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摘要  目的: 建立 H PLC法同时测定川芎药材中阿魏酸、6, 7-二羟基藁本内酯和 4-羟基 - 3-丁基苯酞三组分含量的方法。

方法: 采用 SH INWA - OD S ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为甲醇 ( A ) - 01 1%醋酸溶液 ( B),梯度洗脱 ( 0~ 20 m in,

A: 30y 60; 20~ 33 m in, A: 60y 70); 流速: 11 0 mL# m in- 1;检测波长: DAD多波长检测, 阿魏酸为 278 nm、6, 7-二羟基藁本内

酯 320 nm、4-羟基 - 3-丁基苯酞 254 nm。结果: 三组分的检测范围分别为阿魏酸: 71 15~ 71150 ng# mL- 1 ( r= 01 9999)、6, 7

-二羟基藁本内酯: 391 90~ 3991 00 ng# mL- 1 ( r= 01 9997)、4-羟基 - 3-丁基苯酞: 0129~ 2188 ng# mL- 1 ( r = 019998); 平均

回收率 ( n = 9)分别为阿魏酸 10312% ( RSD = 119% ); 6, 7-二羟基藁本内酯 1021 3% ( RSD = 11 7% ); 4-羟基 - 3-丁基苯酞

10212% ( RSD = 210% )。结论: 该法操作简单,结果准确, 重现性好,为各多组分评价不同产地川芎药材的质量提供了可靠的

分析方法。
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Determ ination of ferulic acid, 6, 7- di- hydroxyligustilide and 4-

hydroxy- 3- butylphthalide in Rhizoma Chuanxiong by HPLC
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Abstract Objec tive: To deve lop anH PLC m ethod for feru lic ac id, 6, 7- di- hydroxy ligustilide and 4- hydroxy -

3- buty lphtha lide in Rh izom a Chuanx iong. Methods: A SH INWA - ODS( 250 mm @ 416 mm i. d, 5 Lm ) co lum n

w as used to separate the sam ple at the co lum n temperature o f 30 e . M ethano lw asm ob ile phase A and 011% aetic

acid w asm obile phase B w ith gradient e lution ( 0- 20 m in, A: 30y 60; 20- 33 m in, A: 60y 70) at a flow rate o f

110 mL# m in
- 1

. The detector w as DAD. The detect ion w aveleng ths o f feru lic acid, 6, 7- d i- hydroxy ligustilide, 4

- hydroxy- 3- butylphthalide w ere at 320 nm, 278 nm and 254 nm. Results: The calibration curve w as linear over

the concentration of 7115- 71150 ng# mL
- 1

for feru lic acid ( r= 019999) ; 39190- 399100 ng# mL
- 1

for 6, 7- d i

- hydroxyligustilide( r= 019997) 0129- 2188 ng# mL
- 1

for 4- hydroxy - 3 - bu tylphtha lide( r= 019998) . The

average recovery o f ferulic ac id; 6, 7- di- hydroxy ligust ilide and 4 - hydroxy- 3 - buty lphtha lide w ere 10312%,

10213%, 10212% and the RSD w ere 119%, 117% , 210% , respectively. Conclusion: This m ethod is sm ip le and

reproduc ib le, w hich can be used for the quality contro l o fRh izom a Chuanx iong.

Key words:H PLC; ferulic ac id; 6, 7 - di- hydroxy ligustilide, 4- hydroxy- 3- buty lphtha lide; Rhizom a Chuanx-

iong

  川芎 ( Rhizom a Chuanx iong)为伞形科植物川芎

(L igusticum chuanx iong H or.t )的干燥根茎, 为活血

化瘀常用中药。据文献报道
[ 1 ]

,川芎的活性成分主

要包括苯酞类衍生物 (如 6, 7- 二羟基藁本内酯、4

-羟基 - 3-丁基苯酞, 藁本内酯等 )、生物碱 (如川

芎嗪等 )和酚酸类化合物 (如阿魏酸等 )等有效成

分。这些成分均具在心脑血管、解痉平喘、镇静镇痛

等方面有多种生理活性。目前, 众多文献
[ 2~ 4]
报道
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了川芎中单一成分如藁本内酯、阿魏酸和川芎嗪等

的含量测定方法。本文建立了川芎药材中阿魏酸、

6, 7-二羟基藁本内酯和 4-羟基 - 3- 丁基苯酞 3

组分含量同时测定的方法, 并比较了不同产地川芎

药材中 3组分的含量, 对于较全面评价川芎质量具

有实际意义。

1 仪器与材料

Ag ilent- 1100型高效液相色谱仪, 配有四元梯

度泵、在线真空脱气机、柱温箱和二极管阵列检测器

( DAD )。RE - 52型旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪

器厂 ), 超声波清洗器 ( KUDOS SK250H上海科导超

声仪器有限公司 )。

对照品阿魏酸、6, 7-二羟基藁本内酯和 4-羟

基 - 3-丁基苯酞 (自制,经 H PLC检测质量分数均

> 9910% ),川芎药材购自四川等产地, 经沈阳药科

大学孙启时教授鉴定均为正品;甲醇为色谱级,水为

重蒸水,其余试剂均为分析纯。

2 方法和结果

211 溶液制备
对照品储备液: 分别取阿魏酸、6, 7-二羟基藁

本内酯、4-羟基 - 3-丁基苯酞对照品适量,精密称

定,置 10 mL量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至刻度,摇

匀,制备浓度分别为 48192, 111120, 1105 ng# m L
- 1

的对照品储备液。

供试品溶液:分别取不同产地的川芎药材,粉碎

过 40目筛, 取约 110 g粉末, 精密称定,置圆底烧瓶

中,精密加入 80%甲醇溶液 20 mL, 称定总重量,回

流提取 30 m in,冷却, 用 80%甲醇溶液补足减失重

量,摇匀, 静置; 取上清液, 用 0145 Lm微孔滤膜过

滤,取续滤液,即得供试品溶液。

212 色谱条件的选择  色谱柱: SH INWA - ODS

( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 ( A ) -

011%醋酸溶液 ( B ) ,梯度洗脱 ( 0~ 20 m in, A: 30y
60; 20~ 33 m in, A: 60y 70) ; 流速: 110 mL# m in

- 1
;

检测波长: DAD多波长检测, 阿魏酸 320 nm、6, 7-

二羟基藁本内酯 278 nm、4 - 羟基 - 3 - 丁基苯酞

254 nm。柱温: 30 bC。进样量: 10 LL。

213 系统适用性试验  在上述色谱条件下,各相邻

色谱峰之间的分离度均大于 115, 拖尾因子均在

0195~ 1105之间; 理论塔板数均大于 30000,满足定

量要求。色谱图见图 1。

214 标准曲线  分别精密量取对照品储备液阿魏

酸 115 mL、6, 7- 二羟基藁本内酯 410 mL、4- 羟基

- 3-丁基苯酞 210 mL置同一 10 mL量瓶中, 甲醇

图 1 3种对照品 ( A)与川芎样品 ( B, C, D )色谱图

F ig. 1 HPLC chromatogram s of standard ( A) and Chuanxiong sam-

p le ( B, C, D )

1.阿魏酸 ( Feru lic acid ) ( 320 nm )  2. 6, 7 - 二羟基藁本内酯

( 6, 7- d i- hyd roxy ligu stil ide) ( 278 nm )  3. 4 -羟基 - 3-丁基

苯酞 ( 4- hyd roxy- 3- butylph thalide) ( 254 nm )

定容至刻度,制得混合对照品储备液;分别精密移取

此混合对照品储备液,配成混合对照品系列溶液,按

照 / 2120色谱条件, 进样分析,以各自的峰面积 ( Y )

为纵坐标和浓度 X ( ng# mL
- 1

)为横坐标, 绘制标准

曲线,所得阿魏酸、6, 7 -二羟基藁本内酯、4 -羟基

- 3-丁基苯酞回归方程分别为:

Y= 25144X - 01967 r= 019999

Y= 10181X - 91892 r= 019997

Y= 12213X - 11583 r= 019998

线性范围分别为: 7115 ~ 71150, 39190 ~ 399100,

0129~ 2188 ng# mL
- 1
。
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215 精密度试验  取一定浓度的混合对照品溶液,

按上述色谱条件,连续进样 6次,分别记录 3种组分

的峰面积,计算得阿魏酸、6, 7-二羟基藁本内酯、4

-羟基 - 3-丁基苯酞的 RSD均为 116%,说明精密

度良好。

216 重复性试验  分别取同一产地川芎药材粉末

约 110 g 6份, 精密称定, 按 / 2110项下制备供试品

溶液, 照 / 2120色谱条件, 进样分析, 分别求得阿魏

酸、6, 7-二羟基藁本内酯、4-羟基 - 3- 丁基苯酞

含量平均值的 RSD分别为 118%, 118% , 113%。

217 稳定性试验  取 / 2110项下的同一供试品溶

液,室温放置,分别于 0, 2, 4, 6, 8, 10 h, 照 / 2120色

谱条件,进样分析, 分别求得阿魏酸、6, 7-二羟基藁

本内酯、4-羟基 - 3-丁基苯酞峰面积的 RSD分别

为 114% , 210% , 119%。结果表明供试品溶液在 10

h内稳定。

218 加样回收率试验  取已知含量的同一产地川

芎药材粉末 9份,每份约 015 g,精密称定, 分别精密

加入混合标准品储备液适量, 按 / 2110项下制备低、

中、高 3个浓度各 3份的供试品溶液,照 / 2120色谱
条件,进样分析,计算回收率, 结果见表 1。阿魏酸、

6, 7-二羟基藁本内酯、4-羟基 - 3-丁基苯酞的平

均回收率分别为 10312% , 10213%, 10212% ; RSD

分别为 119% , 117% , 210%。

表 1 回收率试验结果 (n= 9)

Tab 1 R esu lt of recovery test

( com ponents)

已知含量

( or ig ina l) / ng

加入量

( added) / ng

测定量

( found) / ng

回收率

( recov ery) /%

平均值

( m ean) %

RSD

/%

阿魏酸 ( ferulic ac id) 12123 31575 15182 10116 10312 119

12123 31575 15184 10019

12123 31575 15188 10211

12123 21145 34143 10315

12123 21145 33199 10115

12123 21145 34172 10419

12123 50105 64188 105

12123 50105 64178 105

12123 50105 64161 10417

6, 7- 二羟基藁本内酯 27179 191 954 71689 917 10213 117

( 6, 7- d i- hydroxy ligustilide) 27179 19195 47196 10111

27179 19195 47195 101

27179 11917 152 10317

27179 11917 1481 4 10018

27179 11917 1531 2 10418

27179 27913 3131 5 10213

27179 27913 3181 5 10411

27179 27913 3141 4 10216

4-羟基 - 3-丁基苯酞 01262 01144 01405 9917 10212 210

( 4- hydrox y- 3- bu ty lphthalide) 01262 01144 01408 101

01262 01144 01 41 10215

01262 01864 11152 103

01262 01864 11131 10017

01262 01864 11158 10317

01262 21016 21321 10212

01262 21016 21333 10218

01262 21016 21301 10112

219 样品测定  取不同产地的川芎药材粉末约

110 g,精密称定, 按 / 2110项下制备供试品溶液,按

/ 2120色谱条件,进样分析,分别计算其 3种成分的

含量, 结果见表 2。

3 讨论与结论
311 色谱条件的优化  由于阿魏酸的最大吸收波

长为 320 nm, 6, 7-二羟基藁本内酯的最大吸收波长

为 278 nm, 4-羟基- 3-丁基苯酞的最大吸收波长为

254 nm,故利用 DAD进行多波长检测分析,实现了 3

组分含量的同时测定,获得了满意结果。由于 3种化

合物的极性差别较大,因此在建立 HPLC方法时,对

流动相的选择和优化进行了系统考察, 最终选择了
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表 2 不同产地川芎中阿魏酸、6, 7-二羟基藁本内酯、4-羟基 - 3-丁基苯酞的含量 ( n= 3)

Tab 2 The conten ts of feru lic ac id, 6, 7- d i- hydroxy ligustilide, 4- hydroxy- 3- bu ty lph thalide

in Chuanx iong of d ifferen t origin s (n = 3)

产地 ( or ig ins)

阿魏酸 ( ferulic acid)
6, 7-二羟基藁本内酯

( 6, 7- di- hydroxy ligustilide)

4-羟基 - 3-丁基苯酞

( 4- hydroxy- 3- buty lphtha lide )

含量

( contents) /m g# g- 1

RSD

/%

含量

( contents) /m g# g- 1

RSD

/%

含量

( contents) /m g# g- 1

RSD

/%

四川广元 ( Sichuan gangyuan) 1111 0145 5134 0119 01024 0194

四川成都 ( Sichuan chengdu) 1150 0125 5120 1170 01023 1160

四川眉山 ( Sichuan m e ishan) 0171 1130 2123 0102 01030 0144

哈尔滨 ( ha erb in) 0170 0178 7157 0120 01026 1150

长春 ( Changchun) 1130 0119 6121 01 03 01025 0151

河北 ( H ebei) 0137 0139 6167 0104 01024 0192

安徽 ( Anhu i) 0193 0173 3135 0176 01031 1120

青海 ( Q ingha i) 1160 0102 4170 0107 01021 1170

山东 ( Shandong) 0180 0187 2145 0177 01023 0190

河南 ( henan) 1114 0190 1198 0155 01018 0157

本实验甲醇 - 011%醋酸溶液的梯度洗脱条件, 经实

验证实所选的色谱系统适用性好,结果可靠。

312 供试品提取条件的考察  采用单因素循环的
方法, 分别考察了提取方式 (冷浸, 超声, 回流 ); 提

取溶剂 (甲醇、水、90%甲醇、80%甲醇、70%甲醇、

60%甲醇、40% 甲醇、20% 甲醇 ) ; 提取溶剂倍数

( 10, 20, 30倍 ) ; 提取次数 ( 1, 2, 3次 ); 提取时间

( 15, 30, 60 m in)。进样分析, 均以阿魏酸、6, 7-二

羟基藁本内酯、4-羟基 - 3-丁基苯酞三成分的含

量进行比较,确定了本文供试品提取条件。

313 由于藁本内酯性质不稳定,容易挥发, 药材粉

碎后若不及时测定则损失很大,而且测定前需要密

闭、避光、低温贮藏
[ 5~ 7]

, 因此选择稳定性较好且在

川芎中含量较大的同苯酞类衍生物 6, 7-二羟基藁

本内酯和 4-羟基 - 3- 丁基苯酞与酚酸类化合物

阿魏酸 3组分同时进行含量测定; 并测定了不同产

地川芎药材中这 3组分的含量。本方法简便、准确、

重现性好,为川芎药材质量控制提供了可靠的实验

依据。

314 据通过分析不同产地的川芎样品,结果表明阿

魏酸、6, 7-二羟基藁本内酯、4-羟基 - 3- 丁基苯

酞的含量均有明显差别, 4-羟基 - 3-丁基苯酞各

产地最大可相差 2倍;阿魏酸各产地最大相差 3倍;

6, 7-二羟基藁本内酯各产地最大可相差 6倍; 但基

于某些产区收集到的样品数量较少, 代表性不强,以

及受贮藏时间和方式的影响,不能完全推断川芎药

材中这 3种组分的含量是否与产地有关, 笔者将在

随后的实验中进一步研究其关系及 3组分在体内的

药理疗效和药动学。
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