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� � [摘 � 要 ] � 目的 � 初步建立水芹总酚酸胶囊的质量控制标准。方法 � 采用薄层色谱法对水芹总酚酸进行定性鉴别;采

用 Fo lin酚法测定水芹总酚酸含量; 采用高效液相色谱法测定总酚酸中绿原酸含量,色谱条件: D iam onsil C18柱, 流动相: A:乙

腈�甲醇 ( 10∀1) ; B: 0. 4%磷酸, 梯度洗脱;检测波长: 325 nm;流速: 1 m l/m in;柱温: 25# 。结果 � 按现有生产工艺,水芹总酚酸

胶囊总酚酸含量最高为 32. 42% , 绿原酸最高为 9. 3%。结论 � Fo lin酚法和高效液相色谱法能精确测定水芹总酚酸胶囊中总

酚酸和绿原酸含量, 可作为水芹总酚酸胶囊的质量控制方法。
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� � [Abstract] � Objective To estab lish a quality standard for the capsule of total pheno lic acid ex tracted from

Oenanthe Javanica . MethodsO enanthe Javan ica w as identified by thin layer chromatography. Fo lin�Pheno lm eth�
od w as app lied to the determ inat ion of tota l pheno lic acid wh ile h igh performance liquid chrom atography�DAD was

estab lished to determ ine the concentra tion of chlorogen ic ac id in to ta l pheno lic ac id. Chromatog raph ic cond itions:

D iamonsilC18 co lumnw as used as the stat ionary phase, gradient elution w as adopted w ith A: aceton itrile�methano l

( 10∀1) B: 0. 4% phosphoric acid. The detection w aveleng th w as at 325 nm. ResultsUnder the ex isting techno lo�
gy, the highest concentration o f to tal phenolic ac id was 32. 42%; the ch lorogen ic ac id w as 9. 3%. Conclusion The

resu lt show ed that th is method is reliable, accurate and suitab le for qua lity contro l o f the capsu le of total phenolic

acid from O enanthe Javan ica.

� � [Keywords] � capsule of total pheno lic acid from Oenanthe Javanica ; chro logen ic acid; fo lin�pheno lmeh�
tod; h igh perform ance liquid chromatography; th in layer chromatography

� � 水芹 ( Oenanthe Javanica , O J)为伞形科水芹属

植物,又名水英、蜀芹,为 1年生宿根草本,具有清肝

解毒、利水功能,主治黄疸 (即肝炎 )、脉溢 (即心血

管病 )、驱风 (抗过敏 )、消渴 (抗糖尿病 )等症
[ 1, 2 ]
。

植物化学研究表明,水芹全草含有多种脂肪酸、氨基
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酸、香豆素、挥发油、酚类及黄酮类化合物,全草醇水

提取物中酚酸类物质为其主要成分
[ 3 ]
,药效试验证

实水芹总酚酸具有很强的抗肝炎病毒活性和明显的

退黄降酶效果
[ 4�6 ]
。本课题拟开发抗肝炎、保肝水芹

总酚酸胶囊新药, 初步选定用薄层色谱 ( thin layer

chrom atography, TLC )法对水芹总酚酸进行定性鉴

别, 用 Folin酚法, 以原儿茶酸为对照品
[ 7]
和高效液

相色谱 ( h igh performance liqu id chromatography,

HPLC )法作为水芹总酚酸胶囊中总酚酸和其代表成

分绿原酸的质量控制方法。

1� 仪器与试药

� � UV 8453紫外可见分光光度计 (A g ilent公司 ),
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AB265�S电子分析天平 (十万分之一 ) ( METTLER

TOLEDO公司 ), KP3200B型超声波清洗器 (昆山市

超声仪器有限公司 ) , 高效液相色谱仪: W aters 600

泵; W aters DAD996二极管阵列检测器; W atersM il�
lenn ium32工作站 (W aters公司 )。绿原酸、原儿茶

酸对照品 (均为中国药品生物制品鉴定所 ), 乙腈、

甲醇为色谱纯, 磷酸为优级纯, 钨酸钠、磷钼酸、磷

酸、N a2CO3、醋酸乙酯、异丙醇、甲酸、甲醇、无水乙

醇均为分析纯。水芹总酚酸胶囊 (规格: 280 mg /

粒,自制, 批号: 20090220、20090301、20090303 ); 聚

酰胺薄膜 (规格: 8 cm % 8 cm, 50片 /盒,浙江省台州

市路桥四甲生化塑料厂 ), 试验用水为去离子水。

2� 定性鉴别

2. 1� 性状 � 本品为胶囊剂 (规格: 280 mg /粒, 内容

物为棕色粉末;味微苦、略甜 )。

2. 2� 薄层鉴别 � 分别取 3批水芹总酚酸粉末0. 02 g于

25m l量瓶中,加甲醇至刻度,超声 1 h,滤过,滤液浓缩

至 2m ,l作为供试品溶液;另取水芹对照药材 1 g,同法

制成对照药材溶液。照文献 [ 8]薄层色谱法试验,吸取

上述两种溶液各 5 � ,l分别点于同一聚酰胺薄膜上,以

醋酸乙酯�异丙醇�甲酸�水 ( 6∀1∀0. 2∀0. 2)的上层溶液为
展开剂, 展开, 取出, 晾干, 置紫外光灯 ( 365 nm )下检

视。供试品色谱中, 在与对照药材色谱相应的位置上

显相同颜色的斑点。薄层色谱结果如图 1。

1:水芹生药材; 2, 3, 4:水芹总酚酸胶囊

图 1� 水芹薄层色谱图

3� 含量测定

3. 1� Fo lin酚法测定总酚酸含量

3. 1. 1� 溶液的制备 � ( 1)对照品溶液 � 精密称取

干燥至恒重的原儿茶酸对照品 11. 40 mg置 50 m l

量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀,即得原儿

茶酸标准贮备液 (含原儿茶酸 228 �g /m l)。 ( 2)供

试品溶液 � 精密称取按最佳提取分离工艺放大生产
的水芹总酚酸胶囊粉末 (批号: 20090220 ) 0. 010

60 g于 100m l量瓶中, 用甲醇定容, 超声使溶解, 离

心取上清即得。 ( 3)福林试剂的配制 � 称取钨酸钠

40 g, 磷钼酸 8 g和 85%磷酸 20m l。溶于 300 m l水

中, 煮沸加热回流 2 h, 冷却,稀释至 400 m ,l置于棕

色瓶中保存。 ( 4) Na2CO3溶液的配制 � 称取 15 g

Na2CO3,溶于 200 m l水中, 即为 75 g /L N a2CO3溶

液。

3. 1. 2� 测定方法 � 精密吸取样品溶液 1m l于10 m l

带塞试管中,加入 2. 5 m l福林试剂, 放置 5 m in, 再

加入 Na2CO3溶液 2m ,l 50# 水浴保持 5m in,再取出

室温放置 2 h, 于 760 nm
[ 7 ]
测定吸光度。

3. 1. 3� 标准曲线的绘制 � 从原儿茶酸标准贮备液
中分别吸取 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5、3. 0、3. 5、4. 0、

4. 5、5. 0m l于 25 m l量瓶中, 甲醇稀释定容, 摇匀,

浓度分别为 4. 56、9. 12、13. 68、18. 24、22. 80、27. 36、

31. 92、36. 48、41. 04、45. 60 �g /m ,l分别从中精密吸

取 1m ,l按 3. 1. 2项下测定法反应,测定吸光度。以

最终浓度 ( C )为横坐标, 吸光度 ( A )值为纵坐标,

得回归方程:

� � A= 0. 0226C + 0. 0035, r = 0. 9998, n = 10

� � 结果表明 原儿茶酸在 4. 56~ 45. 60 �g /m l范

围内呈良好的线性关系。

3. 1. 4� 稳定性试验 � 取水芹总酚酸胶囊 (批号:

20090301) ,按 3. 1. 1项供试品溶液制备方法制备样

品溶液, 并按照 3. 1. 2项测定方法反应后, 每隔 5

m in测定 1次, 观察吸光度值变化, 结果表明: 样品

显色后在 15 ~ 45 m in之内吸光度值稳定, RSD为

1. 45%。

3. 1. 5� 精密度试验 � 精密吸取对照品按上述反应
后连续测定 5次, 吸光度值 RSD为 1. 20% ,结果表

明仪器精密度良好。

3. 1. 6 � 重复性试验 � 取同一批样品 (批号:

20090220)平行 5份,精密称定, 按 3. 1. 1项供试品

溶液制备方法制备样品溶液, 并按照 3. 1. 2项测定

方法反应。样品平均含量为 21. 42% , RSD 为

2. 72% ,结果表明该方法重复性良好。

3. 1. 7� 回收率试验 � 精密称取同一批号 (批号:

20090220)的水芹总酚酸胶囊样品 8份,分别加入一

定量的原儿茶酸对照品, 按 3. 1. 1项下方法制得供
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试液后,按 3. 1. 2项下显色和测定,计算总酚酸的回

收率, 结果见表 1。

表 1� 总酚酸测定回收率 ( n = 8)

取样量

( �g)

样品量

( �g)

加入量

(�g)

测得量

( �g)

回收率

(% )

�x

(% )

RSD

(% )

4000 856. 77 228. 00 1068. 92 98. 53

4000 856. 77 228. 00 1057. 43 97. 47

4300 921. 03 456. 00 1386. 74 100. 71

4100 878. 19 456. 00 1325. 49 99. 34

4200 899. 61 684. 00 1597. 67 100. 89 99. 90 1. 38

4600 985. 28 684. 00 1698. 93 101. 77

4600 985. 28 912. 00 1904. 85 100. 39

4600 985. 28 912. 00 1898. 43 100. 06

3. 1. 8� 含量测定 � 分别精密称取 3批水芹总酚酸

胶囊粉末适量, 按 3. 1. 1方法制备供试品溶液, 按

3. 1. 2项下显色和测定,记录吸光度, 根据标准曲线

计算含量, (样品含量较高时, 应稀释适当倍数, 使

吸光度 ( A )值在线性范围内 )结果见表 2。

表 2� 水芹总酚酸胶囊中总酚酸含量测定结果 ( n = 5)

批号 含量 (% )

20090220 21. 42

20090301 32. 42

20090303 31. 33

3. 2� HPLC法测定总酚酸中绿原酸含量

3. 2. 1� 溶液的制备 � ( 1)对照品溶液 � 精密称取

干燥至恒重的绿原酸对照品 4. 85 mg置 25 m l棕色

量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 即得绿原

酸标准品贮备液 (含绿原酸 0. 194 mg /m l) ,精密移

取贮备液 5. 0m l置 25m l棕色量瓶中,甲醇定容至

刻度, 摇匀即得 38. 8 �g /m l绿原酸标准品溶液, 4#

冷藏备用。 ( 2)供试品溶液 � 精密称取按最佳提取
分离工艺放大生产的水芹总酚酸胶囊粉末约 (批

号: 20090303) 0. 01 g于 50m l量瓶中, 甲醇定容,超

声使溶解, 0. 45 �m有机系滤膜滤过,即得。

3. 2. 2� 色谱条件 � 色谱柱: D iamonsil C18柱 ( 150

mm % 4. 6 mm, 5 �m ); 流动相: A: 乙腈 �甲醇 ( 10∀1)

B: 0. 4%磷酸; 检测波长: 325 nm, 柱温: 室温; 梯度

洗脱; 洗脱程序见表 3。

表 3� 流动相梯度洗脱程序

时间 (m in) 流动相 A (% )

0~ 32 16

32~ 35 16~ 27

35~ 52 27

52~ 53 27~ 16

53~ 60 16

� � 在以上色谱条件下, 样品中绿原酸与其他组分

的色谱峰分离良好,见图 2。

A:对照品; B:样品; 1:绿原酸

图 2� HPLC色谱图

3. 2. 3� 检测波长的选择 � 采用 DAD检测器对绿原

酸标准品进行扫描,考虑吸收峰强度及溶剂干扰情

况, 选择 325 nm最大吸收处作为检测波长。

3. 2. 4� 线性关系的考察和标准曲线 � 精密吸取对
照品溶液 2. 5、5. 0、7. 5、10. 0、12. 5 �,l依次注入

HPLC仪,测定绿原酸峰面积, 以绿原酸含量 ( X )为

横坐标,峰面积 ( Y )为纵坐标, 绘制标准曲线, 结果

表明绿原酸进样量在 97~ 485 ng范围内呈良好的

线性关系,其回归方程为:

� � Y= 2860. 5X+ 25 339, r = 0. 9999, n = 5

3. 2. 5� 精密度试验 � 精密吸取绿原酸对照品溶液
10 �,l在上述色谱条件下,重复进样 6次, 以绿原酸

峰面积计算 RSD为 1. 43%, 表明本方法精密度良

好。

3. 2. 6 � 稳定性试验 � 精密吸取供试品 (批号:

20090301)溶液 10 � ,l分别在 0、1、3、5、7、10 h进样,

按上述色谱条件测定峰面积,得 RSD为 1. 02% ,说明

供试品在 10 h内稳定,能满足含量测定的需要。
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3. 2. 7� 重复性试验 � 取同一批样品 (批号: 20090303) 6

份,按 3. 2. 1( 2)项下供试品溶液的制备方法制备供试

品溶液,按 3. 2. 2色谱条件进行测定,计算绿原酸的平

均含量为 9. 3%, RSD为 1. 0%,结果表明本方法具有较

好的重复性。

3. 2. 8� 加样回收率试验 � 精密称取已知含量的水

芹总酚酸胶囊粉末 (批号: 20090303) 21. 54 mg置

100m l量瓶中,按 3. 2. 1( 2)项下供试品溶液配制方

法制备样品贮备液, 精密移取 15. 0 m l该贮备液 6

份置 25 m l量瓶中,精密加入按 3. 2. 1( 1)项下制备

的绿原酸对照品溶液 7. 0m ,l按 3. 2. 1( 2)项下制备

供试品溶液,按 3. 2. 2色谱条件进行测定, 计算回收

率。

表 4� 回收率测定结果 ( n = 6)

取样量

( m l)

样品量

( �g)

加入量

(�g)

测得量

( �g)

回收率

(% )

�x

(% )

RSD

(% )

15. 0 300. 59 271. 6 591. 55 103. 38

15. 0 300. 59 271. 6 588. 02 102. 76

15. 0 300. 59 271. 6 578. 97 101. 18 101. 99 1. 20

15. 0 300. 59 271. 6 587. 62 102. 69

15. 0 300. 59 271. 6 582. 67 101. 83

15. 0 300. 59 271. 6 572. 54 100. 06

3. 2. 9� 样品测定 � 分别精密称取 3批水芹总酚酸

胶囊样品,按 3. 2. 1( 2)方法制备供试品溶液, 按上

述色谱条件测定绿原酸含量,结果见表 5。

表 5� 水芹总酚酸胶囊样品测定结果 ( n = 6)

批号 含量 (% )

20090220 6. 7

20090301 7. 0

20090303 9. 3

4� 讨论

4. 1� 本实验室中生产的水芹总酚酸泛指所有能被

醇水系统提取的含酚羟基的成分, 植物总多酚的测

定方法有很多,曾尝试过铁氰化钾 �三氯化铝法 [ 9 ]
、

重氮化比色法
[ 10 ]
等,都因显色不稳定或步骤繁琐而

未被采用。Fo lin酚法常见于花粉和蜂蜜中总酚类

的含量测定, 本实验将其引入植物总酚酸的测定。

实验证实,该方法重复性更好、反应体系稳定性更

高、实验步骤更简单、对实验人员专一性要求低, 因

此更易于生产工艺质量控制定量分析要求。

4. 2� 检测波长的确定 � 用二极管阵列检测器分析

比较了绿原酸对照品色谱峰和样品所测成分相应色

谱峰的紫外光谱, 结果对照品和样品中绿原酸均在

324. 4 nm有最大吸收,故选择 325 nm为测定波长。

4. 3� 洗脱程序的确定 � 曾经选用乙腈 �甲醇, 乙腈 �
甲醇 �0. 4%磷酸等体系进行等度和梯度洗脱, 结果

表明采用等度洗脱,分离度达不到要求,样品中物质

也不能完全出峰, 影响后续分离。因此, 选用乙腈 �
甲醇 �0. 4%磷酸梯度洗脱,按照洗脱程序, 每次运行

梯度后,柱平衡 7m in,得到的色谱峰分离度较好。
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