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反相高效液相色谱法测定不同产地白花蛇舌草中的对香豆酸

张才华，& 郭兴杰，& 宝炉丹，& 秦 & 峰，& 李发美

（ 沈阳药科大学药学院，辽宁 沈阳 **""*8）

摘要：用反相高效液相色谱法对不同 产 地 的 白 花 蛇 舌 草 中 对 香 豆 酸 的 含 量 进 行 了 测 定。色 谱 柱 采 用’()*"+,(#-.

/’0 柱（-? 8 ** (? 1? @ !#" **，# !*），流动相为乙腈 2!" **"# 3 4 %5-67（85 -? "）（ 体积比为 *#A +#），流速 *? "
*4 3 *(+，柱温为室温，检测波长为 $"+ +*。在上述条件下测得对香豆酸的质量浓度为 -? "- , !"! *9 3 4 时与色谱

峰面积之间线性关系良好（ ! : "? 666 8），高 中 低 浓 度 条 件 下 的 平 均 回 收 率 为 6=? -; < *"!? !;。该 方 法 快 速 简 便，

精密度高，重现性和准确度良好，可以作为白花蛇舌草质量控制的一个有效方法。
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& & 白花蛇舌草又名蛇舌草、蛇利草、蛇总管、二叶

葎等，为 茜 草 科 耳 草 属 植 物 白 花 蛇 舌 草 7,8+%014
81’’/4) M(##1$ 的干燥全草。本品含有蒽醌类、黄酮

类、环烯醚苷萜类（ 如车叶草甙、对香豆酸等）、甾醇

类、烷烃类等化合物，具有清热解毒、活血化瘀、利湿

通淋等作用，广泛用于肿瘤、黄疸性肝炎、肠炎、肺炎

等疾病的治疗。有关白花蛇舌草中化学成分的分析

与测定大部分是针对其中有效成分齐墩果酸及熊果

酸［* , -］，但因二者脂溶性较大，在其制剂白花蛇舌草

注射液中未发现二者的存在；现行的白花蛇舌草注

射液的质量控制方法采取的是测定其中总黄酮的含

量。蔡楚伧等［#］从 白 花 蛇 舌 草 中 分 离 得 到 活 性 化

合物对香豆酸，我们在研究白花蛇舌草注射液指纹

图谱时发现其中也含有对香豆酸。对香豆酸的利胆

作用与等剂 量 的 去 氢 胆 酸 钠 相 近，作 用 缓 和 持 久。

因此，作者建立了测定白花蛇舌草中对香豆酸含量

的高效液相 色 谱（5S4?）方 法，以 期 为 白 花 蛇 舌 草

药材的质量控制提供定量依据。

!" 材料与方法

! 3 !" 仪器与试剂

& & 岛 津 高 效 液 相 色 谱 仪（ 日 本 岛 津 公 司 ），包 括



! 第 ! 期 张才华等：反相高效液相色谱法测定不同产地白花蛇舌草中的对香豆酸

"#$"#%&’( 泵、)*+$"#%’( 紫 外$可 见 检 测 器；#,$
#-./0 色谱工作站；(-)$!$ 型 (- 计（ 上海精科雷

磁厂）。

! ! 乙腈（ 色谱纯），乙酸铵（ 分析纯），冰醋酸（ 分析

纯），甲醇（ 分析纯），重蒸水（ 自制），对香豆酸对照

品（ 纯度大 于 %&’ $1，沈 阳 药 科 大 学 中 药 研 究 室 提

供）；白花蛇 舌 草 药 材 经 沈 阳 药 科 大 学 孙 启 时 教 授

鉴定为正品白花蛇舌草。

! ! "# 色谱条件

! ! 色谱柱：+23456728&0 /+)（(’ ) 44 2’ 9’ * !$#
44，$ !4）；流 动 相：乙 腈$!# 4458 : " ;-(%<（ (-
(’ #）（ 体积 比 为 "$ + &$），流 速："’ # 4" : 426；柱 温：

室温；检测波长：,#& 64；灵 敏 度：#’ #! %=>)；进 样

量：!# !"。

! ! $# 提取条件

! ! 提取溶剂：水；提取方法：加热回流；提取次数：!
次；提取时间：每次 ! ?。

! ! %# 供试品溶液的制备

! ! 取白花 蛇 舌 草 药 材 粉 末 ! @，精 密 称 定，加 (#
4" 水，加热回流提取 ! 次，每次 ! ?。合并滤液，回

收溶剂，加入适量 $#1（ 体积分数）甲 醇 溶 解，转 移

至 !$ 4" 容 量 瓶 中 并 定 容 至 刻 度。取 适 量 于 微 孔

滤膜过滤后待用。

"# 结果与讨论

" ! !# 样品提取条件的选择

" ! ! ! !# 提取溶剂的选择

! ! 取白花 蛇 舌 草 药 材（ 产 地 为 福 建 省 建 瓯 市）粉

末（ 过 (# 目筛）! @，精密称定，分别加入 (# 4" 水、

甲醇、乙醇、)#1（ 体积分数）乙醇，每种溶剂均加热

回流提取 ! 次，每次 "’ $ ?。合并滤液，回收溶剂，加

入适量 $#1（ 体积分数）甲醇溶解，转移至 !$ 4" 容

量瓶中并定 容 至 刻 度。过 滤，在“" A !”节 所 述 色 谱

条件下进样测 定，结 果 见 表 "。表 " 的 结 果 表 明，(
种提取溶剂中水的提取效率最高。

表 !# 提取溶剂的选择（! " !）

"#$%& !# "’& (&%&)*+,- ,. &/*0#)*+,- (,%1&-*（! " !）

)34(8B 345C6D : @ )58’B6D #（$$#5C43E2< 3<29）: 1
" A %%%& -!/ # A "#(,
! A ##"# )#1 BD?3658 # A ##%,
! A ##"& BD?3658 # A ##),
! A ##"( 4BD?3658 # A #""(

" ! ! ! "# 提取方法的选择

! ! 取白花 蛇 舌 草 药 材（ 产 地 为 福 建 省 建 瓯 市）粉

末（ 过 (# 目筛）! @，精密称定，以 (# 4" 水为提取溶

剂，采用超声法提取 ! 次，每次 "’ $ ?。合并滤液，回

收溶剂，加入适量 $#1（ 体积分数）甲 醇 溶 解，转 移

至 !$ 4" 容量瓶中并定容至刻度。过滤，在上述色

谱条件下进样测定，并将测定结果与加热回流提取

法测定的结果 进 行 比 较，结 果 见 表 !。表 ! 的 数 据

表明，采用加热回流法提取时提取效率较高。

表 "# 提取方法的选择"（! " !）

"#$%& "# "’& (&%&)*+,- ,. &/*0#)*+,- 2&*’,3"（! " !）

)34(8B 345C6D : @ 0BD?59 #（$$#5C43E2< 3<29）: 1
! A ###- ! EBF8CG # A "#(,
! A ###- ! C8DE37562<3D256 # A #)(-

! " HGDE3<D256 758’B6D：-!/A

" ! ! ! $# 提取条件的优化

! ! 取同批药材 ! @，精密称定，以每克药材中对香

豆酸含量为考察指标，在以加热回流法为提取方法

的基础上，选择提取溶剂水的用量、提取时间和提取

次数为考察因素，每 个 因 素 取 , 个 水 平，用 %%（,）(

进行 正 交 试 验。 结 果 表 明，以 (# 4" 水 为 提 取 溶

剂，加热回流提取 ! 次，每次 ! ? 为最佳提取条件。

" ! "# 系统适用性试验

! ! 取供试品 溶 液 !# !"，在 上 述 色 谱 条 件 下 进 样

分析，记录色谱图。对香豆酸色谱峰与相邻色谱峰

之间分离度大 于 !’ #，以 对 香 豆 酸 计 算 理 论 塔 板 数

不小于"! ###。对照品及样品色谱图见图 "，样品色

谱图中对香豆酸色谱峰的紫外光谱图见图 !。

图 !# 对照品（#）及样品溶液（$）的色谱图

4+5! !# 6’0,2#*,50#2( ,. (*#-3#03（#）#-3 (#27%&（$）

*B3I：" A $$<5C43E2< 3<29A

图 "# 样品溶液中对香豆酸的在线紫外光谱图

4+5! "# "’& ,-8%+-& 9: (7&)*0# ,. !8),;2#0+)
#)+3 +- (#27%& (,%;*+,-
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! ! "# 线性关系的考察

! ! 取 对 香 豆 酸 对 照 品 #$ "#，精 密 称 定，置 于 !%
"$ 容量 瓶 中，加 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度，摇 匀，得

对照品贮 备 液。 分 别 取 贮 备 液 $& #，$& !，$& %，#，!，

"，’，% "$ 置 于 #$ "$ 容 量 瓶 中，加 甲 醇 稀 释 至 刻

度，摇匀。分别 吸 取 稀 释 后 的 各 对 照 品 溶 液 !$ !$
进样分析，以 对 照 品 溶 液 的 质 量 浓 度 !（ # % $）为 横

坐标，以峰面积 " 为纵坐标，绘制标准曲线，得回归

方程：" #(& $$ ) #$*! & ’& #* ) #$’（ $ ’ $& +++ ,），表

明对香豆酸的质 量 浓 度 为 ’& $’ - !$! "# % $时 与 峰

面积呈良好的线性关系。

! ! $# 精密度试验

! ! 取质量浓度为 ($& ( "# % $的 对 照 品 溶 液，连 续

进样 % 次，记 录 峰 面 积，其 相 对 标 准 偏 差（()*）为

#& %+，表明仪器精密度良好。

! ! 取福建省建瓯市产白花蛇舌草药材粉末 !& $ #，

精密称定，按“# , ’”节 所 述 方 法 平 行 制 备 % 份 供 试

液，在“# , !”节所述色谱条件下测定对香豆酸含量，

测定结果的 ()* 为 #& !+，表明方法精密度良好。

! ! %# 稳定性试验

! ! 取新制备的同一份供试品溶液，分别在放置 $，

#，!，’，(，#!，!’ - 时进样分析，记录峰面积，计算各

时间点下对香豆酸色谱峰面积相对于 $ - 时的相对

偏差（(.）值，结果发现 (. 的绝对值均小于 !& (+，

表明供试品溶液在室温下放置 !’ - 内稳定。

! ! &# 回收率试验

! ! 取福建省建瓯市产白花蛇舌草药材粉末 # #，精

密称定，加入一定量的对照品，按“# , ’”节所述方法

制备供试品溶 液，在“# , !”节 所 述 色 谱 条 件 下 进 样

测定，结果见表 "。

! ! ’# 样品测定

! ! 取不同产 地 白 花 蛇 舌 草 药 材，按“# , ’”节 所 述

方法制备供试 品 溶 液，在“# , !”节 所 述 色 谱 条 件 下

进样测定，结果见表 ’。

表 "# 白花蛇舌草中对香豆酸回收率的试验结果

"#$%& "# ’&()*&+, )- !.()/0#+1( #(12 13
"#$%&’() $(**+), 41%%2!

/0010 % "# 23450 % "# (1637189 % + :1;5 % + ()* % +

$ , *#%
$ , *#%
$ , *#%

$ , *!(
$ , *"#
$ , *""

#$# , (
#$! , !
#$! , %

#$! , ! $ , "%

# , ’"$
# , ’"$
# , ’"$

# , ’#!
# , "(*
# , "((

+( , *
+* , $
+* , #

+* , , $ , +(

! , #’%
! , #’%
! , #’%

! , $(!
! , $+(
! , $(*

+* , #
+* , (
+* , "

+* , ’ $ , "*

表 $# 不同产地白花蛇舌草中的对香豆酸含量（% # "）

"#$%& $# "5& ()36&367 )- !.()/0#+1( #(12 13 "#$%&’()
$(**+), 41%%2! -+)0 21--&+&36 7)/+(&7（% # "）

);"<=1 >34861
?35@15@ %

（"# % #）
);"<=1 >34861

?35@15@ %
（"# % #）

AB;5’34，24CB;5
);5"B5#，24CB;5
D4;5E-34，24CB;5

# , %#’
# , $!(
$ , ’,+

AB;5#FB（# G ）

（! G ）

（" G ）

# , "’$
# , (*(
$ , ((’

$35#9;5，24CB;5 # , #’$ HB5#I3，J-1CB;5# $ , *+,

$B4E-34，K4;5#FB（#G）

（! G ）

# , (’+
# , ’!%

?-45’;5，J-1CB;5#
L4I1B

# , ,$"
# , #%$

K4;5#035# $ , **’
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