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ＨＰＬＣ法同时测定芦根中对香豆酸和阿魏酸含量

潘春燕，陈　静，杭太俊，宋　敏

（中国药科大学药物分析学教研室，南京 ２１０００９）

摘　要　采用ＨＰＬＣ法同时测定对香豆酸和阿魏酸的含量以评价芦根质量。芦根经碱性乙醇水溶液回流提取对香豆
酸和阿魏酸，ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），乙腈０３％醋酸水溶液流动相梯度洗脱分离，紫外３１０ｎｍ波长检
测。对香豆酸和阿魏酸分别在０２～２００μｇ／ｍＬ和０１～１２０μｇ／ｍＬ范围有良好线性，平均回收率分别为（９６９±２９１）％
和（９８７±１７８）％。测得１５批市售芦根饮片中对香豆酸和阿魏酸的含量（珋ｘ±ｓ，ｍａｘ～ｍｉｎ）分别为（０８８±０１６，１２１～
０７０）％和（０４１±００３５，０４９～０３６）％。所建立的对香豆酸和阿魏酸含量的同时测定方法可用于芦根质量的评价。
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　　芦根（ＰｈｒａｇｍｉｔｉｓＲｈｉｚａｍａ）为禾本科植物芦苇
（ＰｈｒａｇｍｉｔｅｓｃｏｍｍｕｎｉｓＴｒｉｎ）的新鲜干燥根茎，收
载于《中华人民共和国药典：一部》［１］（２０１０版）。
芦根性寒味甘，具有清热除烦、止呕利尿之功效，临

床主要用于治疗发热、支气管炎、尿路感染、止呕等

症［２］。芦根所含化学成分主要有多糖、甾体类和

酚酸类。目前芦根化学成分所进行的研究大部分

都针对其多糖类成分及酚酸类成分阿魏酸的分离

与测定［３－９］。药理学实验表明，酚酸类成分具有清

热、止呕、抗菌消炎的作用，与芦根的治疗发热、止

呕的功效相吻合［１０－１３］。《中华人民共和国药典》

（２０１０版）中未见有芦根的含量测定控制项。
本研究针对芦根中的酚酸类成分进行了

ＨＰＬＣＭＳ鉴定研究，首次证明了芦根中同时含有
阿魏酸和对香豆酸（图１），研究建立了芦根中对香
豆酸和阿魏酸含量的ＨＰＬＣ同时测定法，并对市售
不同产地芦根药材饮片进行测定分析，可为芦根的

质量控制提供参考。
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　材　料

１１　药品与试剂
芦根饮片１５批，分别收集于福建、河北、江苏、

新疆、四川、安徽和湖北药材产地，经鉴定均为芦根

（ＰｈｒａｇｍｉｔｉｓＲｈｉｚａｍａ）。
阿魏酸对照品（中国食品药品检定研究院，纯

度９９６％）；对香豆酸对照品（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，
纯度≥９８０％）；乙腈（分析纯，南京化学试剂公
司）；乙酸（分析纯，南京化学试剂公司）；氢氧化钠

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；盐酸（分

析纯，南京化学试剂公司）；重蒸水（自制）。

１２　仪　器
ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＵｌｔｒａＡＭ型液

质联用仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，Ｘｃａｌｉｂｕｒ１２数
据处理系统）；ＬＣ２０１０ＨＴ高效液相色谱仪（日本
岛津公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ６２２４ＴＯＦ／ＭＳ液质联用仪（美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司，ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ数据处理系统）；ＢＳ
２１Ｓ、１１０Ｓ型电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。

"

　方法与结果

２１　色谱条件
ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱

柱，乙腈０３％醋酸水溶液（５∶９５）流动相 Ａ，乙腈
０３％醋酸水溶液（２０∶８０）流动相Ｂ，线性梯度洗脱
（Ａ∶Ｂ）：０ｍｉｎ（１００∶０）→３０ｍｉｎ（０∶１００）→３６ｍｉｎ
（０∶１００）→３８ｍｉｎ（１００∶０）→４３ｍｉｎ（１００∶０），流速
１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃，紫外３１０ｎｍ检测，进样量
１０μＬ。在此条件下，供试品溶液中对香豆酸和阿
魏酸分离度良好，不受其他成分干扰（图２）。
２２　溶液的制备
２２１　对照品溶液　取对香豆酸对照品约
２０ｍｇ，精密称定，置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并
定量稀释至刻度，摇匀，作为对香豆酸储备液；精密

量取该溶液４ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶，加初始比例的流
动相稀释至刻度，摇匀，制得对香豆酸对照溶液

（８０μｇ／ｍＬ）。取阿魏酸对照品约１２ｍｇ，精密称

定，置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并定量稀释至刻
度，摇匀，作为阿魏酸储备液；精密量取该溶液

５ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加初始比例的流动相稀释
至刻度，摇匀，制得阿魏酸对照溶液（６０μｇ／ｍＬ）。
２２２　供试品溶液　取药材粉末（过４０目筛）约
０２５ｇ，精密称定，置１００ｍＬ圆底烧瓶中，精密加
入含０３ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠的７０％乙醇溶液２５ｍＬ，
精密称定总重量后，于沸水浴回流１ｈ，取出，冷却
至室温后，用７０％乙醇溶液补足重量，摇匀，滤过，
精密量取续滤液与等量的含 ０３ｍｏｌ／Ｌ盐酸的
７０％乙醇溶液混合均匀后，经０２２μｍ有机微孔
滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。

２３　系统适用性试验
精密量取等量的对香豆酸与阿魏酸对照溶液，

混合均匀，即得系统适用性试验溶液。

精密吸取系统适用性溶液 １０μＬ，注入色谱
仪，记录色谱图（图２），对香豆酸和阿魏酸色谱峰
之间的分离度应大于５，以对香豆酸色谱峰计算理
论塔板数应大于５０００。

１：ｐＣｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ；２：Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｂｌａｎｋ
ｅｘｔｒａｃｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

２４　线性关系
精密吸取“２２１”项下的对照品储备液，分别

加起始比例流动相依次定量稀释４／５、３／５、１／５、１／
２０、１／５０、１／１００、１／２００和１／１０００倍，作为系列标
准溶液，各精密吸取１０μＬ，注入液相色谱仪，记录
色谱图。分别以对香豆酸与阿魏酸的峰面积（Ｙ）
为纵坐标，标准溶液的质量浓度（对香豆酸０２～
２００μｇ／ｍＬ，阿魏酸 ０１２～１２０μｇ／ｍＬ）为横坐标
进行线性回归。

结果表明，对香豆酸和阿魏酸分别在 ０２～
２００μｇ／ｍＬ和０１２～１２０μｇ／ｍＬ范围内线性良好。
对香豆酸的回归方程为 Ｙ＝８７０１８Ｘ－３３１１７（ｒ＝
０９９９０），阿魏酸的回归方程为 Ｙ＝５３０９２Ｘ－
２２７０３（ｒ＝０９９９０）。
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２５　精密度
取同一供试品溶液，依“２１”项下条件连续

测定６次，记录对香豆酸和阿魏酸的色谱峰面
积。结果表明，对 香 豆 酸 峰 面 积 的 ＲＳＤ为
０４５％，阿魏酸峰面积的 ＲＳＤ为 ０２４％。本法
测定精密度良好。

２６　重复性
取同一批（ＬＧ２０１１Ｓ４，第 ６批）芦根药材 ６

份，按“２２２”项下方法制备供试品溶液，按外标
法，以峰面积计算含量。结果，对香豆酸含量平均

值为０６８％（ｎ＝６，ＲＳＤ０４７％），阿魏酸含量平均
值为０４１％（ｎ＝６，ＲＳＤ１８％）。结果表明，该测
定法重复性良好。

２７　稳定性
取供试品溶液，分别在０～２４ｈ放置不同时间

后进样分析。测得对香豆酸峰面积的 ＲＳＤ为
１１３％，阿魏酸峰面积的 ＲＳＤ为１９８％。说明供
试品溶液在２４ｈ内稳定。

２８　回收率
取已测定含量的芦根药材粉末约０１２５ｇ，精

密称定 ９份，分别加入相当于已知含量的 ８０％、
１００％、１２０％的对香豆酸和阿魏酸对照品溶液，配
制低、中、高水平的加样溶液各 ３份。按“２２２”
项下供试品溶液的制备方法进行制备，按“２１”项
下色谱方法进样分析，计算加样回收率。结果，对

香豆酸平均回收率为（９６９±２９１）％，阿魏酸平
均回收率为（９８７±１７８）％。
２９　样品测定

取芦根药材按上述方法制备供试品溶液，每批

样品制备两份，各份溶液在上述色谱条件下分别进

样２次，按外标法以峰面积计算含量。结果（表１）
表明，市售芦根饮片中对香豆酸和阿魏酸的含量

（珋ｘ±ｓ，ｍａｘ～ｍｉｎ）分别为（０８８±０１６，１２１～
０７０）％和（０４１±００３５，０４９～０３６）％，芦根酚
酸类成分中对香豆酸的含量明显高于阿魏酸的含

量（约为２倍）。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄａｎｄｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｉｎＰｈｒａｇｍｉｔｉｓＲｈｉｚａｍａｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２）

Ｎｏ ＢａｔｃｈＮｏ Ｏｒｉｇｉｎ Ｖａｒｉｅｔｙ Ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｔｉｍｅ ｐＣｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ／％ Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ／％
１ ＬＧ２０１０Ａ１ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ａｕｔｕｍｎ，２０１０ １２１±００４ ０４２±００１
２ ＬＧ２０１０Ａ２ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ａｕｔｕｍｎ，２０１０ １１７±００５ ０４１±０００
３ ＬＧ２０１１Ｓ１ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ ０８７±００２ ０４０±００２
４ ＬＧ２０１１Ｓ２ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ １００±００２ ０３９±００１
５ ＬＧ２０１１Ｓ３ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ ０９２±００４ ０３７±０００
６ ＬＧ２０１１Ｓ４ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ ０７０±０００ ０４０±００１
７ ＬＧ２０１１Ｓ５ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ ０７２±００２ ０３６±０００
８ ＬＧ２０１１Ｓ６ Ｆｕｊｉａｎ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１１ ０７１±００２ ０３９±００１
９ １４０５２８ Ｈｅｂｅｉ Ｂｉｇ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０９３±０００ ０４２±０００
１０ １４０５２８ Ｈｅｂｅｉ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０８７±００１ ０４９±００４
１１ １４０５０２ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０７０±００１ ０４６±０００
１２ ２０１４０６１５ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０７８±０００ ０３８±００１
１３ １４０６０８ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０８３±００２ ０４３±０００
１４ １４０６２１ Ａｎｈｕｉ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０９４±００２ ０３９±００３
１５ １４０６０８ Ｈｕｂｅｉ Ｓｍａｌｌ Ｓｐｒｉｎｇ，２０１４ ０８４±０００ ０３７±００１

#

　讨　论

３１　对香豆酸的确定
参照文献［３］对芦根药材中的阿魏酸进行测

定，结果发现，阿魏酸色谱峰前存在含量较高的未

知特征成分峰，并且未有相关文献对此成分进行鉴

定或含量测定。

经ＬＣＴＯＦ／ＭＳ分析可知，此成分［Ｍ＋Ｈ］＋为
１６５０６０３，［Ｍ＋Ｎａ］＋为１８７０４５４，［Ｍ－Ｈ］－为
１６３０１０１，此成分的质量数应为 １６４。经 ＬＣ

ＥＳＩ＋ＭＳ／ＭＳ分析得特征碎片离子峰有：９１、１１９、
１４７。结合此化合物是经含氢氧化钠的乙醇溶液提
取产生，且极性与阿魏酸相近，证明为酚酸类成分。

同时根据 ＭＳ／ＭＳ碎片的裂解（图３）分析，推定为
对香豆酸。

取市售对香豆酸对照品进行对比分析确证。

结果表明，色谱保留时间、质谱准分子离子峰和

二级碎片离子，均与此未知成分一致。因此，首

次证明，芦根药材中同时含有对香豆酸和阿

魏酸。

１２２
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＬＣＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄｐｒｏｐｏｓｅｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆ
ｐｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ

３２　测定波长的选择
分别取对香豆酸和阿魏酸对照品适量，用甲醇

溶解，在２００～４００ｎｍ波长范围内扫描。结果对香
豆酸和阿魏酸分别在３１０和３１６ｎｍ处有最大吸
收，两者的最大吸收波长接近，故实验选择３１０ｎｍ
为测定波长。

３３　提取方法的优化
对香豆酸和阿魏酸溶于热水和乙醇、乙醚、甲

醇等有机溶剂，几乎不溶于苯和石油醚。《中华人

民共和国药典》（２０１０版）中银翘伤风胶囊和维 Ｃ
银翘片均含有芦根药材，均以水提制得的浸膏入

药。本研究曾尝试用水、甲醇溶液、乙醇溶液对芦

根药材进行提取，发现阿魏酸和对香豆酸均为响应

最大的物质。《中华人民共和国药典》（２０１０版）
未见有芦根的含量测定控制项。

结合阿魏酸和对香豆酸的性质和相关文

献［３，１４－１９］，用含碱的乙醇或甲醇溶液对芦根药材进

行回流提取，考察了甲醇、乙醇的比例以及氢氧化

钠的加入量。结果发现，乙醇提取能解决芦根药材

中淀粉水解的黏性问题，且较好地除去鞣质等不溶

物质，提取效果优于甲醇和水，而含碱的乙醇水溶
液的提取效果要优于乙醇水溶液。经优化最终选
定含０３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ的７０％乙醇溶液作为提取

溶剂。

３４　含量差异分析
芦根在中国有两个品种及一个变种［２０］，试验

所收集到的芦根药材主要为大、小芦根两个品种。

不同产地、不同采收时间及不同品种的芦根［２１－２３］

中，所含阿魏酸量均约在０４％，含量波动较小，大
芦根中所含对香豆酸的含量均并明显高于小芦根

中对香豆酸的含量。试验还发现不论是何种提取

剂，芦根药材中对香豆酸的含量均比阿魏酸含

量高。

阿魏酸有顺反异构体，在药材同时存在。反式

阿魏酸更稳定，高浓度的反式阿魏酸在存放过程中

仅有少部分（约 １％）转换为顺式［２４］。在色谱图

中，顺式阿魏酸紧邻反式阿魏酸后出峰，芦根药材

酚酸的定量分析中，均以反式阿魏酸作为对照品进

行测定。

%

　小　结

对香豆酸与阿魏酸结构相似，同属于芳香族酚

酸类物质，具有抗高血脂、抗菌、抗真菌、抗肝毒等

作用［１１］，药理活性良好。

国内外文献均未见芦根药材中对香豆酸含量

测定的报道。本研究采用联用技术鉴定确证芦根

药材中含有对香豆酸，并建立了适用于芦根中对香

豆酸与阿魏酸同时测定的ＨＰＬＣ法，可为芦根药材
的开发研究与质量控制提供参考。
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