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乌黄骨外散的质量标准提高研究!

孙毅东$!!张美容"!詹亚坤$!张!慧$!曾祥仲$!陈宝婷$!张素方$!林爱华$"$:广东省中医院珠海医院药剂科!
广东 珠海!=$?#$=# ":中山大学附属第五医院药学部!广东 珠海!=$?###$

中图分类号!>?"CI$$">?A" 文献标志码!B 文章编号!$@C"D"$"E#"#"$$$$D$A$AD#E
FGH!$#I$E##?JK:+00-:$@C"4"$"EI"#"$I$$I##C

摘!要!目的!提高乌黄骨外散的质量标准" 方法!在现有质量标准的基础上#建立白芷$大黄的薄层色谱鉴定方法’建立乌头
碱$次乌头碱含量测定的高效液相色谱法#色谱柱选用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱%T52WO )̂2,07652cbB>>̂ 4$< 5-.W’775.#
"=# NNwEI@ NN#= "N&#柱温为 A# m#流速为 #I< N(JN+-" 结果!大黄$白芷的薄层色谱斑点显色清晰#分离度好#阴性对照无
干扰’乌头碱在 $I##g@I## "3JN(%’s#I??? <&范围内线性良好#次乌头碱在 $=g?# "3JN(%’s#I??? ?&范围内线性良好#回收
率分别为 ?<I<Af$??I<Cf#;7<分别为 "I#@f$"I@Af" 结论!该方法操作简便$准确可靠$重复性好#可用于乌黄骨外散的质
量控制"
关键词!乌黄骨外散’ 乌头碱’ 次乌头碱’ 质量标准’ 薄层色谱法’ 高效液相色谱法
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!!乌黄骨外散#批准文号"粤药制字 X"##<#"?C$由川乌,草
乌,大黄和白芷等 < 味药材组合而成&具有活血化淤,舒筋活
络和消肿止痛的功效&是由广东省中医院珠海医院国家中医
药管理局重点专科骨伤科经验方研发而成的含毒性中药外用
制剂&在治疗风湿,类风湿关节炎,骨伤和软组织挫伤等方面
具有较好的疗效’ 中药外用制剂给药简便,生物利用度高&是
有毒中药的重要应用形式&但目前对于有毒中药的外用剂量
尚无统一标准*$4A+ ’ 乌黄骨外散中川乌,草乌的主要有效成分
和毒性成分为双酯型二萜生物碱乌头碱,次乌头碱&毒性强&

治疗窗窄*E4C+ ’ 因此&制定该制剂中有毒成分的定量分析标准
对保证临床使用安全尤为重要’ 本研究在优化大黄,白芷的
薄层色谱鉴别方法的基础上&建立乌头碱,次乌头碱的高效液
相色谱含量测定方法&为建立含川乌,草乌的外用制剂质量标
准提供参考&现报告如下’

BC材料
BDBC仪器

LcB$"Ec型电子天平*赛多利斯科学仪器#北京$有限公
司+%hU4=##%型超声波清洗器#昆山市超声仪器有限公司$%
>%4=" B型旋转蒸发器#上海亚荣生化仪器厂$%b]M4$@L型
离心机#上海安亭科学仪器厂$%c\X4F#%$型循环水式真空
泵#巩义市予华仪器有限责任公司$%M\\4$=#]c^型综合药
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品稳定性试验箱#上海蓝豹试验设备有限公司$%F\]4?$E#B
型电热恒温鼓风干燥箱#上海精宏实验设备有限公司$%kF4
?E#A型紫外分析仪#北京市六一仪器厂$%M84"#$#B\b项高
效液相色谱仪#日本岛津公司$’

BDEC药品与试剂

乌黄骨外散 #广东省中医院珠海医院制剂室&批号为
$"#@#A,$"$##= 和 $A$"#A$%白芷对照药材#批号为 $"#?E=4
"#$A#?$&欧前胡素#批号为 $$#<"@4"#$"$E$&异欧前胡素#批
号为 $$#<"C4"#$$#?$&大黄素#批号为 $$#C=@4"##$$#$&均购
自中国食品药品检定研究院%8"\A;#色谱纯&德国 8;k公
司$,8E\<G#色谱纯&德国 T52WO 公司$&;\A!\"G,8A\<G,
8E\<G",8\8(A,8\A8GG\,\8(和8\A8GG;\E 等试剂均为分
析纯&超纯水为 %̂%F4$#b_实验室超纯水器#南京易普达科
技发展有限公司$制备’

EC方法与结果
EDBC定性鉴别
"I$I$!大黄"取样品 "I# 3&加 8\AG\"# N(&超声#功率为

=## k&频率为 E# O\o$处理 A# N+-&滤过&取续滤液 = N(&
E# m减压蒸干&残渣加水 $= N(,A=fgA<f\8($ N(&水浴回流
A# N+-&冷却&加#8"\=$ "G$= N(萃取 "次&合并萃取液后挥

干&残渣加8\8(A $ N(溶解&作为供试品溶液*<4$#+ ’ 根据乌黄
骨外散处方工艺制备不含大黄的阴性样品&同法制得阴性对
照品溶液’ 取大黄素对照品适量&用 8\8(A 溶解稀释至
#I" N3JN(&做为对照品溶液’ 参照-中华人民共和国药典"四
部.#"#"#年版$薄层色谱法&使用 "= "(点样器吸取上述 E种
溶液各 = "(&分别点于同一硅胶 \薄层板上&展开&展开剂为
石油醚# %̂&A#g@# m$48A\@G"4\8GG\#?n?n?s$= n= n$$
的上层溶液&展距为 $# WN&取出&晾干&置于 A@= -N紫外光灯
下检视’ 色谱图显示&供试品,对照药材和对照品显色点在对
应位置上分别显示相同的黄色斑点&相关斑点氨蒸汽熏蒸后
显红色%阴性对照显示无干扰&见图 $’
"I$I"!白芷"取样品 AI" 3&加#8"\=$ "G"# N(&超声#功率
为 =## k&频率为 E# O\o$处理 A# N+-&加适量#8"\=$ "G补
足质量&滤过&滤液用 #I"f ;’G\A# N(萃取 A 次&分离的
#8"\=$ "G层挥干后加 8E\<G" $ N(溶解&作为供试品溶

液*$#4$"+ ’ 取白芷对照药材 #I= 3&按上述方法制成对照药材
溶液’ 按乌黄骨外散处方工艺制备不含白芷的阴性样品&同
法制得阴性对照品溶液’ 取欧前胡素,异欧前胡素对照品各
适量&加8E\<G" 制得质量浓度均为 $ N3JN(的单一对照品
溶液’ 参照-中华人民共和国药典"四部. #"#"# 年版$薄层
色谱法&使用 "= "(点样器分别吸取上述 E种溶液各 = "(&分
别点于同一硅胶 ]薄层板上展开&展开剂为石油醚 # %̂&
A#g@# m$D#8"\=$"G#?n?s$ n$$&展距为 < WN&取出晾干
后置波长为 A@=,"=E -N的紫外光灯下检视’ 色谱图显示&
供试品,对照药材和对照品显色点在对应位置上分别显示相
同的浅黄绿色及浅绿色荧光斑点%阴性对照显示无干扰&见
图 "’

B:紫外灯#A@= -N$检视%L:日光检视%$0A:供试品#批号"$"#@#A,

$"$##=和 $A$"#A$%E:对照品#大黄素$%=:阴性对照品
B:)(*2’&+,(5*(’N7 #A@= -N$% L:0)-(+36*% 12,N$ *,A:*50*0,()*+,-

#‘’*W6 -)N‘52" $"#@#A& $"$##= ’-. $A$"#A$% E:251525-W5

0,()*+,- #_2’-3)(’5N,.+-$% =:-53’*+&5251525-W5

图 BC大黄的薄层色谱图
H)1 BC!c=*"$.I%(.1$%I-.,&2(’0 .%&3’4#*2 &3.’

$0A:供试品#批号"$"#@#A,$"$##=和 $A$"#A$%E:白芷对照药材%

=:对照品#欧前胡素,异欧前胡素$%@:阴性对照品
12,N$ *,A:*50*0,()*+,- #‘’*W6 -)N‘52" $"#@#A& $"$##= ’-. $A$"#A$%

E:’=)(0=2>.#(-=.)=5*’(-=.251525-W5% =:251525-W50,()*+,-

#+N752’*,2+-& +0,+N752’*,2+-$% @:-53’*+&5251525-W5

图 EC白芷的薄层色谱图
H)1 EC!c=*"$.I%(.1$%I-.,&2(’0 215."’-2.(23)&’-2.

EDEC含量测定
"I"I$!色谱条件"色谱柱为十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱
#T52WO )̂2,07652cbB>>̂ 4$< 5-.W’775.&"=# NNwEI@ NN&
= "N$%以 8"\A;48E\<G#?n?s"= n$=$为流动相 B&以
#I$ N,(JM8\A8GG;\E 为流动相 L&梯度洗脱#洗脱程序见
表 $$%检测波长为 "A= -N%柱温为 A# m%流速为 #I< N(JN+-%
理论塔板数按乌头碱计算%" ###&进样体积为 $# "(*$#&$A4$E+ ’
"I"I"!溶液制备"精密称取次乌头碱,乌头碱对照品各适量&
加8A\<G48\8(A#?n?s$ n$$溶解&制得每 $ N(含次乌头碱
E= "3,乌头碱 A## "3的混合对照品溶液’ 精密称定乌黄骨外
散#过三号筛$@ 3&加入8A\<G48E\<G"#?n?s$ n$$混合溶液
$## N(&振摇&加入浓 ;\EG\$# N(&"= m以下超声#功率为
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!!!! 表 BC流动相洗脱程序
!%OBCY$%8)#0(#J’().0&$.1$%I-.,I.O)J#&"%-#

时间JN+- 流动相BJf 流动相LJf
#gE< $=’"@ <=’CE
E<gE? "@’A= CE’@=
E?g=< A= @=
=<g@= A=’$= @=’<=

=## k&频率为 E# O\o$处理 A# N+-&用8A\<G48E\<G"#?n?s

$ n$$混合溶液补足减失的质量&摇匀&滤过’ 精密量取续滤
液 =# N(&E# m以下回收溶剂至干&残渣加入 8A\<G48\8(A
#?n?s$ n$$混合溶液 A N(溶解&以 #I"" "N有机滤头滤过&

取续滤液于 E m环境中静置 $ 6&"# ### 2JN+-离心#离心半径
为 $$ WN$= N+-&取上清液&即得供试品溶液’ 按乌黄骨外散
处方工艺制备不含川乌,草乌的阴性样品&按供试品溶液制备
方法制成阴性对照品溶液’
"I"IA!方法学考察"#$$专属性试验’ 各取适量对照品溶液,

供试品溶液及阴性对照溶液&依("I"I$)项下色谱条件进样测
定&记录色谱图&见图 A’ 结果显示&乌头碱,次乌头碱保留时
间@>分别为 E=I@==,E$IC?$ N+-&与周围杂峰分离度 ;c 分别
为 "IACE,$IC=#&理论塔板数分别为 "C <=A,E# #E$’ #"$线性
关系考察’ 精密称取乌头碱,次乌头碱各适量&加 8A\<G4
8\8(A#?n?s$ n$$制成每 $ N(各含乌头碱 $ ### "3,次乌头
碱 $=# "3的混合对照品母液%分别精密量取 $,",A,E,= 和
@ N(&置于 $# N(容量瓶中&加8A\<G48\8(A#?n?s$ n$$稀释
至刻度&摇匀即得’ 分别精密吸取上述 @ 种对照品溶液各
$# "(&依("I"I$)项下色谱条件测定峰面积’ 以待测成分质量
浓度#A&"3JN($为横坐标&峰面积#B$为纵坐标&绘制标准曲
线&得到乌头碱,次乌头碱回归方程&B$ s$E =?# A$P$ICw$#

=

#’$ s#I??? <$&B" s$E ?C? A"PAC =EA#’s#I??? ?$’ 结果显
示&乌头碱,次乌头碱分别在 $##g@## "3JN(,$=g?# "3JN(范
围内线性良好’ #A$精密度试验’ 精密吸取("I"I")项下混合
对照品溶液适量&连续进样 @ 次&依法测定峰面积’ 结果显
示&乌头碱,次乌头碱峰面积的 ;7<分别为 $I#Cf,#I?Ef
#2s@$&表明仪器精密度良好’ #E$稳定性试验’ 精密吸取
("I"I")项下同一批#批号"$A$"#A$样品&分别在 #,E,<,$",
$@,"#和 "E 6时进样测定’ 结果显示&乌头碱,次乌头碱峰面
积的;7<分别为 #I=?f,$IA=f#2s@$&表明供试品溶液在
"E 6内稳定性良好’ #=$重复性试验’ 取乌黄骨外散同一批
号#批号"$A$"#A$样品依法制得 @ 份供试品溶液&按("I"I$)

项下色谱条件进样&测定每份样品中乌头碱,次乌头碱含量’

结果显示&样品中乌头碱,次乌头碱平均含量分别为 =$<I@#,
"<I?C "3J3&;7<分别为 $IE@f,$I??f#2s@$&表明方法重复
性良好’ #@$加样回收率试验’ 精密量取同一批号#批号"
$A$"#A$样品 $I= 3各 @ 份&分别精密加入 $ N3JN(乌头碱对
照品溶液 #IC= N(,C= "3JN(次乌头碱对照品溶液 #I=@ N(’

按("I"I")项下方法制备供试品溶液&依法测定含量&并计算
加样回收率&结果见表 "’

B:对照品溶液%L:供试品溶液%8:阴性对照品溶液%

$:新乌头碱%":次乌头碱%A:乌头碱
B:251525-W50,()*+,-% L:*50*0,()*+,-% 8:-53’*+&5251525-W5

0,()*+,-% $:N50’W,-+*+-5% ":6/7’W,-+*+-5% A:’W,-+*+-5

图 FC高效液相色谱图
H)1 FCVWc=*"$.I%(.1$%I-

表 EC加样回收率试验结果#1[Q$
!%OEC<#-’J(-.,$#*.N#$M (#-(#1[Q$

成分 样品含量J"3 加入量J"3 测得量J"3 回收率Jf 平均回收率Jf ;7<Jf
乌头碱 $ =AEIC$ $ =##I## " ??AIAE ?CIA# ?<I<A "I#@

$ ==EI?# $ =##I## " ?<CI@" ?=ICA
$ =CAI<@ $ =##I## A #C<I@< $##IA$
$ =E=IC" $ =##I## A #A<I<" ??I==
$ =@?I<E $ =##I## A #<<I<# $#$I"$
$ ===I<@ $ =##I## A #A<I<C ?<I?$

次乌头碱 <@ICA <EI## $C$I<? $#$IAE ??I<C "I@A
<<I$$ <EI## $C#I<C ?<I=?
<CI<E <EI## $C"I== $##I<$
<CI## <EI## $@@I<= ?=I"A
<@I"= <EI## $C#IC$ $##I=A
<@I<< <EI## $CAI"" $#"I@?

"I"IE!样品含量测定"精密称取 A 批样品 #批号"$A$"#A,
$"$##=和 $"#@#A$各适量&分别按("I"I")项下操作制备供试
品溶液&对照品溶液和供试品溶液各进样 $# "(&平行测定
A次&记录峰面积&以外标法计算样品中乌头碱,次乌头碱含
量&取平均值&结果见表 A’
表 FC乌头碱&次乌头碱的含量测定结果#"1e1%1[F$

!%OFC=.0(#0(8#(#$I)0%().0.,%*.0)()0#%08"M&%*.0)()0#
#"1e1% 1[F$

批号 乌头碱含量 次乌头碱含量
$A$"#A EAI?# A$=I@#
$"$##= EEI$" A$<IC=
$"#@#A EEI"C A$?I#?
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FC讨论
毒性药材的使用是中药外用制剂的特点之一*$=+ ’ 由于缺

乏中药医院制剂标准规范化体系&检测指标水平偏低&导致制
剂质量可控性差&进而导致临床使用存在安全风险是目前医院
制剂存在的主要问题*$@4$<+ ’ 乌黄骨外散现行质量标准未对毒
性生物碱进行定量控制&质控指标单一&难以保证有效性和安
全性’ 因此&参考-中华人民共和国药典"一部.#"#"#年版$&本
研究以活性成分为对照&建立主要指标成分的含量测定方法’
FDBC主要指标成分的选取

乌黄骨外散方中以川乌,草乌为君药&二者合用&可祛风
散寒,温经止痛%白芷祛风燥湿止痛&兼能消肿&可加强川乌,

草乌散寒止痛之功&为臣药%大黄性味苦寒&活血祛瘀,清热消
肿&使瘀血去&新血生&而肿胀自消&既为佐制&亦为佐助&为佐
药’ 故本研究主要修订制剂中主要成分白芷,大黄的薄层色
谱定性鉴别方法&建立川乌,草乌有毒成分乌头碱,次乌头碱
的高效液相色谱定量测定方法’
FDEC薄层色谱法鉴别方法的改进

本研究中&白芷,大黄的薄层色谱法鉴别主要参考-中华人
民共和国药典"一部.#"#"#年版$的方法&分别对温度,湿度,薄
层板和展开剂进行了考察&并对展开条件进行耐用性试验’
AI"I$!白芷展开条件的筛选"本研究分别采用薄层层析硅胶
板 c+@#*默克化工技术 #上海$有限公司&规格为 $# WNw

"# WN+和硅胶板试剂]#青岛海洋化工厂分厂&规格为 $# WNw

"# WN$&石油醚#A#g@# m$4乙醚#?n?s$ n$$和石油醚#A#g
@# m$4乙醚#?n?sA n"$进行研究’ 结果显示&硅胶板试剂]

比硅胶板 c+@#在常温#"# m$下对白芷的分离效果更好&但硅
胶板 c+@#的点更清晰&考虑到成本与分离效果&本研究采用青
岛海洋化工厂分厂生产的硅胶板试剂 ]&以石油醚 # A# g
@# m$4乙醚#?n?s$ n$$为展开剂&耐用性好’
AI"I"!大黄展开条件的筛选"本研究以掌叶大黄为对照药
材&以大黄素和大黄酸为对照品&鉴别乌黄骨外散中的大黄’

预实验分别以硅胶板试剂 \#青岛海洋化工厂分厂&规格为
$# WNw"# WN$和自制硅胶\板#固定相为青岛海洋化工有限
公司生产的薄层层析硅胶 \]Jb"A=E4"#$#&固定相 n#I=f
8T84;’s$ 3nA N(&规格为 $# WNw"# WN$&结果显示&在常温
条件下两者分离效果相当&考虑实验通用性&选用青岛海洋化
工厂分厂生产的硅胶板试剂 \’ 在低温 # E m$,低湿度
#A#f$和高湿度#<#f$A种条件下的耐用性考察中发现&大黄
酸斑点与相邻主成分斑点分离度分别为 #ICC,#I<@ 和 $I$#&

大黄素斑点与相邻主成分斑点分离度分别为 "I#C,$IA$ 和
$I@"&最终使用大黄素作为对照’
FDFC乌头类生物碱含量限度的制定

乌黄骨外散处方中&川乌,草乌的用量#3$共占处方总用

量#3$的 A#I<"f&鉴于本品为生粉入药&按照国家药典委员会
的要求#生粉入药按 <#f转移率计算$&参照-中华人民共和国
药典"一部.#"#"#年版$川乌,草乌项下含量限度计算&每 $ 3

乌黄骨外散含川乌,草乌以乌头碱,次乌头碱总量计&为 $<#g
?## "3&即 #I#$<fg#I#?#f’
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