
时间 )三个水平间对实验结果影响都是实验误差所致, 煎煮

次数 ( C)是提取工艺的主要影响因素。由表 2可选出最佳工

艺为 A 2B2C3; 从表 3的方差分析结果可以得知: A、B、C三个

因素各水平对实验结果均无显著性差异。因此,确定最佳工

艺为 A
2
B
2
C
3
。即: 加 14倍量的水,煎煮 3次, 每次煎 30 m in

为最优提取工艺。

2. 1. 5 最佳提取工艺验证实验 按筛选出的最佳提取工艺

A2B2C3,在相同条件下进行 3次平行验证实验,所得实验结果

详见表 4。验证实验结果中的芍药苷含量与正交表最好的结

果 ( 5号实验 )比较接近,表明优选出的提取工艺稳定可靠。

表 4 最佳工艺验证结果

Tab 4 Results of the ve rifica tion o f the best techno logy

编号 干膏率 /% 芍药苷含量 /mg g- 1

1 19. 0 18. 3

2 18. 7 18. 8

3 19. 2 18. 6

2. 2 洗面奶成型工艺的研究

2. 2. 1 中药液的制备 按上面筛选出的最佳提取工艺来提

取药液, 然后,浓缩提取液至 1 2. 5。

2. 2. 2 最佳乳化条件的研究 经预试, 乳化温度、载药量及

乳化剂对洗面奶的制备影响较大,但考虑到乳化剂的用量已

经较大, 故在初步选出的洗面奶配方的基础上分别对温度和

载药量进行单因素试验。结果见表 5和表 6。

表 5 乳化温度单因素试验结果

Tab 5 Resu lts of sing le fac to r exper im ents o f emu lsify ing

tem pera ture

温度 /!
含药液

量 /%
结果

70~ 75 65 乳化效果稍差,产品乳化不匀、粗糙,离心分层

75~ 80 65 乳化效果一般,离心轻微分层

80~ 85 65 乳化效果较理想,均匀细腻,离心轻微分层

表 6 载药量单因素试验结果

Tab 6 Results of sing le factor exper iments of drug loading

药液

含量 /%
温度 /! 结果

70 80~ 85 乳化效果一般,产品的稠度太低,离心分层

65 80~ 85 乳化效果较好,离心轻微分层

60 80~ 85 乳化效果好,离心不分层

从表 5与表 6得知, 制备洗面奶的最佳温度为 80 ! ~

85 ! 左右, 最佳的载药量为 60%。

2. 3 最佳乳化条件的验证实验

按选出的制备洗面奶的最佳乳化条件进行 3次平行实

验, 按 QB /T 1645- 2004标准, 对洗面奶进行感观和理化指

标方面的检查 ,结果均符合规定, 详见表 7。

表 7 最佳乳化条件的验证实验结果

Tab 7 Results o f the verification of the optimum emu lsify ing

cond ition

项目 1 2 3

感观指标 色泽 淡黄棕色 淡黄棕色 淡黄棕色

香气 清香气 清香气 清香气

质感 均匀 均匀 均匀

理化指标 耐热 无油水分离现象 有轻微油水分离现象 无油水分离现象

耐寒 无油水分离现象 无油水分离现象 无油水分离现象

pH 5. 31 5. 30 5. 41

离心分离 无油水分离现象 无油水分离现象 无油水分离现象

3 讨论

本消痘洗面奶制剂工艺稳定、合理可行。

为了使所得产品洗面奶的外观色泽较浅些,曾尝试用活

炭对中药煎出液进行脱色, 但结果发现 :脱色后药液中的芍

药苷含量明显减少。表明活性炭在吸附色素的同时, 也吸附

了药液中的有效成分。因此, 中药液的脱色问题有待进一步

研究。
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不同产地白花蛇舌草中对香豆酸含量测定的快速方法
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摘要: 目的 建立实用的不同产地白花蛇舌草中对香豆酸的高效液相色谱含量测定方法。方法 采用 Ag ilent Ec lipse # DB

C
18
( 250 mm # 4. 6 mm, 5 m )色谱柱,乙腈 0. 1%磷酸水溶液梯度洗脱,流速 1. 0 mL m in- 1, 检测波长 230 nm,柱温 30 ! ,进

样量 20 L, 测定了 6批不同来源的白花蛇舌草药材。结果 线性范围 4 ~ 64 g mL- 1, r= 0. 999 8,平均回收率 ( n = 6)为
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96. 86% , RSD= 0. 22%。结论 本法简便快速,重现性良好, 可作为白花蛇舌草药材质量控制的有效方法。

关键词: 白花蛇舌草;对香豆酸 ;高效液相色谱法

中图分类号: R917. 101; R917. 799; R927. 2 文献标识码: B 文章编号: 1007 7693( 2008) 05 0408 03

A RapidM ethod for the Quantitative Determ ination of P coumar ic Acid inHedyotis d iffusa from Different

Sources

TANG Xu li
1
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2
, L I Guo qiang

1*
, Q IU Pe i ju

1
, ZHONG Hu im in

2
( 1. O cean University of China, Q ingdao 266003,

China; 2. Q ingdao Univer sity of Science and Techno logy, Q ingdao 266042, China )

ABSTRACT: OBJECTIVE To establish a practica l H PLC m ethod fo r the determ ination o f P couma ric acid inH edyo tis diffusa

W illd. METHOD S The chroma tog raph ic conditions included Ag ilent Ec lipse DB C
18
( 250 mm # 4. 6 mm, 5 m ) co lumn, mob ile

phase o f aceton itrile 0. 1% phosphate so lution, co lum n temperature of 30 ! , flow rate of 1. 0 mL m in- 1, w ave length o f 230 nm, and

inject vo lum e of 20 L. RESULTS The linear range w as 4 - 64 g mL - 1 ( r = 0. 999 8) , the average recove ry ( n = 6 ) w as

96. 86% , and the re lative standard dev iation ( RSD ) w as 0. 22% . CONCLUSION The m ethod is rap id and simp le w ith good

precision and reproduc ibility. It can be used fo r qua lity contro l o fH edyotis d iffusa W illd.

KEY WORDS:H edyo tis diffu saW illd; P coum ar ic ac id; HPLC

白花蛇舌草为茜草科 ( Rub iaceae )植物白花蛇舌草

(H edyotis diffusaW illd)的干燥或新鲜全草, 别名蛇舌草、蛇

针草、二叶律、白花十字草、龙舌草、鹤舌草等, 一般生长于亚

热带地区, 我国主要分布在广东、广西、云南、福建、江苏、浙

江等省。具有清热解毒、活血化瘀、利湿通淋之功效, 民间和

临床常用于治疗肿瘤、黄疸性肝炎、肠炎、肺炎等疾病 [ 1]。白

花蛇舌草主要含蒽醌、黄酮、三萜、环烯醚、苷萜、甾醇等化学

成分 [ 2 3], 一般认为其有机酸成分齐墩果酸、熊果酸和对香豆

酸为其主要有效成分。文献关于白花蛇舌草药材和制剂质

量控制研究, 多选择齐墩果酸和熊果酸为指标成分 ,而利用

对香豆酸做为含量测定指标的报道相对较少, 且流动相中多

采用有机盐调节峰形, 易造成仪器故障 [ 4 8]。为了建立方便

快捷实用的对香豆酸含量测定方法, 笔者运用 Ag ilent 1100

高效液相色谱仪, 采用乙腈 磷酸溶液体系, 优化了色谱条

件, 指标成分对香豆酸出峰时间短, 分离度好。本方法方便

实用、准确、快速, 可作为药材白花蛇舌草水溶性成分的质量

控制方法。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100高效液相色谱仪 (配备 G1379A 脱气机,

G1311A四元泵, G1313A 自动进样仪, G1316A 柱温箱,

G1315B DAD ), BS124S 电子天平, 德国 H e ido lph 旋转蒸

发仪。

乙腈 (色 谱纯, F ishe r ); 甲醇 (色谱纯, Burd ick ﹠

Jackson);磷酸 (色谱纯, 天津科密欧化学开发中心 ); 水, 娃

哈哈纯净水。

对香豆酸对照品 ( P coum aric acid, 购自 S igm a公司,批号

065K1298,纯度∃ 98. 0% )。

6批白花蛇舌草药材分别购自于广东、江苏、浙江等不同

省区, 经山东中医药大学中药鉴定室周风琴教授鉴定均为正

品白花蛇舌草 H edyotis diffusaW illd。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

Ag ilent Zorbax XDB C18 ( 250 mm # 4. 6 mm, 5 m )色谱

柱, 柱温 30 ! ,流速 1. 0 mL m in- 1, 检测波长 230 nm, 进样

量 20 L, 流动相为乙腈 0. 1%磷酸溶液梯度洗脱, 洗脱程序

见表 1。

表 1 乙腈 0. 1%磷酸水梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient m ode o fA ce ton itr ile 0. 1% phosphate so lution

时间 /m in 乙腈 - 0. 1%磷酸水

5 5 95

20 10 90

25 15 85

30 95 5

2. 2 提取工艺优化

采用均匀设计法, 以对香豆酸峰面积、干浸膏得率为指

标, 考察了药材的提取溶剂、料液比、提取温度、提取时间等

因素对提取工艺的影响。确定白花蛇舌草优化的提取工艺

条件为: 水为提取溶剂, 料液比 1 100, 提取温度 95 ! , 提取

时间 4 h。

2. 3 供试品溶液的制备

精密称取 0. 5 g粉碎过 40目筛的白花蛇舌草药材,置于 100

mL圆底烧瓶中,加水 50 mL, 在 95 ! 下回流提取 4 h, 过滤, 浓

缩,加水定容至 25 mL,摇匀,过 0. 45 m微孔滤膜,备用。

2. 4 对照品溶液的制备

取经五氧化二磷真空干燥 24 h的对香豆酸 10 mg, 精密

称定, 置 50 mL量瓶中,加入甲醇溶解, 定容至刻度,配成 0. 2

m g mL - 1的溶液,过 0. 45 m微孔滤膜,备用。

2. 5 标准曲线的制备

分别精密吸取上述浓度为 0. 2 m g mL- 1的对照品溶液
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0. 5, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0 mL, 置于 25 mL量瓶中, 甲醇稀释至

刻度, 配置成浓度为 4, 16, 32, 48, 64 g mL- 1系列浓度溶

液, 过 0. 45 m微孔滤膜,分别进样 20 L。以对照品溶液质

量浓度 C ( g mL- 1 )为横坐标, 峰面积 A为纵坐标, 绘制标

准曲线, 得回归方程: A = 21. 619C - 1. 665 2( r= 0. 999 8) ,表

明对香豆酸在 4~ 64 g mL - 1内,呈良好线性关系。

2. 6 重复进样精密度试验

将对香豆素对照品溶液 ( 8 g mL- 1 )连续进样 6次,每

次 20 L, 其峰面积的 RSD值为 1. 2% ,表明仪器的精密度良

好。

2. 7 稳定性试验

取新制备的同一份供试品溶液,分别在放置 0, 1, 2, 4, 8,

12, 24 h时进样分析, 计算的对香豆素的相对峰面积 RSD为

0. 8% ,表明供试品溶液在室温下放置 24 h稳定。

2. 8 回收率试验

分别精密称定粉碎过 40目筛的 6批白花蛇舌草药材各

0. 5 g, 加入精确质量的对香豆酸对照品, 按 % 2. 3&项方法制

备供试品溶液, 在 % 2. 1&项色谱条件下进样测定,对香豆酸平

均回收率为 96. 86% , RSD = 0. 22% ( n = 6)。

2. 9 含量测定

取 6份不同来源的白花蛇舌草药材,按 % 2. 3&项方法制

备供试品溶液, 在 % 2. 1&项色谱条件下进样测定。对香豆酸

色谱峰与相邻色谱峰之间分离度大于 2. 0,以对香豆酸计,理

论塔板数不小于 10 000。样品溶液及对照品的色谱图见图

1。结果见表 2。

图 1 样品溶液 ( A - 6号样 )和对照品 ( B -对香豆酸 )的色

谱图

F ig 1 Chrom atogram s of sam ple( A - No. 6) and standard ( B

- P coum ar ic ac id)

表 2 不同来源白花蛇舌草药材中对香豆酸含量测定结果

Tab 2 C ontents o f P coum ar ic acid in d iffe rentH edyotis diffusa

W illd. sam ples

样品号 样品来源 购买时间
对香豆酸含量

/mg g- 1

1 广东广州国大药房 2005. 11 1. 441

2 湖南长沙同健大药房 2005. 11 0. 657

3 江苏苏州济世堂医药商店 2005. 11 0. 828

4 浙江杭州延寿堂药店 2005. 11 1. 524

5 四川成都九鼎药房 2005. 11 0. 698

6 山东青岛同仁堂大药房 2005. 11 0. 472

3 讨 论

3. 1 流动相的选择

对香豆酸属酚酸类成分,在 H PLC分析中色谱峰常形成

脱尾, 影响含量测定精度。虽有文献报道 [6, 8]采用 NH4Ac改

善峰形, 但在实际运用中, 流动相中的盐类成分易造成仪器

腐蚀损坏。采用磷酸抑制脱尾, 可收到同样效果, 并对仪器

损害较小, 利于长时间分析测定。

3. 2 提取工艺

药材的提取工艺是客观反映所测定成分含量的重要步

骤之一。与正交设计相比, 均匀设计方法在多因素、多水平

工艺考察中更具有优越性。均匀设计的实验点在实验范围

内仅要求充分的 %均匀分散&, 舍弃了实验点的整齐性, 同时

可照顾到试验结果评判分析的多指标权重, 因此, 均匀设计

法更适合精准的工艺条件优化研究。

3. 3 含量测定

不同来源白花蛇舌草中对香豆酸的含量测定结果表明,

商品白花蛇舌草药材中对香豆酸含量差异较大, 以广东、浙

江含量较高, 与道地野生药材的自然分布规律一致。
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