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摘要： 目的　 建立一测多评法测定古羊藤中绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛的含有量。 方法　 古羊藤 ８０％ 甲醇提取

物的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ２％ 磷酸水溶液⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积

流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 波长 ２３０ ｎｍ。 以绿原酸为内标， 计算咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛的相对校正因子， 再测

定其含有量。 结果　 绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛分别在 １７􀆰 ８５～８９􀆰 ２７ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）、 ５􀆰 ３８～２６􀆰 ９０ μｇ ／ ｍＬ
（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）、 ３􀆰 ６９ ～ １８􀆰 ４７ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９） 范围内线性关系良好； 平均回收率分别为 ９９􀆰 ８０％ 、 ９９􀆰 ７９％ 、
１０１􀆰 ６３％ ， ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ４％ 、 １􀆰 ９％ 、 １􀆰 ８％ 。 一测多评法所得结果接近于外标法。 结论　 该方法简便、 稳定、 准确、
可靠， 可用于古羊藤的质量控制。
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　 　 古羊藤 Ｓｔｒｅｐｔｏｃａｕｌｏｎ ｇｒｉｆｆｉｔｈｉｉ Ｈｏｏｋ 为萝藦科马

莲鞍属藤本植物， 以根入药， 又名马莲鞍、 藤苦

参等［１］ 。 具有清热解毒、 散瘀止痛的功效， 主要

用于治疗湿热腹泻、 心胃气痛、 感冒发热、 跌打

损伤等症［２］ ， 是 ２０１５ 年版 《中国药典》 收载的

傣药 “雅叫哈顿散” 中的主治药之一［３］ ， 具有较

高的药用价值。 现代药理学研究表明古羊藤有多

种潜在的抗肿瘤、 抑菌、 抗病毒等活性［４⁃６］ 。 古

羊藤化学成分复杂， 从该植物中已分离鉴别出强

心苷类、 萜类和酚酸类等成分［７⁃１０］ ， 其中强心苷

是古羊藤发挥其抗肿瘤作用的重要物质基础［４］ ，
酚酸类化合物有较广泛的抑菌、 抗病毒活性［１１］ 。

关于古羊藤药材的现行质量标准， 仅有广西和贵

州的地方中药材标准收载［１］ ， 并且过于简单， 仅

有性状描述， 无含有量测定项， 无法有效控制其

质量［１２］ 。 含有量测定是控制中药质量的有效手

段， 罗宇东等［１３］采用 ＵＶ 法测定古羊藤中有效成

分的含有量， 但当前国内外尚无采用一测多评法

测定其含有量的报道。 一测多评法 （ＱＡＭＳ） 基

于多指标质量控制的研究思路， 成为中药及其制

剂质量评价的新模式［１４］ 。 本实验建立一测多评法

测定古羊藤中绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛

的含有量， 以期为有效评价和控制古羊藤药材质

量提供依据。
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１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 型高效液相色谱仪 （配置

Ｇ１３１１Ｃ 型四元泵、 Ｇ１３２９Ｂ 型进样器、 Ｇ１ ３１６ Ａ
型柱温箱、 Ｇ１３１５Ｄ 型检测器， 美国安捷伦公司）；
ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００ 型 高 效 液 相 色 谱 仪 （ 配 置 ＨＰＧ⁃
３４００ＳＤ 四 元 泵、 ＷＰＳ⁃３０００ＴＳＬ 进 样 器、 ＴＣＣ⁃
３００ＳＤ 柱温箱、 ＤＡＤ⁃３０００ＲＳ 检测器， 美国赛默飞

世尔公司）； ＸＳ⁃２０５Ｄｕ 型电子分析天平 ［梅特勒⁃
托利多仪器 （上海） 有限公司］； ＫＱ⁃５００ＧＤＶ 型

超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； ５０１
型超 级 恒 温 水 浴 锅 （ 金 坛 市 医 疗 仪 器 厂 ）；
Ｓｙｎｅｒｇｙ􀳏 ＵＶ 型超纯水机 （美国密理博公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 古羊藤药材采自广西各地， 药

材来源主要是采购和野外采集， 信息见表 １， 经玉

林市食品药品检验检测中心中药室黎小伟主任中药

师鉴定为正品， 符合 １９９０ 年版 《广西中药材标

准》 项下规定。 绿原酸 （ １１０７５３⁃２０１４１５， 纯度

９６􀆰 ２％ ）、 咖啡酸 （１１０８８５⁃２００１０２， 纯度 １００％ ）、
４⁃甲氧基水杨醛 （ １１０７９０⁃２０１４０４， 纯度 ９９􀆰 ０％ ）
对照品均由中国食品药品检定研究院提供。 乙腈、
甲醇 （色谱纯， 德国默克公司）； 磷酸 （优级纯，
天津市光复精细化工研究所）； 水为超纯水， 其他

所用试剂均为分析纯。
表 １　 样品信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

编号 产地 采收日期

Ｓ１ 百色靖西 ２０１８􀆰 ０５
Ｓ２ 百色田阳 ２０１８􀆰 ０５
Ｓ３ 百色隆林 ２０１８􀆰 ０７
Ｓ４ 百色德保 ２０１８􀆰 ０７
Ｓ５ 百色田林 ２０１８􀆰 ０７
Ｓ６ 玉林兴业 ２０１８􀆰 ０８
Ｓ７ 玉林容县 ２０１８􀆰 ０８
Ｓ８ 玉林北流 ２０１８􀆰 ０８
Ｓ９ 河池南丹 ２０１８􀆰 ０９
Ｓ １０ 河池天娥 ２０１８􀆰 ０９
Ｓ １１ 河池东兰 ２０１８􀆰 ０９

２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６×１５０ ｍｍ， ５μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷

酸水溶液 （Ｂ）， 梯度洗脱（０～５ ｍｉｎ， １５􀆰 ０％ Ａ； ５～
４０ ｍｉｎ， １５􀆰 ０％ ～ ７０􀆰 ０％ Ａ）； 体积流量１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３０ ℃； 波长 ２３０ ｎｍ； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 混合对照品溶液　 精密称取绿原酸对照品

１１􀆰 ６０ ｍｇ、 咖啡酸对照品 ６􀆰 ７２ ｍｇ、 ４⁃甲氧基水杨

醛对照品 １１􀆰 ６６ ｍｇ， 分别置于不同的 ２５ ｍＬ 量瓶

中， 加适量甲醇超声 （５００ Ｗ， ４０ ｋＨｚ） 使溶解并

稀释至刻度， 摇匀， 即得单一对照品溶液。 再分别

精密量取上述绿原酸溶液 ２􀆰 ０ ｍＬ、 咖啡酸溶液

１􀆰 ０ ｍＬ、 ４⁃甲氧基水杨醛溶液 ０􀆰 ４ ｍＬ， 置于同一

１０ ｍＬ 量瓶中并用甲醇定容， 即得混合对照品溶

液。 （每 １ ｍＬ 混合对照品溶液含绿原酸 ８９􀆰 ２７ μｇ、
咖啡酸 ２６􀆰 ９０ μｇ、 ４⁃甲氧基水杨醛 １８􀆰 ４７ μｇ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取古羊藤样品约 ２ ｇ， 精密称

定， 置于 １００ ｍＬ 锥形瓶中， 精密加入 ８０％ 甲醇

２５􀆰 ０ ｍＬ， 称定质量， 超声 （５００ Ｗ， ４０ ｋＨｚ） 提

取 ３０ ｍｉｎ， 放冷， 用 ８０％ 甲醇补足减失质量， 溶液

过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 系统适应性与专属性试验　 分别精密吸取

混合对照品溶液与供试品溶液各 ５ μＬ， 在 “２􀆰 １”
项条件下测定， 供试品中相应的色谱峰与绿原酸、
咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛对照品色谱峰保留时间、
原始紫外光谱和一阶导数光谱一致， 并与其他共存

成分的分离度大于 １􀆰 ５， 理论塔板数均大于 ５ ０００。
色谱图见图 １。

１． 绿原酸　 ２． 咖啡酸　 ３． ４⁃甲氧基水杨醛

１． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｓａｌｉｃｙｌａｌｄｅｈｙｄｅ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察 　 分别精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １”
项下混合对照品溶液 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２、
１􀆰 ６、 ２􀆰 ０ ｍＬ， 分别置 ２􀆰 ０ ｍＬ 量瓶中， 加 ８０％ 甲

醇定容至刻度， 摇匀， 制成系列混合对照品溶液，
在 “２􀆰 １” 项条件下分别进样 ５ μＬ， 以目标峰峰面

积为纵坐标 （Ｙ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 进行

回归， 结果见表 ２。 表明各成分在各自范围内线性

关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下同一供试品

溶液， 在 “２􀆰 １” 项条件下连续进样 ６ 次， 测得绿原
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　 　 表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
绿原酸 Ｙ＝８􀆰 ５３３ ７０Ｘ＋０􀆰 ６７３ ４３２ ０􀆰 ９９９ ９ １７􀆰 ８５～８９􀆰 ２７
咖啡酸 Ｙ＝１６􀆰 ８５２ １４Ｘ＋１􀆰 ０８０ ３８ ０􀆰 ９９９ ０ ５􀆰 ３８～２６􀆰 ９０
４⁃甲氧基水杨醛 Ｙ＝１８􀆰 ５５８ ７０Ｘ＋０􀆰 １８３ ３６１ ０􀆰 ９９９ ９ ３􀆰 ６９～１８􀆰 ４７

酸、 咖啡酸、 ４⁃甲基氧水杨醛峰面积 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ３％ 、 １􀆰 ４％ 、 １􀆰 ４％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 重复性试验　 取 Ｓ１ 号古羊藤样品 ６ 份， 每

份 ２ ｇ， 精密测定， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条件下分别进样 ５ μＬ， 测得

绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛含有量 ＲＳＤ 分别

为 ４􀆰 ８％ 、 ２􀆰 ６％ 、 １􀆰 ８％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下同一供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条件下， 分别于 １、 ２、 ４、
６、 １２、 ２４ ｈ 进样， 测得绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲基

氧 水 杨 醛 含 有 量 ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ４％ 、 １􀆰 １％ 、
０􀆰 １％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 取已测定含有量的 Ｓ１ 号

古羊藤样品 ６ 份， 每份约 １ ｇ， 精密称定， 另精密

称取 绿 原 酸 对 照 品 ６􀆰 ９０ ｍｇ、 咖 啡 酸 对 照 品

２􀆰 ３７ ｍｇ、 ４⁃甲氧基水杨醛对照品 ２􀆰 ０３ ｍｇ， 置

５００ ｍＬ量瓶中， 加适量 ８０％ 甲醇超声使溶解， 并

稀释至刻度， 摇匀， 即得混合对照品贮备液。 分别

在上述 ６ 份样品中精密加入混合对照品贮备液

２５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品品溶液，
在 “２􀆰 １” 项条件下分别进样 ５ μＬ， 记录各成分峰

面积并计算回收率， 结果见表 ３。
表 ３　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｎ＝６）
成分 取样量 ／ ｇ 原有量 ／ μｇ 加入量 ／ μｇ 测得量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

绿原酸 １􀆰 ０４７ ２ ６６６􀆰 ０ ３３１􀆰 ９ ９９３􀆰 ８ ９８􀆰 ７６ ９９􀆰 ８０ ２􀆰 ４
１􀆰 ００４ ３ ６３８􀆰 ７ ３３１􀆰 ９ ９６５􀆰 ８ ９８􀆰 ５４
１􀆰 ０００ ５ ６３６􀆰 ３ ３３１􀆰 ９ ９６０􀆰 ４ ９７􀆰 ６４
１􀆰 ００８ ８ ６４１􀆰 ６ ３３１􀆰 ９ ９８７􀆰 ８ １０４􀆰 ３０
１􀆰 ０４３ ６ ６６３􀆰 ７ ３３１􀆰 ９ ９９４􀆰 ８ ９９􀆰 ７６
１􀆰 ００６ １ ６３９􀆰 ９ ３３１􀆰 ９ ９７１􀆰 １ ９９􀆰 ８１

咖啡酸 １􀆰 ０４７ ２ ５６􀆰 ６３ １１８􀆰 ５ １７８􀆰 １ １０２􀆰 ４７ ９９􀆰 ７９ １􀆰 ９
１􀆰 ００４ ３ ５４􀆰 ３１ １１８􀆰 ５ １７３􀆰 ２ １００􀆰 ３０
１􀆰 ０００ ５ ５４􀆰 １１ １１８􀆰 ５ １７２􀆰 ５ ９９􀆰 ９２
１􀆰 ００８ ８ ５４􀆰 ５６ １１８􀆰 ５ １７４􀆰 ０ １００􀆰 ７６
１􀆰 ０４３ ６ ５６􀆰 ４４ １１８􀆰 ５ １７１􀆰 ６ ９７􀆰 １７
１􀆰 ００６ １ ５４􀆰 ４１ １１８􀆰 ５ １７０􀆰 ７ ９８􀆰 １２

４⁃甲基氧水杨醛 １􀆰 ０４７ ２ １００􀆰 ９０ １００􀆰 ５ ２０３􀆰 ７ １０２􀆰 ２５ １０１􀆰 ６３ １􀆰 ８
１􀆰 ００４ ３ ９６􀆰 ７６ １００􀆰 ５ １９９􀆰 ５ １０２􀆰 ２３
１􀆰 ０００ ５ ９６􀆰 ４０ １００􀆰 ５ ２０１􀆰 ３ １０４􀆰 ３５
１􀆰 ００８ ８ ９７􀆰 ２０ １００􀆰 ５ １９８􀆰 ４ １００􀆰 ７１
１􀆰 ０４３ ６ １００􀆰 ５５ １００􀆰 ５ ２０２􀆰 ２ １０１􀆰 １７
１􀆰 ００６ １ ９６􀆰 ９４ １００􀆰 ５ １９６􀆰 ５ ９９􀆰 ０６

２􀆰 ４　 相对校正因子计算 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项

下混合对照品溶液， 依法测定绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃
甲基氧水杨醛的峰面积， 以绿原酸为内标， 按公式

ｆｓｉ ＝ ｆｓ ／ ｆｉ ＝ （Ａｓ ／ Ｃｓ） ／ （Ａｉ ／ Ｃ ｉ）， 其中 Ａｓ 绿原酸内标

峰面积， Ｃｓ 为绿原酸内标物浓度， Ａｉ 为待测成分

咖啡酸或 ４⁃甲基氧水杨醛峰面积， Ｃ ｉ 为待测成分

咖啡酸或 ４⁃甲基氧水杨醛浓度） 计算相对校正因

子。 结果显示咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛相对校正因

子分 别 为 ０􀆰 ５０４、 ０􀆰 ４６０， ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ４％ 、
０􀆰 ３％ ， 结果见表 ４。
２􀆰 ５　 系统耐用性考察

２􀆰 ５􀆰 １　 进样量 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下混合对

　 　 表 ４　 各成分相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

编号
相对校正因子

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

１ ０􀆰 ５００ ０􀆰 ４６３
２ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ４６１
３ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ４６０
４ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ４６０
５ ０􀆰 ５０５ ０􀆰 ４６０
６ ０􀆰 ５０５ ０􀆰 ４５９
７ ０􀆰 ５０６ ０􀆰 ４６１

平均值 ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ４６０
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ４ ０􀆰 ３

４６３２
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照品溶液， 在 “ ２􀆰 １” 项条件下分别进样 ４、 ５、
６ μＬ， 考察不同进样体积对相对校正因子的影响。
结果见表 ５， 结果显示， 不同进样体积对相对校正

因子影响程度不明显， 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛相

对校正因子 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 １％ 、 ０􀆰 ０９％ ， 相对保留

时间 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ０３％ 、 ０􀆰 １％ 。
表 ５　 不同进样量的相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

进样量 ／ μＬ
相对校正因子 相对保留时间

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛 咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

４ ０􀆰 ５４５ ０􀆰 ４３８ １􀆰 １２６ ２􀆰 １５３
５ ０􀆰 ５４５ ０􀆰 ４３８ １􀆰 １２６ ２􀆰 １５４
６ ０􀆰 ５４４ ０􀆰 ４３８ １􀆰 １２７ ２􀆰 １５８

平均值 ０􀆰 ５４５ ０􀆰 ４３８ １􀆰 １２６ ２􀆰 １５５
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 １ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ０３ ０􀆰 １

２􀆰 ５􀆰 ２　 仪器和色谱柱 　 选择 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 和 Ｕｌｔｉ⁃
Ｍａｔｅ３０００ 高 效 液 相 色 谱 仪， 以 及 Ａｔｌａｎｔｉｓ 􀳏 Ｔ３

（ ４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ， ５ μｍ ）、 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８

（ ４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ， ５ μｍ ）、 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱， 考察不同仪

器、 不同色谱柱对相对校正因子的影响。 结果见表

６， 结果显示， 不同仪器、 不同色谱柱对相对校正

因子影响程度在可接受范围内， 咖啡酸、 ４⁃甲氧基

水杨醛相对校正因子 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ３％ 、 ３􀆰 ５％ 。
表 ６　 不同仪器和色谱柱上相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎｓ

仪器 色谱柱
相对校正因子

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８ ０􀆰 ５４６ ０􀆰 ４３９
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ０􀆰 ５４７ ０􀆰 ４３０
Ａｔｌａｎｔｉｓ􀳏 Ｔ３ ０􀆰 ５５０ ０􀆰 ４４７

ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８ ０􀆰 ５５５ ０􀆰 ４３９
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ０􀆰 ５７９ ０􀆰 ４５４
Ａｔｌａｎｔｉｓ􀳏 Ｔ３ ０􀆰 ５６５ ０􀆰 ４７４
平均值 ０􀆰 ５５７ ０􀆰 ４４７
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 ３ ３􀆰 ５

２􀆰 ５􀆰 ３　 体积流量 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下混合

对照品溶液 ５ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样， 考察

０􀆰 ９、 １􀆰 ０、 １􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ ３ 个不同体积流量对相对校

正因子的影响。 结果见表 ７， 结果显示， 不同体积

流量对相对校正因子影响程度不明显， 咖啡酸、 ４⁃
甲氧基水杨醛相对校正因子 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ４％ 、
０􀆰 １％ ， 相对保留时间 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ０６％ 、 １􀆰 ０％ 。
２􀆰 ５􀆰 ４　 柱温 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下混合对照

品溶液 ５ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样， 考察 ２０、
２５、 ３０ ℃ ３ 个不同柱温对相对校正因子的影响。

　 　 　 　 表 ７　 不同体积流量的相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ７ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ
ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

体积流量 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）
相对校正因子 相对保留时间

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛 咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

０􀆰 ９ ０􀆰 ５２２ ０􀆰 ４５７ １􀆰 １２６ ２􀆰 １４０
１􀆰 ０ ０􀆰 ５１８ ０􀆰 ４５６ １􀆰 １２７ ２􀆰 １５７
１􀆰 １ ０􀆰 ５２０ ０􀆰 ４５７ １􀆰 １２７ ２􀆰 １８２

平均值 ０􀆰 ５２０ ０􀆰 ４５７ １􀆰 １２７ ２􀆰 １６０
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ４ ０􀆰 １ ０􀆰 ０６ １􀆰 ０

结果见表 ８， 结果显示， 不同柱温对相对校正因子

影响程度不明显， 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水杨醛相对校

正因子 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５％ 、 １􀆰 ３％ ， 相对保留时间

ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 １％ 、 ４􀆰 ６％ 。
表 ８　 不同柱温的相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍ⁃
ｐｅｒａｔｕｒｅ

柱温 ／ ℃
相对校正因子 相对保留时间

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛 咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

２０ ０􀆰 ５２４ ０􀆰 ４５３ １􀆰 １２９ ２􀆰 ０６８
２５ ０􀆰 ５１９ ０􀆰 ４５７ １􀆰 １２７ ２􀆰 １６１
３０ ０􀆰 ５２０ ０􀆰 ４６４ １􀆰 １２６ ２􀆰 ２６８

平均值 ０􀆰 ５２１ ０􀆰 ４５８ １􀆰 １２８ ２􀆰 １６５
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ５ １􀆰 ３ ０􀆰 １ ４􀆰 ６

２􀆰 ５􀆰 ５　 波长 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下混合对照

品溶液 ５ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样， 考察 ２２８、
２３０、 ２３２ ｎｍ ３ 个不同测定波长对相对校正因子的

影响。 结果见表 ９， 结果显示， 不同测定波长对相

对校正因子影响程度不明显， 咖啡酸、 ４⁃甲氧基水

杨醛相对校正因子 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４％ 、 ２􀆰 ４％ ， 相

对保留时间 ＲＳＤ 均为 ０。
表 ９　 不同测定波长的相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ９ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

检测波长 ／
ｎｍ

相对校正因子 相对保留时间

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛 咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

２２８ ０􀆰 ５６０ ０􀆰 ４５５ １􀆰 １２１ ２􀆰 ０２８
２３０ ０􀆰 ５５０ ０􀆰 ４４２ １􀆰 １２１ ２􀆰 ０２８
２３２ ０􀆰 ５４４ ０􀆰 ４６４ １􀆰 １２１ ２􀆰 ０２８

平均值 ０􀆰 ５５２ ０􀆰 ４５４ １􀆰 １２１ ２􀆰 ０２８
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ４ ２􀆰 ４ ０ ０

２􀆰 ６　 色谱峰定位　 分别考察相对保留时间在不同

仪器、 色谱柱中的重复性。 结果见表 １０， 结果显

示， 不同测定波长对相对保留时间影响程度不明

显， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５％ 、 ９􀆰 ４％ ， 故选择绿原酸作为

色谱峰定位指标。
２􀆰 ７　 样品含有量测定 　 经方法学优化和考察后，
采用以上建立的 ＱＡＭＳ 法， 对 １１ 批样品中咖啡酸、
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４⁃甲基氧水杨醛的含有量进行测定， 为了考察

ＱＡＭＳ 法的准确性［１５］， 把 ＱＡＭＳ 的测定结果与外

标法 （ＥＳＭ） 测定结果进行了比较。 表明所建立

的方法具有较好的可信度， 结果见表 １１。
表 １０　 不同仪器和色谱柱上相对保留时间

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎｓ

仪器 色谱柱
相对保留时间

咖啡酸 ４⁃甲氧基水杨醛

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８ １􀆰 １２７ ２􀆰 １５４
Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ １􀆰 １２２ １􀆰 ８６０
Ａｔｌａｎｔｉｓ􀳏 Ｔ３ １􀆰 １３１ １􀆰 ７６１

Ｔｈｅｒｍｏ Ｕ３０００ Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８ １􀆰 １１９ ２􀆰 １４４
Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ １􀆰 １１８ １􀆰 ８５３
Ａｔｌａｎｔｉｓ􀳏 Ｔ３ １􀆰 １３０ １􀆰 ７５８

平均值 １􀆰 １２５ １􀆰 ９２２
ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ５ ９􀆰 ４

３　 讨论

本实验参考文献 ［１６⁃１８］， 分别考察了提取方

法 （加热回流和超声）、 提取溶剂 （３０％ 、 ５０％ 、
７０％ 、 ８０％ 、 １００％ 甲醇）、 料液比 （１５、 ２５、 ５０、
１００ ｍＬ）、 提取时间 （３０、 ４５、 ６０、 ９０、 １２０ ｍｉｎ），
发现用 ８０％ 甲醇超声提取 ３０ ｍｉｎ 后所得的峰基线

平稳， 色谱图中检测成分较多且峰形较好。 本实验

还考察了流动相、 色谱柱、 柱温、 进样量对古羊藤

样品溶液分离效果的影响［１６⁃１７］。 确定 “２􀆰 １” 项下

条件。
传统中医的整体观要求对中药材进行多药效成

分指标的综合评价［１８］。 为了确保质量标准中定量

指标的正确， 通过采用保留时间定性、 紫外光谱和

一阶导数光谱匹配等方法确证了绿原酸、 咖啡酸、
　

表 １１　 各成分含有量测定结果 （μｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 １１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （μｇ ／ ｇ）

编号 绿原酸
咖啡酸 ４⁃甲基氧水杨醛

外标法 一测多评法 准确度 ／ ％ 外标法 一测多评法 准确度 ／ ％
Ｓ１ ７０８􀆰 ７９ ５６􀆰 １３ ５６􀆰 ６０ １００􀆰 ８ １２４􀆰 １８ １２４􀆰 ３０ １００􀆰 １
Ｓ２ ３２７􀆰 ０４ １２􀆰 ６４ １３􀆰 ３４ １０５􀆰 ５ ５３􀆰 ７７ ５３􀆰 ８０ １００􀆰 １
Ｓ３ ５７７􀆰 ３４ ２４􀆰 ０３ ２４􀆰 ６８ １０２􀆰 ７ ７５􀆰 ６２ ７５􀆰 ７２ １００􀆰 １
Ｓ４ ３５６􀆰 ２３ ２４􀆰 ０５ ２４􀆰 ６７ １０２􀆰 ６ ６６􀆰 １７ ６６􀆰 ２０ １００􀆰 １
Ｓ５ ４３２􀆰 ５９ ３２􀆰 ０５ ３２􀆰 ６２ １０１􀆰 ８ ６４􀆰 ９２ ６４􀆰 ９９ １００􀆰 １
Ｓ６ ４２７􀆰 ２９ ２９􀆰 １２ ２９􀆰 ７２ １０２􀆰 １ ６５􀆰 ８９ ６５􀆰 ９５ １００􀆰 １
Ｓ７ １７４􀆰 ５２ ８􀆰 ２０ ８􀆰 ９１ １０８􀆰 ７ ３５􀆰 ４１ ３５􀆰 ３９ ９９􀆰 ９
Ｓ８ １８４􀆰 ２１ ８􀆰 ５４ ９􀆰 ２５ １０８􀆰 ３ ３２􀆰 ７１ ３２􀆰 ７０ １００􀆰 ０
Ｓ９ ３７４􀆰 ９６ １２􀆰 ６９ １３􀆰 ３８ １０５􀆰 ５ ５６􀆰 ４５ ５６􀆰 ５０ １００􀆰 １
Ｓ １０ ３５０􀆰 ６９ １４􀆰 ４１ １５􀆰 １０ １０４􀆰 ８ ５３􀆰 ４２ ５３􀆰 ４６ １００􀆰 １
Ｓ １１ ３３８􀆰 ４３ １０􀆰 ７７ １１􀆰 ４８ １０６􀆰 ６ ５１􀆰 ０５ ５１􀆰 ０９ １００􀆰 １

４⁃甲氧基水杨醛存在于古羊藤中。 并且绿原酸为古

羊藤的重要质量标志物， 因此以绿原酸为内标， 建

立一测多评法测定古羊藤中绿原酸、 咖啡酸、 ４⁃甲
氧基水杨醛的含有量。 本实验验证了该方法的精密

度、 重现性、 稳定性、 系统适应性和一测多评法的

准确性， 并对一测多评法的适用性和可行性进行探

讨。 结果表明， 一测多评法推算的含有量与外标法

所得含有量没有显著性差异， 表明实验建立的相对

校正因子具有较好的可信度［１９］。
随着一测多评法在 《中国药典》 中的应用越

来越广泛［２０］， 本实验建立的一测多评方法可对古

羊藤进行多药效成分指标的综合评价， 以期为建立

科学合理的古羊藤质量评价方法， 提高其质量控制

标准提供参考。
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摘要： 目的　 基于 ＵＰＬＣ 建立替代对照品法测定大蒜中的大蒜辣素。 方法 　 新鲜蒜泥甲醇提取物的分析采用 Ｗａｔｅｒｓ
Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液； 柱温 ３０ ℃； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
检测波长 ２４２ ｎｍ。 结果 　 大蒜辣素、 羟苯乙酯在 ３６􀆰 ０２ ～ ５６４􀆰 ７４、 １２􀆰 ９３ ～ ２０６􀆰 ８０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ≥
０􀆰 ９９９ ８）， 加样回收率 ９８􀆰 ８％ ～１００􀆰 ９％ ， 定量下限 １􀆰 ７３～２􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ。 外标法与替代对照品法测定结果无统计学差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 该方法准确稳定， 重复性好， 可用于大蒜的质量控制。
关键词： 大蒜； 大蒜辣素； 羟苯乙酯； ＵＰＬＣ； 替代对照品法

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １　 　 　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２０）０９⁃２３６７⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２０􀆰 ０９􀆰 ０２３

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｉｎ Ａｌｌｉｕｍ ｓｔａｎｔｉｖｕｍ ｂｙ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＬＣ

ＹＡＮＧ Ｌｉａｎｇ１，４， 　 ＬＵＯ Ｃｈｕｎ⁃ｘｉａ１， 　 ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇ⁃ｓｈａｎ１， 　 ＨＥ Ｊｕｎ⁃ｎｉ２， 　 ＹＡＮＧ Ｇｕａｎｇ⁃ｙｏｎｇ３， 　 ＧＵＡＮ Ｍｉｎｇ１∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００５４， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｓｈａａｎｘｉ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉ’ａｎ ７１００６２， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ａｎｄ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｙｇｕｒ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００１１， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｐｏｌｉｃｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００１１， Ｃｈｉｎａ）
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