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广东蛇药中主要有效成分有机酸的

薄层扫描定量法

梁 彬 李 彤

药理研究室 )

摘要 本文研究了广东蛇药的生药及其制剂中有机酸含量的薄层扫描测定方法
。

在原有的薄层分离鉴 定 法

的基础上
,

进一步简化供试液制备流程
,

摸索出适合直接扫描定量条件
,

用岛津 C S
一

920 型薄层扫描仪进行定量

测定
,

并用本法分析了生药及其浸膏
、

针剂
、

片剂有机酸的含量
。

实验参数
:

只
s 二 4 3 3 n m

,

反射法锯齿扫描
,

测

得六种有机酸— 富马酸
、

唬拍酸
、

丙二酸
、

苹果酸
、

构栋酸
、

酒石酸的标准曲线为通过原点的直线
。

定 量 测

定的变异系数分别在 1
.

56 ~ 5
.

96 %
。

各有机酸呈色强度的线性范围
,

在 4~ 4 0林g 之间
。

广东蛇药水溶性有效部分所得的五个化学 二
、

定 t 测定

组分
,

经分别进行动物试验
,

初步认为无机离 1一 扫描波长的选择

子及有机酸成分系其主要有效成分
仁̀ ’ 。

后 以外 将六种混合有机酸标准液
,

点 在 板 上 展

源性混合有机酸钾钠盐取代无机盐
、

有机酸组 开
,

显色后用单波长锯齿扫描
,

波 长 范 围 从

分
,

作功物试验
,

有迹象表明
,

广东蛇药的抗毒 3 50 ~ 6。。n m
,

寻找其中最大吸收峰
,

波 长 为

效价与有机酸盐含量有一定关系
〔” 。

为了探索 4 33 n m
。

广东蛇药的质量控制和量效关系
,

并进一步研 由此选择了以下的测定条件
:

究其化学有效配方
,

研究建立本法是有必要的
。

测定方式
:

反射法锯 齿 扫 描 , 光 源
:
钨

材 料

一
、

仪器 岛津 cs
一 9 20 型高效薄层层 析

扫描仪 ; 微量定量毛细管
。

二
、

药品 富马酸
、

唬泊酸
、

丙二酸
、

苹

果酸
、

拘株酸
、

酒石酸
。

方 法 与 结 果

一
、

薄层分离

将六种混合有机酸标准液
,

分别点在 10 x

20 c m大小硅胶 G ( 青岛海洋化工厂 ) 的薄层板

上 ( 硅胶 G 板加 0
.

2 % CM C制成 )
,

用 乙醚一

甲酸一水 ( 7。 ,

10
: 2 0) 作展开剂

,

板置层 析 缸

内
,

以展开剂预先饱和 40 分钟
,

然后上行展开

16
.

5 c m
,

展开后的薄层板
,

挥去 乙醚
,

于 1 05 ℃

烘箱内鼓风干燥 1
粤小时

,

除尽甲酸
,

待凉
,

用 0
.

0 4%澳酚蓝 乙醇显色剂 ( 用 0
.

I N N a O H

调至微碱性 ) 喷雾显色
,

即呈黄色斑
,

蓝色背

景
,

于暗处放置一刻钟
,

开始扫描
。

灯 ; 测定波长
: 4 3 3 n m 多 狭缝

: 1
.

2 x 1
.

2
mm

,

灵敏度
:

50 x Z ; 纸速
: Zo m m /m in

。

2
.

显色斑的稳 定性试验

将标准品点在薄层板上
,

展开
,

挥干
,

显

色后置于暗处
,

放置一刻钟扫描
,

扫描后在表

面覆盖同样大小的洁净玻片
,

每隔半小时扫描

一次
,

看来在 2 小时内显色斑不 变
,

示 下 表

1
o

表 1 有机酸显色斑的稳定性

1 小 时 } 2 小 时

9 1 7 3

1 4 488

1 5 534

1 36 6 6

1 2 2 8 3

2 0 772

9 15 4

1 44 07

155 6 9

1 3 42 7

1 2 02 8

2 03 74

9 23 3

14 064

15 75 3

13 32 5

12 15 9

20 41 9

酸酸酸酸酸酸马二泊果橡石丙苹瑰富拘酒

3
。

方法精密度试验

薄层扫描定量
,

一般引起的测量误差
,
可
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以认为有三个方面
; ( 1) 同一色斑反复测定时

的误差 , ( 2) 同一薄层板上不同样品色斑吸收

度的误差 ; ( 3) 不同薄层板间的误差
。

按上述

不同来源
,

分别测定其色斑面积
,

从而计算出

其不同变异系数
,

结果见下表 2
。

表 2 有 机 酸 的 精 密 度 试 验

赢赢一之逃巴
富马酸

…
` ” 酸

…
丙二酸

…
苹果酸

…
、 。 酸

…
酒石酸 平 均

变异系数两
。
2 2 1

。

9 8 1
。

34 1
。
3 2

3
。
8 0

1
。
5 6

2
。

5 6

6
。
7 2 6

.

6 5
。

96 1 0

:doéQu,̀路hàn八

…片了咋̀001卜」

:
,dCO的J任孟

:

同 一 色 斑 重 复扫 描

同一板上不同色斑扫描

不 同 板 上 扫 描

0
。

7 8

1
。
7 1

4
.

标准曲线

标准溶液的配制
:

分别精密称 取 富 马 酸

Zm g
、

唬泊 酸 10 m g
、

丙二酸 4
.

2m g
、

苹果 酸
6

.

l m g
、

拘椽酸示smg
、

酒石酸 6m g于 6 个 l om l

容量瓶内
,

均用无水乙醇溶解
,

稀释至刻度
,

摇匀
,

备用
。

标准曲线的制备
:
将上述标准溶 液 2衅多

3协l ; 4卜l多 5林l ; 6林1分别点在 6 块薄层板上
,

按上述薄层分离同样条件
,

进行展开
、

显色
、

扫描
,

以点样浓度为横座标
,

色斑面积为纵座

标
,

可得一组通过原点的标准曲线
,

见附图
。

图 有机酸的标准曲线

在图中所示点样量的范围
,

色斑的测定
,

呈线

性关系
,

由图中可选择各有机酸的 适 合 点样

量
。

三
、

样品分析

1
。

六种混合有机酸标准液的配制

精密称取富马酸 4 5m g
、

唬拍酸3 00mB
、

丙

二酸 1 5 0m g
、

苹果酸 Z 10m g
、

拘修酸 2 1 0m g
、

酒石酸 21 cm g于 l o m l 刻度容量瓶内
,

用无水 乙

醇小量溶解
,

充分振摇至全溶后
,

再稀释至刻

度 ( 每扭 l相当于富马酸 4
.

5林g
、

唬拍酸30 件g 、

丙二酸 1 5拼g
、

苹果酸 2 1 , g
、

拘榜酸 2 1“ s 、

酒

石酸 2 1林g )
。

2
.

制备检样方法

生药
:
精取 40 目生药粉末 109

,

加水 10 Om l

浸泡
,

用浓氨水调其 p H 至 8
.

5 ,

放置过夜
,

抽滤
,

清液再用浓氨水调至 p H 8
.

5
,

然后 通

过国产 7 1 7强碱性阴离子交换树脂柱 ( 内径 1
.

5

Cm
,

树脂高 l o c m )
,

通完后用蒸溜水冲 洗柱

至中性
,

继用甲酸一 乙醇 (4 : 7) 50 m l 洗脱
,

洗

脱液置于水浴上蒸干
,

残渣置干燥器内保存
,

待点样前再用无水乙醇溶解
,

小心转移至 l m l

刻度容量瓶内
,

稀释至刻度 ( 每 口 相 当于生

药 1 0m g )
。

浸膏
:
精取 1 ~ 2 9 浸膏 ( 每 g 浸膏 相当

于生药量 7 ~ 1 5 9 ,

加水 5 0m l ,

用浓氨水调 PH

至 8
.

5
,

放置半小时
,

抽滤
,

清液再用浓氨水

调 p H 至 8
.

5
,

通柱
,

步 骤可按生药 项下操作

( 每 林l相当于生药 了~ 15m g )
。

片剂
;

精取相当于 s x 平均片重量的磨 碎

粉末 ( 每片相当于生药 3 9 )
,

加水 50 垃 l ,

用浓

氨水调其p H 至 8
.

5
,

放置过夜
,

浸泡液再用浓

氨水调 p H 至 8
.

5
,

抽滤
,

清液通柱
,

步骤仍

按生药项下操作 ( 每 户相当于生药 1 5m g )
。

针剂
:

精取注射液 10 m l ( 每 m l相当于生



药65 )
,

加水 4 0m l ,

用浓氨水调 P H 至 5
.

5 ,

通柱
,

步骤操作均与上同 ( 每 衅 相当于生药

6 0m g )
。

3
.

点样量

不同制剂中
,

各有机酸含量有较大差异
,

通过定性估计
,

含量高与含量低兼顾的适宜点

样量
,

生药
、

浸 膏
、

片 剂一般 用 1 ~ 2口 即

可
,

而针剂则需用 3户
。

4
。

点样

在 10 x 2 0 c m 薄层板上
,

离下缘 Z e m 处
,

等距离点上六个 点
,

第 1
、

2 点 点第一个 样

品
,

第 3
、

4 点点混合有机酸标准品
,

第 5
、

6 点点第二个样品
,

原点直径为 3m m
,

依上法

展开
,

扫描测定
,

由积分面积求出含量
。

含量%

_
标准品量 (件g) 又样品色斑面积值

、 , , 。 。

一 一~ 飞二二二石石; 石 奋`二月二` 奋不石 万功、
-

一一几二
~

八 舀~

屯二 石一—
万 一

八 1 V V

初屯胜 B 圾四积但
X 点砰量 ( 林g )

5
.

样品分析结果见表 3

表 3 广 东 蛇 药 生 药 及 其 制 剂 中 有 机 酸 的 含 量

含 量 %
有 机 酸

,

富 马 酸
唬 拍 酸 丙 二 酸 苹 果 酸 拘 栋 酸 { 酒 石 酸

双目灵全草粉

双 目灵 浸 膏

抽 子 叶 浸 膏

蛇 药 浸 膏

片 剂

针 剂

0
一

03 0

0
。

01 3

0
。
0 2 6

0
。

0 12

0
。

0 31

0
。

0 01

0
。
1 1 3

0
。
2 0 1

0
。

04 5

0
.

0 25

0
。

02 6

0
。

096

0
。

0 45

0
。

2 26

0
。

106

0
。

0 75

0
。

0 13

0
。
5 7 3

0
。

6 1 0

0
。
4 1 4

0
。

5 4 3

0
。

4 1 2

0
。

0 1 8

0
。
3 2 5

0
。
2 4 0

0
。
1 3 5

0
。

15 2

0
。

2 0 9

0
。

01 2

分析数据均为三次以上平均值

讨 论

一
、

本法必须在室温 20 ℃以上条件下展开

分离
,

不然将明显影响分离效果
,

在冬季气温

较低的情况下
,

就得不到满意结果
。

二
、

新铺的薄层板
,

晾干后
,

必须置干燥

箱 10 5 ℃烘烤半小时
,

取出
,

存放室温 下 3 天

后方可使用
,

这样分离效果较好
。

三
、

薄层扫描定量引起的测量误差原因较

多
,

如不同板之间铺板厚薄不一致
,

同一板上

不均匀
,

点样的误差
,

展开条件的差异
,

层析

缸内生成的边缘效应
,

测定时仪器本身的不稳

定等等
,

从精密度试验结果就得以表明
,

不同

板之间所得的变异系数就明显大于同一板
,

同

一色斑由于仪器不稳也有一定差异
,

所以这些

因素必须加以严密注意
,

尽量求得一致
,

并采

取同时测量标准品进行样品分析
,

可以减少这

些误差
。

四
、

混合有机酸标准液
,

放久后
,

其含量

明显下降
,

一般仅保持一周不变
,

同样已制备

的检液
,

放久后
,

测定结果也偏低
,

因此检液

宜在临点样前配制
,

不能久存
,

或预先点好在

板上
,

次日再作展开
,

这样结果不变
。

根据这

种现象我们曾查阅了有关文献
,

据报道
〔“ ’ ,

与

我们相 同的几种有机酸的丙酮与水配制的标准

液
,

放久后也会变质
,

储藏在 4℃ 5 个月
,

其

含量下降从 5% ~ 25 %不等
。

由此说明
,

情 况

是一致的
。

广东蛇药浸膏
,

经长期存放
,

其效

价明显有所下 降
,

我们认为这可能与其中有机

酸的含量降低有关
,

以后将作进一步研究
。

五
、

通过广东蛇药样品分析
,

发现草酸色

斑在多数情况下与点样原点紧接相连
,

由于它

的 R f 值较小 ( 约 。
.

05 )
,

很难分开
,

对扫描

定量造成困难
,

所以决定放弃草酸 成 分 的 定

量
,

在我们进行蛇药有效成分的组合与协同作

用研究
〔” 试验中

,

配制外源混合有机 酸 药 液

时曾删去草酸
,

对蛇药的抗毒效价并无明显影

响迹象
。

六
、

经过系列样品分析
,

初步搞清蛇药中

有机酸的含量比例
,

了解其中主要含量最高为



·

5 4
·

苹果酸
,

这将为研究化学单体有效配方提供依

据
。

( 本文承吴秀荣教授审阅
,

广州市新技术应用 研
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。
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