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益肾强骨合剂质量标准研究

饶俊珍，程  璐，熊  鑫，徐宏峰

武汉市第一医院药学部（武汉 430022）

【摘要】目的  建立益肾强骨合剂的质量控制标准。方法  采用 TLC 法对益肾强骨

合剂中的补骨脂和仙茅进行定性鉴别；采用 HPLC 法测定制剂中丹酚酸 B 的含量，采用

依利特 C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相：乙腈 -0.5% 甲酸水（23 ∶ 77），

柱温：25℃，检测波长：286 nm，流速：1.0 mL·min-1，进样量：10 μL。结果  在补骨脂

和仙茅的薄层鉴别中，供试品与对照品（对照药材）相应位置上均显示相同颜色的特征斑

点，分离度良好，阴性对照无干扰；丹酚酸 B 在 16.48~527.50 μg·mL-1 浓度范围内线性

关系良好（r=1.000 0），平均加样回收率为 97.07%，RSD 为 0.94%（n=6），3 批次样品

平均含量为 2.146 0 mg·mL-1。结论  本试验所建立的 TLC 法和 HPLC 法操作简单，重复

性高，专属性强，可用于益肾强骨合剂的质量控制。

【关键词】益肾强骨合剂；薄层色谱法；高效液相色谱法；质量标准
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【Abstract】Objective  To establish quality control standards for Yishen Qianggu 
mixture. Methods  The TLC was used to identify Psoralea corylifolia L. and Curculigo 
orchioides Gaertn in Yishen Qianggu mixture; the content of salvianolic acid B was determined 
by HPLC, the chromatographic method of this experiment is an C18 column (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm) of Elite, mobile phase was acetonitrile-0.5% acetonitrile-formic acid (23 ∶ 77), column 
temperature was 25 ℃, the detection wavelength was 286 nm, the flow rate was 1.0 mL·min-1, 
the injection volume was 10 μL. Results  Spots with the same color characteristics were 
displayed on the corresponding positions of the test substance and the control substance (the 
control medicinal material), the separation degree was satisfactory, and the negative control 
substance had no interference; the salvianolic acid B had a good linear relationship within the 
range of 16.48-527.50 μg·mL-1 (r=1.000 0). The average recovery rate was 97.07% and RSD was 
0.94% (n=6), the average content of three batches of samples was 2.146 0 mg·mL-1. Conclusion  
The TLC and HPLC methods established in this experiment have simple operation, high 
repeatability and strong specificity, which could be used for quality control of Yishen Qianggu 
mixture.

【Keywords】Yishen Qianggu mixture; TLC; HPLC; Quality standards

·论著·一次研究·

http://dx.doi.org/10.12173/j.issn.1004-5511.202203023


Chin J Pharmacoepidemiol, Aug. 2023, Vol. 32, No. 8926

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

骨质疏松症（osteoporosis，OP）是一种与年

龄相关的以骨量减低、骨组织微结构损坏而导致

骨脆性增加、易发生骨折为特征的全身性骨病 [1]。

2018 年国家卫生健康委发布的我国首次骨质疏松

症的流行病学调查结果显示，OP 已经成为我国

50 岁以上人群的重要健康问题，50 岁以上人群

OP 患病率为 19.2%，65 岁以上人群 OP 患病率达

到 32.0%[2-3]，随着人口老龄化的加重，OP 对人

们生活将会产生更多的影响。目前对于 OP 的治

疗有化学治疗和中药治疗，但化药的长期使用其

不良反应在临床中日益显现，因此，标本兼治的

中药治疗受到更多的关注与研究。

益肾强骨合剂是武汉市第一医院院内经方，

由党参、丹参、淫羊藿、仙茅、盐补骨脂等八味

药材组方而成。用于肢体及关节肌肉无力、疼痛、

麻木、重着、屈伸不利，甚或筋脉抽掣、萎枯不用、

腰脊酸软、瘦削伴见神疲乏力、面目虚浮无华等。

在 OP 等疾病的治疗中，经过规范的临床观察试

验，证明该方具有良好的治疗效果，为了扩大其

临床使用范围，拟开发成传统制剂医疗机构中药

备案制剂。本研究采用 TLC 法对合剂中的补骨脂

和仙茅进行定性鉴别，采用 HPLC 法测定君药丹

参的指标成分丹酚酸 B 的含量，为益肾强骨合剂

的质量控制提供依据。

1 仪器与试药

1.1 仪器  
1260HPLC 仪（美国安捷伦公司）；ME215S

型电子天平（德国赛多利斯公司感量：0.01 mg）；

UPT-II-20T 型超纯水仪（上海惠分科学分析仪

器有限公司）；SK8200HP 数控超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司）；薄层硅胶板（青海海

洋化工厂分厂）。

1.2 试药  
益肾强骨合剂（武汉市第一医院制剂中心，

批号：21051200、 21051300、21051400）；丹酚酸

B 对照品（批号：111562-201917，含量以 96.6% 计）、

补骨脂素对照品（批号：110739-201918，含量以

99.6% 计）、异补骨脂素对照品（批号：110738-

202016，含量以 99.4% 计）和仙茅对照药材（批号：

121505-202104）均购自中国食品药品检定研究院；

甲醇、乙腈为色谱纯（美国 TEDIA 公司），甲酸

为分析纯（天津市白世化工有限公司），其他试

剂均为分析纯，水为自制纯化水。 

2 方法与结果

2.1 补骨脂的TLC鉴别
2.1.1  供试品溶液制备  

取本品，摇匀，取 50 mL，用乙酸乙酯振摇

提取 2 次，每次 30 mL，合并乙酸乙酯液，滤过，

滤液蒸干，残渣加乙酸乙酯 1 mL 使溶解，作为

供试品溶液。

2.1.2  对照品溶液制备  
分别取补骨脂素对照品、异补骨脂素对照品，

加乙酸乙酯分别制成每 1 mL 含 2 mg 的溶液，作

为对照品溶液。

2.1.3  阴性对照溶液制备  
取不含补骨脂药材的制剂样品 50mL，按供

试品溶液制备的相同方法，制成阴性对照溶液。

2.1.4  鉴别方法  
照薄层色谱法（中国药典 2020 年版四部通则

0502）试验 [4]，吸取上述 4 种溶液各 5 μL，分别点

于同一硅胶 G 薄层板上，以正己烷 - 乙酸乙酯（4 ∶ 1）

为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 10% 氢氧化

钾甲醇溶液。 置紫外灯（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

同的两个荧光斑点，且阴性对照无干扰，见图 1。

图1  益肾强骨合剂中补骨脂薄层色谱鉴别

（紫外灯下检视）

Figure 1. TLC identification of Psoralea corylifolia L. 

(viewed under ultraviolet light)
注：1. 益肾强骨合剂（批号：21051200）；2. 益肾强骨合剂（批
号：21051300）；3. 益肾强骨合剂（批号：21051400）；4. 补骨
脂素对照品；5. 异补骨脂素对照品；6. 缺补骨脂阴性对照溶液

      1      2      3    4     5    6
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2.2 仙茅的TLC鉴别
2.2.1  供试品溶液制备  

取本品，摇匀，取 50 mL，用乙酸乙酯振摇提

取 2 次，每次 30 mL，合并乙酸乙酯液，滤过，滤

液蒸干，残渣加乙醇 1 mL 使溶解，作为供试品溶液。

2.2.2  对照药材溶液制备  
取仙茅对照药材粉末 2 g，加水 30 mL，加热

回流 30 min，滤过，取 25 mL 滤液，用乙酸乙酯

振摇提取 2 次，每次 25 mL，合并乙酸乙酯液，滤过，

滤液蒸干，残渣加乙醇 1 mL 使溶解，作为对照

药材溶液。

2.2.3  阴性对照溶液制备  
取根据该制剂生产工艺制备不含仙茅药材的

制剂样品 50 mL，按“2.2.1”项下方法，制成阴

性对照溶液。

2.2.4  鉴别方法  
照薄层色谱法（中国药典 2020 年版四部通

则 0502）试验 [4]，吸取供试品溶液、对照药材溶液、

阴性对照溶液各 10 μL，分别点于同一硅胶 G 薄

层板上，以二氯甲烷 - 丙酮 - 甲酸（5 ∶ 2 ∶ 0.5）

为展开剂，展开，取出，晾干。喷以 3% 硫酸乙

醇溶液，在 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，日光

下显相同颜色的斑点，且阴性对照无干扰，见图 2。

2.3 益肾强骨合剂中丹酚酸B的含量测定
2.3.1  色谱条件  

色 谱 柱 ： C 1 8 分 析 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈 -0.5% 甲酸水（23 ∶ 77）；

检测波长：286 nm；流速：1.0 mL·min-1；柱温：

25℃；进样：10 µL；理论塔板数按丹酚酸 B 峰计

算应不低于 3 000[5-11]。

2.3.2  丹酚酸B对照品溶液制备  
精密称取丹酚酸 B 10.92 mg，分别置 20 mL

量瓶中，加 80% 甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

作 为 对 照 品 储 备 液（0.527 5 mg·mL-1）， 再 精

密 取 2 mL， 分 别 置 10 mL 量 瓶 中， 加 80% 甲

醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液

（105.50 μg·mL-1）。

2.3.3  供试品溶液制备  
取 本 品， 摇 匀， 分 别 精 密 量 取 1 mL， 置

25 mL 量瓶中，加 80% 甲醇稀释至刻度，摇匀，

0.45 µm 过滤，取续滤液，即得。

2.3.4  阴性样品溶液制备  
按处方量比例，取除丹参以外其余 7 味药材，

按制法制成丹参阴性样品，再按“2.3.3”项下的

方法制备即得。

2.4 方法学考察
2.4.1  方法专属性

吸取丹酚酸 B 对照品溶液、供试品溶液、阴

性样品溶液各 10 µL，进样检测，结果见图 3。丹

酚酸 B 对照品、供试品溶液在 14.5 min 左右出现

丹酚酸 B 色谱峰，阴性样品溶液无干扰。

2.4.2  线性关系试验
精密称取丹酚酸 B 10.92 mg，置 20 mL 量瓶

中，加 80% 甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为 对 照 品 储 备 液（527.50 μg·mL-1）， 以 80%

甲醇依次作等体积稀释，得到 527.50，263.75，

131.88，65.94，32.97，16.48 μg· mL-1 的 系 列 浓 

度样品，按上述色谱条件进样 10 μL 测定丹酚酸 B

色谱峰峰面积。以对照品浓度（X，μg·mL-1）为

横坐标，峰面积积分值（Y）为纵坐标，绘制标准

曲线，计算得线性回归方程：Y=12.354 1X-1.213 1，

r=1.000 0，表明丹酚酸 B 在 16.48~527.50 μg·mL-1

浓度范围内线性关系良好。

2.4.3  精密度试验
取 本 品（ 批 号：21051200） 摇 匀， 精 密 量

取 1 mL，置 25 mL 量瓶中，加 80% 甲醇溶解并

图2  益肾强骨合剂中仙茅薄层色谱鉴别

（日光下检视）

Figure 2. TLC identification of Curculigo orchioides 
Gaertn (viewed under daylight)

注：1. 益肾强骨合剂（批号：21051200）；2. 益肾强骨合剂（批
号：21051300）；3. 益肾强骨合剂（批号：21051400）；4. 仙茅
对照药材；5. 缺仙茅阴性对照

      1       2       3      4       5
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稀释至刻度，摇匀，过滤，取续滤液即得，进样

10 μL，连续进样 6 次，记录峰面积，计算其 RSD
为 1.27%（n=6），表明精密度良好。

2.4.4  稳定性试验
取本品（批号：21051200）摇匀，精密量取

1 mL，置 25 mL 量瓶中，加 80% 甲醇溶解并稀释

至刻度，摇匀，过滤，取续滤液即得。分别于 0，4，

8，12，16，24 h 进样 10 μL，其峰面积的 RSD 为

1.04%（n=6），表明供试品溶液 24 h 内稳定性良好。

2.4.5  重复性试验
取本品（批号：21051200）样品，摇匀，分

别精密量取 1 mL，分别置于 25mL 量瓶中，加

80% 甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，过滤，取续

滤液即得，分别进样 10 μL，计算出丹酚酸 B 的平

均含量为 2.009 0 mg·mL-1，RSD 为 1.19%（n=6），

表明方法重复性良好。

2.4.6  加样回收率试验
精密吸取已知含量的同一批样品（批号：

21051200）0.5 mL，共 6 份，分置于 25 mL 量瓶，

备用。精密称取丹酚酸 B 对照品 10.13 mg，以

80% 甲醇溶液溶解定容至 5 mL 量瓶，各精密加

入 0.5 mL 丹酚酸 B 对照品溶液到上述 6 份样品溶

对照品

供试品

图3  益肾强骨合剂HPLC色谱图     

          Figure 3. HPLC chromatograms of Yishen Qianggu mixture

阴性样品

液瓶中，再以 80% 甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，

以 0.45 μm 微孔滤膜滤过，精密吸取 10 μL，注入

液相色谱仪，按“2.3.1”项下色谱条件测定指标

峰峰面积，并计算出平均回收率为 97.07%，RSD
为 0.94%（n=6），表明方法回收率良好。

2.4.7  3批大生产样品含量测定
取 3 批大生产样品，摇匀，分别精密吸取

1 mL，按供试品溶液制法所得溶液，按上述色谱

条件测定，进样 10 μL，计算，结果见表 1。

通过以上方法学的研究结果表明，用 HPLC

法测定丹酚酸 B 含量准确、方法稳定可行。3 批

大生产样品的平均含量为 2.146 0 mg·mL-1。

表1  3批益肾强骨合剂含量测定结果

（mg·mL-1，n=3）

Table 1. Results of the content determination 

of three batches of of Yishen Qianggu mixture 

(mg·mL-1, n=3)

批号 含量

21051200 2.039 0

21051300 2.202 0

21051400 2.197 0

t/min

t/min

t/min

丹
酚
酸
B

丹
酚
酸
B
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3 讨论

3.1 HPLC测定指标的选择  
益肾强骨合剂有丹参、仙茅两味君药，且用

量最大，重点考虑这两味药材作为含量测定的主

药，以体现中药制剂以君臣佐使为配伍的指导原

则和思想。其中丹参药材的含量测定方法成熟、

普遍，丹酚酸 B 作为其主要成分，是丹参的主

要水溶性复合物之一，是丹参总酚酸含量最高、

活性最强的成分 [12-13]，便于在复方中药制剂中

作为检测指标。根据参考文献的分析，建立了益

肾强骨合剂的 HPLC 方法，并进行了方法学的考

察和 3 批大生产样品的验证，结果显示该方法操

作简单，适用性强，能作为益肾强骨合剂的定量

测定方法。

3.2 TLC测定指标的选择  
TLC 首选仙茅药材进行试验，根据中国药典

2020 年版一部仙茅药材项下的指导，选取了仙茅

苷和仙茅对照药材作为对照品，结果显示仙茅苷

在优选的 TLC 鉴别条件下没有显示，仙茅对照药

材与供试品在相应的位置上，日光下显相同颜色

的斑点，且阴性对照无干扰，故选取了仙茅对照

药材作为仙茅薄层鉴别的对照。补骨脂为益肾强

骨合剂的臣药之一，有补骨脂素和异补骨脂素作

为其 TLC 鉴别指标，其分离度好，供试品在与对

照品色谱相应的位置上，显相同的两个荧光斑点，

且阴性对照无干扰，故将补骨脂的鉴别纳入了益

肾强骨合剂的 TLC 鉴别标准。

3.3 波长的选择  
益肾强骨合剂由丹参、党参、补骨脂等药

材组成，将供试品溶液进行全波长扫描，且中

国药典 2020 年版丹参中丹酚酸 B 的测定波长为

286 nm，结合 HPLC 图谱分析，在此波长处，供

试品色谱峰典型，目标成分的色谱峰吸收强，干

扰少，最后确定本试验中供试品及对照品的测定

波长为 286 nm。

3.4 流动相的选择  
本试验选取了甲醇 - 甲酸水，乙腈 - 甲酸水

的不同甲酸浓度系统，对益肾强骨合剂供试品进

行了流动相的选择，在摸索流动相的过程中，考

虑到制剂今后的日常检验需求，将分离度、峰型

和出峰时间作为首要的考虑因素。在乙腈 -0.5%

甲酸水的等度条件下，供试品主峰峰形无前沿和

拖尾，分离度良好，且出峰时间合适，故选择作

为益肾强骨合剂的流动相。

3.5 小结
本试验所建立的 HPLC 和 TLC 方法简单，易

操作，能够用于益肾强骨合剂的日常检验及质量

标准的控制。
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