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摘要# 目的!建立高效液相色谱)二极管阵列检测器 "LHTF)YGY$ 法和一测多评 "\GEU$ 法同时测定安息香 *;<:>G
;/4[3414(3("H/4‘‘4$ F‘./3 4_L.‘6$中香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯以及苯甲酸苄酯的含有量& 方法!LHTF)YGY法
同时测定 ’ 种成分含有量% 计算苯甲酸松柏酯与其他 * 种成分的相对校正因子% 考察相对保留时间法和线性回归法对
色谱峰定位的影响% 并比较这两种方法的重复性& 结果!"( 批样品中香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯’ 苯甲酸苄酯
的含有量分别为 &P%+#!e#P%#"!’ #P+’’!e"(P%#;!’ "#P%’+!e%#P(;+!’ &P("’!e#P&*’!% 线性回归法较相
对保留时间法更准确% * 个相对校正因子重复性良好% 两种方法无显著差异& 结论!一测多评法可用于测定安息香中
的总香脂酸类成分&
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!!安息香 *;<:>G;/4[3414(3("H/4‘‘4$ F‘./3 4_
L.‘6$为芳香开窍药% 具有开窍醒神’ 行气活血’

止痛之功效% 用于治疗中风痰厥’ 气郁暴厥’ 中恶
昏迷’ 心腹疼痛’ 产后血晕’ 小儿惊风等症状)"* &
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现代药理研究表明% 其有抗炎解热)#* ’ 脑缺血缺
氧保护’ 促进血脑屏障通透性)*)(* ’ 抗肿瘤)%*等
作用&

安息香为树脂类药材% 其主要成分为总香脂
酸% 如香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸苄酯’ 苯甲酸松柏
酯等)I);* & 目前% 各国药典对该药材的质量控制均
以总香脂酸为主要指标% 如 /欧洲药典0 "第 I
版$’ /印度药典0 "#&"& 版$ 均采用滴定法测定
其含有量( /中国药典0 #&&( 版采用重量法测定其
含有量% 而 #&"& 版和 #&"( 版均测定水解后苯甲酸
含有量&

香草醛又名香兰素% 为安息香中主要的香味成
分% 亦为传统经验鉴别的重要气味辨别物( 苯甲酸
又名安息香酸% 多国药典均以其为定性鉴别或含有
量测定指标( 苯甲酸松柏酯及苯甲酸苄酯均为安息
香中重要的总香脂酸酯类成分% 水解后均能产生苯
甲酸及其他物质% 而且含有量相对较高)+* & 以上
成分除苯甲酸外)"&* % 目前均未见测定的报道% 而
且苯甲酸松柏酯和苯甲酸苄酯暂无法定对照品% 而
采用一测多评法可以减少对照品的使用量% 节约成
本& 因此% 本实验先以高效液相色谱)二极管阵列
检测器 "LHTF)YGY$ 法开展以上 ’ 种成分含有量
测定方法的研究% 再以主要活性成分苯甲酸松柏
酯)""*为内参物% 采用一测多评法来同步测定安息
香中多个总香脂酸成分含有量% 并将两种方法进行
比较&
HI材料与仪器
"P"!药材!安息香由荷花池专业市场’ 四川科伦
药业 "批号 "’"#&"$ 以及成都中医药大学标本室
提供% 经成都中医药大学卢先明教授鉴定为安息香
科植物白花树 *;<:>G;/4[3414(3("H/4‘‘4$ F‘./3 4_
L.‘6$的干燥树脂&
"P#!对照药材及对照品!安息香对照药材’ 苯甲
酸’ 香草醛对照品 "中国食品药品检定研究院%
批 号 分 别 为 "#"";%)#&"*&#’ "&&’"+)#&"*&#’
""&(&")#&""&#$( 苯甲酸苄酯对照品 "德国 Y‘$
,1‘4A56:‘24‘公司% 批号 #&"&# $( 苯甲酸松柏酯
"自制% 经"L)NEK’"* F)NEK谱鉴定% 含有量大
于 ++!$&
"P*!仪器与试剂!G8/04A6"#&& 高效液相色谱仪%
包括在线脱气机’ 四元泵’ 自动进样器’ 柱温箱’
二极管阵列检测器’ G8/04A6F14-U6.6/:A 色谱数据
工作站 "美国安捷伦公司$( UUSU4‘/45"(&& 高效
液相色谱仪 "美国 UUS公司$( Ud)(#&&L超声波清

洗器 "上海科导超声仪器有限公司$( fH#&( 电子
分析天平 "梅特勒)托利多仪器上海有限公司$&
甲醇’ 乙腈为色谱纯 "美国 V/514‘公司$( 磷酸为
优级纯( 其他试剂均为分析纯( 水为超纯水&
JI方法与结果
#P"!色谱条件!J.64‘5fD‘/Z84<E F"; 色谱柱
"’P% --g#(& --% ( "-$( 流动相为乙腈 "G$ )
&P*!磷酸水溶液 "D$( 体积流量 "P& -TQ-/A% 梯
度洗脱 "程序见表 " $( 柱温 *& j( 检测波长
#*& A-& 结果见图 "&

表 HI梯度洗脱程序
/01NHIXO0!#&+(&2.(#"+7O",O043

时间Q-/A G乙腈Q! D&P*!磷酸水溶液Q!
& e; #( I(
; e*& *( %(
*& e’& I& *&
’& I& *&

"$香草醛!#$苯甲酸!*$苯甲酸松柏酯!’$苯甲酸苄酯
"$B.A/00/A!#$34A?:/9.9/Z!*$9:A/24‘a034A?:.64!’$34A?a034A?:.64

图 HI?UC<色谱图
P#,NHI?UC<’*O"40(",O043

#P#!对照品溶液的制备!分别精密称取香草醛’
苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯’ 苯甲酸苄酯对照品适量%
加甲醇制成含香草醛 &P+#; -8Q-T’ 苯甲酸
&P+%+ ( -8Q-T’ 苯甲酸松柏酯 *P#II -8Q-T’ 苯
甲酸苄酯 &P’"( ( -8Q-T的对照品贮备液% 置于冰
箱中冷藏保存& 再分别吸取适量% 乙腈o水 "(& o
(&$ 稀释% 制成含香草醛 ’%P’& "8Q-T’ 苯甲酸
+%P+( "8Q-T’ 苯甲酸松柏酯 *#IPI& "8Q-T’ 苯甲
酸苄酯 ’"P(( "8Q-T的混合对照品溶液% 备用&
#P*!供试品溶液的制备!精密称取安息香粉末
"过 * 号筛$ &P" 8% 置于具塞锥形瓶中% 加入甲醇
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#& -T% 超声提取 *& -/A% 转移至 (& -T量瓶中%
少量甲醇多次洗涤% 洗液合并% 加甲醇至刻度% 摇
匀% 滤过% 精密量取续滤液 ( -T% 置于 "& -T量
瓶中% 加甲醇至刻度% 摇匀% 即得&
#P’!方法学考察
#P’P"!线性范围考察!精密量取混合对照品溶液
#&’ "(’ "&’ ;’ (’ #’ " "T% 在 +#P", 项色谱
条件下进样分析% 每个进样量进样 * 次% 记录峰面
积% 并取平均值& 以峰面积为纵坐标 "b$% 样品
进样量为横坐标 "X$ 进行线性回归% 绘制标准曲
线% 结果见表 #% 表明在各自范围内线性关系
良好&

表 JIT 种成分的标准曲线
/01NJI)(0+!0O!’.OQ&3"%%".O’"+3(#(.&+(3

成分 回归方程 : 线性范围Q"8
香草醛 bh( ""&P%Xk#P" &P+++ ; &P&’% ’ e&P+#; &
苯甲酸 bh( "&;P(Xp’%P’ &P+++ + &P&+I & e"P+*+ &
苯甲酸松柏酯 bh’ %+#P*Xk#&P# &P+++ I &P*#I I e%P((’ &
苯甲酸苄酯 bh’ ;++P"Xk#P& &P+++ ; &P&’" ( e&P;*" &

#P’P#!精密度试验!精密吸取同一供试品溶液
"& "T% 进样 % 次% 测定峰面积& 结果% 香草醛’
苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯和苯甲酸苄酯 KUY分别为
&P+’!’ "P""!’ "P&%!’ &P+%!% 表明仪器精密
度良好&
#P’P*!稳定性试验!取同一供试品溶液% 分别在
&’ #’ %’ "#’ #’’ ’; 1进样分析& 结果% 香草醛’
苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯和苯甲酸苄酯 KUY分别为
"P;"!’ #P&’!’ "P+"!’ #PI+!% 表明样品在
’; 1内稳定性良好&
#P’P’!重复性试验!精密称取安息香 &P" 8% 共 %
份% 按 +#P*, 项下方法制备供试品溶液% 进样测
定& 结果% 香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯和苯甲
酸苄酯含有量 KUY 分 别 为 "P(%!’ #P%’!’
"PI(!’ #P*;!% 表明该方法重复性良好&
#P’P(!加样回收率!精密称取药材 &P&( 8% 共 %
份% 分别精密加入香草醛 "P( -T’ 苯甲酸苄酯
" -T& 再精密称取同一批安息香 &P&" 8% 共 % 份%
分别精密加入苯甲酸 "P( -T’ 苯甲酸松柏酯
&P( -T% 按 +#P*, 项下方法制备供试品溶液 "溶剂
加入量为原加入量的 "Q($ 进行测定% 结果见表 *&
#P(! %一测多评& 耐用性和专属性考察
#P(P"!相对校正因子计算!参照文献 )"#* 的方
法% 以公式)RQ5h "c5gRR$ Q"cR gR5$ 计算相
对校正因子% 待测成分的量以公式 ciR h "c5g

RiR$ Q")RQ5gR5$ 计算& 其中% )RQ5为相对校正因
子% c5为内标物含有量% R5为内标物峰面积% cR
为其他对照组分含有量% RR为对照组分的峰面积%
ciR为待测组分含有量% RiR为待测组分的峰面积&
以苯甲酸松柏酯为内标% 分别计算对香草醛’ 苯甲
酸’ 苯甲酸苄酯的校正因子% 结果见表 ’&

表 KI加样回收率试验结果
/01NKI;&3.2(3"%O&’"Q&O6 (&3(3

成分
取样量Q

-8
原有量Q

-8
加入量Q

-8
测得量Q

-8
回收率Q

!
平均回收

率Q!

KUYQ

!
香草醛 ("P*# "P*’( "P*+# #PI(+ "&"P%" "&&P*+ #P%#

’+PI* "P*&* "P*+# #PI#* "&#P&"
(#P## "P*%; "P*+# #PI#% +IP(*
’;PI" "P#I% "P*+# #PI## "&*P+&
(#P"# "P*%% "P*+# #PI"+ +IP#*
(&P’% "P*## "P*+# #PI"( "&&P&%

苯甲酸 "&P#’ "P**( "P’(’ #PI+’ "&&P** "&#P%# #P**
"&P*" "P*’’ "P’(’ #P;(% "&*P+"
"&P*( "P*(& "P’(’ #P;&I "&&P##
+P+; "P*&" "P’(’ #P;’I "&%P#;
"&P(" "P*I" "P’(’ #P;’( "&"P*%
"&P&+ "P*"% "P’(’ #P;## "&*P%&

苯甲酸 "&P#’ "P*I’ "P%*+ #P+*’ +(P## +IP#( #P;"
松柏酯 "&P*" "P*;’ "P%*+ *P&*; "&&P+I

"&P*( "P*;+ "P%*+ #P+*; +’P(*
+P+; "P**+ "P%*+ #P+I( ++P;#
"&P(" "P’"& "P%*+ #P+%; +(P&(
"&P&+ "P*(’ "P%*+ #P+(; +IP;;

苯甲酸 ("P*# &P("( &P’"% &P+"+ +IP*; ++P#I #PI#
苄酯 ’+PI* &P’++ &P’"% &P+&% +IP+I

(#P## &P(#’ &P’"% &P+#’ +%P*+
’;PI" &P’;+ &P’"% &P+&% "&&P(I
(#P"# &P(#* &P’"% &P+*% ++P’(
(&P’% &P(&% &P’"% &P+*; "&*P;I

表 TI相对校正因子
/01NTI;&20(#Q&’"OO&’(#"+%0’("O3

进样量Q"T
相对校正因子

苯甲酸松柏酯Q

香草醛

苯甲酸松柏酯Q

苯甲酸

苯甲酸松柏酯Q

苯甲酸苄酯
#& "P&;; "P&;I "P&’"
"( "P&+* "P&+I "P&(&
"& "P&;I "P&I( "P&’;
; "P&;I "P&I; "P&*&
( "P&;* "P"&’ "P&*%
# "P&+I "P&+* "P&((
" "P&;; "P&;I "P&’"
平均值 "P&;+ "P&;+ "P&’*
KUYQ! &P’# &P+’ &P;’*

#P(P#!待测色谱峰的定位!以苯甲酸松柏酯为内
参峰% 分别测得香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸苄酯的平
均相对保留时间为 &P#%+’ &P*%+’ "P#&#&

线性回归色谱峰定位法)"*)"’*以 G8/04A6"#&& 仪
器使用的 J.64‘5柱为标准柱% 选择苯甲酸和苯甲
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酸松柏酯的保留时间作为横坐标 "R$% 对应其他
仪器及色谱柱苯甲酸和苯甲酸松柏酯的保留时间为

纵坐标 "J$ 绘制回归方程% 进行相应色谱峰定
位& 结果见表 (&

表 ]I色谱峰定位结果
/01N]I;&3.2(3"%’*O"40(",O07*#’7&0W7"3#(#"+#+,

仪器 色谱柱 方法 香草醛Q-/A 苯甲酸Q-/A 苯甲酸松柏酯Q-/A 苯甲酸苄酯Q-/A
G8/04A6"#&& J.64‘5 实际保留时间 (P’%I IP’+I #&P*%& #’P’%+

相对保留时间 (P’II IP("* k #’P’I*
两点校正 k k k k

MT 实际保留时间 IP+*% "&PI"( #;P&## **P"&;
相对保留时间 IP+I& k #+P""( *’PI("
两点校正Jh"P*’( (Rp&P%#I + IP+;% k k **P((*

依利特 实际保留时间 ’P+++ %PII" "+P*I( ##P+*&
相对保留时间 (P&*% k ";P*+; #"P+%&
两点校正Jh&P+I+ +Rk&P(I( & ’PI;# k k #*P’&#

M4-/A/ 实际保留时间 %P+*I ;P+’& #*P+&# #;P*&(
相对保留时间 %P%(& k #’P#+# #;P++(
两点校正Jh"P"%* #Rp&P#"+ % %P(I+ k k #;P%;#

UUSU4‘/45"(&& J.64‘5 实际保留时间 %P(’* ;P+&# #’P#"* #+P’%(
相对保留时间 %P%## k #’P";; #;P;I"
两点校正Jh"P"+& *Rk&P&#" ; %P’;% k k #+P"&’

#P%!LHTF)YGY法与一测多评法比较!吸取对照
品及供试品溶液各 "& "T"个别批次稀释后测定$%
注入LHTF色谱仪测定& LHTF)YGY法和一测多评

法计算药材中香草醛’ 苯甲酸’ 苯甲酸松柏酯及苯
甲酸苄酯含有量% 结果见表 %&

表 ZI测定结果比较 $!&
/01NZI<"470O#3"+"%!&(&O4#+0(#"+O&3.2(3$!&

批号 年份
LHTF)YGY法 一测多评法

香草醛 苯甲酸
苯甲酸松

柏酯

苯甲酸

苄酯
总量 香草醛 苯甲酸

苯甲酸

松柏酯

苯甲酸

苄酯
总量

<" #&&; &PI%" "#P*" "’PI# &P;"’ #;P%" &PI(+ "#P’* "’PI# &P;"* #;PI#
<# #&&+ &P%&’ "#P*# "%P+( &P’I’ *&P*( &P%&# "#P’’ "%P+( &P’I" *&P’%
<* #&&+ #P(+ "#P+" "*P%& &P%#’ #+PI# #P%& "*P&* "*P%& &P%## #+P;(
<’ #&"* #P%# "*P&’ "*P’# "P&& *&P&; #P%# "*P*+ "*P*I "P&& *&P*;
<( #&"’ &PI*’ "*P"* "%P&( &P%I’ *&P(+ &PI*# "*P#( "%P&( &P%I# *&PI&
<% #&"’ "P%" *P%& ’;P&% "P*; (’P%( "P%&" *P%+" ’;P&% "P*; (’PI*
<I #&"’ "P(" "*P#+ "’P&( &P("’ #+P*% "P(" "*P’# "’P&( &P("# #+P’+
<; #&"’ &P%+# *P+& %#P(+ "P#’ %;P’# &P%;; *P++ %#P(+ "P#’ %;P("
<+ #&"’ "P’’ #P+’ %&P&I "P’* %(P;; "P’*I *P&’ %&P&I "P’# %(P+I
<"& #&"’ &P++I ’P&& ’’P%* &PI;’ (&P’" &P++’ ’P&+ ’’P%* &PI;" (&P(&
<"" #&"’ "P## +P"( ##P&( &P++’ **P’" "P#"’ +P#% ##P&( &P++* **P(#
<"# #&"’ &PI#% %P*I ’%P(I "P(; ((P#( &PI#* %P’% ’%P(I "P(I ((P*#
<"* #&"’ &PI"’ ’P#* ("P&* "P&’ (IP&" &PI" ’P*# ("P&* "P&’ (IP"&
<"’ #&"’ &P;’’ "(P%* "#P%( &PI*’ #+P;% &P;’* "(PII "#P%( &PI** *&P&&
<"( #&"’ "P&# "&P"* #"PI( #P&* *’P+* "P&" "&P#’ #"PI( #P&’ *(P&’

!!测定结果用 H4.‘5:A 相关系数进行比较% 测得
香草醛的相对误差为k&P+;!e&!% H4.‘5:A 相关
系数值为 &P+++ +;#( 苯甲酸相对误差为 &P+&! e
*P’+!% H4.‘5:A 相关系数值为 &P+++ +#&( 苯甲酸
苄酯相对误差为k&PI&! e&!% H4.‘5:A 相关系数
值为 &P+++ +’%( 总量相对误差为 &P"(! e
"P&&!% H4.‘5:A相关系数值为 &P+++ +;#% 表明两
种方法无显著差异&

KI讨论
苯甲酸松柏酯为安息香中重要的活性成分)+* %

据文献报道其含有量可达 "(!以上% 经初步试验
表明% 其颜色在一定条件下由白色逐渐变深% 与
/中国药典0 #&"( 版记载安息香药材断面为白色%
放置后逐渐变为淡黄色至红棕色)"*基本一致% 因
此% 以苯甲酸松柏酯为指标来控制安息香药材质量
具有重要意义&
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本实验首次采用 LHTF)YGY法同时测定了安
息香中 ’ 个总香脂酸类成分的含有量% 发现香草醛
在 &PI"’! e#P%#!之间% 苯甲酸在 #P+’! e
"(P%*!之间% 苯甲酸松柏酯在 "#P%(! e%#P(+!
之间% 苯甲酸苄酯在 &P’I’! e#P&*!之间& 随着
存放年限的增加% "( 批样品中苯甲酸含有量逐渐
升高% 而苯甲酸松柏酯降低& 因此% 控制安息香质
量采用多指标时更能反应该药材的真实情况&

在一测多评法研究中% 本实验考察了相对校正
因子法和斜率校正法)"&)""* % 发现前者计算结果与
LHTF)YGY法基本一致% 而后者误差较大% 故采用
相对校正因子法进行实验&

另外% 还考察了G8/04A6"#&& 和 UUSU4‘/45"(&&
两种LHTF系统% 以及 ’ 根色谱柱% 同时在不同实
验室进行了复核实验& 结果% 苯甲酸松柏酯对香草
醛’ 苯甲酸和苯甲酸苄酯的平均相对校正因子分别
为 "P&+’ "P"& 和 "P&(% KUY 分别为 *P’"!’
*P%*!和 #P*#!% 表明以苯甲酸松柏酯为内参物
所测定的相对校正因子较为稳定% 一测多评法具有
可行性&

经H4.‘5:A检验% 一测多评法与 LHTF)YGY法
测定结果无显著差异% 表明一测多评法可用于安息
香中总香脂酸的质量控制& 另外% 该方法可降低检
测成本和时间% 而且苯甲酸松柏酯作为内参物具有
专属性% 能够实现一个对照品在同一波长下对多个
成分进行同时测定% 能够满足基层药检的需求& 在
实际应用中% 可视具体情况选择 LHTF)YGY法或
一测多评法&

同时% 本实验研究了保留时间差法’ 相对保留
时间法以及线性回归色谱峰定位法来对待测色谱峰
进行定位& 结果表明% 保留时间差法在不同色谱柱
重复性较差( 相对保留时间法能够进行色谱峰定
位( 线性回归色谱峰定位法最为准确% 但需使用 #
种对照品% 与一测多评的初衷不符% 而且相对保留
时间法结合色谱图及紫外吸收特征% 也能准确进行

色谱峰定位& 因此% 可优先采用相对保留时间法%
若该方法不能准确定位色谱峰% 则可进一步考虑线
性回归色谱峰定位法&
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