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以选定检测波长为280 am。

3．3样品提取方法的选择：根据对照品的溶解性，选

择以甲醇为溶剂。考察了甲醇质量分数、提取方式、时

间、温度和提取次数对样品中所测成分的影响，以直

铁线莲宁B的峰面积为评价指标，结果表明60％甲

醇60 rc下超声提取1 h为最佳提取条件。

3．4量的限定：板蓝根药材的主产地为河北、河南、

安徽、江苏等地，对主产地药材定量测定结果表明，

不同产地板蓝根药材直铁线莲宁B的量差别较大，

以江苏、吉林、安徽、河北量较高。各产地平均量为

0．041％，以降低20％为限度计，板蓝根药材中直

铁线莲宁B的量应不低于0．033％。

板蓝根抗病毒的有效成分不明确，导致其原药

材及其制剂的质量控制方法相对落后。本实验是建

立在对板蓝根抗病毒有效成分已进行系统筛选的基

础上，在水提物中已经分离得到31个化合物中，以

木脂素糖苷直铁线莲宁B的量最高，且具有明显的

抗病毒及抗氧化活性，此前对该物质的定量测定方

法未见报道。
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RP—HPLC法测定赤芍药材中没食子酸、儿茶素、芍药苷、

芍药内酯苷、苯甲酸
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摘要：目的 建立了用RP—HPLC对赤芍中没食子酸，儿茶素、芍药苷、芍药内酯苷、苯甲酸同时定量的方法，并

对不同产地赤芍药材进行考察。方法高效液相色谱法，色谱柱为Waters Sunfire columns C】8(150 mm×4．6 mm，

5 gm)，流动相为甲醇一乙腈一0．1％磷酸梯度洗脱；检测波长采用变波长检测；柱温为40 fc；进样量为10 pL。同时

测定了赤芍中没食子酸、儿茶素、芍药苷、芍药内酯苷、苯甲酸的量。结果没食子酸在0．013～0．506腭线性关系
良好(r一0．999 6)、儿茶素在0．025～0．993 6 tzg线性关系良好(，．=0．999 7)、芍药苷在0．200～8．017弘g线性关

系良好(r----0．999 6)、芍药内酯苷在0．030～1．184 pg线性关系良好(r一0．999 6)、苯甲酸在0．037～1．485 pg线

性关系良好(r----0．999 6)。平均回收率没食子酸为98．08％，RSD为1．65％；儿茶素为101．80％，RSD为3．07％≯

芍药内酯苷为99．18％，RSD为3．25％；芍药苷为95．95％，RSD为1．39％；苯甲酸为101．85％，RSD为1．35％。

结论本方法测定了不同产地、不同批号赤芍样品中5种化学成分的量，该方法分离度好，快速，简便，重现性好。

关键词：赤芍；没食子酸；儿茶素；芍药苷；芍药内酯苷；苯甲酸；高效液相色谱法
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赤芍为毛茛科植物芍药Paeonia lactiflora

Pall．或川赤芍P．veitchii Lynch的干燥根[1]。主产

于内蒙古、辽宁、河北、黑龙江、吉林等地，甘肃、山

西、青海等地亦产[2]。赤芍的功能为清热凉血、散淤

止痛n]。赤芍总苷中主要含有芍药苷

(paeoniflorin)、芍药内酯苷(albiflorin)、羟基芍药

苷(oxypaeoniflorin)、苯甲酰芍药苷(benzoyl

paeoniflorin)等单萜类化合物，还有儿茶素((+)一

catechin]、没食子酸(galic acid)等多酚类物质。此

外，赤芍中还含有苯甲酸(benzoic acid，BA)【3“]。本

实验采用RP—HPLC法测定了赤芍中有效成分没食

子酸JL茶素、芍药内酯苷、芍药苷的量，同时对苯甲

酸也进行了定量。

1仪器与试药

美国HPll00色谱仪Agilent公司，G1311A四

元泵，G1322A、G1314AVWD检测器，HPRev．

A0501化学工作站；甲醇、乙腈为色谱纯，康科德公

司生产；实验用水为娃哈哈纯净水，其余试剂均为分
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析纯。本研究收集了不同产地的赤芍药材5批，经天

津大学高文远教授鉴定为正品赤芍。

芍药内酯苷对照品购自中新药业研究中心，质

量分数大于98．o％；其余对照品购自中国药品生物

制品检定所，芍药苷批号：110736—200732，没食子酸

批号：110831—200302，儿茶素批号：877—200001，苯

甲酸批号：100419—200301。

电子天平：Sartorius CP225D(O．01 mg)，由北

京赛多利斯仪器系统有限公司生产；KQ3200DB型

数控超声清洗器，由昆山市超声仪器有限公司生产。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为Waters Sunfire C18(150

mm×4．6 mm，5 lam)；流动相采用三元体系，A为

甲醇，B为乙腈，C为0．1％磷酸梯度洗脱，梯度洗

脱程序为：0～7 min(1％～1％A，4％～4％B，

95％～95％C)，体积流量0．5～0．5 mL／min；7～

14 min(1％～1％A，4％～12％B，95％～87％

C)，体积流量0．5～0．8 mL／min；14～1．5 min

(1％～1％A，12％～12％B，87％～87％C)，体积

流量0．8～O．6 mI。／min；15～32 min(1％～1％A，

12％～17％B，87％～82％C)，体积流量0．6---,0．6

mL／min；32～45 min(1％～1％A，17％～17％B，

82％～82 oA C)，体积流量o．6～O．6 mL／min。检测

波长采用可变波长检测：0"--20 min，275 nm；20～45

min，230 nm；柱温40℃；进样量10 pL。对照品及

样品的色谱图见图1。
4

r—而—可广1矿—矿
mHl

l一没食子酸 2-)L茶素 3一芍药内酯苷 4一芍药苷 5一苯甲酸

l-galic acid 2-(+)-catechin 3-albiflorin 4-paeoniflorin

5一benzoic acid

图1对照品(A)和赤芍样品(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of reference substance(A)

and Radix Paeoniae Rubra sample(B)

2．2对照品溶液制备方法：精密称取没食子酸、儿

茶素、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸对照品，用甲醇溶

解分别配制成一定质量浓度对照品溶液；分别精密

吸取上述对照品若干配制成质量浓度分别为250、

50、60、400、75肛g／mL的混标溶液25 mL；精密吸

取上述溶液0．25、1、2、4、6、8 mL置10 mL容量瓶

中，加甲醇定容至刻度，制成一系列不同质量浓度的

混和对照品溶液。

2．3供试品溶液制备方法：精密称取赤芍粉末0．2

g至具塞锥形瓶中，精密加入50％甲醇20 mL，称

定质量，冷浸16 h，超声提取45 min(功率100

W)，取出放冷，50％甲醇补质量，静置，吸取上清

液，0．22 lam微孔滤膜滤过即得。

2．4线性关系考察：在上述色谱条件下，将配制的

系列对照品溶液分别进样20弘L，以进样量为横坐

标，峰面积为纵坐标进行线性回归，得回归方程分别

为：没食子酸y一6 256．7 X+17．384，r=0．999 6，

在0．013～0．506 lag线性关系良好；儿茶素Y一

4 953．4 X一14．493，，．一0．999 7，在0．025～0．993

6 lag线性关系良好；芍药内酯苷Y=1 088．5 X—

18．8，r=0．999 6，在0．030～1．184肛g线性关系良

好；芍药苷y=2 757．2 X一93．786，，．=0．999 9，在

0．200～8．017 lag线性关系良好；苯甲酸Y一

9 651．6 X一51．605，r一0．999 6，在0．037 1．485

pg线性关系良好。

2．5精密度考察：精密吸取对照品溶液20弘L，连

续重复进样5次，记录峰面积，结果没食子酸、儿茶

素、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸峰面积的RSD分

别为1．36％、1．25％、1．44％、1．37％、0．63％，表明

精密度良好。

2．6稳定性考察：取同一供试品溶液，按照上述色

谱条件，在0、2、4、6、8 h进样，结果表明供试品溶液

在8 h内稳定，没食子酸、儿茶素、芍药内酯苷、芍药

苷、苯甲酸峰面积的RSD分别为0．54％、1．49％、

2．01％、1．19％、0．39％。

2．7重现性考察：取同一批赤芍药材，制备供试品

溶液5份，分别进样10肛L，测定峰面积和质量分

数。没食子酸JL茶素、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸

质量分数的RSD分别为1．84％、1．82％、2．82％、

1．48％、1．84％。

2．8加样回收率试验：精密称取赤芍样品0．1 g，

共6份，分别加入一定量对照品，按照2．2项下制

备，在上述色谱条件下进样分析，计算回收率。没食

子酸平均回收率98．08％，RSD为1．65％；儿茶素

平均回收率101．80％，RSD为3．07％；芍药内酯苷

平均回收率99．81％，RSD为3．25％；芍药苷平均

回收率95．95％，RSD为1．39％；苯甲酸平均回收

率101．85％，RSD为1．35％。

2．9样品测定：取不同产地的赤芍药材，按供试品

制备方法制备样品，测得5种成分质量分数，结果见

表1。
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表l不同产地赤芍药材中的没食子酸、儿茶素、

芍药内酯瞀、芍药苷、苯甲酸测定结果(一=3)

Table 1 Determination of galic acid，(+)-catechin，

albiflorin，paeoniflorin，and benzoic acid

in Radix Paeoniae Rubra collected from

different habitats(辟一3)

3讨论

3．1本研究以没食子酸、儿茶素、芍药内酯苷、芍药

苷、苯甲酸为测定指标，考察了50％甲醇、75％乙

醇、甲醇的提取效果，结果表明50％甲醇提取效果

为佳；比较超声和回流两种提取方式，结果表明超声

提取效果较好；进而比较了超声提取15、30、45、60

min的提取效果，结果表明随提取时间的延长，提取

效率提高，但增高趋势逐渐减缓，综合各因素，最终

选择超声提取45 min。

3．2本实验采用RP—HPLC法对5批赤芍样品中

的没食子酸、儿茶素、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸5

种化学成分同时进行定量测定。结果表明，不同产地

赤芍药材中5种成分的量变化很大。参照2005年版

《中国药典》规定，赤芍药材中芍药苷的量不得低于

1．8％，以此为标准所测5批药材质量均合格，但采

用本方法检测的结果显示除芍药苷外的4种成分的

量差异较大，5批赤芍药材质量明显存在优劣。该方

法简便、快捷、准确，为全面控制赤芍的质量提供了

方法基础。
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