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红卫蛇药片为中药复方制剂，源于原卫生部药品标准《中

药成方制剂（第十四册）》，由黄药子、重楼、八角莲、雄黄4味药

材组成，具有清热解毒、消肿止痛、凉血散瘀之功效，可用于蝮

蛇、五步蛇、竹叶青蛇、眼镜蛇、银环蛇等毒蛇及毒虫咬伤的治

疗[1]。原质量标准仅对该品种性状和三氧化二砷限量进行了

控制，未对处方中的药物进行定性鉴别及定量测定研究，无法

确保产品的质量和有效性。为确保临床疗效、保证产品质量，

本研究采用高效液相色谱（HPLC）法对黄药子中薯蓣皂苷元、

黄独乙素、鬼臼毒素、山柰素等4种成分的含量进行了测定，以

为完善该制剂质量标准提供依据。

1 材料
1.1 仪器

LC-10ATVP 型 HPLC 仪，包括 SIL-10ADVP 型自动进样

器、ANASTAR色谱数据工作站、SPD-10AVP型紫外可见检测

器（日本岛津公司）；XP205型电子天平（瑞士梅特勒-托利多公

司，精度：0.01 mg）；WH-100型超声波清洗机（济宁万和超声电

子设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

红卫蛇药片[规格：0.5 g（素片），批号：130709、130715、

130722]购于江西天施康中药股份有限公司；薯蓣皂苷元对照
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摘 要 目的：建立测定红卫蛇药片中薯蓣皂苷元、黄独乙素、鬼臼毒素和山柰素含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱

柱为Hypersil C18，流速为1.0 ml/min；薯蓣皂苷元和黄独乙素的流动相为乙腈-水-磷酸（67 ∶ 33 ∶ 0.5，V/V/V），检测波长为305 nm；鬼臼

毒素和山柰素的流动相为甲醇-乙腈-0.1 mol/L磷酸二氢钾水溶液（55 ∶ 40 ∶ 5，V/V/V），检测波长为360 nm。结果：薯蓣皂苷元和黄

独乙素的进样量分别在0.109 4～2.188 0、0.328 6～6.572 0 μg范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 5、0.999 2）；

精密度、稳定性、重复性试验的RSD均＜1％；平均加样回收率分别为98.01％、97.14％，RSD分别为1.01％、0.79％（n＝6）。鬼臼毒

素和山柰素的进样量分别在0.159 8～3.196 0、0.033 4～0.668 0 μg范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 3、0.999 7）；

精密度、稳定性、重复性试验的RSD均＜1％；平均加样回收率分别为98.04％、96.87％，RSD分别为1.59％、1.19％（n＝6）。结论：

该方法操作简便、灵敏度高、重复性好，结果准确、可靠，可用于红卫蛇药片的质量控制。

关键词 红卫蛇药片；薯蓣皂苷元；黄独乙素；鬼臼毒素；山柰素；高效液相色谱法；含量测定
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the content determination of diosgenin，diosbulbin B，podophyllotoxin and

kaempferol in HWSYP. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Hypersil C18 column at the

flow rate of 1.0 ml/min. The mobile phase of diosgenin and diosbulbin B consisted of acetonitrile-water-phosphoric acid（67 ∶ 33 ∶
0.5，V/V/V），and detection wavelength was set at 305 nm. That of podophyllotoxin and kaempferol consisted of methanol-acetoni-

trile-0.1 mol/L KH2PO4（55 ∶ 40 ∶ 5，V/V/V），and detection wavelength was set at 360 nm. RESULTS：The linear range of diosgenin

and diosbulbin B were 0.109 4-2.188 0 μg（r＝0.999 5）and 0.328 6-6.572 0 μg（r＝0.999 2）；RSDs of precision，stability and repro-

ducibility tests were all lower than 1％；average recoveries were 98.01％（RSD＝1.01％，n＝6）and 97.14％（RSD＝0.79％，n＝6）.

The linear range of podophyllotoxin and kaempferol were 0.159 8-3.196 0 μg（r＝0.999 3）and 0.033 4-0.668 0 μg（r＝0.999 7）；RS-

Ds of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 1％；average recoveries were 98.04％（RSD＝1.59％，n＝6）

and 96.87％（RSD＝1.19％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，sensitive，accurate，reliable and reproducible，and

can be used for the quality control of HWSYP.
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品（批号：111539-200001）、鬼臼毒素对照品（批号：111645-

200602）和山柰素对照品（批号：110861-201209）均购于中国食

品药品检定研究院；黄独乙素对照品（批号：A0597-201207，纯

度：98％）购于北京世纪奥科生物技术有限公司；甲醇、乙腈

（色谱纯，安徽时联特种溶剂股份有限公司）；磷酸（分析纯，广

州化学试剂二厂）；磷酸二氢钾（分析纯，天津市科密欧化学试

剂有限公司）；水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 薯蓣皂苷元和黄独乙素的含量测定[2-8]

2.1.1 色谱条件及系统适用性试验 色谱柱：Hypersil C18

（150 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：乙腈-水-磷酸（67 ∶ 33 ∶ 0.5，

V/V/V）；检测波长：305 nm；流速：1.0 ml/min。在此条件下，薯

蓣皂苷元和黄独乙素与其他组分分离效果良好，理论板数以

薯蓣皂苷元峰计应不低于2 000；分离度不低于2.0。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 精密称取薯蓣皂苷元和黄独

乙素对照品各适量，加甲醇制成含薯蓣皂苷元（质量浓度为

0.109 4 mg/ml）和黄独乙素（质量浓度为0.328 6 mg/ml）的混合

对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取本品 10片，除去包衣，精密称

定，研细，取约 1.0 g，精密称定，置于 50 ml锥形瓶中，用 50 ml

甲醇超声（功率：100 W，频率：40 kHz）提取30 min，滤过，滤液

蒸干，残渣加 30 ml水溶解，溶液以氯仿萃取 3次，每次 20 ml，

合并氯仿液，减压回收氯仿至干，残渣加甲醇使溶解，转移至

50 ml量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，经0.45 μm微孔滤膜滤过，

取续滤液作为供试品溶液。

2.1.4 阴性样品溶液的制备 按红卫蛇药片处方比例称取不

含黄药子的其余药味各适量，按红卫蛇药片的生产工艺制成

缺黄药子的阴性样品，按照“2.1.3”项下方法制成缺黄药子的

阴性样品溶液，即得。

2.1.5 线性关系考察 精密吸取“2.1.2”项下混合对照品溶液

1、5、10、15、20 μl，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。以峰面积（y）为纵坐标、薯蓣皂苷元与黄独乙素的进样量

（x，μg）为横坐标，绘制标准曲线，得薯蓣皂苷元的回归方程为

y＝2.164 9×106x+835.9（r＝0.999 5），黄独乙素的回归方程为

y＝7.264 8×106x－1 038.1（r＝0.999 2）。结果表明，薯蓣皂苷

元和黄独乙素的进样量分别在 0.109 4～2.188 0、0.328 6～

6.572 0 μg范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系。

2.1.6 专属性试验 精密吸取上述供试品溶液、对照品溶液

及阴性样品溶液各 10 μl，分别按“2.1.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。结果，供试品溶液色谱中，在与薯蓣皂苷元

和黄独乙素对照品相同保留时间处有吸收峰，而阴性样品溶

液在相同保留时间处未显吸收峰，表明该方法专属性良好。

色谱见图1。

2.1.7 精密度试验 取“2.1.2”项下混合对照品溶液适量，按

“2.1.1”项下色谱条件重复进样 6次，记录峰面积。结果，薯蓣

皂苷元和黄独乙素峰面积的RSD分别为 0.95％、0.46％，表明

仪器精密度良好。

2.1.8 稳定性试验 取同一供试品溶液适量，分别于放置 0、

1、2、4、6、8 h后，按“2.1.1”项下色谱条件分别进样测定，记录峰

面积。结果，薯蓣皂苷元和黄独乙素峰面积的 RSD 分别为

0.83％、0.94％，表明供试品溶液8 h内基本稳定。

2.1.9 重复性试验 取同一批样品（批号：130709）适量，按

“2.1.3”项下方法平行制备6份供试品溶液，再按“2.1.1”项下色

谱条件分别进样测定，记录峰面积，并计算样品含量。结果，

薯蓣皂苷元和黄独乙素的平均含量分别为2.62、8.26 mg/片，峰

面积的RSD分别为0.72％、0.34％，表明本方法重复性良好。

2.1.10 加样回收率试验 取已知含量（薯蓣皂苷元、黄独乙

素含量分别为 5.24、16.52 mg/g）的同一批样品（批号：130709）

适量，除去包衣，研细，精密称取约 0.5 g，共 6份，分别置于 50

ml锥形瓶中，精密加入“2.1.2”项下混合对照品溶液 25 ml、甲

醇 25 ml，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液。按“2.1.1”项下

色谱条件分别进样测定，记录峰面积，并计算加样回收率，结

果见表1。

表1 薯蓣皂苷元和黄独乙素的加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests of diosgenin and diosbulbin

B（n＝6）

待测成分

薯蓣皂苷元

黄独乙素

称样
量，g

0.504 2

0.498 7

0.504 9

0.510 3

0.492 5

0.500 7

0.504 2

0.498 7

0.504 9

0.510 3

0.492 5

0.500 7

已知含
量，mg

2.642

2.613

2.646

2.674

2.581

2.624

8.329

8.239

8.341

8.430

8.136

8.272

加入
量，mg

2.735

2.735

2.735

2.735

2.735

2.735

8.215

8.215

8.215

8.215

8.215

8.215

测得量，
mg

5.311

5.295

5.337

5.316

5.305

5.298

16.294

16.307

16.326

16.308

16.103

16.287

加样回
收率，％

97.59

98.06

98.40

96.60

99.61

97.78

96.95

98.22

97.20

95.90

96.98

97.57

加样平均
回收率，％

98.01

97.14

RSD，
％

1.01

0.79

2.1.11 样品中薯蓣皂苷元和黄独乙素的含量测定 取3批样

品各适量，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项

下色谱条件分别进样测定，记录峰面积，并计算样品含量。结

果，薯蓣皂苷元的含量分别为2.62、2.54、2.79 mg/片，平均含量

为 2.65 mg/片；黄独乙素的含量分别为 8.26、9.23、9.07 mg/片，

平均含量为8.85 mg/片。

2.2 鬼臼毒素和山柰素的含量测定[9-14]

2.2.1 色谱条件及系统适用性试验 色谱柱：Hypersil C18

（150 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：甲醇-乙腈-0.1 mol/L磷酸二
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图1 薯蓣皂苷元和黄独乙素的高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.薯蓣皂苷元；2.黄独乙素

Fig 1 HPLC chromatograms of diosgenin and diosbulbin B
A.substance control；B.test sample；C.negative control；1.diosgenin；2.

diosbulbin B
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氢钾水溶液（55 ∶ 40 ∶ 5，V/V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：

360 nm。在此条件下，鬼臼毒素和山柰素与其他组分基线分

离良好，理论板数以鬼臼毒素峰计应不低于 3 000；分离度均

大于1.5。

2.2.2 混合对照品溶液的制备 精密称取鬼臼毒素和山柰素

对照品各适量，置于 25 ml量瓶中，加 70％甲醇溶解后稀释至

刻度，摇匀，即得混合对照品溶液（鬼臼毒素和山柰素的质量

浓度分别为0.159 8、0.033 4 mg/ml）。

2.2.3 供试品溶液的制备 取本品10片，除去包衣，研细，精

密称取约 1.0 g，加 70％甲醇 50 ml，精密称定，超声（功率：100

W，频率：40 kHz）处理 30 min，加 70％甲醇补足减失的质量，

摇匀，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。

2.2.4 阴性样品溶液的制备 按红卫蛇药片的处方比例称取

不含八角莲的其余药味各适量，按制剂生产工艺制成缺八角

莲的阴性样品，再按“2.2.3”项下方法制成缺八角莲的阴性样

品溶液，即得。

2.2.5 线性关系考察 分别精密吸取“2.2.2”项下混合对照品

溶液 1、5、10、15、20 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以峰面积（y）为纵坐标、鬼臼毒素与山柰素的进

样量（x，μg）为横坐标，绘制标准曲线，得鬼臼毒素的回归方程

为 y＝7.023 4×106x－341.7（r＝0.999 3），山柰素的回归方程为

y＝1.298 1×106x－510.5（r＝0.999 7）。结果表明，鬼臼毒素与

山柰素的进样量分别在 0.159 8～3.196 0、0.033 4～0.668 0 μg

范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系。

2.2.6 专属性试验 分别精密吸取上述供试品溶液、混合对

照品溶液及阴性样品溶液各 10 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进

样测定，记录色谱图。结果，供试品溶液色谱中，在与鬼臼毒

素和山柰素对照品相同保留时间处有相同吸收峰，而阴性样

品溶液在相同保留时间处未显吸收峰，表明该方法专属性良

好。色谱见图2。

2.2.7 精密度试验 精密量取“2.2.2”项下混合对照品溶液各

适量，按“2.2.1”项下色谱条件重复进样 6次，记录峰面积。结

果，鬼臼毒素和山柰素峰面积的RSD分别为0.37％、0.81％，表

明仪器精密度良好。

2.2.8 稳定性试验 取同一供试品溶液适量，分别于放置 0、

1、2、4、6、8 h后，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。结果，鬼臼毒素和山柰素峰面积的 RSD 分别为 0.58％、

0.92％，表明供试品溶液在8 h内基本稳定。

2.2.9 重复性试验 取同一批样品（批号：130709）适量，共 6

份，分别按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算样品含量。结果，鬼

臼毒素和山柰素的平均含量分别为4.08、0.87 mg/片，峰面积的

RSD分别为0.55％、0.72％，表明本方法重复性良好。

2.2.10 加样回收率试验 取已知含量（鬼臼毒素、山柰素的

含量分别为 8.16、1.74 mg/g）的同一批样品（批号：130709）适

量，共6份，除去包衣，研细，精密称取约0.5 g，置于50 ml量瓶

中，精密称定，分别精密加入“2.2.2”项下混合对照品溶液 25

ml，加 70％甲醇 25 ml超声（功率：100 W，频率：40 kHz）处理

30 min，加70％甲醇补足减失的质量，摇匀，经0.45 μm微孔滤

膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。按“2.2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，计算加样回收率，结果见表2。

表2 鬼臼毒素和山柰素的加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests of podophyllotoxin and kae-

mpferol（n＝6）

待测成分

鬼臼毒素

山奈素

称样量，
g

0.500 8

0.497 9

0.499 5

0.501 4

0.496 7

0.500 2

0.500 8

0.497 9

0.499 5

0.501 4

0.496 7

0.500 2

已知含
量，mg

4.087

4.063

4.076

4.091

4.053

4.082

0.871

0.866

0.869

0.872

0.864

0.870

加入量，
mg

3.995

3.995

3.995

3.995

3.995

3.995

0.835

0.835

0.835

0.835

0.835

0.835

测得量，
mg

8.002

7.964

7.894

8.101

7.998

7.993

1.683

1.668

1.689

1.675

1.662

1.69

加样回
收率，％

98.01

97.65

95.57

100.36

98.75

97.91

97.20

96.01

98.19

96.12

95.54

98.16

平均加样
回收率，％

98.04

96.87

RSD，
％

1.59

1.19

2.2.11 样品中鬼臼毒素和山柰素的含量测定 取3批样品各

适量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积，并计算样品含量。结果，鬼臼

毒素的含量分别为4.08、3.95、3.87 mg/片，平均含量为3.97 mg/

片；山柰素的含量分别为 0.87、0.79、0.88 mg/片，平均含量为

0.85 mg/片。

2.3 含量限度确定

根据上述 3批样品的含量测定结果，考虑药材的产地、采

收季节及制剂生产、运输、贮存等因素，暂定本品每片含黄药

子以薯蓣皂苷元计不少于 2.0 mg，以黄独乙素计不少于 6.0

mg；含八角莲以鬼臼毒素计不少于3.0 mg，以山柰素计不少于

0.6 mg。

3 讨论
3.1 流动相的选择

在鬼臼毒素和山柰素含量测定中，分别以甲醇-0.1 mol/L

磷酸二氢钾水溶液（55 ∶45，V/V）、乙腈-0.1 mol/L磷酸二氢钾水

溶液（40 ∶ 60，V/V）和甲醇-乙腈-0.1 mol/L 磷酸二氢钾水溶液

（55 ∶ 40 ∶ 5，V/V/V）为流动相进行考察。结果，以甲醇-0.1 mol/L

磷酸二氢钾水溶液（55 ∶ 45，V/V）为流动相时，鬼臼毒素和山柰
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图2 鬼臼毒素和山柰素的高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.鬼臼毒素；2.山柰素

Fig 2 HPLC chromatograms of podophyllotoxin and

kaempferol
A. substance control；B. test sample；C. negative control；1. podophyllo-

toxin；2. kaempferol
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素分离效果均不好，拖尾现象严重，未达到基线分离；以乙

腈-0.1 mol/L磷酸二氢钾水溶液（40 ∶60，V/V）为流动相时，鬼臼

毒素峰形良好，但山柰素达不到基线分离；以乙腈-甲醇-1％冰

醋酸溶液（45 ∶ 24 ∶ 31，V/V/V）为流动相时，鬼臼毒素和山柰素

均能达到基线分离，峰形较好。故本研究最终选用乙腈-甲

醇-1％冰醋酸溶液（45 ∶24 ∶311，V/V/V）为流动相。

在预试验中，笔者曾采用乙腈与 0.5％磷酸溶液为流动相

以不同比例梯度洗脱、甲醇-乙腈（5 ∶ 4，V/V）与 0.1 mol/L磷酸

二氢钾水溶液为流动相以不同比例梯度洗脱同时测定以上 4

种成分的含量。结果，以乙腈与0.5％磷酸溶液为流动相不同

比例梯度洗脱时，薯蓣皂苷元和黄独乙素能达到基线分离，而

鬼臼毒素和山柰素分离效果差，不能有效分离；以甲醇-乙腈

（5 ∶ 4，V/V）与 0.1 mol/L磷酸二氢钾水溶液为流动相不同比例

梯度洗脱时，薯蓣皂苷元和黄独乙素达不到有效分离。故本

研究采用两种不同流动相分别对处方中的 4个主要成分进行

含量测定。

3.2 鬼臼毒素和山柰素含量测定中供试品提取时间的选择

考虑到制剂生产时检验的便捷性，采用超声（功率：100

W，频率：40 kHz）提取进行试验，考察了不同提取时间（20、30、

40 min）的提取效果。结果表明，提取30 min和40 min时的结

果相差不大，而提取 20 min 时含量明显低于 30 min 和 40

min。因此，本研究将鬼臼毒素和山奈素的超声提取时间定为

30 min。

3.3 检测波长的选择

分别取薯蓣皂苷元对照品和黄独乙素对照品各适量，加

流动相溶解制成每1 ml含0.1 mg的溶液，在200～400 nm波长

处进行紫外扫描，结果两者均在305 nm处有最大吸收，故将薯

蓣皂苷元和黄独乙素的检测波长定为305 nm。分别取鬼臼毒

素和山奈素对照品各适量，加流动相溶解制成每 1 ml含 0.10

mg的溶液，在200～400 nm波长处进行紫外扫描，结果两者均

在 360 nm处有最大吸收，故将鬼臼毒素和山柰素的检测波长

定为360 nm。

综上所述，该方法操作简便、灵敏度高、重复性好，结果准

确、可靠，可用于红卫蛇药片的质量控制。
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崔丽副主任出席中日友好医院第四次党员代表大会

本刊讯 中共中日友好医院第四次代表大会于2014年12

月18日在中日友好医院讲学厅召开。国家卫生计生委党组成

员、副主任、直属机关党委书记崔丽同志出席会议并讲话。

崔丽同志在讲话中充分肯定了中日友好医院党委认真学

习贯彻党的各项方针政策，按照委党组的决策部署，团结带领

全体党员职工，以党建推动医院中心工作，在抗震救灾、非典、

甲流防控的医疗救治等重大考验面前，在对口支援、医联体建

设、远程医疗、应急救援队伍建设等公立医院改革任务中所发

挥的基层党组织战斗堡垒作用和党员的先锋模范作用。对进

一步做好医院的党建工作，提出了殷切希望：以理论学习为前

提，服务科学发展大局；以优质服务为动力，全面加强基层党

组织建设；以制度建设为重点，全面落实主体责任；以能力建

设为核心，切实加强领导班子建设。

大会审议通过了中日友好医院党委工作报告、纪委工作

报告以及关于党费收缴、使用和管理情况的报告。选举产生

了中共中日友好医院第四届委员会、中共中日友好医院第四

届纪律检查委员会。

国家卫生计生委人事司、直属机关党委、中纪委监察部驻

国家卫生计生委纪检组、监察局相关负责同志参加了会议。

··410


