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［摘　 要］ 　 建立了四味穿心莲散中大青叶的薄层色谱（ＴＬＣ）定性鉴别法。 以大青叶为对照药材，
采用环己烷 －三氯甲烷 －丙酮（４． ８∶ ９∶ ０． ５）为展开剂，对四味穿心莲散中大青叶进行薄层色谱法鉴

别。 供试品色谱中，在与对照药材薄层色谱相应的位置上，分别显相同的蓝色斑点和浅紫红色斑

点，阴性对照无干扰。 本方法简便、快速、准确，重现性好，可用于大青叶的质量控制。
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ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｌｕｅ ｓｐｏｔｓ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ａｍａｒａｎｔｈ ｓｐｏｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
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ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｉｗｅｉ Ｃｈｕａｎｘｉｎｌｉａｎ Ｓａｎ； Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ； ＴＬＣ； ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ

　 　 四味穿心莲散是由穿心莲、辣蓼、大青叶、葫芦

茶四味中药材经粉碎、过筛、混匀制成的，收载于

《中华人民共和国兽药典》２０１５ 年版二部的成方制

剂，具有清热解毒、除湿化滞的功能，主要用于泄痢

和积滞的治疗［１］。 在目前的质量控制方法中，收载

了 ３ 味中药的显微特征鉴别和穿心莲的薄层鉴别

方法。 组方中的大青叶为十字花科植物菘蓝 Ｉｓａｔｉｓ

ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ． 的干燥叶，主要化学成分为吲哚类、
喹唑酮类、芥子苷类、有机酸类和氨基酸类化合物

等［２］，大青叶抗氧化活性成分主要集中在极性较低

的化学组分中，其主要有效成分为吲哚类、喹唑酮

类和有机酸类化合物，糖类和氨基酸类化合物的抗

氧化活性较弱［３］。 药理研究表明，其具有较强的抗

菌、抗病毒、增强机体免疫力、解热、抗炎、利胆等作
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用［４］。 为了完善本产品的质量控制方法，提高产品

质量，本文对组方中大青叶的薄层鉴别方法进行了

研究。 结果表明所建立的方法简单、快速、灵敏，可
以作为该散剂的质量控制标准。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 上海精密科学仪器有限公司 ＹＰ８０２Ｎ
电子天平，感量 ０． ０１ ｇ； ＫＱ － ２５０ＤＢ 型数控超

声波清洗器；微量移液器 ５ μＬ， 美国 Ｄｒｕｍｍｏｎｄ
Ｍｉｃｒｏｃａｐｓ®微量毛细管；硅胶 Ｇ 薄层板（２００ ｍｍ ×
２００ ｍｍ，ＭＥＲＣＫ 公司，批号：ＨＸ８７７７７１８４）；双槽玻

璃层析缸。
１． ２　 试剂　 大青叶对照药材（中国食品药品检定

研究院，批号 １２１３６７ － ２０１４０３）、甲醇、环己烷、丙
酮、三氯甲烷均为分析纯。
１． ３　 供试品　 自配四味穿心莲散样品 １ 批，从广

西玉林市药材市场购进原料药材，按《中华人民共

和国兽药典》２０１５ 年版二部收载的药材标准检验

符合规定。 按成方制剂四味穿心莲散的处方投料，
混合粉碎，过二号筛，混匀，即得。 分别派员监制获

得企业 Ａ 样品，批号 ２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３；
企业 Ｂ 样品，批号 ２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３；
企业 Ｃ 样品，批号 ２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３。
１． ４　 阴性对照样品　 未添加大青叶的“四味穿心

莲散”同供试品制法制得。
１． ５　 供试品溶液的制备　 取供试品 ２． ５ ｇ，加甲醇

３０ ｍＬ，浸泡 ３０ ｍｉｎ，超声 ３０ ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，
残渣加三氯甲烷 １ ｍＬ 溶解，作为供试品溶液。
１． ６　 对照品药材溶液的制备　 取大青叶对照药材

０． ５ ｇ，加甲醇 ３０ ｍＬ，浸泡 ３０ ｍｉｎ，超声 ３０ ｍｉｎ，滤
过，滤液蒸干，残渣加三氯甲烷 １ ｍＬ 溶解，作为对

照药材溶液。
１． ７　 阴性对照溶液的制备　 取不含大青叶的“四
味穿心莲散”阴性对照样品 ２． ５ ｇ，按照 １． ５ 项下的

方法，制成阴性对照溶液。
１． ８　 薄层鉴别与检视方式　 吸取上述两种溶液各

５ μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上，以环己烷 －
三氯甲烷 － 丙酮（４． ８ ∶ ９ ∶ ０． ５）为展开剂，预饱和

３０ ｍｉｎ，展开，取出，立即观察。 供试品色谱中，在

与对照药材色谱相应的位置上，分别显相同的蓝色

斑点和浅紫红色斑点。
２　 结果与分析

按兽用中药质量标准分析方法验证指导原则

进行方法验证，结果如下。
２． １　 重复性试验　 采用 ３ 家企业各 ３ 批供试品，
按 １． ５ 项下制成供试品溶液进行实验，图 １ 实验结

果表明该方法重复性好，溶液中待测成分稳定。

１． 阴性样品（缺大青叶） ５μＬ；２． 大青叶对照药材 ５μＬ；

３ － ５． 企业 Ｂ 供试品（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３） ５μＬ；

６ － ８． 企业 Ａ 供试品（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；

９ － １１． 企业 Ｃ 供试品（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３） ５μＬ；

１２． 自制样品 ５μＬ

１． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ５μＬ；２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｅｒｂｓ ５μＬ；３ － ５． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ｂ ｆａｃｔｏｒｙ （２０１７１００１、

２０１７１００２、２０１７１００３） ５μＬ；６ － ８． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ａ ｆａｃｔｏｒｙ

（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；９ －１１． Ｔｅｓｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｃ ｆａｃｔｏｒｙ

（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３） ５μＬ；１２． Ｓｅｌｆ ｍａｄｅ ｓａｍｐｌｅ ５μＬ

图 １　 薄层板（ＭＥＲＣＫ）

Ｆｉｇ １　 ＴＬＣ （ＭＥＲＣＫ）

２． ２　 重现性试验　 在不同实验室复核结果中，在
使用规格为（１００ ｍｍ × ２００ ｍｍ）的薄层板时，青岛

海洋化工厂分厂（批号 ２０１６０４０２）和烟台市化学工

业研究所（批号 １１１２１８）的分离效果好，分别显相

同的蓝色斑点和浅紫红色斑点，阴性无干扰（图 ２、
图 ３ ）， 使 用 ＭＥＲＣＫ 公 司 薄 层 板 （ 批 号

ＨＸ６１２１６８２６）时，当上行展开 ７ ｃｍ，存在斑点前沿

稍滞后，靛玉红斑点分离良好，靛蓝斑点与其他斑

·６２·
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点有时不能完全分离，会影响结果判定（图 ４），在
实验时可适当伸长展距，得到良好的分离效果。
２． ３　 耐用性试验　 此薄层色谱鉴别方法在相同来

源不同批号 （青岛海洋化工厂分厂： ２０１７０４１０、
２０１８０６１６、２０１８１２１２） 和相同规格 （１００ ｍｍ × ２００
ｍｍ）不同来源的薄层板（手工铺制：２０１９０２２０、青岛

海洋化工厂分厂：２０１８０６１６、烟台市化学化工研究

所：２０１８１１０９）上的分离效果相近，分别显相同的蓝

色斑点和浅紫红色斑点，阴性无干扰。 在不同温

度、湿度条件下，色谱图的分离效果相近，表明该展

开条件受温度湿度的影响较小，可靠性强。

１． 阴性样品（缺大青叶） ５ μＬ；２． 大青叶对照药材 ５ μＬ；３ － ５． 企业 Ｂ 供试品（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３） ５μＬ；

６ － ８． 企业 Ａ 供试品（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；９ － １１． 企业 Ｃ 供试品（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３） ５ μＬ；

１２． 自制样品 ５ μＬ；

１． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ５ μＬ；２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｅｒｂｓ ５ μＬ；３ － ５． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ｂ ｆａｃｔｏｒｙ

（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３）５μＬ； ６ － ８． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ａ ｆａｃｔｏｒｙ（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；

９ － １１． Ｔｅｓｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｃ ｆａｃｔｏｒｙ （２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３）５ μＬ；１２． Ｓｅｌｆ ｍａｄｅ ｓａｍｐｌｅ ５μＬ

图 ２　 薄层板（青岛海洋化工厂分厂）

Ｆｉｇ ２　 ＴＬＣ （Ｑｉｎｇｄａｏ Ｏｃｅａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｌａｎｔ Ｂｒａｎｃｈ）

１． 阴性样品（缺大青叶） ５ μＬ；２． 大青叶对照药材 ５ μＬ；３ － ５． 企业 Ｂ 供试品（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３） ５ μＬ；

６ － ８． 企业 Ａ 供试品（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；９ － １１． 企业 Ｃ 供试品（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３） ５ μＬ；

１２． 自制样品 ５ μＬ；

１． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ５ μＬ；２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｅｒｂｓ ５ μＬ； ３ － ５． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ｂ ｆａｃｔｏｒｙ

（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３）５ μＬ；６ － ８． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ａ ｆａｃｔｏｒｙ（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；

９ － １１． Ｔｅｓｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｃ ｆａｃｔｏｒｙ（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３）５ μＬ；１２． Ｓｅｌｆ ｍａｄｅ ｓａｍｐｌｅ ５ μＬ

图 ３　 薄层板（烟台市化学工业研究所）

Ｆｉｇ ３　 ＴＬＣ （Ｙａｎｔａｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｕｓｔｒｙ）

·７２·
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１． 阴性样品（缺大青叶） ５ μＬ；２． 大青叶对照药材 ５ μＬ；３ － ５． 企业 Ｂ 供试品（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３） ５ μＬ；

６ － ８． 企业 Ａ 供试品（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５μＬ；９ － １１． 企业 Ｃ 供试品（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３） ５ μＬ；

１２． 自制样品 ５ μＬ

１． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ５ μＬ；２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｅｒｂｓ ５ μＬ；３ － ５． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ｂ ｆａｃｔｏｒｙ

（２０１７１００１、２０１７１００２、２０１７１００３）５ μＬ；６ － ８． Ｔｅｓｔ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ Ａ ｆａｃｔｏｒｙ（２０１７０９０１、２０１７０９０２、２０１７０９０３）５ μＬ；

９ － １１． Ｔｅｓｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｃ ｆａｃｔｏｒｙ（２０１７１２０１、２０１７１２０２、２０１７１２０３）５ μＬ；１２． Ｓｅｌｆ ｍａｄｅ ｓａｍｐｌｅ ５ μＬ

图 ４　 薄层板（ＭＥＲＣＫ）

Ｆｉｇ ４　 ＴＬＣ （ＭＥＲＣＫ）

３　 讨论与结论

３． １　 提取方法的优化　 按《中华人民共和国兽药

典》２０１５ 年版二部第 ２９ 页中收载的大青叶薄层鉴

别方法（２）进行验证，色谱结果中供试品与对照药

材相应的位置上，展开结果靛蓝斑点位置上无干

扰，靛玉红斑点有黄绿色杂质干扰。 在供试品溶液

的制备方法中考察了不同溶剂、溶剂用量比例及提

取方式：①取样品加三氯甲烷超声提取，滤过，滤液

蒸干，三氯甲烷溶解作为供试品溶液；②取样品加

无水乙醇超声提取，滤过，滤液蒸干，三氯甲烷溶解

作为供试品溶液；③取样品加甲醇超声提取［５］，滤

过，滤液蒸干，三氯甲烷溶解作为供试品溶液；④取

样品加甲醇浸泡［６］３０ ｍｉｎ 再超声提取，滤过，滤液

蒸干，三氯甲烷溶解作为供试品溶液。 结果以方法

④效果较好。 选择甲醇作为本研究的提取溶剂，主

要考虑到用量比较大，且甲醇属于低毒毒性，稳定

性良好，而氯仿毒性较强，也有文献报道靛玉红在

氯仿溶剂中稳定性较差［７］，同时也改善样品溶液的

粘稠度，易于点样。

３． ２　 展开剂的优化　 展开剂考察中进行了苯 － 三

氯甲烷 －丙酮（５ ∶ ４ ∶ １） ［１，８］、苯 － 三氯甲烷 － 丙酮

（５ ∶ ４ ∶ ２） ［９］、环己烷 － 三氯甲烷 － 丙酮 － 甲醇

（５∶ ８∶ ０． ５∶ １）、环己烷 － 三氯甲烷 － 丙酮 － 甲醇

（５∶ ８∶ １∶ １）、环己烷 －三氯甲烷 － 丙酮（４． ８∶ ８∶ １）、

环己烷 －三氯甲烷 －丙酮（４． ８∶ ９∶ ０． ５）等试剂不同

配比试验研究，因为苯的毒性大，长期使用会对检

测工作人员的身体健康造成危害，也会对环境造成

一定影响，所以最终选择低毒的环己烷代替苯作为

展开剂的一种。 结果表明前五种配比试验样品斑

点有干扰，色谱分离度较差，不予采用，而以环己烷

－三氯甲烷 －丙酮（４． ８∶ ９∶ ０． ５）作为展开剂得到的

色谱分离度及斑点相对位置重现性好。 为避免产

生边缘效应，本展开剂系统应至少饱和半个小时，

展开时应保持密闭状态。

３． ３　 薄层板的选择　 参照《中华人民共和国兽药

典》中大青叶药材的薄层鉴别方法选择使用硅胶 Ｇ

薄层板，在重现性实验中，当使用规格为 １００ ｍｍ ×

２００ ｍｍ ＭＥＲＣＫ 薄层板时，出现影响结果判定的现

象（图 ４）。 ＭＥＲＣＫ 板是进口产品，购买时间较长，

相对其他板价格昂贵，目前采用进口板的实验室相

对比较少。 而使用青岛海洋化工厂分厂和烟台市

化学工业研究所薄层板时，达到很好的分离效果，

·８２·
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重现性较好，阴性无干扰（图 ２、图 ３）。 这两种板属

于国内生产产品，在市面上容易购得，价格也比较

实惠，可以降低分析成本，得到大多数实验室的青

睐。 虽有瑕疵，但对方法使用影响较小。

３． ４　 对照药材的选择 　 由于我国南北纬度、气候

等因素差异较大，不同产地生产的大青叶外观品质

和质量之间会有很大差异，从而引起有效成分种类

和成分间配比的变化［１０］。 由于样品提取成分复

杂，经实验分别采用大青叶对照药材与靛蓝、靛玉

红对照品作为质控指标相比较，在薄层鉴别上采用

大青叶对照药材作为质控指标产生靛蓝、靛玉红斑

点大小合适，颜色清晰，专属性强，可同时解决复方

组成药味的真伪（或有无）和优劣（或剂量）等问

题，已达到质量控制的效果，所以选用大青叶对照

药材为参照。 由于靛蓝易氧化褪色，薄层板取出后

应立即观察。

本研究建立了四味穿心莲散中大青叶的薄层

色谱鉴别方法，说明四味穿心莲散的质量可控，且

方法简便，方法专属性强，可为建立和完善四味穿

心莲散中大青叶的质量标准提供依据。
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