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摘要  目的: 建立同时测定茵陈蒿中绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮含量的方法。方法: 采用紫外 -双波长同时检测的 RP-

HPLC法: C18柱 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5Lm ),流动相为乙腈 - 01 04%磷酸水溶液 ( 9B91),流速 110 mL# m in- 1, 检测波长 : 325

nm (绿原酸、咖啡酸 ); 275 nm (对羟基苯乙酮 )。结果:绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮进样浓度分别在 521 10~ 11 303 @ 103 Lg

# mL- 1 ( r= 019999)、11756~ 43191 Lg# mL- 1 ( r= 01 9999)、01 6574~ 16143 Lg# mL- 1 ( r= 01 9995)范围内与峰面积呈良好的

线性关系 ( n = 5); 方法回收率 ( n = 9) 分别为 981 1% , 981 6% , 1001 8%。结论:方法简便、快速、准确, 重现性好,为茵陈蒿药材

的质量控制提供依据。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of chlorogenic acid,
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Abstract Objective: To estab lish a method for the determ ination o f chlorogen ic acid, caffe ic acid and 4 -

hydroxyacetophenone in herb ofArtem isia cap illaris Thunb. simu ltaneously under d ifferent UV wave lengths. M eth-

ods: An RP- HPLC method detected by d ifferent UV wave leng ths) 325 nm for ch lorogenic ac id and caffe ic ac id,

275 nm for 4- hydroxyacetophenone respectively had been deve loped: The system consisting o f a C18 co lumn ( 250

mm @ 416mm, 5 Lm ) and am ix ture o f aceton itr ile and 0104% phosphate ac id as themobile phasew as adopted;

The flow rate w as 110 mL# m in- 1. Results: The linear response range w as 52110- 11303 @ 103 Lg# mL- 1 ( r =

019999), 11756- 43191 Lg# mL- 1 ( r= 019999) and 016574- 16143 Lg# mL- 1 ( r= 019995), respect ively ( n
= 5). The average recoveries ( n = 9) o f chlorogen ic acid, caffe ic acid and 4- hydroxyacetophenone were 9811%,
9816% and 10018% , respect ively. Conclusion: The assay demonstrates that the method has adequate accuracy and
selectiv ity to measure the four chem ical constituents in herb ofArtem isia cap illaris.

Key words: d ifferentUV wave lengths; Artem isia cap illaris Thunb.; ch lorogen ic ac id; RP- HPLC

  茵陈 (H erba Artem isiae Scopariae)为菊科植物

滨蒿 Artem isia scopariaW alds.t et K i.t或茵陈蒿 A rte-

m isia cap illaris Thunb.的干燥地上部分, 味苦辛, 性

微寒, 具有清湿热、退黄疸之功效,用于黄疸尿少、湿

疮搔痒、传染性黄疸型肝炎,作为常用中药收载于中

国药典 2005年版中
[ 1]
。大量文献报道,绿原酸、咖

啡酸和对羟基苯乙酮均为茵陈药材利胆作用的有效

成分。酚酸类成分咖啡酸结构中有 2个酚羟基, 是

良好的抗氧化剂, 能较好地纠正脂质过氧化和自由

基负荷,有较持久的利胆作用
[ 2]
。绿原酸是有咖啡

酸和奎宁酸组成的缩酚酸, 有较强的生物活性保肝

利胆、抗肿瘤、抗菌抗病毒等,其水解能产生咖啡酸,

从而发挥更持久的利胆作用
[ 3, 4 ]
。据报道, 对羟基

苯乙酮 25 ~ 50 mg# kg- 1十二指肠给药, 对大鼠有
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明显利胆作用。 50 mg# kg- 1时还能增加胆汁中固
体物、胆红素和胆酸的含量

[ 2, 5]
。因此, 对药材中的

绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮 3个成分进行定量,

明确它们的含量范围,是控制药材质量的关键步骤。

对绿原酸及咖啡酸的同时测定
[ 6]
及对羟基苯乙酮

的测定
[ 7]
均有报道。本研究根据绿原酸、咖啡酸、

对羟基苯乙酮不同的紫外吸收特征, 采用高效液相

色谱 -二极管阵列检测器连用仪器, 在不同紫外检

测波长下,同时测定茵陈蒿中绿原酸、咖啡酸、对羟

基苯乙酮的含量, 该方法简便、快速、准确, 重现性

好,为茵陈蒿药材的质量控制提供依据。

1 仪器与试药
Ag ilent 1100系列高效液相色谱仪 ( G1315A二

极管阵列检测器 ) ; ChemStat ion色谱工作站。

对照品绿原酸 (批号: 110752 - 200212)、咖啡

酸 (批号: 20050220) , 购自中国药品生物制品检定

所,对羟基苯乙酮 (纯度大于 9915% ), 由沈阳药科
大学药物化学实验室提供。乙腈和磷酸为色谱纯,

水为二次蒸馏水。从不同产地收集 11批茵陈药材,

均经沈阳药科大学孙启时教授鉴定确认为茵陈蒿

Artem isia cap illaris Thunb. 的干燥地上部分。

2 方法与结果
211 混合对照品溶液  精密称定对照品咖啡酸

515mg、对羟基苯乙酮 211mg分别置于 25mL量瓶

中,加甲醇溶解并定容至刻度, 摇匀即得两者的对照

品储备液。取绿原酸 615 mg, 精密称定, 置于 5 mL

量瓶中,分别精密加入咖啡酸、对羟基苯乙酮的对照

品储备液各 1 mL,加甲醇定容至刻度,摇匀, 即得绿

原酸浓度为 11300 @ 103 Lg# mL- 1、咖啡酸浓度为
44100 Lg# mL- 1、对羟基苯乙酮浓度为 16180 Lg#
mL

- 1
的混合对照品溶液。

212 供试品溶液  取茵陈蒿药材 015 g, 精密称定,
置 250mL圆底烧瓶中, 加入 50% 甲醇水溶液 100

mL,加热回流提取 1 h, 放冷, 过滤, 旋转蒸发至干,

残渣用甲醇溶解,转移至 10 mL量瓶中并稀释至刻

度,经 0145 Lm微孔滤膜滤过,即得。
213 色谱条件  色谱柱: Luna C18 ( 250 mm @ 416
mm, 5 Lm ); 流动相:乙腈 - 0104%磷酸水 ( 9B91) ;
流速: 110mL# m in- 1; 柱温: 30 e ; 紫外检测波长:

325 nm (绿原酸、咖啡酸 )、275 nm (对羟基苯乙酮 ) ;

进样量: 5 LL。对照品及样品色谱图见图 1。

214 线性关系的考察  分别精密移取混合对照品

溶液 012, 015, 110, 215, 510 mL置 5 mL量瓶中,加

甲醇定容至刻度,摇匀。分别取上述溶液各 5 LL进

图 1 对照品 ( A)和辽宁样品 ( B)色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of referen ce subs tan ces( A ) and sam p le of

L iaon ing( B )

11绿原酸 ( ch lorogen ic acid )  21咖啡酸 ( caffeic acid)  31对羟基苯

乙酮 ( 4- hydroxyacetophen one)

样,在上述色谱条件下进行分析。以各对照品浓度

( Lg# mL- 1 )为横坐标, 峰面积为纵坐标,绘制标准

曲线并进行回归计算, 得绿原酸、咖啡酸、对羟基苯

乙酮标准曲线回归方程分别为:

Y= 1416X + 8210 r= 019999
Y= 2416X + 1113 r= 019999
Y= 3019X - 3187 r= 019995
绿原酸、咖啡酸、对羟基苯乙酮进样浓度分别在

5211 ~ 1130 @ 103 Lg # mL- 1、1176 ~ 4319 Lg #

mL
- 1
、01657~ 1614 Lg# mL- 1范围内与峰面积呈良

好的线性关系。

215 精密度试验  取混合对照品溶液, 在上述色谱

条件下, 重复进样 6次, 计算峰面积的 RSD分别为

014% , 015% , 119%。
216 溶液稳定性考察  取供试品溶液, 于室温下放
置, 分别在 0, 2, 4, 8, 16, 24 h进样测定。结果表明,

供试品溶液中绿原酸、咖啡酸、对羟基苯乙酮在 24 h

内稳定, RSD分别为 012%, 113%, 119%。
217 重复性试验  精密量取同一样品 6份, 依

/ 2120项下的方法操作, 在上述色谱条件下分析测
定。绿原酸平均含量 01796%, RSD为 118%; 咖啡
酸平均含量 01015% , RSD为 119%; 对羟基苯乙酮
平均含量 01019% , RSD为 018%。
218 回收率试验  精密称取 / 2170项已测知含量

的茵陈蒿药材约 0125 g 9份, 3份为一组,各组分别
精密加入一定量的对照品, 中浓度组中加入的量相

当于 0125 g药材中所含有的 3种化学成分的量, 低

浓度组减半, 高浓度组增 1倍, 按 / 2120项下的方

法操作,制成高、中、低 3个浓度的溶液,在上述色谱
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条件下进行分析测定,结果见表 1。

表 1 绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮的回收率测定结果 ( n= 3)

Tab 1 The resu lts of the recoveries of ch lorogen ic acid, caffeic ac id and 4- hydroxyacetophenone

成分

( component)

药材含量

( sample content) /mg

加入量

( Added) /mg

测得量

( found) /mg

回收率

( recovery) /%
RSD /%

平均回收率

( m ean recovery) /%

绿原酸 ( chlo rogenic acid) 1199 1111 3110 9918 214 981 1

1199 2121 4115 9719 112

1199 3132 5119 9613 011

咖啡酸 ( ca ffe ic a cid) 0104 0102 0106 9718 019 981 6

0104 0104 0107 9619 015

0104 0106 0110 10018 114

对羟基苯乙酮 ( 4- hydroxyac e tophenone) 0105 0103 0107 9914 110 1001 8

0105 0105 0110 10019 013

0105 0110 0115 10118 015

219 样品测定  按 / 2120项下的方法制备供试品

溶液, 进样测定, 以外标法计算 11批茵陈蒿中绿原

酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮含量,结果见表 2。

表 2 绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮测定结果 (%, n= 3)

Tab 2 The resu lts of determ ination of ch lorogen ic

acid, caffeic ac id and 4- hydroxyacetophenone

收集地

( co llec ting

loca lity)

绿原酸

( chlorogenic

a cid)

咖啡酸

( caffeic

ac id)

对羟基苯乙酮

( 4- hydroxyace-

tophenone)

辽宁 1( L iaoning 1) 01802 01 014 01021

辽宁 2( L iaoning 2) 01851 01 021 01027

江西 ( Jiangx i) 01471 01 016 01002

河北 ( Hebei) 01415 01 027 01028

青岛 ( Q ingdao ) 01260 01 058 01006

河南 ( Henan) 2114 01 017 01024

浙江 ( Zhe jiang ) 01329 01 031 01021

福建 ( Fujian) 01136 01 023 01005

江苏 ( Jiangsu) 01674 01 037 01027

陕西 ( Shaanx i) 01856 01 030 01024

天津 ( T ian jin) 01609 01 013 01026

3 讨论

311 本实验采用了超声提取法考察了水、乙醇、甲
醇的提取效率,结果表明甲醇提取效率最高;又采用

了超声提取法考察了 20%甲醇水溶液、50%甲醇水

溶液、80%甲醇水溶液、95%甲醇水溶液的提取效

率,结果表明 50%甲醇水溶液提取效率最高; 又以

50%甲醇水溶液作为提取溶剂比较了回流提取与超

声提取 2种提取方法, 发现回流提取效率大大高于

超声提取。在此基础上, 考察了回流提取的次数对

实验结果的影响,结果表明回流提取 1次即可将药

材中绿原酸、咖啡酸和对羟基苯乙酮提取完全。

312 中药茵陈蒿中化学成分比较复杂,从其紫外扫

描图上可以看出,绿原酸、咖啡酸的最大吸收波长为

325 nm,对羟基苯乙酮为 275 nm, 为提高对 3个成

分检测的灵敏度和准确度, 故分别选择各自的最大

吸收波长作为检测波长,进行多波长同时检测,从而

实现对 3个成分的同时测定, 以全面评价药材的质

量状态。

313 本实验考察了多种流动相系统,包括甲醇 -醋
酸水溶液系统、乙腈 -醋酸水溶液系统和乙腈 -磷

酸水溶液系统,结果表明使用乙腈 - 磷酸水溶液系

统可使样品中待测成分得到满意的分离,且分析时

间最短

314 茵陈蒿应用范围广泛, 中国药典 2005年版中

仅收载性状描述, 并无含量测定项
[ 1 ]
。本实验建立

了多波长反相高效液相色谱法同时测定茵陈蒿中绿

原酸、咖啡酸、对羟基苯乙酮含量,方法简便、快速、

准确,重复性好, 可以为茵陈蒿的质量控制提供依

据。
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关于举办 2009药用辅料及药包材质量控制技术国际论坛的通知

  为促进中国药用辅料、药包材行业的发展,进一步提高技术检测水平,完善技术审评机制,为药品监

管部门、技术检测部门、药用辅料、药包材、药品等生产企业提供一个互动交流与沟通的平台,扩大中外

医药界的交流与合作,中国药品生物制品检定所与中国医药国际交流中心拟于 2009年 6月 18日 - 19

日在北京举办 / 2009药用辅料及药包材质量控制技术国际论坛 0。大会拟邀请药监部门官员、中国药品
生物制品检定所、国际药典会及药品审评中心专家、美国药用辅料协会专家出席会议并做专业演讲。现

将会议有关事项通知如下:

一、会议组织单位

主办单位:中国药品生物制品检定所、中国医药国际交流中心

协办单位:国际药用辅料协会 (中国 )有限公司

二、时间与地点

会议时间: 2009年 6月 18日 - 19日

会议地点:北京广西大厦 (北京市朝阳区潘家园华威里 26号 )

三、收费标准会议注册费: 2200元 /人, 各省药监局及药检所代表: 1000元 /人。

会议注册费包括:会务费、资料费、会间茶歇、两天自助午餐,一天晚餐的费用。

住宿费用自理。广西大厦标准间 (含双早 ) 380元 /天 /间。 (酒店预订见附件 2)。

四、参会对象与报名办法

各级政府主管部门、各级药品检验机构、药用辅料生产企业、药用辅料经营企业、药包材生产企业、

药包材经营企业、药品生产企业等相关人员均可报名参加。

凡欲参会人员,请于 6月 12日前登陆 www. ccp ie. org或 www. ch inapharm ex. com在线注册报名或填

写报名表 (见附件 2)并传真至中国医药国际交流中心, 超过此日期或参会代表名额已满将不再接受报

名, 请予谅解。报名同时请汇寄会议注册费。

五、联系方式

  中国医药国际交流中心:郑鹏、成建英、乔燕

电话: 010- 82212866 /6018 /6008/6002

传真: 010- 82212857

电子邮箱: chinapharm@ ccpie. org

网址: www. ccpie. org; www. chinapharmex. com

中国药品生物制品检定所药用辅料及包材室

汤龙, 孙会敏

电话: 010- 67095696, 010- 67095721

  详细内容请浏览: http: / /www. nicpbp. org. cn
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