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补正续骨丸质量标准研究
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摘要　目的：建立并完善军规制剂补正续骨丸的质量标准。方法：采用显微鉴别法对处方中５味具有显微鉴别特征的药
味进行鉴别；对方中续断、何首乌、骨碎补、鸡血藤、菟丝子运用薄层色谱法进行定性鉴别；样品中柚皮苷的含量测定则运

用专属性较强的ＨＰＬＣ法进行定量测定。色谱条件：色谱柱为ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱（２００ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈水
（２０∶８０）；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８３ｎｍ；柱温：２５℃。结果：显微鉴别特征明显，薄层定性鉴别的斑点清晰，分离
效果良好；柚皮苷在２５～８０μｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好（ｒ＝１００００），平均加样回收率为９６０６％，ＲＳＤ为１６３％
（ｎ＝６）。结论：本次研究所建立和完善的标准在方法上专属性强，重现性好；在操作上简便易行，省时省力。符合军队质
量标准提升的要求，可作为该制剂列入新版军规的质量标准。
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　　补正续骨丸由何首乌、续断、骨碎补、鸡血藤等
１１味中药组成，具有补肝肾，活血脉，强筋壮骨，舒
筋活络，祛风除湿，消肿止痛之功效，主要用于治疗

骨质增生，颈椎综合征，腰肌劳损、腰酸腿痛等。依

据２０１３军队医疗机构制剂标准提高科研专项课题
的总体要求，我们从校对制剂处方、明确制剂工艺各

详细参数、增加薄层鉴别药味及建立健全含量测定

项等各个方面对原军规制剂补正续骨丸的质量标准

进行提升，力求该制剂经此研究之后，质控水平与现

行中国药典同步。本课题在修订原标准何首乌、菟

丝子薄层鉴别的基础上，增加了续断、骨碎补和鸡血

藤的薄层鉴别；建立了方中骨碎补中指标性成分柚

皮苷的含量测定。该军规制剂标准经本次提高完善

后，质量稳定，条件可控，更能保证患者安全用药。

１　一般资料
高效液相（泵型号 Ｗ６００，紫外检测器型号

２４８７，Ｗａｔｅｒｓ公司）。柚皮苷标准品（中国食品药品
检定研究院，批号：１１０７２２２０１３１２）；续断对照药材
（中国食品药品检定研究院，批号：１２１０３３２０１３１１）；
大黄素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

１１０７５６２００１１０）；鸡血藤对照药材（中国食品药品检
定研究院，批号：１２１１７３２０１１０３）；菟丝子对照药材
（中国食品药品检定研究院，批号：１２１２３２２０１１０２）；
补正续骨丸（沈阳军区司令部门诊部，批号：

２０１４０２２０、２０１４０６２５、２０１４１１２０）；水为重蒸水（本单
位自制），乙腈（色谱级，Ｆｉｓｈｅｒ公司），甲醇（色谱级，
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Ｆｉｓｈｅｒ公司），其余试剂均为分析纯。
２　方法与结果
２１　显微鉴别　１）鸡血藤：草酸钙簇晶，方晶较多，
大小悬殊，稀有更大簇晶，呈不规则形，少数小方晶

只１０μｍ左右，见图１１。导管多为具缘纹、网纹导
管，见图１４。２）何首乌：单粒淀粉粒明显可见，类球
形粒，脐点呈星状或三叉状，见图１２。３）合欢：晶纤
维粗大，见图１３。石细胞多成群、成无色或淡黄色、
长方形或类圆形，见图１５。４）鹿茸：镜下可见的显
微结构如：毛茸碎片，表面多为薄而透明的扁平细

胞，见图１６。５）狗脊：镜下可见的显微结构如：金黄
色的非腺毛，见图１７，１８。

图１　补正续骨丸显微鉴别图（１０×１００倍）

　　注：１簇晶（鸡血藤）；２淀粉粒（何首乌）；３晶纤维

（合欢）；４导管（鸡血藤）；５石细胞（合欢）；６毛茸碎片

（鹿茸）；７金色非腺毛（狗脊）；８金色非腺毛（狗脊）。

２２　薄层鉴别
２２１　续断　１）取补正续骨丸１０ｇ，剪刀剪碎后研
钵研细，加入４０ｍＬ分析甲醇，经３０ｍｉｎ超声提取，
过滤，滤液水浴蒸干，残渣使用蒸馏水３０ｍＬ溶解，
水饱和正丁醇振摇提取，每次２０ｍＬ，重复３次，正
丁醇液合并，用正丁醇饱和的１％ ＮａＯＨ碱液２０ｍＬ
洗涤，重复２次，弃去碱液，再用正丁醇饱和的水２０
ｍＬ洗涤１次，弃水液，正丁醇液通风橱挥干，加乙醇
１０ｍＬ溶解残渣，即得供试品溶液［１］。取０５ｇ续
断对照药材，同法制成对照药材溶液。取续断阴性

样品蜜丸，按供试品溶液制备方法制得阴性样品溶

液。照薄层色谱法，分别吸取上述三种溶液各 ３
μＬ，点于一块硅胶Ｇ薄层板，用（４∶１∶５）比例的正丁
醇醋酸水的上层溶液［２］展开完毕后，通风橱晾干，

喷洒１０％硫酸乙醇溶液，１１０℃加热至斑点显色清
晰。供试品色谱与对照药材斑点的色谱行为一致，

阴性样品色谱无干扰。见图２Ａ。
２２２　何首乌　取补正续骨丸１５ｇ，剪刀剪碎后研
钵研细，加入８０ｍＬ分析甲醇，经超声处理４０ｍｉｎ，

过滤，滤液水浴蒸干，加蒸馏水２０ｍＬ溶解，用乙酸
乙酯２０ｍＬ提取，重复３次，乙酸乙酯液合并，合并
液水浴挥干，加甲醇１０ｍＬ使残渣溶解，即得供试
品溶液［３］。取大黄素对照品适量，加甲醇制成浓度

１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。取何首乌阴性样品蜜丸，
按供试品溶液制备方法制得阴性样品溶液。照薄层

色谱法，分别吸取供试品和阴性样品溶液各５μＬ、
对照品溶液２μＬ，点于一块硅胶Ｇ薄层板，用（２０∶２
∶１）比例的甲苯乙酸乙酯甲酸展开完毕后，通风橱
晾干，日光下检视。供试品色谱与对照品斑点的色

谱行为一致，显同样的黄色斑点，经氨气熏蒸后斑点

变为红色，且阴性样品色谱无干扰。见图１Ｂ。
２２３　骨碎补　取补正续骨丸５ｇ，剪刀剪碎后研
钵研细，加入２０ｍＬ分析甲醇，经３０ｍｉｎ超声处理，
过滤，滤液水浴蒸干，残渣加１０ｍＬ蒸馏水溶解，用
２０ｍＬ乙酸乙酯提取１次，分离乙酸乙酯液水浴挥
干，加甲醇１０ｍＬ使残渣溶解，即得供试品溶液。
取柚皮苷对照品，加甲醇制成浓度为０５ｍｇ／ｍＬ的
对照品溶液。取骨碎补阴性样品蜜丸，按供试品溶

液制备方法制得阴性样品溶液。照薄层色谱法，分

别吸取上述三种溶液各１０μＬ，点于一块硅胶 Ｇ薄
层板，用（１∶１２∶２５∶３）比例的甲苯乙酸乙酯甲酸
水的上层溶液［４］展开完毕后，通风橱晾干，喷洒三氯

化铝试液显色，置３６５ｎｍ紫外光灯下检视。供试品
色谱与对照品斑点的色谱行为一致，且阴性样品色

谱无干扰。见图２Ｃ。
２２４　鸡血藤　取补正续骨丸１０ｇ，剪刀剪碎后研
钵研细，加入３０ｍＬ乙酸乙酯，经３０ｍｉｎ超声处理
后过滤，滤液水浴挥干，加甲醇１０ｍＬ使残渣溶解，
即得供试品溶液。取０５ｇ鸡血藤对照药材，同法
制成对照药材溶液。取鸡血藤阴性样品蜜丸，按供

试品溶液制备方法制得阴性样品溶液。照薄层色谱

法，分别吸取上述三种溶液各５μＬ，点于一块硅胶Ｇ
薄层板，用（３０∶１）比例的二氯甲烷甲醇展开完毕
后，通风橱晾干，置２５４ｎｍ紫外光灯下检视。供试
品色谱与对照药材斑点的色谱行为一致，且阴性样

品色谱无干扰。见图２Ｄ。
２２５　菟丝子　取补正续骨丸１０ｇ，剪刀剪碎后研
钵研细，加入３０ｍＬ石油醚，经４０ｍｉｎ超声处理后，
静静放置５ｍｉｎ后，倾倒出石油醚液，丢弃，残渣置
通风橱挥干石油醚，加入６０ｍＬ甲醇，再次超声处理
４０ｍｉｎ后滤过，滤液蒸干，残渣加２０ｍＬ水使溶解，
乙酸乙酯２０ｍＬ提取，重复２次，乙酸乙酯液合并，
水浴挥干，残渣加１０ｍＬ甲醇使溶解，即得供试品
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溶液［５］。取１ｇ菟丝子对照药材，同法制成对照药
材溶液。取菟丝子阴性样品蜜丸，按供试品溶液制

备方法制得阴性样品溶液。照薄层色谱法，分别吸

取上述三种溶液各２μＬ，点于一块硅胶 Ｇ薄层板，
用（４０∶３０∶１０∶７）比例的二氯甲烷乙酸乙酯甲醇水
的下层溶液展开完毕后，通风橱晾干，喷洒三氯化铝

试液显色，置３６５ｎｍ紫外光灯下检视。供试品色谱
与对照药材斑点的色谱行为一致，且阴性样品色谱

无干扰。见图２Ｅ。

图２　补正续骨丸ＴＬＣ图
　　注：Ａ续断；Ｂ何首乌；Ｃ骨碎补；Ｄ鸡血藤；Ｅ菟丝
子。

２３　含量测定
２３１　色谱条件　色谱柱品牌为 ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８柱，
内径与柱长为（２００ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相组
成为乙腈水（２０∶８０）；检测波长设定为２８３ｎｍ［６］；
流速设定为１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温设定：２５℃；进样量为
２０μＬ。理论板数按柚皮苷峰计算高于３０００。
２３２　溶液制备　１）对照品溶液：柚皮苷对照品放
置于干燥器中减压干燥１２ｈ以上后取适量，精密称
定，加入适量甲醇使溶解，制成浓度为３０μｇ／ｍＬ的
柚皮苷对照品溶液。２）供试品溶液：取补正续骨丸
２ｇ，剪刀剪碎后研钵研细，精密称定，置圆底烧瓶
中，精密加入４０ｍＬ３０％甲醇，称定重量，水浴加热
回流提取１ｈ，放冷，再次称定重量，用３０％甲醇补
足减失的重量，摇匀，滤过，离心（１００８０ｒ／ｍｉｎ）５
ｍｉｎ，离心后取上清液２５ｍＬ置于１０ｍＬ容量瓶中，
用３０％甲醇定容至刻度，滤过，取续滤液，即得。３）
阴性样品溶液：取骨碎补阴性样品蜜丸，按照供试品

溶液制备方法制成阴性样品溶液。

２３３　专属性试验　精密吸取制备好的供试品、对
照品、阴性样品３种溶液各２０μＬ，按色谱条件进样

测定。结果补正续骨丸供试品色谱与柚皮苷对照品

色谱样品峰色谱行为一致，且阴性样品溶液不干扰

主样品峰的测定。柚皮苷峰保留时间约为１５ｍｉｎ，
分离度、对称度、拖尾因子均符合要求，理论板数按

柚皮苷峰计算高于３０００。试验表明此法专属性强。
结果见图３。

图３　柚皮苷ＨＰＬＣ色谱图
　　注：Ａ阴性溶液；Ｂ供试品；Ｃ对照品；１：柚皮苷。

２３４　线性关系考察　将柚皮苷对照品配制成浓
度为２５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ的溶液，精密吸取
各溶液２０μＬ，按上述色谱条件进行测定，并绘制标
准曲线。横坐标为柚皮苷６个进样浓度（μｇ／ｍＬ），
纵坐标为各进样浓度所测峰面积值，所得回归方程：

ｙ＝３３７７２ｘ＋７８５３，ｒ＝１００００（ｎ＝６）。结果显示，
柚皮苷浓度在２５～８０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性
关系良好，所测补正续骨丸样品落在线性范围之中。

２３５　仪器精密度考察　柚皮苷对照品溶液，精密
吸取２０μＬ，重复进样６次，测定柚皮苷峰面积，计算
ＲＳＤ为０１５％。表明实验所用ＨＬＰＣ精密度良好。
２３６　样品稳定性考察　制备补正续骨丸供试品
溶液一份（批号：２０１４０２２０），室温放置，在０、２、４、６、
８、１０、１２ｈ分别进样２０μＬ，测柚皮苷定峰面积。计
算ＲＳＤ为１４７％。表明补正续骨丸供试品溶液在
１２ｈ内稳定。
２３７　方法重复性考察　取补正续骨丸样品（批
号：２０１４０２２０）６份，按供试品溶液制备方法制备并
测定含量。计算得柚皮苷平均含量为１２０４２ｍｇ／
ｇ，ＲＳＤ为２３６％（ｎ＝６）。表明本方法重复性良好。
２３８　回收率考察　精密称取已测知含量的补正
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续骨丸（批号：２０１４０２２０）６份，每份约 １ｇ，精密称
定，分别定量加入柚皮苷对照品，按供试品溶液方法

制备，测定分析并计算回收率。结果见表１。

表１　柚皮苷加样回收率试验结果

取样量

／ｇ
样品量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
珋ｘ／％

ＲＳＤ
／％

１００７４ １２１３１ １２１４５ ２３１４３ ９５３３
１０００１ １２０４３ １２１４５ ２２８８５ ９４６１
１００３９ １２０８９ １２１４５ ２３４４１ ９６７３ ９６０６ １６３
１００８６ １２１４６ １２１４５ ２２９４３ ９４４５
１００２０ １２０６６ １２１４５ ２３８５８ ９８５４
１００１０ １２０５４ １２１４５ ２３４０３ ９６７１

２３９　样品含量测定　取３批补正续骨丸样品，精
密称定，按供试品溶液制备方法制备，进样２０μＬ进
行测定，用外标一点法计算补正续骨丸中柚皮苷含

量。见表２。

表２　样品中柚皮苷含量测定结果（ｎ＝３）

批号 柚皮苷含量（ｍｇ／ｇ）

２０１４０２２０ １２３１６
２０１４０６２５ １２２０３
２０１４１１２０ １２２４４

２３１０　含量限度的确定　根据对补正续骨丸三批
中试样品的含量测定，确定了该制剂的含量限度：本

品每１ｇ含骨碎补以柚皮苷（Ｃ１９Ｈ１８Ｏ１１）计，不得少
于１０ｍｇ。
３　讨论

本制剂处方有１１味药材，原标准中对何首乌、
菟丝子２味药材进行了薄层色谱鉴别，但二者重现
性均较差。本研究在修订何首乌、菟丝子薄层鉴别

的基础上，增加了续断、骨碎补和鸡血藤的薄层鉴

别，经多次验证，五味药材的薄层鉴别方法专属性及

重复性均良好。

在整个实验过程中，依据参考文献的方法，本课

题对供试品溶液制备的提取方式、提取溶剂、提取溶

剂用量、提取时间等涉及到的诸多影响因素进行了

考察和比较。对色谱条件中的流动相选择也进行了

不同比例的筛选，以求柚皮苷样品峰的分离度、对称

度及拖尾因子均达到理想效果，理论板数合格，最终

选择了乙腈水（２０∶８０）做为流动相，该流动相系统
配制简便，稳定性好，且阴性不干扰柚皮苷主峰的测

定。

本试验所建立的补正续骨丸质量标准从定性、

定量２个方面共同验证，力求工艺稳定，质量可靠，
方法简洁，操作顺畅。最终通过对多批补正续骨丸

样品中柚皮苷含量的反复测定，分析计算，我们设定

了该制剂的含量限度，以此作为该制剂今后实际检

验工作的执行标准，也为该制剂药效学研究的开展

打下了坚实的基础。
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