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一测多评法测定藏茴香中异绿原酸A、新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原

酸B、异绿原酸C
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摘 要：目的  建立一测多评法（QAMS）测定藏茴香中 6种咖啡酰奎宁酸类成分含量，并验证该方法在藏茴香质量评价中

应用的可行性与适用性。方法  取藏茴香粉末（过三号筛）0.5 g，精密加入 70%甲醇 20 mL，超声处理（250 W、频率 53 kHz）

30 min，制备供试品溶液；采用Phenomenex GeminiR C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以乙腈-0.1%甲酸水溶液为流动

相，梯度洗脱，检测波长为 330 nm，体积流量 1.0 mL·min−1，柱温 30 ℃，进行专属性、供试品提取条件、检测波长选择、

色谱条件、线性关系、精密度、重复性、稳定性、加样回收率方法学考察，建立异绿原酸A、新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、异绿原酸B、异绿原酸C成分含量检测的HPLC法；以异绿原酸A为内参成分，分别计算新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、异绿原酸B、异绿原酸C 5种成分的相对校正因子，分别采用 3种不同色谱仪和 3种色谱柱进行相对校正因子、相对保

留时间耐用性考察，对藏茴香样品同时采用外标法与 QAMS 测定 6 种成分的质量分数，比较 2 种测定方法结果的差

异。结果  建立的 6种成分的HPLC检测方法的专属性、供试品提取条件、检测波长选择、色谱条件、线性关系、精密度、

重复性、稳定性、加样回收率均符合要求；新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸B、异绿原酸C的相对校正因子平均

值分别是 1.362、1.257、1.335、1.470、1.134，3种不同色谱仪和 3种色谱柱对相对校正因子、相对保留时间均无明显影响；

QAMS与外标法 2种方法测定 3批藏茴香样品中 6种成分得到的结果之间无显著差异。结论  建立的QAMS简便、准确、可

靠，可用于藏茴香中 6种咖啡酰奎宁酸类成分——异绿原酸A、新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸B、异绿原酸C的

定量分析。
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Abstract: Objective To establish a method for the content determination of six caffeoylquinic acids components in Carum carvi L. 

through quantitative analysis of multi-components with single marker (QAMS). To verify the feasibility and applicability of the 

method in its quality control. Methods Take 0.5 g of C. carvi  powder (through the third sieve), accurately add 20 mL of 70% 
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methanol, and conduct ultrasonic treatment (250 W, frequency 53 kHz) for 30 min to prepare the test solution.  Phenomenex GeminiR 

C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) was used, acetonitrile-0.1% formic acid aqueous solution was used as mobile phase, gradient 

elution, flow rate was 1.0 mL·min−1, column temperature was 30 ℃, and detection wavelength was 330 nm. Conduct methodological 

studies on specificity, test article extraction conditions, detection wavelength selection, chromatographic conditions, linear 

relationship, precision, repeatability, stability, and sample addition recovery. With isochlorogenic acid A as the internal reference 

component, relative correction factors of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, isochlorogenic acid B and 

isochlorogenic acid C was established. Three different chromatographs and three chromatographic columns were used to investigate 

the relative correction factor and relative retention time durability. The external standard method and QAMS were used to 

simultaneously determine the mass fractions of six components in C. carvi samples, and the differences between the two 

determination results were compared. Results The specificity, extraction conditions, detection wavelength selection, 

chromatographic conditions, linear relationship, precision, repeatability, stability, and sample recovery of the established HPLC 

detection methods for the six components meet the requirements. The relative positive factors of isochlorogenic acid A and 

neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, isochlorogenic acid B and isochlorogenic acid C were 1.362, 1.257, 

1.335, 1.470, and 1.134, respectively. Three different chromatographs and three chromatographic columns had no significant impact 

on the relative correction factor and relative retention time. There was no significant difference between the calculated values of six 

components in three batches of samples by the QAMS and the measured values of the external standard method. Conclusion The 

method established in the study is simple and stable, and can be used for the synchronous quality control of six components 

(isochlorogenic acid A, neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, isochlorogenic acid B and isochlorogenic 

acid C) in C. carvi.

Key words: Carum carvi L.; quantitative analysis of multi-components with single marker (QAMS); relative correction factor; 

caffeoylquinic acids; isochlorogenic acid A; neochlorogenic acid; chlorogenic acid; cryptochlorogenic acid; isochlorogenic acid B; 

isochlorogenic acid C

藏 茴 香 为 伞 形 科（Umbelliferae）葛 缕 子 属

Carum植物藏茴香 Carum carvi L.的果实。藏茴香

是汉语名称，又名葛缕子、贡蒿子，Kerwiyea是维吾

尔医习用名称［1］。藏茴香植物为多年生草本，原产

于中东和欧洲，亚洲、北美洲和北非洲均有分布［2］，

我国东北、华北、西北、四川、青海和西藏等地均有

广泛分布［3］。藏茴香资源量丰富，其根、果入药，其

药性温，味微辛，有芳香健胃、驱风理气之功效，是

维吾尔医临床用于治疗白癜风的重要药材之一，临

床疗效显著［4-5］。藏茴香的挥发油类成分早已引起

学者关注，其主要成分香芹酮具有抗紫癜和抗氧化

的药理作用［6-8］。研究证明含有较多咖啡酸衍生物

的药用植物往往具有强抗氧化活性，其含量与自由

基阳离子清除活性和自由基清除活性呈正相关［9］。

课题组前期采用超高效液相-轨道阱高分辨质谱组

合质谱（UHPLC-Q-orbitrap HRMS/MS）从藏茴香中

鉴定出大量咖啡酸衍生物类成分，提示除了挥发油

之外，咖啡酸衍生物有可能是藏茴香中另一类活性

成分群。

中药的活性化学成分众多，其疗效往往是多种

活性成分的协同作用。现有的中药质量控制标准

大多采用外标法，仅以 1～2个代表成分的含量测定

来控制其质量，不足以全面科学地反映其内在质

量，存在一定的缺陷或者不足。外标法是最常用的

化学成分含量分析方法之一，由于某些对照品购买

成本较高、且具有化学多样性和检测的不稳定性等

因素，使其具有局限性［10］。为了解决这一问题，王

智民等［11］首次系统地提出了一测多评法（QAMS）。

《中国药典》2015年版已报道此法适用于中药材的

含量测定，其优点是实现每种分析成分含量独立测

定的同时可以节约实验成本，缩短检测时间。目前

有关藏茴香的QAMS研究比较缺乏，本研究采用此

技术，以异绿原酸A为内参成分，建立藏茴香中 6种

咖啡酰基奎宁酸成分的QAMS，为藏茴香物质基础

研究与质量评价提供了一种操作简便、快速高效的

含量测定方法。

1　材料

1.1　主要仪器

G1311C 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公

司）；LC-20AT型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

DIONEX 型高效液相色谱仪（美国戴安公司）；

Phenomenex Gemini® C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

色谱柱；Thermo Scientific Syncronis C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）色谱柱；InertSustain® C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）色谱柱；UV-1800型紫外可见分光光

度计（日本岛津公司）；SK7210HB 型超声波清洗
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器（上海科导超声仪器有限公司）；Sartorius BT 25S

型十万分之一电子天平、Sartorius CPA124s型万分

之一电子天平（德国赛多利斯公司）；YP5102型电子

天平（上海光正医疗仪器有限公司）；TGL-20B型高

速离心机、R-210型旋转蒸发仪、B-491型恒温水浴

锅（瑞士步琦公司）；DHG-9070A型电热恒温鼓风干

燥箱（上海齐欣科学仪器有限公司）；FW-100型高速

万能粉碎机（北京市永光明医疗仪器有限公司）。

1.2　药材及主要试剂

对照品：绿原酸（批号 15060713）购自上海士峰

生物科技有限公司；异绿原酸A（批号16031611）、异

绿原酸C（批号16031613）购自北京恒元启天化工技

术研究院；异绿原酸 B（批号 0304/2018）、新绿原

酸（批号 0401/2017）、隐绿原酸（批号 1404/2018）购

自上海纯优生物科技有限公司，质量分数均≥98%。

甲醇、乙腈、甲酸均为色谱纯，纯化水（杭州娃哈哈

集团有限公司），其余试剂均为分析纯。

藏茴香（批号分别是 20180715、20201224 和

20220808）购自青海优润堂商贸有限责任公司，经

中国科学院新疆理化技术研究所鲁春芳副研究员

鉴定为伞形科（Umbelliferae）葛缕子属 Carum L.植

物藏茴香C. carvi L.的干燥成熟果实。藏茴香的植

物标本存放于中国科学院新疆生态与地理研究所

标本馆，乌鲁木齐。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

采 用 Phenomenex Gemini® C18 （ 250 mm×

4.6 mm ，5 μm）色谱柱，以乙腈（A）-0.1%甲酸水溶

液（B）为流动相，梯度洗脱（0～9 min，9%→11% A；

9～14 min，11%→15% A；14～16 min，15%→17% 

A；16～35 min，17% A；35～36 min，17%→19% A；

36～60 min，19%→22% A），检测波长为 330 nm，体

积流量1.0 mL·min−1，柱温30 ℃，进样量10 μL。

2.2　供试品溶液的制备

取藏茴香粉末（过三号筛）0.5 g，精密称定，置

具塞锥形瓶中，精密加入 70%甲醇 20 mL，密塞，称

定质量，超声处理（250 W、频率 53 kHz）30 min，取

出，放冷，再称定质量，用相应溶剂补足减失的质

量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.3　对照品溶液的制备

分别取绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸

A、异绿原酸 B 和异绿原酸 C 对照品适量，精密称

定，分别加甲醇制成绿原酸（127.2 µg·mL−1）、新绿原

酸（30.8 µg·mL−1）、隐绿原酸（33.8 µg·mL−1）、异绿原

酸 A（314.2 µg·mL−1）、异绿原酸 B（67.2 µg·mL−1）和

异绿原酸 C（177.7 µg·mL−1）对照品贮备液，分别精

密吸取上述对照品贮备液各 1 mL于 10 mL量瓶中，

加甲醇至刻度制成混合对照品工作液（绿原酸

12.72 µg·mL−1、新绿原酸 3.08 µg·mL−1、隐绿原酸

3.38 µg·mL−1、异绿原酸 A 31.42 µg·mL−1、异绿原酸

B 6.72 µg·mL−1、异绿原酸C 17.77 µg·mL−1）。

2.4　方法学考察

2.4.1　专属性考察　取混合对照品工作液和供试

品溶液，按照“2.1”项色谱条件进样，色谱图见图1。

2.4.2　供试品提取条件考察 （1）提取溶剂考察： 

取藏茴香粉末（过三号筛）4 份，每份 0.5 g，精密称

定，置具塞锥形瓶中，分别精密加入 100%、70%、

50%、30% 甲醇各 20 mL，密塞，称定质量，超声处

理（250 W、频率 53 kHz）30 min，取出，放冷，再称定

质量，用相应溶剂补足减失的质量，摇匀，滤过，取

续滤液，按“2.1”项下色谱条件分别测定绿原酸、新

绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和异绿

原酸 C 的峰面积，计算质量分数。结果表明，采用

100%、70%、50%甲醇提取 6种成分的质量分数差异

不大，其中 70% 甲醇提取的成分质量分数略高，而

采用 30%甲醇无法提取出 6种成分，故采用 70%甲

醇提取。见表1。

（2）提取溶剂用量考察：取藏茴香粉末（过三号

筛）5份，每份 0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，分

别精密加入 70%甲醇 10、15、20、30、40 mL，密塞，称

表 1　供试品提取溶剂考察结果

Table 1　Investigation result of extraction solvent for test samples

编号

1

2

3

4

取样量/

g

0.502 2

0.499 9

0.501 0

0.501 7

提取溶剂

100%甲醇

70%甲醇

50%甲醇

30%甲醇

溶剂体积/

mL

20

20

20

20

超声时间/

min

30

30

30

30

质量分数/（mg·g−1）

绿原酸

0.50

0.51

0.51

0.00

新绿原酸

0.10

0.11

0.11

0.00

隐绿原酸

0.16

0.16

0.15

0.00

异绿原酸A

0.82

0.82

0.81

0.00

异绿原酸B

0.27

0.29

0.28

0.00

异绿原酸C

0.62

0.63

0.63

0.00
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定质量，超声处理（250 W、频率 53 kHz）30 min，取

出，放冷，再称定质量，用相应溶剂补足减失的质

量，摇匀，滤过，取续滤液，按“2.1”项下色谱条件分

别测定绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸A、异

绿原酸 B 和异绿原酸 C 的峰面积，计算质量分数。

结果表明，随着溶剂体积增大，所测得 6种成分的含

量变化并不大，其中采用 20 mL 70%甲醇提取的成

分质量分数略高于其他；但随着溶剂体积逐渐增

大，HPLC检测时相应成分的峰面积响应值逐渐减

小，当溶剂体积过大时，供试品溶液浓度过低，某些

成分的峰面积响应值太小，影响检测，同时，基于节

省溶剂的考虑 ，采用 20 mL 70% 甲醇来提取。

见表2。

（3）超声时间考察：取藏茴香粉末（过三号筛）

0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 70%甲

醇20 mL，密塞，称定质量，分别超声处理（250 W、频

率 53 kHz）20、30、40 min，取出，放冷，再称定质量，

用相应溶剂补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，按“2.1”项下色谱条件分别测定绿原酸、新绿原

酸、隐绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸

C的峰面积，计算质量分数。结果表明，随着超声时

间延长，所测得 6种成分的质量分数变化并不大，基

于降低能耗与经济成本的考虑，采用超声 20 min提

取。见表3。

2.4.3　检测波长选择 采用二极管阵列检测

器，选取 200～400 nm 的波长，分别对质量浓度

为12.72 µg·mL−1的绿原酸、质量浓度为3.08 µg·mL−1的

新绿原酸、质量浓度为 3.38 µg·mL−1的隐绿原酸、质

量浓度为 31.42 µg·mL−1 的异绿原酸 A、质量浓

度为 6.72 µg·mL−1 的异绿原酸 B 和质量浓度为

17.77 µg·mL−1的异绿原酸C进行扫描，其最大吸收

波长为 330 nm，考虑到检测灵敏度等问题，选取

330 nm为检测波长。

2.4.4　流动相考察 筛选了多种色谱流动相体

系：（1）乙腈-0.1% 磷酸水体系；（2）乙腈-0.1% 甲酸

表 2　供试品提取溶剂用量考察结果

Table 2　Investigation result of extraction solvent dosage for test samples

编号

1

2

3

4

5

取样量/g

0.501 3

0.500 2

0.499 7

0.502 6

0.504 4

提取溶剂

70%甲醇

70%甲醇

70%甲醇

70%甲醇

70%甲醇

溶剂体积/

mL

10

15

20

30

40

超声时间/

min

30

30

30

30

30

质量分数/（mg·g−1）

绿原酸

0.49

0.50

0.51

0.50

0.51

新绿原酸

0.10

0.10

0.11

0.11

0.11

隐绿原酸

0.15

0.16

0.16

0.15

0.16

异绿原酸A

0.81

0.81

0.82

0.82

0.82

异绿原酸B

0.27

0.27

0.29

0.27

0.28

异绿原酸C

0.62

0.62

0.63

0.62

0.63

表 3　供试品超声提取时间考察结果

Table 3　Investigation result of ultrasonic extraction time for test samples

编号

1

2

3

取样量/g

0.500 2

0.499 9

0.501 0

提取溶剂

70%甲醇

70%甲醇

70%甲醇

溶剂体积/

mL

20

20

20

超声时间/

min

20

30

40

质量分数/（mg·g−1）

绿原酸

0.51

0.51

0.51

新绿原酸

0.10

0.11

0.10

隐绿原酸

0.16

0.16

0.16

异绿原酸A

0.81

0.83

0.83

异绿原酸B

0.27

0.28

0.28

异绿原酸C

0.61

0.63

0.63
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1-新绿原酸；2-绿原酸；3-隐绿原酸；4-异绿原酸 B；5-异绿原酸

A；6-异绿原酸 C

1-neochlorogenic acid; 2-chlorogenic acid; 3-cryptochlorogenic acid; 4-

isochlorogenic acid B; 5-isochlorogenic acid A; 6-isochlorogenic acid C

图1　混合对照品（A）和藏茴香供试品（B）的HPLC色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference

subtances (A) and C. carvi fruits for test (B)
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水体系；（3）乙腈-0.3% 甲酸水体系。经比较得出，

采用乙腈-0.1%甲酸水为流动相，梯度洗脱，得出的

藏茴香中绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸A、

异绿原酸B和异绿原酸C的峰形及分离度等都较其

他方法优，出峰时间亦较理想，所以采用乙腈-0.1%

甲酸水为色谱流动相进行梯度洗脱。

2.4.5　线性关系考察 精密吸取混合对照品工作

液，按“2.1”项下色谱条件，分别依次进样 1、3、5、7、

10、15、20、25、30 μL，测定峰面积，以峰面积为纵坐

标，对照品进样量为横坐标，绘制标准曲线。绿原

酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和

异绿原酸C的线性回归方程、相关系数和线性范围

见表4。

2.4.6　精密度考察 精密吸取混合对照品工作液，

按“2.1”项下色谱条件，每次进样 10 μL，连续测定 6

次，分别记录绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、异绿原

酸A、异绿原酸B和异绿原酸C的峰面积，计算相对

标 准 偏 差（RSD）分 别 是 0.94%、1.02%、0.96%、

1.01%、1.15%、0.96%，表明仪器的精密度良好。

2.4.7　重复性考察 取同批藏茴香供试品粉末 6

份，每份 0.5 g，精密称定，按照“2.2”项下方法制备，

按“2.1”项下色谱条件分别测定绿原酸、新绿原酸、

隐绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸C的

峰面积，计算其平均质量分数分别是 0.51、0.11、

0.16、0.81、0.28、0.62 mg·g−1，RSD 分别是 0.73%、

0.90%、1.99%、0.51%、2.12%、0.62%，表明本方法重

复性良好。

2.4.8　稳定性考察 取藏茴香供试品粉末 0.5 g，精

密称定，按照“2.2”项下方法制备，分别于 0、3、6、9、

12、15、18、21、24 h进样 1次，进样 10 μL，按“2.1”项

下色谱条件分别测定绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、

异绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸C的峰面积，计

算 其 RSD 分 别 是 0.95%、1.48%、1.62%、0.25%、

1.48%、0.17%，表明供试品溶液在24 h内稳定。

2.4.9　加样回收率考察 取已知待测物质量分数

的藏茴香（批号 20201224，绿原酸、新绿原酸、隐绿

原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸C的质量

分数分别是0.513 9、0.107 2、0.162 0、0.813 1、0.278 4、

0.620 2 mg·g−1）粉末（过三号筛）9份［12］，每份 0.25 g，

精密称定，置具塞锥形瓶中，分别按照样品中待测

成分的量与对照品 1∶0.8、1∶1、1∶1.2的量加入对照

品，每种浓度各制备 3份，按照“2.2”项下方法制备，

按“2.1”项下色谱条件测定，记录待测成分的峰面

积，计算回收率。结果表明，绿原酸、新绿原酸、隐

绿原酸、异绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸C回收

率 范 围 分 别 为 97.20%～105.93%、100.12%～

107.89%、 98.99%～106.52%、 98.80%～104.92%、

98.40%～106.84%、96.73%～104.55%；RSD 分别为

2.96%、2.61%、2.49%、1.88%、1.89%、2.90%。

2.5　相对校正因子的确定

取“2.3”项下混合对照品工作液，按“2.1”项下

色谱条件进样测定。以异绿原酸A为内参成分，计

算相对校正因子。6种成分相对校正因子测定结果

见表5。

fs/i＝fs/fi＝（As/Cs）/（Ai/Ci）

As为内参成分对照品峰面积，Cs为内参成分对照品浓度，Ai

为待测成分对照品峰面积，Ci为待测成分对照品浓度［13］

2.6　仪器、色谱柱耐用性考察

取“2.3”项下混合对照品工作液，分别采用安捷

伦 G1311C 型高效液相色谱仪、岛津 LC-20AT 型高

效液相色谱仪、戴安DIONEX型高效液相色谱仪，分别

采用 Phenomenex Gemini® C18 （250 mm×4.6 mm，

5 μm）色 谱 柱 、Thermo Scientific Syncronis 

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱和 InertSustain® 

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱进行测定，考察

不同仪器及色谱柱对相对校正因子的影响，计算平

均值和 RSD，结果见表 6。结果表明仪器及色谱柱

对相对校正因子均无明显影响。

2.7　待测色谱峰定位

取“2.3”项下混合对照品工作液，分别采用 3种

不同色谱仪和 3种色谱柱测定，计算各待测成分对

异绿原酸A的相对保留时间（r＝tRi/tRs），结果见表7。结

果表明利用相对保留时间进行色谱峰的定位是可行的。

2.8　QAMS与外标法测定结果比较

取藏茴香3批各0.5 g，精密称定，按“2.2”项下方法制

备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，分别用外标法

和QAMS测定各成分质量分数［14］，结果见表8。外标法实

测值与QAMS计算值比较，差异无统计学意义，表明

表 4　6种成分的线性关系考察结果

Table 4　Linear relationship of six components

待测成分

新绿原酸

绿原酸

隐绿原酸

异绿原酸B

异绿原酸A

异绿原酸C

回归方程

Y＝3 048.2 X－0.758 3

Y＝3 204.2 X＋6.214 0

Y＝3 110.8 X－0.950 4

Y＝2 967.1 X－8.687 2

Y＝4 078.5 X＋9.886 3

Y＝3 653.9 X－2.683 0

r

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 4

0.999 9

0.999 9

线性范围/μg

0.009 3～0.092 7

0.012 7～0.254 4

0.010 1～0.101 4

0.020 2～0.201 6

0.031 4～0.942 7

0.017 8～0.533 2
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建立的方法具有较好的准确度与可信度。

3　讨论

QAMS 作为适宜于中药特点的多指标质量控

制评价新模式和新方法，已经越来越多地应用于中

药的科研和生产实际中，成为中药质量评价的重要

定量评价手段。目前 QAMS在中药材及其饮片质

表5　5种待测成分的相对校正因子

Table 5　Relative correction factors of five components tested

进样体积

  3 μL

  5 μL

  7 μL

10 μL

15 μL

20 μL

25 μL

30 μL

平均值

RSD/%

f异绿原酸A/新绿原酸

1.372

1.374

1.380

1.378

1.350

1.347

1.349

1.343

1.362

1.17

f异绿原酸A/绿原酸

1.257

1.259

1.261

1.265

1.251

1.256

1.252

1.252

1.257

0.38

f异绿原酸A/隐绿原酸

1.350

1.345

1.350

1.343

1.326

1.332

1.323

1.311

1.335

1.06

f异绿原酸A/异绿原酸B

1.501

1.496

1.486

1.495

1.512

1.427

1.422

1.424

1.470

2.64

f异绿原酸A/异绿原酸C

1.144

1.150

1.153

1.142

1.118

1.120

1.123

1.120

1.134

1.29

表6　不同仪器和色谱柱测定5种待测成分的相对校正因子

Table 6　Determination of relative correction factors of five components by different instruments and chromatographic 

columns

HPLC色谱仪

安捷伦G1311C

岛津LC-20AT

戴安DIONEX

平均值

RSD/%

色谱柱

Phenomenex

Thermo

InertSustain

Phenomenex

Thermo

InertSustain

Phenomenex

Thermo

InertSustain

f异绿原酸A/新绿原酸

1.378

1.272

1.400

1.388

1.328

1.431

1.296

1.392

1.322

1.361

4.08

f异绿原酸A/绿原酸

1.265

1.205

1.284

1.231

1.197

1.242

1.265

1.193

1.270

1.235

2.79

f异绿原酸A/隐绿原酸

1.343

1.253

1.355

1.283

1.379

1.350

1.261

1.385

1.398

1.326

3.97

f异绿原酸A/异绿原酸B

1.495

1.434

1.579

1.458

1.503

1.494

1.522

1.502

1.505

1.498

2.87

f异绿原酸A/异绿原酸C

1.142

1.115

1.196

1.128

1.125

1.157

1.142

1.147

1.156

1.144

2.17

表7　不同仪器和色谱柱测定5种待测成分的相对保留时间

Table 7　Determination of relative retention time of five components by different instruments and chromatographic columns

HPLC色谱仪

安捷伦G1311C

岛津LC-20AT

戴安DIONEX

平均值

RSD/%

色谱柱

Phenomenex

Thermo

InertSustain

Phenomenex

Thermo

InertSustain

Phenomenex

Thermo

InertSustain

r新绿原酸/异绿原酸A

0.439

0.456

0.466

0.439

0.451

0.444

0.450

0.402

0.467

0.443

4.25

r绿原酸/异绿原酸A

0.571

0.600

0.582

0.552

0.577

0.562

0.574

0.567

0.555

0.573

2.49

r隐绿原酸/异绿原酸A

0.590

0.623

0.599

0.581

0.603

0.594

0.645

0.591

0.584

0.603

3.45

r异绿原酸B/异绿原酸A

0.980

0.968

0.991

0.983

0.967

0.941

0.981

0.984

0.993

0.974

1.63

r异绿原酸C/异绿原酸A

1.056

1.069

1.023

1.071

1.074

1.058

1.089

1.076

1.049

1.064

1.87
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量评价、多品种中药基原鉴定、炮制工艺及炮制品

质量评价，原料药提取物、中间体及制剂的质量评

价等多个方面应用广泛，显示出方便、快捷、成本低

廉、准确度高等优势和良好的应用前景［15-17］。

绿原酸是由咖啡酸与奎尼酸反应生成的酯，其

分子中含有酯键、不饱和双键与多元酚等多个不稳

定部分，通常以几种异构体共存的形式存在于植物

中，平常提取到的绿原酸类物质主要包括咖啡酰奎

宁酸、二咖啡酰奎宁酸和阿魏酰奎宁酸等［18］。藏茴

香中比较典型的咖啡酸衍生物是咖啡酰奎宁酸（绿

原酸、新绿原酸、隐绿原酸）和二咖啡酰奎宁酸（异

绿原酸A、异绿原酸B和异绿原酸C）。由于这些成

分是同分异构体，化学结构类似，因此同时测定多

个成分的含量比单独测定某 1、2个成分更能代表此

类化学成分群的全貌。采用传统外标法测定多成

分含量时往往需要购买每个对照品，经济成本较

高，而 QAMS 可以快速高效地实现多成分含量测

定，大大节约了经济成本与时间成本。

咖啡酸衍生物具有高抗氧化活性，许多研究表

明氧化应激在白癜风的发生、发展中起重要作用。

白癜风患者皮损或血清中活性氧、H2O2、丙二醛和

超氧化物歧化酶水平显著升高，脂质过氧化反应增

强。过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）和还原型谷胱甘肽（GSH）表达水平降

低，表明白癜风患者存在氧化-抗氧化失衡［19-20］。

已有研究报道二咖啡酰基奎宁酸在介导黑色

素形成方面的正向作用。例如 1，5-二咖啡酰基奎

宁酸可通过 B16 细胞中的 MAPK 和 cAMP/PKA 信

号通路刺激黑色素生成［21］。异绿原酸 A 即 3，5-二

咖啡酰奎宁酸通过 β-连环蛋白（β-catenin）信号通路

介导黑色素合成的加速，其作用具有时间和剂量相

关性［22］。这些活性成分对白癜风疾病具有潜在的

治疗意义。

相对于其他待测成分，异绿原酸A在藏茴香中

的含量较高，化学性质较稳定，廉价易得，故选其作

为内参成分。本研究建立QAMS，以异绿原酸A为

内参成分，同时测定藏茴香中新绿原酸、绿原酸、隐

绿原酸、异绿原酸B和异绿原酸C成分的含量，通过

方法学考察、色谱峰定位以及与外标法测定值进行

比较，对其可行性进行了探讨分析，结果表明，

QAMS计算值与外标法测定值无明显差异，具有较

高的重现性与稳定性，该方法操作简便，提高了分

析测试效率，降低了生产经济成本与时间成本，实

现藏茴香多指标成分控制的目的，可为藏茴香药材

的质量评价提供参考依据。
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