

）

6

份，每份

1.0g

。 每份

样品置于

50mL

量瓶中，加入浓度为

2.452μg/mL

毛

蕊异黄酮葡萄糖苷对照品

25mL

， 依

2.2.3

项下操

作，制得供试品溶液，进样，测定，计算，结果平均回

收率

102.91%

，

RSD=0.45%

，见表

2

。
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表

2

止汗灵颗粒中毛蕊异黄酮葡萄糖苷加样回收率

1.0005g

称样量

（

g

）

59.18

0.45

样品中含量

（

μg

）

RSD

（

%

）

102.19

102.91

回收率

（

%

）

平均回收率

（

%

）

60.63 121.84

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

加入量（

μg

）

测得量

（

μg

）

1.0014g 59.26 102.8760.63 122.34

1.0039g 59.43 60.63 122.5 102.87

1.0032g 59.35 60.63 122.83 103.54

1.0007g 59.02 60.63 122 102.73

1.0022g 59.18 60.63 122.5 103.27

2.2.11

样品含量测定 分别取不同批号止汗灵冲

剂（批号

1208001

、

1308001

、

1408001

），依上述方法

制备成样品供试品溶液，每批取

3

份，依法测定，结

果见表

3

。

表

3 3

批止汗灵冲剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量（

n=3

）

1208001

样品

3

样本数

0.5927

毛蕊异黄酮葡萄糖苷平均含量（

mg

）

1308001 3 0.5910

1408001 3 0.5920

3

讨论

3.1

止汗灵方中白芍、黄芪、五味子的薄层鉴别方

法，斑点分离度高，直观，重现性好。 耐用性实验考

察了不同温度 （

25°C

、

30°C

）、不同湿度 （相对湿度

50%

、

70%

）对薄层鉴别的影响，结果表明上述温度、

湿度条件对止汗灵冲剂中白芍、黄芪、五味子的薄

层鉴别没有明显影响。

3.2

由于方中药材种类较多，中药饮片的成分较复

杂，不同药材可能含有相同的化学成分。 因此，仅以

化学成分对照品作为参考，特别是该成分为其非专

属性成分时，难以作为饮片的定性鉴别依据。 故本

文建立的薄层鉴别方法中五味子增加对照药材作

为参考，使得薄层定性鉴别的信息更加丰富，增强

了定性鉴别的准确性与可靠性。

3.3

黄芪作为方中君药，主要含皂苷类、黄酮及其

苷类和多糖类成分

[5-6]

。黄酮类成分具有改善血循环，

提高免疫力作用，其中毛蕊异黄酮葡萄糖苷活性较

高，为主要有效成分，有抗病毒、抗菌、降血脂、抗氧自

由基等作用，还具有抗缺血和改善血象作用

[7]

。现在多

采用

HPLC

法测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量

[4

，

7-8]

。

本试验所建立的毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定方

法，经方法学考察表明该法专属性强，重现性好，可

用于止汗灵冲剂的质量控制。 黄芪甲苷作为药材黄

芪的质量评价指标之一，其检测方法多采用蒸发光

散射检测器（

ELSD

），由于样品处理方法复杂，含量

测定稳定性差，故不作为黄芪含量测定方法。

3.4

止汗灵冲剂制剂处方由十味中药组成， 原制剂

薄层鉴别仅白芍一味饮片的定性鉴别。现建立本制剂

中黄芪、五味子薄层色谱鉴别方法和黄芪中的毛蕊异

黄酮葡萄糖苷

HPLC

含量测定法。经

3

批样品验证考

察，此方法专属性强，阴性无干扰，灵敏度高，重现性

好。通过定性和定量方法两者的结合，可以更科学、更

合理、更全面地对止汗灵颗粒进行质量评价。
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