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摘要：研究建立了一种快速、环保和节约对照品的秦皮化学成分含量测定方法。 秦皮样品采用 ２５％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶

液超声提取 ５ ｍｉｎ。 样品提取溶液采用 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８色谱柱（５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ）进行分析，０􀆰 １％ 甲

酸水溶液⁃乙腈（９４ ∶６， ｖ ／ ｖ）等度洗脱，流速 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 采用紫外分光光度仪对等浓度的秦皮甲素和秦皮乙素进

行紫外光谱扫描，初步筛选得到 ２ 个对照品的等吸收波长，并用高效液相色谱仪对筛选得到的等吸收波长进行确

证，从而获得 ２ 个对照品的等吸收检测波长 ３４１ ｎｍ。 新建立的高效液相色谱紫外等吸收波长法的方法验证结果显

示，秦皮甲素和秦皮乙素在各自的浓度范围内具有良好的线性关系（ ｒ ＝ １􀆰 ０００ ０），检出限和定量限分别为 １􀆰 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ３􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，平均加标回收率分别为 ９９􀆰 ０％ （ＲＳＤ＝ １􀆰 ４％）和 ９７􀆰 ５％ （ＲＳＤ＝ ０􀆰 ９％）。 通过比较高效液相

色谱紫外等吸收波长法和传统高效液相色谱外标法对 １０ 批秦皮样品中秦皮甲素和秦皮乙素的含量测定结果，显
示两种方法测定结果一致。 此外还采用 ｔ 检验对该方法与《中国药典》２０２０ 版方法的含量测定结果进行比较，对比

结果表明两种测定方法无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 该方法耗时 １０ ｍｉｎ，有害溶剂消耗 ０􀆰 ５ ｍＬ，只使用 １ 个对照品，
具有快速、简便、环保和对照品消耗少的特点，适用于秦皮中秦皮甲素和秦皮乙素的含量测定，为秦皮质量评价的

技术提升提供了依据。
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ＨＰＬＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ＨＰＬＣ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ａ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０
ＥＣ⁃Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ）， ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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ｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｒ＝ １􀆰 ０００ ０） ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ）
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色 谱 第 ４１ 卷

　 　 秦皮为传统中药材，在《神农本草经》中就有记

载，其具有清热燥湿、收涩止痢、止带和明目的功

效［１］。 现代药学研究表明秦皮含有多类化学成分，
包括香豆素、环烯醚萜、酚酸和黄酮等［２，３］。 香豆素

类成分是秦皮的主要活性成分，具有抗炎、抗氧化、
抗肿瘤、抗菌和抗病毒的药理活性［４－６］。 其中秦皮

甲素和秦皮乙素为秦皮药材中的主要香豆素成分，
其具有抗氧化、抗肿瘤和抗糖尿病等作用［７－９］，被广

泛应用于秦皮药材的质量评价。 前期报道采用高效

液相色谱［１０－１２］、毛细管电泳［１３］、胶束电动色谱［１４］和

荧光光谱［１５］等技术建立了秦皮中秦皮甲素和秦皮

乙素含量的测定方法。 其中高效液相色谱法是《中
国药典》规定的秦皮药材含量测定的方法，同时也

是秦皮产业中应用最多的方法。 文献报道的秦皮高

效液相色谱含量测定方法存在分析时间长、对照品

消耗多的问题。 叶皓等［１０］采用超声法制备样品，提
取时间 ８􀆰 ５ ｍｉｎ，液相色谱分析时间 ６３ ｍｉｎ；赵重博

等［１１］采用回流法制备样品，提取时间 ６０ ｍｉｎ，液相

色谱分析时间 ６０ ｍｉｎ。 以上方法的总分析时间均

在 ６０ ｍｉｎ 以上，同时也都需要 ２ 个对照品进行

定量。
　 　 高效液相色谱⁃紫外检测分析定量原理为通过

色谱柱对化合物进行分离，紫外检测器依据分析物

特定波长的响应进行含量测定。 前期方法为了确保

分析方法的灵敏度，通常采用秦皮甲素和秦皮乙素

的最大吸收波长作为检测波长。 秦皮甲素和秦皮乙

素在最大吸收波长下紫外响应不一样，因此需要采

用校正因子才能实现单一对照品对多个化合物的定

量［１６］。 如果采用秦皮甲素和秦皮乙素具有相同紫

外吸收的波长作为检测波长，就有可能实现对秦皮

甲素和秦皮乙素进行含量测定时采用单一对照品，
并且不需要使用校正因子进行换算。 核壳色谱柱具

有柱效高、柱压低和分析速度快的优点［１７，１８］，是一

种适用于中药产业化快速分析检测的液相色谱柱。
区别于普通硅胶色谱柱的全多孔填料，核壳型色谱

填料是由无孔硅胶核及外层包裹的多孔核壳层组成

的一种表面多孔微球，其多孔的核壳层使溶剂扩散

路径更短、理论塔板高度更小，因而具有更高的柱

效。 同时核壳填料具有更好的通透性，背压低，可使

用更高的分析流速。 它可以在常规液相色谱上实现

类似超高效液相色谱的快速分析，在不增加产业设

备投入的情况下，可以提高产业化检测效率和降低

检测成本，目前已被应用于冬虫夏草、蛹虫草、人参

和延胡索等多种中药材的液相色谱分析［１９－２２］。 本

研究采用核壳色谱柱和紫外等吸收波长的技术建立

了单一对照品直接定量秦皮中秦皮甲素和秦皮乙素

的快速 ＨＰＬＣ 分析方法，该研究为秦皮质量评价的

技术提升提供了依据。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂及材料

　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 二代高效液相色谱仪、Ａｇ⁃
ｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 一代高效液相色谱仪、Ｃａｒｙ ６０ 型

紫外⁃可 见 分 光 光 度 计 （ 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ），
ＸＰＥ２０５ＤＲ 型十万分之一天平（美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅ⁃
ｄｏ 公司）， Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超纯水仪（德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）， Ｐ３００Ｈ 型超声仪（德国 ＥＬＭＡ 公司）。
　 　 无水乙醇（分析纯）购自成都科隆化学品有限

公司，甲酸（色谱纯）购自上海阿拉丁试剂有限公

司，乙腈（色谱纯）购自上海阿达玛斯试剂有限公

司，秦皮甲素 （ 纯度 ９９􀆰 ７７％）、 秦皮乙素 （ 纯度

９９􀆰 ９４％）均购自成都普思生物科技有限公司。
　 　 秦皮饮片样品 １０ 批（Ｓ１ ～ Ｓ１０），均经钱正明主

任中药师鉴定为木犀科植物白蜡树 Ｆｒａｘｉｎｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒｏｘｂ．的干燥枝皮或干皮，其中 Ｓ１～Ｓ３ 来

自康美药业股份有限公司，Ｓ４ 来自岭南中药材饮片

有限公司，Ｓ５～Ｓ１０ 为市售。
１．２　 对照品溶液配制

　 　 精密称取秦皮甲素和秦皮乙素各 ２０􀆰 １８ ｍｇ，分
别加无水乙醇溶解定容至 １０ ｍＬ，混匀，得到浓度分

别为 ５ ９１７ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １１ ３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的对照品储

备液。 再精密移取秦皮甲素、秦皮乙素对照品储备

液，加 ２５％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液稀释得到浓度分别为

１４７􀆰 ９ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １４８􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的混合对照品工

作液。
１．３　 供试品溶液制备

　 　 秦皮饮片粉碎，过三号筛，精密称取约 ５０ ｍｇ，置
于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 ２５％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液 １０
ｍＬ， ５０ ℃超声（功率 ３８０ Ｗ，频率 ３７ ｋＨｚ）提取 ５
ｍｉｎ，摇匀，吸取上清液，过 ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤膜，待测。
１．４　 色谱条件

　 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ （ ５０
ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ），柱温 ２５ ℃，流动相为乙

腈⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液（６ ∶９４， ｖ ／ ｖ），等度洗脱，
流速 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 １ μＬ，检测波长 ３４１ ｎｍ，
带宽 ４ ｎｍ。
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２　 结果与讨论

２．１　 实验条件优化

２．１．１　 提取条件优化

　 　 超声提取是一种简便高效的中药材样品提取方

法，前期文献采用该方法以甲醇⁃水为溶剂对秦皮中

的化合物进行提取［１０］。 本实验为了获得一种绿色

高效的样品制备方法，选择绿色溶剂乙醇和水作为

提取溶剂，并进一步对不同体积分数的乙醇水溶液、
提取溶剂用量、提取时间和提取温度进行了单因素

考察，每个考察条件均平行测定 ２ 份。 首先比较了

不同体积分数（０、２５％、５０％、７５％ 和 １００％）的乙醇水

溶液的提取率，结果发现 ２５％ 及以上体积分数的乙

醇水溶液作提取溶剂时秦皮甲素和秦皮乙素提取率

较好（图 １ａ），考虑到 ２５％ 乙醇水溶液有机溶剂用量

较少，以及其极性与流动相较为接近不易产生溶剂

图 １　 不同提取条件对秦皮甲素、秦皮乙素含量的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｅｓｃｕｌｉｎ ａｎｄ ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ

　 ａ． ｖｏｌｕｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｂ． ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｉｇｈｔ （ｇ） ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ （ｍＬ）； ｃ． ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ； ｄ． ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．

效应，故选择 ２５％ 乙醇水溶液作为提取溶剂。 通过

比较不同提取药材质量（ｇ）与提取溶剂体积（ｍＬ）
的比例（１ ∶１００、１ ∶２００、１ ∶５００）对秦皮甲素和秦皮乙

素提取率的影响，发现提取药材质量与提取溶剂体

积比对目标化合物的提取率影响不大（图 １ｂ），最后

采用 １ ∶２００ 进行提取。 通过样品超声时间（１、２、５、
１０ ｍｉｎ）的考察发现超声提取 ５ ｍｉｎ 即可完成分析

物的充分提取（图 １ｃ）。 通过不同提取温度（３０、５０、
７０ ℃）的比较发现 ５０ ℃和 ７０ ℃均具有较好的提取

率（图 １ｄ），考虑到 ５０ ℃能耗较低，因此选择 ５０ ℃
作为提取温度。 综上所述，本实验提取方法为取秦

皮粉末约 ５０ ｍｇ，置于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 １０ ｍＬ
２５％ 乙醇水溶液，５０ ℃超声 ５ ｍｉｎ。

２．１．２　 色谱条件的优化

　 　 前期有关秦皮定量分析的报道［１０－１２］ 显示，所采

用的流动相体系中有机相主要为甲醇、乙腈，水相主

要为甲酸水溶液、磷酸水溶液；色谱柱多采用普通

Ｃ１８全多孔硅胶色谱柱，分析时间为 ２５～６３ ｍｉｎ。 核

壳型色谱柱具有通透性好、背压低等优势，与全多孔

填料相比，该填料可显著缩短分析时间，改善分离效

果，提高灵敏度。 本研究为了实现快速色谱分离，采
用了 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８核壳色谱柱（５０ ｍｍ×４􀆰 ６
ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ）。 同时对水⁃甲醇、０􀆰 １％ 磷酸水溶液⁃
甲醇、水⁃乙腈、０􀆰 １％ 甲酸水溶液⁃乙腈 ４ 种流动相体

系进行了比较，结果显示，流动相为 ０􀆰 １％ 甲酸水溶

液⁃乙腈时，目标色谱峰分离效果及峰形最优。 通过

比较不同的流速（１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 和 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ），发
现在 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速下分析时间明显缩短且分

离度（Ｒ）符合药典要求（Ｒ＞ １􀆰 ５），故选择流速为

１􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 本方法可实现对秦皮的快速分析，但
与前期秦皮含量测定研究［１０－１２］中使用的普通 Ｃ１８全

多孔硅胶色谱柱相比，核壳型色谱柱载样量较

小［２３，２４］，导致一般进样体积较小，同时色谱技术相

对先进，核壳柱的价格也比普通全多孔色谱柱要贵

一些，随着未来核壳型色谱柱技术的发展以及应用

市场的普及，核壳柱载样量低和价格贵的问题相信

也一定会得到改善。
２．１．３　 等吸收检测波长的筛选

　 　 文献报道方法［１０－１２］ 通常采用外标法对秦皮中

的秦皮甲素和秦皮乙素进行含量测定，需要用到两

种对照品进行定量，其存在对照品消耗多和对照品

溶液配制繁琐的问题。 等吸收波长检测法是通过找
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到两个对照品溶液具有相同紫外吸收的波长作为高

效液相色谱检测波长。 在该波长下，两种对照品溶

液的紫外响应相同，以其中任何一个物质作为对照

品即可实现对两种分析物的含量测定，同时也不需

要额外的校正因子进行换算，真正实现了单一对照

品对两种分析物的同时测定。

图 ２　 秦皮甲素和秦皮乙素的紫外光谱
Ｆｉｇ． ２　 ＵＶ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｅｓｃｕｌｉｎ ａｎｄ ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ

ａ． ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； ｂ． ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．

　 　 为了获得秦皮甲素和秦皮乙素的紫外等吸收波

长，采用紫外⁃可见分光光度计对秦皮甲素（２０􀆰 １３
μｇ ／ ｍＬ）和秦皮乙素（２０􀆰 １７ μｇ ／ ｍＬ）的对照品溶液

进行扫描。 由图 ２ａ 可知，等质量浓度的秦皮甲素和

秦皮乙素对照品溶液在紫外光谱中不存在等吸收波

长。 对比 ２ 个分析物的结构发现秦皮甲素和秦皮乙

素具有一样的紫外基团，但秦皮乙素比秦皮甲素少

一个糖基团，其相对分子质量较小，故在相同质量浓

度溶液中，秦皮乙素比秦皮甲素的浓度更高，所以在

等质量浓度情况下秦皮乙素的紫外吸收始终高于秦

皮甲素。 因此实验改用等浓度的秦皮甲素（２９􀆰 ５８
μｍｏｌ ／ Ｌ）和秦皮乙素（２９􀆰 ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ）对照品溶液

进行紫外波长扫描测试。 通过比较 ２ 种分析物的紫

外光谱图（图 ２ｂ）发现 ２２６ ｎｍ 和 ３４２ ｎｍ 是其紫外

响应较高的 ２ 个等吸收波长。 采用 ＨＰＬＣ 对样品溶

液进行分析，比较测试溶液在 ２２６ ｎｍ 处和 ３４２ ｎｍ

处的色谱图，发现秦皮甲素和秦皮乙素在 ３４２ ｎｍ
处的色谱图整体出峰情况和基线噪声均优于 ２２６
ｎｍ 处的色谱图，因此选择 ３４２ ｎｍ 作为候选 ＨＰＬＣ
等吸收测定波长，并进行下一步测试。
　 　 为了对候选波长进行确认，实验采用了 ２ 个不

同分析实验室的不同高效液相色谱仪（实验室 １：
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 二代；实验室 ２： Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 一代）对等浓度的分析物溶液进行分析，以
３４０、３４１、３４２、３４３ 和 ３４４ ｎｍ 为检测波长，记录不同

波长下秦皮甲素和秦皮乙素的峰面积（图 ３）， ２ 个

不同高效液相色谱仪的检测结果均显示，当等吸收

检测波长为 ３４１ ｎｍ 时，两个分析物的峰面积最接

近，因此选择了 ３４１ ｎｍ 作为 ＨＰＬＣ 紫外等吸收波

长。 通过对不同检测带宽（１、２、４、６ ｎｍ）进行了比

较，发现带宽对秦皮甲素、秦皮乙素峰面积影响不

大，最终采用检测带宽为 ４ ｎｍ。

图 ３　 等浓度的秦皮甲素、秦皮乙素对照品溶液在
不同检测波长下的峰面积

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ａｅｓｃｕｌｉｎ ａｎｄ ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ
ｗｉｔｈ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

　

２．１．４　 秦皮乙素色谱峰的定位

　 　 按 １􀆰 ３ 节方法制备供试品溶液，按 １􀆰 ４ 节色谱

条件进样分析，使用 ２ 个实验室的不同型号高效液

相色谱仪分别平行测定 ６ 份，以秦皮甲素为参照峰

（Ｓ），计算得秦皮乙素相对保留时间均值分别为

１􀆰 ７３、１􀆰 ７８， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ２９％、０􀆰 ４０％，表明可以

将秦皮甲素作为参照峰，用相对保留时间定位秦皮

乙素色谱峰。
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２．２　 方法学考察

２．２．１　 线性关系、检出限和定量限

　 　 按 １􀆰 ２ 节方法配制秦皮甲素、秦皮乙素对照品

储备液，分别用 ２５％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液逐级稀释成

４４３􀆰 ８、２９５􀆰 ８、１４７􀆰 ９、７４􀆰 ０、１４􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 系列浓度

和 ４４４􀆰 ６、２９６􀆰 ４、１４８􀆰 ２、７４􀆰 １、１４􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 系列浓

度的对照品溶液，按 １􀆰 ４ 节色谱条件进行分析，以各

分析物峰面积 Ｙ 为纵坐标，浓度 Ｘ（μｍｏｌ ／ Ｌ）为横

坐标进行线性回归，以信噪比≥３ 和 １０ 的浓度分别

确定分析方法的检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。
　 　 结果表明，秦皮甲素和秦皮乙素在各自的线性

范围内具有良好的线性关系， 相关系数 （ ｒ） ＝
１􀆰 ０００ ０，方法的 ＬＯＤ 为 １􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＬＯＱ 为 ３􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ（见表 １）。

表 １　 秦皮甲素和秦皮乙素的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ）， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ

ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ） ｏｆ ａｅｓｃｕｌｉｎ ａｎｄ ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ ＬＯＤ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ＬＯＱ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ａｅｓｃｕｌｉｎ １４．８－４４３．８ Ｙ＝ ２．７８２０Ｘ＋１．１８１４ １．００００ １．５ ３．０
Ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ １４．８－４４４．６ Ｙ＝ ２．７４９９Ｘ＋１．７８７７ １．００００ １．５ ３．０

　 Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｍｏｌ ／ Ｌ．

图 ４　 （ａ）空白溶液、（ｂ）对照品溶液和（ｃ）样品溶液的色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｂｌａｎｋ， （ｂ） ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ａｎｄ （ｃ） ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．２．２　 精密度和稳定性

　 　 按 １􀆰 ３ 节方法制备供试品溶液，以同一天 ６ 份

样品平行测定结果的相对标准偏差评价方法的精密

度。 结果显示秦皮甲素和秦皮乙素精密度分别为

０􀆰 ８０％、０􀆰 ６９％，表明该方法重复性良好。
　 　 将供试品溶液置于室温下，于制备后 ０、２、４、８、
１２、１８、２４ ｈ 进样测定，测得秦皮甲素和秦皮乙素峰

面积 ＲＳＤ 值分别为 ０􀆰 ２９％、０􀆰 ３０％，表明供试品溶液

在 ２４ ｈ 内稳定。
２．２．３　 回收率

　 　 选择已知含量的秦皮样品进行加标回收试验，
精密称取样品 ２５ ｍｇ，添加秦皮甲素、秦皮乙素对照

品储备液至样品中，按 １􀆰 ３ 节方法制备供试品加标

溶液，平行测定 ６ 份，计算秦皮甲素、秦皮乙素的回

收率。 结果显示，秦皮甲素的回收率为 ９７􀆰 １％ ～
１０１􀆰 １％，秦皮乙素的回收率为 ９６􀆰 ３％ ～ ９８􀆰 ７％，平均

回收率分别为 ９９􀆰 ０％、９７􀆰 ５％， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４％、
０􀆰 ９％，表明该方法准确度良好。
２．３　 样品分析

　 　 按 １􀆰 ４ 节色谱条件对空白溶液、混合对照品溶

液和样品溶液进行分析，色谱图见图 ４。 １０ 批秦皮

样品每批平行测定 ２ 份，分别采用外标法和等吸收

波长法计算含量。 外标法使用秦皮甲素、秦皮乙素

作为对照品，分别计算样品中秦皮甲素、秦皮乙素的

含量。 等吸收波长法使用秦皮甲素作为对照品，计
算样品中秦皮乙素的含量，结果见表 ２。 通过计算

两种方法的相对误差（ＲＥ）， ＲＥ ＝ （ωＥＡＷ －ωＥＳＭ） ／
ωＥＳＭ×１００％ （式中 ωＥＡＷ 为等吸收波长法测得的含

量，ωＥＳＭ为外标法测得的含量），发现 １０ 批秦皮样品

两种方法测得的秦皮乙素含量结果相对误差在 １％

以内，表明两种方法无明显差异，等吸收波长法可以

用于秦皮中 ２ 个分析物的含量测定。 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 等

吸收波长法测得 １０ 批秦皮中的秦皮甲素、秦皮乙素

含量分别为 ０􀆰 ２６％ ～ ２􀆰 ８０％、０􀆰 １１％ ～ １􀆰 ４７％，总量为

０􀆰 ３７％ ～２􀆰 ９１％，其中 ９ 批样品符合《中国药典》要求

（秦皮甲素及秦皮乙素的总量不得少于 ０􀆰 ８％）。
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表 ２　 秦皮样品中秦皮甲素和秦皮乙素的含量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｅｓｃｕｌｉｎ ａｎｄ ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ

ｉｎ Ｆｒａｘｉｎｉ Ｃｏｒｔｅｘ ｓａｍｐｌｅｓ ％

Ｎｏ． Ａｅｓｃｕｌｉｎ （ＥＳＭ）
Ａｅｓｃｕｌｅｔｉｎ

ＥＳＭ ＥＡＷ
Ｓ１ １．２２ ０．１１ ０．１１
Ｓ２ ２．１１ ０．１９ ０．１９
Ｓ３ １．８６ ０．２２ ０．２２
Ｓ４ ２．１４ ０．３７ ０．３７
Ｓ５ ０．７７ １．４８ １．４７
Ｓ６ ０．８３ ０．２３ ０．２２
Ｓ７ ２．８０ ０．１２ ０．１１
Ｓ８ ０．６８ ０．３３ ０．３３
Ｓ９ ０．４１ ０．４０ ０．４０
Ｓ１０ ０．２６ ０．１１ ０．１１

　 ＥＳＭ： ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ； ＥＡＷ： ｅｑｕａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ．

表 ３　 本方法与文献报道的比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｐｏｒｔｓ

Ｎｏ．
Ｓａｍｐｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｓｏｌｖｅｎｔ
Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

ＨＰＬＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｈａｒｍｆｕｌ ｓｏｌｖｅｎｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｒｅｆ．

１ ＲＥ ５０ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ６０ ２０ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃０．１％ （ｖ ／ ｖ）
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２０ ５０．０ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ
１．６ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

２ ［１］

２ ＵＥ ２４ ｍＬ ９４％ （ｖ ／ ｖ） ｍｅｔｈａｎｏｌ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

８．５ ５０．４ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃０．１％ （ｖ ／ ｖ）
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

６３ ４２．６ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ２ ［１０］

３ ＲＥ ５０ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ６０ ６０ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃０．１％ （ｖ ／ ｖ）
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

６０ ５０．０ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ
７．２ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

２ ［１１］

４ ＵＥ １０ ｍＬ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ＤＥＳ ｃｏｎ⁃
ｔａｉｎｉｎｇ ２０％ （ｖ ／ ｖ） ｗａｔｅｒ

３０ １２．５ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃０．１％ （ｖ ／ ｖ）
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２５ ３．８ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ２ ［１２］

５ ＵＥ １０ ｍＬ ２５％ （ｖ ／ ｖ） ｅｔｈａｎｏｌ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

５ ８．２５ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃０．１％ （ｖ ／ ｖ）
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

５．５ ０．５ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ １ ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ

　 ＨＰＬＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｉｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ． ＲＥ： ｒｅｆｌｕｘ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＵＥ： ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＤＥＳ： ｄｅｅｐ
ｅｕｔｅｃｔｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ．

２．４　 与报道方法比较

　 　 秦皮样品分别采用本方法与《中国药典》（２０２０
版）方法进行秦皮甲素和秦皮乙素的含量分析，平行

测定 ６ 份，样品色谱图见图 ５。 结果显示 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ
等吸收波长法测得秦皮甲素和秦皮乙素的含量为

０􀆰 ７７％ ±０􀆰 ０１％和 １􀆰 ４６％ ±０􀆰 ０１％，药典方法测得秦皮

甲素和秦皮乙素含量分别为 ０􀆰 ７７％ ±０􀆰 ０１％和 １􀆰 ４７％
±０􀆰 ０１％。 用 ｔ 检验对 ２ 组结果进行分析，结果表明两

种方法含量测定结果无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
　 　 前期文献［１，１０－１２］报道方法多采用外标法和全多

孔 Ｃ１８色谱柱对秦皮甲素和秦皮乙素进行含量测定

（表 ３），大多方法存在分析时间长（７０ ｍｉｎ 以上）、
有机溶剂消耗多（４０ ｍＬ 有害有机溶剂以上）和对

照品消耗多 （需 ２ 个对照品进行定量） 的问题。
２０２０ 年 Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ 报道了一种绿色的秦皮定量分析

方法［１２］，方法使用低共熔溶剂超声提取，降低了有

图 ５　 采用（ａ）本方法和（ｂ）《中国药典》方法时
秦皮样品的色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｆｒａｘｉｎｉ Ｃｏｒｔｅｘ ｓａｍｐｌｅ ｂｙ
（ａ） ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ （ｂ） ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ

　

机溶剂消耗，但仍需较长的分析时间和 ２ 个对照品，
同时使用的低共熔溶剂非实验室常规提取试剂，制
备过程复杂，不利于方法的产业化推广。 本方法通

过对样品制备条件和色谱分析条件的优化，在常规

实验室条件下（普通液相色谱系统和超声装置）， １１
ｍｉｎ 内完成秦皮中秦皮甲素和秦皮乙素的含量测

定，同时方法只需要 ０􀆰 ５ ｍＬ 乙腈和 １ 个对照品，大
大提升了样品的检测效率，降低了检测成本和环境

污染。

·６９６·
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３　 结论

　 　 本研究通过考察秦皮甲素和秦皮乙素的紫外吸

收特点，筛选得到了两者的紫外等吸收波长，并在此

基础上建立了一种 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 等吸收波长法测定秦

皮中秦皮甲素和秦皮乙素含量的分析方法，真正实

现了采用 １ 个对照品对秦皮甲素和秦皮乙素的同时

测定。 与《中国药典》及文献报道的方法相比，本方

法具有快速、简便和环保的优点。 该方法的建立为

秦皮及其相关产品质量评价的技术提升提供了依

据，同时也为其他药材的快速绿色 ＨＰＬＣ 定量分析

方法开发提供了参考。
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