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摘要　目的：建立蒙药草乌十二味片的显微、薄层鉴别方法和高效液相含量测定方法，并通过急性毒性实验考察用药安全
性，建立其质量控制方法。方法：在显微镜下观察，以晶纤维、菊糖、草酸钙针晶、大型导管、厚壁细胞为指标，鉴别本品中

宽筋藤、土木香、茜草、接骨木、诃子肉；以土木香内酯和异土木香内酯为对照品，点样于硅胶 Ｇ薄层板上，环己烷乙酸乙
酯氯仿（１０∶１∶１）展开，鉴别本品中的土木香；以大叶茜草素为对照品，点于硅胶Ｇ薄层板上，乙醚（６０～９０℃）丙酮（４∶
１）展开，鉴别本品中的茜草；ＨＰＬＣ法对茜草中大叶茜草素进行含量监控，用ＯＤＳ色谱柱，甲醇水四氢呋喃（３１０∶９０∶３）为
流动相，在２５０ｎｍ波长下测定；取小鼠４０只，最大给药量（２２５ｇ／ｋｇ）灌胃１ｄ（相当于临床用药３３４８７倍），连续观察１４
ｄ。结果：方法可有效鉴别本品中宽筋藤、土木香、茜草、接骨木、诃子肉等５味药材，ＨＰＬＣ法在０１６～１６μｇ范围内线性
关系良好（ｒ２＝０９９９７），大叶茜草素的平均回收率为１０３１％，ＲＳＤ１１１％，含量限度为不得少于００３５％；观察１４ｄ后小
鼠无死亡现象，状态良好。结论：方法可有效控制本品质量；本品毒性很小，临床应用安全可靠（＞１００倍）。
关键词　草乌十二味片；定性鉴别；含量测定；急性毒性实验；质量控制
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　　草乌十二味蒙文名“泵阿１２”，是由制草乌、宽
筋藤、土木香、茜草、接骨木、诃子肉等１２味药材组
成。为内蒙古阿拉善盟特戈熙甲状腺病蒙医研究院

在临床上使用４０余年的经典经验方，处方最初记载
于蒙医经典著作《甘露四部》［１］。具有清热解表，消

“粘”，止痛功能。临床上主要用于疼痛性亚甲炎，

流感，上呼吸道感染，扁桃体炎，淋巴结肿，乳腺肿

痛，免疫力低下等症，尤其对疼痛性亚甲炎的治疗效

果显著。但目前还没任何机构对其开展过质量控制

等相关研究，本研究为提升该制剂质量控制水平，增

加了显微鉴、薄层鉴别等常规检查项和 ＨＰＬＣ含量
测定方法，还通过动物实验考察了其临床用药安全

性。

１　材料
１１　受试药物　草乌十二味片，由内蒙古奥特奇蒙
药股份有限公司生产 （批号：１３０６０１，１３０６０２，

·４９５１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．８



１３０６０３）。
１２　实验动物　昆明品种小白鼠，雌雄各半，体重
（２０±２）ｇ，由内蒙古大学实验动物研究中心提供，动
物合格证号：８８０６Ｍ３５，许可证号：ＳＣＸＫ（蒙）２００２
０００１，清洁度为国家二级。实验室温度２０～２３℃，
相对湿度７０％。
１３　仪器　岛津 ＳＣＬ１０ＡＶＰ高效液相色谱仪，
ＣＬＡＳＳＶＰ工作站，ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＫｒｏｍａｓｉｌ５μ１００Ａ
Ｃ１８色谱柱（２５０×４６０ｍｍ５μｍｉｃｒｏｎ，２２９０８７１２）；
梅特勒托利多ＡＢ１３５Ｓ天平；ＪＡ５００３Ｎ型电子分析
天平（上海菁海仪器有限公司）；ＭｏｔｉｃＢＡ２１０生物
显微镜（麦克奥迪实业集团有限公司）；ＨＨＳ８电热
恒温水浴锅（北京科伟永兴仪器有限公司）；

ＫＱ２５０ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司）。

１４　试药　土木香内酯对照品（１１０７６０２０１２０９）；
异土木香内酯对照品（１１０７６１２００２０４）土木香对照
药材（１２１０９０２０１００２）；大叶茜草素对照品（供含量
测定用，１１０８８４２００６０４）；茜草对照药材（１２１０４９
２０１００３）。均由中国食品药品检定研究院提供。色
谱甲醇（美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，型号：Ａ４５２４，批
号ＦＬ０７０８９６）；色谱四氢呋喃（天津市化学试剂批
发公司）；水为市售娃哈哈牌纯净水；硅胶 Ｇ薄层板
（青岛海浪硅胶干燥剂厂），其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　显微鉴别　取本品，置显微镜下观察：具纤维
周围薄壁细胞含方晶形成晶纤维（宽筋藤）；菊糖众

多，无色，呈不规则碎块状（土木香）；草酸钙针晶存

在于薄壁细胞中或散在（茜草）；具缘纹孔的大型导

管（接骨木）；纤维状的厚壁细胞交错排列（诃子

肉）。见图１。
２２　薄层鉴别
２２１　土木香　取本品粉末７ｇ，加甲醇５０ｍＬ，密
塞，振摇，超声３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇２
ｍＬ使溶解，作为供试品液。另取土木香对照药材与
土木香药材各０５ｇ，加甲醇４ｍＬ同方法制成对照
药材溶液和药材溶液。再取缺土木香阴性样品７ｇ，
按供试品液制法制阴性对照液。再分别精密称取土

木香内酯对照品和异土木香内酯对照品适量，加甲

醇制浓度为 ２ｍｇ／ｍＬ的溶液，作对照溶液。参照
《中华人民共和国药典》（２０１０年版一部）附录 ＶＩＢ
试验，吸取上述六种溶液各吸取５μＬ，分别点于同
一硅胶Ｇ板，展开剂为环己烷乙酸乙酯氯仿（１０∶１
∶１），展开，取出，晾干，喷以５％茴香醛硫酸乙醇溶

液，在１０５℃下加热至斑点的显色清晰。供试品色
谱上，在与对照药材、药材及２种对照品色谱相应位
置上，显相同颜色的蓝紫色斑点，阴性对照在此位置

无干扰［２］。见图２。

图１　草乌十二味片显微鉴别
　　注：１宽筋藤具纤维周围薄壁细胞含方晶形成晶纤维；
２土木香的菊糖众多，无色，呈不规则碎块状；３茜草的草
酸钙针晶存在于薄壁细胞中或散在；４接骨木具缘纹孔的大
型导管；５诃子肉纤维状的厚壁细胞交错排列。

图２　土木香薄层色谱图
　　注：１～３．三批供试品；４．阴性对照品；５．土木香内酯对
照品；６．异土木香内酯对照品；７．土木香对照药材；８．土木香
药材。

２２２　茜草　取本品粉末７ｇ，加甲醇２０ｍＬ，密塞，
超声处理３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ
使溶解，作为供试液。另取茜草的对照药材和茜草
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药材各０５ｇ，同上法制备对照药材液和药材液。再
取缺茜草的阴性样品７ｇ，按供试液制法制成阴性对
照组溶液。再精密称取大叶茜草素的对照品适量，

加甲醇至制成含量为２５ｍｇ／ｍＬ的对照品液。参照
《中华人民共和国药典》（２０１０年版一部）附录 ＶＩＢ
试验，吸取上述三种溶液各５μＬ，分别点于同一硅
胶Ｇ薄层板上，以乙醚（６０～９０℃）丙酮（４∶１）为展
开剂，展开，取出，晾干。在紫外光灯的３６５ｎｍ处检
视。供试品的色谱上，在与对照药材色谱和对照品

相应的位置上，显相同的蓝绿色荧光亮斑，阴性对照

在此位置无干扰［３４］。见图３。

图３　茜草薄层色谱图
　　注：１～３．三批供试品；４．阴性对照品；５．大叶茜草素对
照品；６．茜草对照药材；７．茜草药材。

２３　含量测定
２３１　色谱条件　ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＫｒｏｍａｓｉｌ５μ１００Ａ
Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６０ｍｍ，５μｍ，２２９０８７１２）；
流动相甲醇水四氢呋喃（３１０∶９０∶３），检测波长为
２５０ｎｍ，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。在此色谱条件下，大叶
茜草素与其他组分色谱峰的达基线分离，峰型良好，

理论塔板数大于４０００［５］。
２３２　对照品溶液的制备　精密称取大叶茜草素
对照品适量，置棕色瓶中，加甲醇制成每１ｍＬ含８０
μｇ的溶液，即得。
２３３　供试品溶液的制备　取本品粉末约３ｇ，精
密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇２５ｍＬ，称
定重量，浸泡过夜，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，再称定重
量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。

２３４　专属性考察　处方中除去茜草，按原制剂比
例制备阴性对照品，照供试品溶液制备方法制备阴

性对照溶液。吸取上述溶液各２０μＬ，分别按色谱

条件进行分析，结果阴性样品无干扰。见图４。

图４　草乌十二味片ＨＰＬＣ
　　注：Ａ对照品；Ｂ阴性对照；Ｃ供试品；１大叶茜草
素。

２３５　线性关系考察　取上述大叶茜草素对照品
溶液２、４、８、１２、１６、２０μＬ，注入高效液相色谱仪，按
色谱条件分析，测定各自峰面积，以对照品含量为纵

坐标，峰面积为横坐标，求得回归方程 Ｙ＝
３９０８２９０４２８１Ｘ＋８９８１０７９５（ｒ２＝０９９９７），结
果表明大叶茜草素在０１６～１６μｇ范围内有良好
线性关系。

２３６　精密度试验　精密吸取供试品（批号
１３０６０１）溶液２０μＬ，连续进样６次，测定样品中大叶
茜草素峰面积，结果测得峰面积的 ＲＳＤ１８５％，证
明仪器精密度良好。

２３７　稳定性试验　精密取同一批号的供试品（批
号１３０６０１）溶液２０μＬ，分别在０、２、４、６、８ｈ测定样
品中大叶茜草素的含量，结果测得含量（％）的 ＲＳＤ
为１４６％，表明供试液在８ｈ内稳定性良好。
２３８　重复性试验　取供试品（批号１３０６０１）６份，
分别制备６份供试品溶液，精密吸取２０μＬ，测定大
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叶茜草素的含量，结果测得含量（％）的 ＲＳＤ为
０８１％（ｎ＝６），表明本方法重现性良好。
２３９　加样回收率试验　取供试品（批号１３０６０１）
粉末，精密称取０６ｇ，共６份，分别精密加入对照品
溶液３４ｍＬ，精密加入甲醇１０ｍＬ，按供试品溶液的
制备方法制备，测定大叶茜草素的含量，结果平均回

收率为１０３１％，ＲＳＤ为１１１％，表明本方法准确可
靠。见表１。

表１　加样回收实验结果表

序号
取样量

（ｇ）
样品含量

（ｍｇ）
对照品

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０６００５ ０２７４４ ０２７２ ０５４９３ １０１１ １０３１ １１１
２ ０５９９５ ０２７４０ ０５５４３ １０３１
３ ０６０１２ ０２７４７ ０５５８３ １０４３
４ ０５９９５ ０２７４０ ０５５６５ １０３８
５ ０６００５ ０２７４４ ０５５４２ １０２９
６ ０６０１６ ０２７４９ ０５２５９９１０３９

２３１０　含量测定及含量限度的确定　取三批
（１３０６０１，１３０６０２，１３０６０３）供试品溶液，精密吸取２０
μＬ，测定大叶茜草素的含量，结果测得平均含量为
００４１６％。考虑到实际生产中的转移率差别、不同
批次药材的质量差异等因素，定本品大叶茜草素含

量不得低于００３５％［６１０］。

２４　急性毒性试验　根据中药新药研究指导原
则［１１１２］，对本品进行了小鼠急性毒性实验观察。

２４１　预试验　取小鼠８只，雌雄各半，以小鼠能
承受最大浓度和最大体积（０６ｍＬ／２０ｇ）灌胃２次／
ｄ，本品后２４ｈ内无死亡。受药物浓度和体积限制，
无法测出其ＬＤ５０。
２４２　１ｄ最大给药量测定　取小鼠４０只，雌雄各
半，随机分为对照组、给药组，每组 ２０只。禁食 １２
ｈ，以本品可灌胃最大浓度和最大体积（０６ｍＬ／２０
ｇ）药量２次／ｄ，间隔时间为６ｈ，总给药量２２５ｇ生
药／ｋｇ体重，相当于临床用药量的３３４８７倍（临床
用药量 ４３ｇ生药／（人· ｄ），对照组灌胃等容量
０５％ＣＭＣＮａ水溶液。按下式计算小鼠的最大给药
量的临床计量倍数。

　　最大给药量剂量倍数 ＝每只鼠给药量
鼠平均体重

×成人平均体重６０ｋｇ
成人日用量

＝

０４５×６００００
２０×４３ ＝３３４８７（倍）

给药组２０只小白鼠灌胃给药后４～５ｍｉｎ活动
量减少，腹胀，２４ｈ后上述表现消失，毛发光洁，鼻、
眼、口腔未发现有异常分泌物，活动、饮食和粪便未

见异常，未出现死亡情况。试验结束时处死后经肉

眼观察主要脏器未见明显的异常改变，与对照组相

比没有明显的异常。表明本品对小鼠的一般状况及

脏器没有明显的影响。１４ｄ后体重（３１５８±３４６）
ｇ，与对照组比较无统计学意义（Ｐ＞００５）。对照组
小白鼠精神状态佳，毛色白而有光泽，大小便正常，

无死亡。结果表明本品毒性很小，临床应用安全可

靠（＞１００倍）。
３　讨论

制草乌为本品君药，但在含量测定研究表明本

品在制剂中的含量过小，故无法建立其鉴别和含量

测定项。本方中重要成分之一的茜草有清伤热和血

热，止血，止泻之功效［１３］，不仅与本品清热解表，消

“粘”，止痛功能和治疗免疫力低下等症的主治内容

基本吻合［１４１５］，而且其鉴别和含量测定方法成熟，稳

定。故以大叶茜草素为对照品，对本品进行了鉴别

和含量测定研究。本研究所建立的方法不仅能简

单、有效地控制该品质量，还充分证明了该药临床用

药的安全可靠性。
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