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牡丹皮药材关键质量标准的优化研究
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４．安徽省食品药品检验研究院，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　优化牡丹皮药材的关键质量标准。方法　采用薄层色谱法对牡丹皮药材进行研究；采用高效

液相色谱法建立牡丹皮药材的特征图谱，对芍药苷和丹皮酚含量进行测定。结果　牡丹皮药材的薄层色谱

中与对照品丹皮酚及对照药材色谱相应位置上，显现相同颜色的斑点；建立了高效液相色谱法特征图谱共有

模式，检出５个共有峰，生成牡丹皮药材特征图谱；１８批药材中芍药苷含量为０．９０％～１．７０％，丹皮酚含量

均符合２０１５版《中华人民共和国药典》的限量要求。结论　该方法对薄层色谱鉴别法进行优化，建立牡丹皮

特征图谱，新增含量限量指标，专属性强，重复性好，简便高效，可更为有效地控制牡丹皮药材的质量。
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　　牡丹皮为毛茛科植物牡丹犘犪犲狅狀犻犪狊狌犳犳狉狌狋犻犮狅狊犪

Ａｎｄｒ．的干燥根皮，性微寒，味苦、辛，归心、肝、肾经，

具有清热凉血、活血化瘀之功效［１］。本品中主要含单

萜及其苷类、酚及酚苷类、三萜及其苷类和挥发油类

等成分［２６］。其中以丹皮酚、芍药苷等成分含量较高，

为主要活性成分。牡丹皮具有抗菌、免疫调节、降血

糖、抗血栓、抗动脉粥样硬化等多种药理作用［７１０］。

作为大宗药材，其质量标准受到广泛关注。２０１５年

版《中华人民共和国药典》中牡丹皮质量标准存在一

定局限性，如薄层色谱鉴定未加入对照药材，未引入

指纹图谱（特征图谱）作为牡丹皮质量整体性评价标

准，含量测定的指标较为单一。因此，本研究从薄层

色谱鉴别、高效液相特征图谱、芍药苷和丹皮酚的含

量测定３个方面对牡丹皮进行质量标准研究，为牡丹

皮药材质量标准的完善提供有效的参考方法及依据。

１　仪器与试药

１．１　仪器　ＴＬＣＳｃａｎｎｅｒ４薄层色谱扫描仪、Ｃａ

ｍａｇＲｅｐｒｏｓｔａｒ４薄层色谱扫描影像：瑞士卡玛；赛

默飞Ｕ３０００液相系统变色龙工作站［包括Ｔｈｅｒｍｏ

ＬＰＧ３４００ＳＤ泵，ＩｎｅｒｔｓｉｌＨＰＬＣＯＤＳ３色谱柱（４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）］：美国赛默飞公司；ＭｉｌｌｉＱ

ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０一体式超纯水机：美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公
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司；ＥＸ１２５ＤＺＨＷ 十万分之一天平：奥豪斯仪器（上

海）有限公司；ＷＬ１００型打粉机：浙江省威力制药

机械厂；ＪＹ２００３万分之一电子天平：上海舜宇恒平

科学仪器有限公司；ＨＨＳ２型电热恒温水浴锅：江

苏金坛市环宇科学仪器厂；硅胶ＧＦ２５４板：青岛海

洋化工。

１．２　试药与试剂　丹皮酚（批号１１０７０８２０１４０７，纯度

９９．９％）、牡丹皮对照药材（１２１４９０２０１６０３）：中国食品药

品检定研究院；没食子酸（批号 ＧＺＤＤ０１２８，纯度大于

９８％）、苯甲酰芍药苷（批号 ＧＺＤＤ０７５８，纯度大于

９８％）：贵州迪大生物科技有限公司；芍药苷（批号

０７３６２０００１５，纯度大于９８％）：北京世纪奥科生物技术

有限公司；氧化芍药苷（批号１６０２１５０５，纯度９９．９３％）：

北京恒元启天化工技术研究所；乙醇、乙酸乙酯、环己

烷、冰醋酸、硫酸、香草醛等试剂均为分析纯。

收集牡丹皮药材１８批，经鉴定为毛茛科植物牡

丹犘犪犲狅狀犻犪狊狌犳犳狉狌狋犻犮犪狅狊犪 Ａｎｄｒ．的干燥根皮。样

品信息见表１。

２　方法与结果

２．１　薄层鉴别

２．１．１　供试品溶液的制备　取牡丹皮粉末１ｇ，加

乙醇１０ｍＬ，密塞，振摇５ｍｉｎ，滤过，滤液挥干，残渣

加乙醇２ｍＬ使其溶解，作为供试品溶液。

２．１．２　对照品溶液的制备　取对照药材粉末１ｇ，

加乙醇１０ｍＬ，密塞，振摇５ｍｉｎ，滤过，滤液挥干，残

渣加乙醇２ｍＬ使其溶解，作为对照药材溶液。另

取丹皮酚对照品，加乙醇制成２ｍｇ／ｍＬ的溶液，作

为对照品丹皮酚溶液。
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表１　牡丹皮药材的样品信息

编号 产地 规格 等级

Ｓ１ 安徽铜陵凤凰山村 刮丹 选货

Ｓ２ 安徽铜陵凤凰山村 刮丹 统货

Ｓ３ 重庆垫江 刮丹 选货

Ｓ４ 重庆垫江 刮丹 统货

Ｓ５ 四川成都 刮丹 选货

Ｓ６ 四川成都 刮丹 统货

Ｓ７ 安徽铜陵凤凰山村 连丹 一等

Ｓ８ 安徽铜陵凤凰山村 连丹 二等

Ｓ９ 安徽铜陵凤凰山村 连丹 三等

Ｓ１０ 安徽铜陵凤凰山村 连丹 统货

Ｓ１１ 安徽亳州华佗镇 连丹 一等

Ｓ１２ 安徽亳州华佗镇 连丹 二等

Ｓ１３ 安徽亳州华佗镇 连丹 三等

Ｓ１４ 安徽亳州华佗镇 连丹 统货

Ｓ１５ 安徽铜陵金凤村 连丹 一等

Ｓ１６ 安徽铜陵金凤村 连丹 二等

Ｓ１７ 安徽铜陵金凤村 连丹 三等

Ｓ１８ 安徽铜陵金凤村 连丹 统货

　　注：秋季采挖根部，除去细根和泥沙，剥取根皮，晒干，称

为“连丹”；刮去粗皮，除去木心，晒干，称为“刮丹”；统货：药

材不分等级，大小不一；选货：按等级选取，大小均匀

２．１．３　薄层层析　分别吸取供试品溶液、对照药材

溶液、对照品丹皮酚溶液各５μＬ，点于同一硅胶

ＧＦ２５４薄 层 板上，以 环 己 烷乙 酸 乙 酯冰 醋 酸

（４∶１∶０．１）作为展开剂展开，取出，晾干，在２５４ｎｍ

紫外灯下检测，和对照品丹皮酚色谱相应的位置上，

显现相同颜色的斑点。喷以２％香草醛硫酸乙醇溶

液（１→１０）显色，并在１０５℃加热至斑点显色清晰。

供试品色谱中，在和对照品丹皮酚及对照药材色谱

相应的位置上，显现相同颜色的斑点。见图１、图２。

２．２　特征图谱

２．２．１　色谱条件　色谱柱：ＩｎｅｒｔｓｉｌＨＰＬＣＯＤＳ３

（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０．１％

甲酸水溶液（Ｂ），按表２条件进行梯度洗脱；流速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测波长２４６ｎｍ；进样量

１０μＬ。

２．２．２　对照品溶液的制备　精密称取没食子酸、氧

化芍药苷、芍药苷、苯甲酰芍药苷、丹皮酚，加７０％

甲醇溶解，配制成２ｍｇ／ｍＬ对照品储备溶液，吸取

对照品储备溶液０．１ｍＬ于１０ｍＬ量瓶中，加７０％

甲醇稀释至刻度并摇匀，用０．４５μｍ 微孔滤膜滤

过，即得。

　　注：左图为２５４ｎｍ紫外灯下检测的薄层色谱图；右图为２％香草醛硫酸乙醇溶液（１→１０）显色后的薄层色谱图；４、８、１２为

丹皮酚对照品；３、７、１１为对照药材；１、２、５、６、９、１０为牡丹皮药材（依次为样品Ｓ１—Ｓ６）

图１　不同等级牡丹皮药材（刮丹）的薄层色谱图

　　注：左图为２５４ｎｍ紫外灯下检测的薄层色谱图；右图为２％香草醛硫酸乙醇溶液（１→１０）显色后的薄层色谱图；１为丹皮

酚对照品；２为对照药材；３—１４为牡丹皮药材（依次为样品Ｓ７—Ｓ１８）

图２　不同等级牡丹皮药材（连丹）的薄层色谱图

２．２．３　供试品溶液的制备　精密称取牡丹皮粉末约

０．５ｇ，置具塞锥形瓶中，加７０％甲醇５０ｍＬ，密塞，称定

质量，超声处理（功率３００Ｗ，频率５０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷

再称定质量，用７０％甲醇补足质量，摇匀，滤过，取续滤

液１ｍＬ于１０ｍＬ量瓶中，加７０％甲醇稀释至刻度并

摇匀，用０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。

２．２．４　精密度考察　取牡丹皮供试品溶液，重复进

样６次。结果显示，以芍药苷作为内参比峰，计算５

个主要色谱峰。没食子酸、氧化芍药苷、芍药苷、苯

甲酰芍药苷、丹皮酚的相对峰面积的 ＲＳＤ 值为

１．２１％～１．４８％，相 对 保 留 时 间 的 ＲＳＤ 值 为

０～０．４６％，表明本方法及仪器精密度良好。
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表２　梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ １３ ８７

３ １６ ８４

５ ２０ ８０

１０ ２５ ７５

２５ ５０ ５０

３３ ７５ ２５

４０ １３ ８７

２．２．５　稳定性考察　取同一供试品溶液，分别在

０、２、４、６、８、１２、２４ｈ进行色谱分析。结果显示，以

芍药苷作为内参比峰，计算５个主要色谱峰。没食

子酸、氧化芍药苷、芍药苷、苯甲酰芍药苷、丹皮酚的

相对峰面积的ＲＳＤ值为１．４７％～１．７９％，相对保

留时间的ＲＳＤ值为０～０．４４％，表明供试品溶液在

２４ｈ内稳定。

２．２．６　重复性试验　取同批牡丹皮粉末６份，同法

制备供试液并测定。结果显示，以芍药苷作为内参

比峰，计算５个主要色谱峰。没食子酸、氧化芍药

苷、芍药苷、苯甲酰芍药苷、丹皮酚的相对峰面积的

ＲＳＤ值为１．６０％～２．０３％，相对保留时间ＲＳＤ值

为０～０．４７％，表明方法重复性良好。

２．２．７　特征图谱的建立　取１８批牡丹皮药材供试

品溶液，按“２．２．１”项下色谱条件进行分析，记录色

谱图。将色谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价

系统（２０１２．１版），设定Ｓ１为参照图谱，采用中位数

法，时间窗口宽度为０．１ｍｉｎ，将其他样品的色谱图

与参照图谱进行自动匹配，建立牡丹皮药材特征图

谱及共有模式，最终共标定５个共有峰，１８批牡丹

皮药材与共有模式的相似度均在０．９以上。牡丹皮

药材高效液相特征图谱见图３，各共有峰的相对保

留时间和峰面积见表３。

表３　１８批牡丹皮药材共有峰的相对保留时间

及相对峰面积（珚狓±狊）

峰号 相对保留时间／ｍｉｎ 相对峰面积

１ ０．３３３±０．００１ ０．５６５±０．１１２

２ ０．６４７±０．００２ ０．４９８±０．０６１

３ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００

４ １．８６９±０．００５ ０．２３３±０．０５６

５ ２．３２２±０．００３ ２．５９１±０．６４５

２．３　丹皮酚和芍药苷的含量

２．３．１　色谱条件　同“２．２．１”项。色谱图见图３。

２．３．２　供试品溶液的制备　同“２．２．３”项。

２．３．３　对照品溶液的制备　精密称取芍药苷、丹皮

酚对照品适量，置于１０ｍＬ容量瓶中，加７０％甲醇

溶解，制成芍药苷、丹皮酚的质量浓度分别为７０．９、

１１６．３μｇ／ｍＬ的对照品储备液，４℃保存备用。

２．３．４　线性关系考察　精密吸取芍药苷、丹皮酚对

照品储备液，分别按２、４、１０、２０、１００倍稀释，得系列

　　注：Ａ．１８批牡丹药材指纹图谱共有模式；Ｂ．牡丹皮药材

对照特征图谱；Ｃ．混合对照色谱图；１．没食子酸；２．氧化芍

药苷；３．芍药苷；４．苯甲酰芍药苷；５．丹皮酚

图３　牡丹皮药材高效液相特征图谱

混合对照品溶液。以其峰面积（犢）为纵坐标，对照

品浓度（犡）为横坐标，绘制标准曲线。见表４。

表４　芍药苷和丹皮酚的回归方程及线性范围

化合物 　　回归方程 犚２ 线性范围／（μｇ／ｍＬ）

芍药苷 犢＝６．８２０１犡＋０．０７９７ １．０００ ０．７０９～７０．９００

丹皮酚 犢＝４．７１７６犡－１．７８２ ０．９９９ １．１６３～１１６．３００

２．３．５　精密度考察　取牡丹皮供试品溶液，重复进

样６次。结果显示，芍药苷和丹皮酚峰面积的ＲＳＤ

值分别为０．９６％、１．０３％，表明本方法及仪器精密度

良好。

２．３．６　稳定性考察　取同一供试品溶液，分别在

０、２、４、６、８、１２、２４ｈ进行色谱分析。结果显示，芍

药苷和丹皮酚峰面积的 ＲＳＤ 值分别为１．０７％、

１．０２％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

２．３．７　重复性试验　取同批牡丹皮粉末６份，同法

制备供试液并测定。结果显示，芍药苷和丹皮酚含
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量的ＲＳＤ值分别为１．８９％、１．１２％，表明方法重复

性良好。

２．３．８　加样回收率试验　精密称取已知含量的样

品粉末（Ｓ６）６份，每份约０．２５ｇ，另取芍药苷和丹皮

酚，用７０％甲醇制成每毫升含芍药苷０．３４０３ｍｇ，

含丹皮酚０．８２２２ｍｇ的混合对照品溶液。分别精

密加入混合对照品５ｍＬ，７０％甲醇定容至５０ｍＬ，

按“２．２．３”项下方法制备供试品溶液，按“２．２．１”项

下色谱条件进行测定，测得芍药苷和丹皮酚的平均

加样回收率分别为９９．６３％、１００．４９％，ＲＳＤ值分别

为１．１２％、１．６７％，表明方法的准确度良好。结果

见表５。

表５　加样回收率测定（狀＝６）

化合物 称样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

芍药苷

０．２４９０ ２．４７４７ １．７０１５ ４．１３９８ ９７．８６

０．２４９７ ２．４８１７ １．７０１５ ４．１６７８ ９９．１０

０．２４５９ ２．４４３９ １．７０１５ ４．１３５８ ９９．４４

０．２５７９ ２．５６３２ １．７０１５ ４．２７２１ １００．４３

０．２６４０ ２．６２３８ １．７０１５ ４．３４３０ １０１．０４

０．２４８１ ２．４６５８ １．７０１５ ４．１６５８ ９９．９１

９９．６３ １．１２

丹皮酚

０．２４９０ ５．５４６９ ４．１１１０ ９．７２４０ １０１．６１

０．２４９７ ５．５６２５ ４．１１１０ ９．７２１０ １０１．１５

０．２４５９ ５．４７７９ ４．１１１０ ９．６５７２ １０１．６６

０．２５７９ ５．７４５２ ４．１１１０ ９．８５０３ ９９．８６

０．２６４０ ５．８８１１ ４．１１１０ ９．８８２８ ９７．３４

０．２４８１ ５．５２６９ ４．１１１０ ９．６９１９ １０１．３１

１００．４９ １．６７

２．３．９　样品测定　按“２．３”项下色谱条件及供试品

制备方法，对牡丹皮药材的含量进行测定，结果显

示，所有样品中芍药苷含量在０．９０％～１．７０％之

间，丹皮酚含量均符合２０１５年版《中华人民共和国

药典》牡丹皮含量要求。见表６。

表６　牡丹皮药材中芍药苷和丹皮酚的含量测定（狀＝２）

编号
芍药苷／

％

丹皮酚／

％
编号

芍药苷／

％

丹皮酚／

％

Ｓ１ ０．９２４７ １．４６８２ Ｓ１０ １．４４７２ ２．２６４２

Ｓ２ １．３０８４ １．８１７１ Ｓ１１ １．１２６１ １．８２０７

Ｓ３ １．１９１７ ２．１１０７ Ｓ１２ １．２９２３ ２．５１１８

Ｓ４ １．１９８５ ２．０７０１ Ｓ１３ １．６９９０ ２．９１５８

Ｓ５ ０．９０４８ ２．９９８９ Ｓ１４ １．３１１９ ２．７８２８

Ｓ６ ０．９９３９ ２．２２７７ Ｓ１５ １．３３３０ ２．２５７５

Ｓ７ ０．８５８６ １．９５０６ Ｓ１６ １．５５７９ ２．１８９８

Ｓ８ １．０３１８ ２．２２１０ Ｓ１７ １．６５９７ ２．３００４

Ｓ９ １．１６６１ ２．０１１５ Ｓ１８ １．４８７９ ２．４５１８

３　讨论

在薄层色谱鉴别实验中，对样品的点样量进行

了考察，结果表明，点样量为３～５μＬ时，斑点清

晰，分离度良好，无拖尾现象。采用不同厂家的薄层

板对方法的耐用性进行考察，结果表明，该方法对不

同厂家薄层板均适用。

在建立牡丹皮特征图谱实验中，比较了甲醇

水、甲醇０．１％甲酸水、甲醇０．０５％甲酸水、乙腈

水、乙腈０．１％甲酸水、乙腈０．０５％甲酸水的洗脱

系统，结果表明流动相选用乙腈０．１％甲酸水时分

离度和峰形较好。同时，对２００～４００ｎｍ的检测波

长进行考察，最终选择２４６ｎｍ作为其测定波长，对

０．８、１．０、１．２ｍＬ／ｍｉｎ流速进行考察，选择１．０

ｍＬ／ｍｉｎ作为最终测定速率。牡丹皮中除活性成分

丹皮酚含量较高外，单萜苷类成分的含量也占有较

大比例，查阅文献［１１１５］发现，牡丹皮多指标成分

含量测定时往往加入单萜类成分如氧化芍药苷、芍

药苷、苯甲酰氧化芍药苷、苯甲酰芍药苷。因此，本

研究选择３种含量较高的单萜苷类成分作为特征图

谱的特征峰。没食子酸作为代表性成分在牡丹皮次

生代谢产物合成转化途径中起到关键作用，且含量

较高，故也将其引入到特征峰，从而更好地衡量牡丹

皮的质量，使牡丹皮质量标准更具有整体性、专属性

特性。本研究最终共标定没食子酸、氧化芍药苷、芍

药苷、苯甲酰芍药苷、丹皮酚５个共有峰，建立牡丹

皮药材高效液相特征图谱。

在含量测定实验中，考虑到普适性，合理筛选出

芍药苷、丹皮酚作为特征性指标，并优化供试品的提

取条件，选用７０％甲醇超声提取，使得芍药苷和丹

皮酚提取率均有所提高。

与２０１５年版《中华人民共和国药典》原标准相

比，本实验在薄层色谱鉴别法中优化了供试品提取

试剂，将提取溶剂乙醚更改为毒性小且易得的乙醇

提取，增加了２５４ｎｍ紫外灯下检视，可辅助显色后

斑点信息的确认，将对照药材与供试药材进行比对，

建立了一种斑点更为清晰、绿色安全、专属性较高的

薄层鉴别方法；建立了牡丹皮药材特征图谱，为科学

评价牡丹皮药材和控制其质量提供有效的方法；增

加单萜苷类中代表性成分芍药苷作为含量指标限量

要求，提升牡丹皮药材整体评价标准。综上，该方法

专属性强，重复性好，简便高效，可更好地控制牡丹

皮药材的质量，为牡丹皮药材质量标准的完善提供

有效的参考方法。
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犺狌犻犘狉狅狏犻狀犮犻犪犾犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犖犲狑 犕犪狀狌犳犪犮狋狌狉犻狀犵犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犳狅狉犜狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾犆犺犻狀犲狊犲犕犲犱犻犮犻狀犲

犇犲犮狅犮狋犻狅狀犘犻犲犮犲狊，犃狀犺狌犻犎犲犳犲犻　２３００１２，犆犺犻狀犪；３．犛狔狀犲狉犵犲狋犻犮犐狀狀狅狏犪狋犻狅狀犆犲狀狋犲狉狅犳犃狀犺狌犻犃狌狋犺犲狀狋犻犮

犆犺犻狀犲狊犲犕犲犱犻犮犻狀犲犙狌犪犾犻狋狔犐犿狆狉狅狏犲犿犲狀狋，犃狀犺狌犻犎犲犳犲犻　２３００１２，犆犺犻狀犪；４．犃狀犺狌犻犐狀狊狋犻狋狌狋犲犳狅狉犉狅狅犱犪狀犱

犇狉狌犵犆狅狀狋狉狅犾，犃狀犺狌犻犎犲犳犲犻　２３００１２，犆犺犻狀犪）
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ｃｏｍｍｏｎｍｏｄｅｌｏｆＨＰＬＣｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，５ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ａｍｏｎｇｔｈｅ１８ｂａｔｃｈｅｓｏｆｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌ
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ｔｉｍｉｚｅｓｔｈｅＴＬＣｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ，
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