
天然产物研究与开发 Nat Prod Res Dev 2011，23: 1103-1106

文章编号:1001-6880(2011)06-1103-04

收稿日期: 2010-06-11 接受日期: 2010-10-12
* 通讯作者 Tel: 86-851-5713626; E-mail: khyangbiyu@ 163． com

川楝子中香草酸含量测定研究

杜怡昊
1，刘建华2，李计龙3，安立群3，杨迺嘉2*

1
四川农业大学生命科学与理学院，雅安 625014; 2 贵州省生物技术研究开发基地，

贵阳 550002; 3 贵州大学生命科学学院，贵阳 550025

摘 要:本实验采用薄层色谱法对川楝子中香草酸、异香草酸进行定性鉴别; 采用高效液相色谱法对川楝子中
香草酸进行含量测定。色谱柱: Hypersil BDS C18 ( 250 mm × 4． 60 mm，5 μm) ，柱温: 30 ℃，流动相:甲醇∶水∶冰

乙酸 = 25∶ 75∶ 0． 5，流速: 1． 0 mL·min-1，检测波长: 260 nm。最终，定性鉴别斑点清晰。结果表明香草酸含量在
1． 022 ～ 16． 352 μg范围内，进样量与峰面积呈良好线性关系，相关系数 r = 0． 9998;香草酸的平均回收率为 102．
45%，RSD = 1． 22% ( n = 6) 。
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Content Determination of Vanillic Acid in Melia toosendan Sieb．
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Abstract: In this research，vanillic acid and iso-vanillic acid in Melia toosendan Sieb． were identified by TLC． The con-
tent of vanillic acid was determined by HPLC． The HPLC system consisted of BDS-C18，methanol-water-acetic acid ( 25
∶ 75∶ 0． 5) as mobile phase，flow rate of 1． 0 mL /min and column tempreture of 30 ℃ ． The eluate was detected at 260
nm． The TLC spots developed were fairly clear． The control content of vanillic acid was within the range of 1． 022 ～ 16．
352 μg，and there was fine linearship between the sample input and the peak area． The average recovery was 102． 45%，
r = 0． 9998 ( n = 6) ，RSD = 1． 22% ．
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川楝子( toosendan fruit) 为楝科植物川楝( Melia
toosendan Sied． ) 的成熟果实［1］，具有舒肝驱虫，行气
止痛的作用，其主治热厥心痛、胁痛、疝痛、虫积腹
痛
［2］。其中川楝素为其驱除蛔虫的有效成分，另
外，其他文献资料表明［3，4］: 川楝子对胃病、皮肤病
及前列腺炎等也有很好疗效。香草酸 ( vanillic
acid) 有抗细菌和抗真菌作用，体外显示还具抗炎症
活性
［5］，但川楝子中香草酸的定性和定量方面研究

还未见报道。本文采用薄层色谱法和高效液相色谱
法对川楝子中的香草酸进行定性鉴别和定量分析，

为进一步研究川楝子提供依据。

1 仪器与药材
高效液相色谱仪: 岛津 LC-10A 液相色谱仪，

SPD-10A紫外检测器，南宁威玛龙色谱工作站。色
谱柱为 Hypersil BDS C18 ( 250 mm × 4． 60 mm，5
μm) ;香草酸对照品( 0823-9802) 购自中国药品生物
制品检定所，异香草酸对照品 ( 14210 ) 购自上海晶
纯试剂有限公司( 纯度 97% ) ;摇摆式高速中药粉碎
机( 浙江温岭市大德中药机械有限公司) ; SYFM-8II
型超微粉碎机( 济南松岳机器有限责任公司) ; 紫外

可见分光光度计: TU-1800SPC;薄层用硅胶 G板( 青
岛海洋化工厂分厂) 。供试的三组药材来自不同批
次川楝子，采自四川，由贵阳中医学院张荣川教授鉴

定为楝科植物川楝的成熟果实;甲醇为色谱纯，水为

重蒸馏水，其余试剂均为分析纯。

2 实验方法
2． 1 薄层色谱鉴别
取川楝子药材粉碎成细粉，称取 2． 5 g，置锥形

瓶中，加入 0． 1N HCl 1 mL，乙酸乙酯 20 mL，超声 50



min，过滤，置水浴挥干，残渣加无水乙醇 1 mL 溶解
作为供试品溶液，另取香草酸、异香草酸对照品配制
成 1 mg /mL的对照品溶液。按照《中国药典》2010
版一部附录ⅥB中薄层色谱法试验方法，将香草酸、
异香草酸对照品溶液与供试品溶液点于同一硅胶

GF254薄层板上，正己烷-氯仿-冰乙酸( 10∶ 5∶ 1) 为展
开剂，展开，取出，晾干。
2． 2 含量测定
2． 2． 1 检测波长的选择
经对香草酸对照品溶液进行紫外扫描，发现在

260 nm处有最大吸收峰。因此选择 260 nm 作为检
测波长。
2． 2． 2 对照品溶液的制备
精密称取香草酸对照品适量，加甲醇制成每 1

mL含 16． 3 μg 的溶液 1; 将对照品配制成香草酸
( 每 1 mL约含 15 μg) 和异香草酸( 每 1 mL约含 10
μg) 的混合溶液 2。
2． 2． 3 供试品溶液的制备
取本品粉末 2． 5 g，精密称定，置具塞磨口锥形

瓶中，加入 0． 1 N HCl 1 mL，乙酸乙酯 20 mL，超声
50 min，过滤，置水浴挥干溶剂，残渣加 5 mL甲醇使
溶解，滤过，取滤液过 0． 45 μm 的微孔滤膜，所得滤
液作为供试品溶液 1; 称取样品 2． 5 g，用 20 mL 甲
醇超声 30 min，滤过，取滤液过 0． 45 μm 的微孔滤
膜，所得滤液作为供试品溶液 2。
2． 2． 4 色谱条件
色谱柱: Hypersil BDS C18 ( 250 mm × 4． 60 mm，

5 μm) ，柱温: 30 ℃ ; 流动相: 甲醇-水-冰乙酸 = 25
∶ 75∶ 0． 5，流速: 1． 0 mL·min-1，检测波长: 260 nm。
测定法: 分别精密吸取对照品溶液与供试品溶

液各 10 μL，注入高效液相色谱仪，进行含量测定。
2． 2． 5 线性关系考察
精密吸取香草酸对照品溶液适量，置于 10 mL

容量瓶中，加入甲醇至刻度，使对照品浓度分别达到

1． 022、2． 044、4． 088、8． 176、16． 352 μg /mL，再精密
吸取 10 μL注入高效液相色谱仪，依法测定，以峰面
积为纵坐标，香草酸浓度为横坐标，绘制标准曲线。
2． 2． 6 精密度考察
取同一对照品，分别重复进样 5 次，测定香草酸

的含量。
2． 2． 7 重复性试验
取本品 6 份，精密称定样品，按［样品含量测

定］项下的方法操作，制成供试品溶液，测定香草酸

的含量。
2． 2． 8 稳定性试验
将配置好的供试品溶液在室温下放置，分别于

0、2、4、8、12 h测定香草酸的含量。
2． 2． 9 加样回收率试验
精密称取已知含量的样品共 6 份，分别加入等

量香草酸对照品，照供试品方法制备，测定香草酸的

含量。
2． 2． 10 川楝子中香草酸的含量测定
按 2． 2． 3 项下方法，将三批不同批次川楝子药

材制备供试品溶液，并测定其香草酸的含量。

3 实验结果
3． 1 薄层色谱鉴别结果
( UF254 + UF360 下观察) 在与对照品色谱相应

的位置显相同斑点。见图 1。( 香草酸 Rf 值 0． 62，
异香草酸 Rf 值 0． 5)

图 1 川楝子的 TLC
Fig. 1 Thin layer chromatography of toosendan fruit

1．香草酸对照品 2．供试品 3．异香草酸对照品
1． the standard of vanillic acid 2． sample 3． the standard of iso-va-

nillic acid

3． 2 高效液相色谱测定结果
本实验对提取溶剂进行了考察，比较了甲醇、无

水乙醇、乙酸乙酯、酸性乙酸乙酯、冰乙酸-水的提取
效果，用酸性乙酸乙酯作为提取溶剂时，杂质少，峰

面积较大，香草酸提取量也较完全，同时塔板数与分

离度也处于较高水平，因此本实验采用酸性乙酸乙

酯进行提取。
本实验还对超声提取时间进行了考察，比较了

10、20、30、40、50 min与 60 min 的超声提取效果，发
现前 50 分钟内，香草酸含量随超声时间延长而增
长，且在 50 min时，香草酸的含量达到顶点，若超声
60 min，香草酸含量反而降低。因此本实验的样品
超声提取时间采用 50 min。
3． 2． 1 对照品溶液的 HPLC图谱分别见图 2 和图 3
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3． 2． 2 供试品溶液的 HPLC图谱分别见图 4 和图 5

图 4 川楝子样品 1 的 HPLC图
Fig. 4 HPLC of toosendan fruit ( NO． 1)

图 4 川楝子样品 2 的 HPLC图
Fig. 5 HPLC of toosendan fruit ( NO． 2)

3． 2． 3 线性关系考察
线性回归方程: A = 51035C + 19875，r =

0. 9998。结果表明:香草酸在 1． 022 ～ 16． 352 μg 范
围内具有良好的线性关系。
3． 2． 4 精密度考察
对照品溶液中香草酸 RSD = 0． 80% ( n = 5) 。

3． 2． 5 重复性试验
平均含量为 28． 14 mg /g，RSD为 1． 30%。

3． 2． 6 稳定性试验
结果样品溶液在 12 h 内基本稳定，RSD 为

1. 15%。
3． 2． 7 加样回收率试验
香草酸平均回收率为 102． 45%，RSD = 1． 22%

( n = 6) ，结果见表 1。

表 1 香草酸回收率实验结果
Table 1 The result of the experiment about recovery

取样量
Sample weight ( g)

样品中香草酸的量
Quantity of vanillic
acid in sample
( μg)

加入香草酸对照品量
Quantity of vanillic
acid added( μg)

实测值
Measured value( μg)

回收率
Recovery( % )

1． 2524 35． 2476 15 50． 6302 102． 55

1． 2582 35． 4109 15 50． 8422 102． 88

1． 2537 35． 2842 15 50． 5719 101． 92

1． 2557 35． 3405 15 50． 7912 103． 00

1． 2547 35． 3124 15 50． 3579 100． 35

1． 2594 35． 4446 15 51． 0474 102． 55

X = 102． 45% RSD = 1． 22%

3． 2． 8 川楝子中香草酸的含量测定测定结果见表2。
表 2 川楝子中香草酸的含量测定结果

Table 2 The result of content determination of vanillic acid in

Melia toosendan Sieb．

批次 No．
川楝子中香草酸含量
Contents of vanillic acid
( μg /g)

平均百分含量
Average content( % )

1 35． 171 0． 0034

2 33． 184

3 33． 840

4 讨论
4． 1 实验中采用香草酸对照品溶液进行紫外扫
描，发现 260 nm有最大的吸收峰，故采用 260 nm作
为本实验的检测波长。
4． 2 对异香草酸进行了薄层色谱和高效液相色谱
定性鉴别。
薄层色谱鉴别，用不同的展开剂进行摸索后确

定展开剂为:正己烷-氯仿-冰乙酸( 10∶ 5∶ 1) ，能较好
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的将香草酸和异香草酸分开，且 Rf 值适中。
高效液相色谱测定方法同 2． 2． 3，采用对照品

溶液 2和供试品溶液 2 进样，是为了方便快速的鉴别
样品中是否有异香草酸，并未用此方法做含量测定。
目前，对川楝子药材的研究较少，有关川楝子中

香草酸定量方面的研究还未见报道，本试验建立了

川楝子药材中的香草酸的薄层鉴别及含量测定方

法，且方法简单可行，重复性好，结果准确可靠，为进

一步开发利用川楝子药材提供参考。
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