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藏药诃子质量标志物诃黎勒酸的标准化分析研究
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摘要：以藏药诃子为原料，研制诃黎勒酸国家标准样品. 诃子经 60% 乙醇提取，大孔树脂富集，制备液相色谱技术

得到诃黎勒酸标准品. 采用高效液相色谱（HPLC）、液相色谱-质谱（LC-MS）和薄层色谱（TLC）等手段进行纯度分

析. 采用紫外光谱（UV）、红外光谱（IR）、高分辨质谱（MS）和核磁共振波谱（NMR）技术进行结构确认. 最后进行

均匀性、稳定性和联合定值. 结果表明，诃黎勒酸样品均匀性良好，4 ℃ 储存，24 个月内稳定. 联合定值确定诃黎

勒酸纯度标准值为 99.33%，符合国家标准品的要求. 研制出的诃黎勒酸（GSB 11-3724-2020）国家标准样品，可用

于含量测定、检测方法评定、相关产品的检测与质量控制.
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Abstract：A  certified  reference  material  of  chebulagic  acid  has  been  developed  using  a  Tibetan  medicine Terminalia
Chebula as the raw material. Terminalia Chebula was extracted with 60% ethanol, enriched by the macroporous resin and
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through the preparative liquid chromatographic purification to obtain chebulagic acid. The purity analysis was carried out
by high performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and thin-layer
chromatography  (TLC).  The  structure  was  identified  using  ultraviolet  (UV)  spectroscopy,  infrared (IR)  spectroscopy,
mass  spectroscopy  (MS)  and  nuclear  magnetic  resonance  (NMR) spectroscopy.  Finally,   the homogeneity,  stability  and
cooperative certification were carried out. The results indicated that the chebulagic acid has a good uniformity and a fine
stability  within  24  months  at  4 ℃.  The  standard  value  of  the  purity  of  chebulagic  acid  was  99.33%,  which  was  in
accordance with the requirements of the certified reference material. The developed chebulagic acid (GSB 11-3 724-2020)
can be used for the content determination, method evaluation, testing and quality control of related products.
Key words：chebulagic acid；reference material；homogeneity；stability；certification

 

标准样品是经过技术鉴定，附有有关性能数据

证书的一批样品，可以用来校准仪器、评价测量方

法、给材料赋值[1-2]. 天然产物标准样品的地位在中

药现代化的发展中日益凸显，特别是在检测结果的

准确性、溯源性和药材质量控制方面起着不可替代

的作用[3-6].
藏药诃子是使君子科植物诃子 Terminalia

chebula Retz.干燥成熟果实，长圆形或卵圆形，表面

黄棕色或暗棕色. 诃子味苦、酸、涩，性平，归肺、大

肠经，用于久泻久痢、便血脱肛、肺虚喘咳、久嗽不

止、咽痛音哑等症状[7]. 诃子在藏药中具有重要地位，

在卫生部药品标准藏药第一册（部颁标准）常用 200
则藏药方剂中，使用诃子入药的有 125 种，素有

“藏药之王”的美称[8]. 诃子中化学成分十分丰富，

主要包括鞣质类、酚酸类、三萜类、黄酮类、挥发油

类、脂肪族类等[9]. 目前市售诃子的质量参差不齐，

更是有伪品混杂其中，药典中对诃子的质量控制局

限于性状、显微及薄层色谱鉴别，缺乏对质量标志

性成分的含量测定. 在诃子质量标志物预测研究报

道中，经多个角度的预测分析表明诃黎勒酸是可能

的质量标志物之一[10]，具有抗病毒、抗肿瘤、抗炎、

抗菌等药理作用[11-15]. 目前，国内外还未研发出诃黎

勒酸的国家标准样品.
本研究围绕诃子中的质量标志成分诃黎勒酸，

参照标准样品工作导则，开展了标准化分析研究，

成功研制了诃黎勒酸国家标准样品（GSB 11-3724-
2020）（如图 1 所示）.

 1　试验部分

 1.1　仪器

本试验所用仪器信息如表 1 所列.
 1.2　原料与试剂

诃子购自西宁市八一药材市场，由青海民族

大学热增才旦教授鉴定为使君子科植物诃子

（Terminalia chebula Retz.）的成熟干燥果实.
高效液相色谱（HPLC）中所用甲醇、乙腈、乙酸

均为色谱纯（武汉弗顿控股有限公司），水为实验室

自制超纯水，其余试剂为分析纯.
 1.3　方法

 1.3.1　样品制备

取诃子果实 10 kg，粉碎，60% 乙醇溶液为提取

溶剂，料液比 1∶10，超声提取 1 h，过滤，滤液浓缩

后冷冻干燥，得到粗提物.  注入粗提物水溶液于

D101 大孔吸附树脂层析柱（20 cm×160 cm），静置吸

附 24 h 后，先用大量 30% 乙醇溶液洗脱，边洗脱边

用 HPLC 检测，直至洗脱液中无化合物，再用 50%
乙醇溶液洗脱，制备液相色谱对 50% 乙醇洗脱部位

分离，得到诃黎勒酸标准样品.
样品经 HPLC 分析，色谱柱：Agela Innoval C18

（250 mm×4.6 mm, 5 µm）. 流动相：甲醇∶0.5% 乙酸

水溶液. 洗脱程序：0~30 min，45%~80% 甲醇. 流速：

1.0 mL/min. 柱温：30 ℃. 检测波长：274 nm. 运行时

间：30 min.
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图 1　诃黎勒酸的化学结构

Fig. 1　Chemical structure of chebulagic acid
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制备液相分离条件，色谱柱：Reprosil  100 C18

（250 mm×20 mm, 10 µm）. 流动相：甲醇∶水（体积

比为 45∶55）. 流速：18 mL/min. 检测波长：281 nm.
 1.3.2　纯度分析

（1）薄层色谱分析. 采用乙酸乙酯∶甲醇∶三氟

乙酸（体积比为 5∶1∶0.01）和丙酮∶甲醇∶三氟乙

酸（体积比为 4∶1.25∶0.01）两种展开体系进行检

测分析，GF254 硅胶板，梯度点样.
（2）HPLC 分析. 色谱柱：Agela Innoval C18（250

mm×4.6 mm, 5 µm）. 流动相：乙腈∶0.5% 乙酸水溶

液（体积比为 14∶86）. 流速：1.0 mL/min. 柱温：30
℃. 检测波长：200~400 nm. 运行时间: 30 min.

（3）液相色谱 -质谱（LC-MS）分析 .  色谱柱：

Agela Innoval C18（250 mm×4.6 mm, 5 µm）. 流动相：

乙腈∶0.5% 乙酸水溶液（体积比为 10∶90）. 流速：

1.0 mL/min. 运行时间: 30 min. 柱温：30 ℃. MS 条

件：电喷雾离子源（ESI）. 毛细管电压 4.0 kV. 载气：

N2. 载气流速: 10 L/min. 载气温度：550 ℃. 扫描范围：

m/z 为 50~1 500.
 1.3.3　水分和灰分含量测定

依据 GB 606-2003《化学试剂水分测定通用方

法卡尔·费休法》和文献 [16]，测定水分和灰分含量.
 1.3.4　结构确证

通过紫外（UV）、红外（IR）、质谱（MS）、核磁共

振波谱（NMR）技术对样品进行结构确认.
 1.3.5　均匀性检验

技术依据：GB/T 15 000.3-2008 第 7 章[17]，随机

抽取 10 瓶样品，分别将其按 1~10 编号，按第一次

编号顺序：1-3-5-7-9-2-4-6-8-10；第二次编号顺序：

10-9-8-7-6-5-4-3-2-1；第三次编号顺序：2-4-6-8-10-1-
3-5-7-9 的程序分别从每瓶中称取 3 份 0.5 mg 样品，

经 HPLC 分析，测定其纯度值. 采用方差分析法对

采集的数据进行分析[18-20].
瓶间方差 s2，瓶间标准偏差 sbb，重复性标准偏

差 sr 分别使用式（1）～（3）计算：

s2 =
MS among−MS within

n
（1）

sbb =

√
MS among−MS within

n
（2）

sr =
√

MS within （3）

均匀性检验的不确定度 ubb=sbb. 式中，MSwithin 为瓶内

均方差，MSamong 为瓶间均方差，n 为样品组数.
 1.3.6　稳定性检验

（1）短期稳定性：以 6 d 为期，随机抽取 15 瓶已

分装样品，平均分成 5 组，分别放置于−20、2~8、20、
40、60 ℃ 保存. 对诃黎勒酸样品进行 HPLC 分析，

每份试样测定 2 次，取其平均值为定值结果.
（2）长期稳定性：以 2 年为期，样品储存于 0~4 ℃

条件下. 分别在第 0、6、12、18、24 月，取样检测，每

份试样测定 5 次，取平均值，使用 t 检验对数据进行

统计分析.

s (b1)

斜率 b1，截距 b0，直线上点的标准偏差 s2，与斜

率相关的不确定度 分别使用式（4）～（7）计算：

b1 =

∑n

i=1

(
Xi−X

) (
Yi−Y

)
∑n

i=1

(
Xi−X

)2 （4）

b0 = Y −b1X （5）

s2 =

∑n

i=1
(Yi−b0−b1Xi)2

n−2
（6）

 

表 1    仪器型号

Table 1　Models of instruments

仪器名称 仪器型号 公司

液相色谱质谱仪 Agilent 6520 Q-TOF 美国安捷伦公司

高效液相色谱仪 Agilent 1260 美国安捷伦公司

大孔树脂纯化柱 50 L 浙江温兄机械阀业有限公司

循环超声提取仪 CTXNW-100B 北京弘祥隆生物技术股份有限公司

红外光谱仪 Vertex 70 德国布鲁克公司

核磁共振波谱仪 BRUKER 400 MHz 德国布鲁克公司

热重分析仪 SHIMADZU TG-40 DTA-40M 日本岛津公司

高效制备液相色谱仪 LC-8A岛津 日本岛津公司

冷冻干燥机 GLZ-1B 上海浦东冷冻干燥设备有限公司
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s (b1) =
s√∑n

i=1

(
Xi− X̄

)2 （7）

X Y

式中，n 为测量次数，Xi 为每次检测月数，Yi 为每次

测得的纯度（%）， 为月平均数， 为纯度平均数. 自
由度为 n-2 和 p 为 0.95（95% 置信水平）的分布 t 因

子等于 3.182.
 1.3.7　定值

如表 2 所列，采用多个实验室进行协作定值，

随机抽取 24 瓶样品，平均分配至每个实验室，每瓶

HPLC 测定 2 次.
 
 

表 2    参加定值实验室及仪器型号
 

Table 2　Laboratories participated in calibration and models of instrument

序号 实验室名称 HPLC仪器型号

1 北京市理化分析测试中心 Shimadzu LC-20A

2 中国科学院新疆理化技术研究所 Waters e2695

3 山东大学化学与化工学院 Waters 2695

4 山东省科学院生物研究所 Agilent 1200

5 山东省中医药研究院 Waters e2695

6 山东蓝城分析测试有限公司 Agilent 1200

7 济南市出入境检验检疫局 Agilent 1260

8 山东省分析测试中心 Agilent 1260
 

x u
(
x
)

测定总平均值 x，实验室内重复性标准偏差 sr
2，

实验室间再现性标准偏差 sL
2，实验室总平均值的标

准偏差 s( )，实验室总平均值的不确定度 分别

使用式（8）～（12）计算：

x =

∑m

i=1

∑ni

j=1
xi j

N
（8）

s2
r = MS within （9）

s2
L = (MS among−MS within)/n （10）

s
(
x
)
=

√
s2

L/p+ s2
r /np （11）

u
(
x
)
= s
(
x
)

（12）

其中，m 为样品瓶数，ni 为第 i 瓶测定的次数，xij 为

某一次测定值，N 为测定总次数，p 为定值实验室数

量，n 为单个实验室检测次数.
 1.3.8　不确定度评价

u
(
x
)

标准样品定值不确定度 、均匀性不确定度

ubb、短期稳定性不确定度 usts、长期稳定性不确定

度 ults、水分不确定度 u水和灰分不确定度 u水组成了

标准样品的总不确定度 uCRM.
u
(
x
)
，ubb，usts，ults 分别使用式（13）～（16）计算：

u
(
x
)
= s
(
x
)

（13）

ubb = sbb = (MS among−MS within)/n （14）

usts = s(b1)sts× tsts （15）

ults = s(b1)lts× tlts （16）

式中：s(b1)sts、s(b1) lts 分别为短期、长期稳定性直线

斜率的不确定度，tsts、tlts 分别为短期、长期稳定性有

效时间.
u水和 u灰包括仪器产生的不确定度 u1 和测量重

复性产生的不确定度 u2. u水和 u灰由公式（17）计算，

uCRM 使用式（18）计算：

u水 = u灰 =
√

u1
2+u2

2 （17）

uCRM = 2
√

u(x)
2
+ubb

2+ults2+usts
2+u水2+u灰2 （18）

 2　结果与讨论

 2.1　样品分离制备

诃黎勒酸富集组分的 HPLC 分析色谱图如图 2
所示.
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图 2　样品 HPLC 分析色谱图

Fig. 2　HPLC chromatogram of sample
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经计算，HPLC 分析时，诃黎勒酸在甲醇质量分

数为 55% 时被洗脱. 但制备液相以 55% 甲醇等度

分离时，化合物洗脱过快，分离效果差. 如图 3 所示，

在甲醇质量分数为 45% 等度洗脱时，取得了理想的

分离效果.
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图 3　诃黎勒酸标准样品制备图

Fig. 3　Preparative chromatogram of standard sample of
chebulagic acid

 

 2.2　纯度分析

 2.2.1　薄层色谱

由图 4 可见，诃黎勒酸在不同展开剂下的薄层

色谱图中呈现单一颜色斑点，无明显杂质，表明样

品纯净. 图 4（a）所用展开剂为乙酸乙酯∶甲醇∶三

氟乙酸（体积比为 5∶1∶0.01），图 4（b）所用展开剂

为丙酮∶甲醇∶三氟乙酸（体积比为 4∶1.25∶0.01）.
  

(a) (b)
展开剂前沿

点样位置

图 4　诃黎勒酸薄层色谱图

（a）展开剂为乙酸乙酯∶甲醇∶三氟乙酸（体积比

5∶1∶0.01），（b）展开剂为丙酮∶甲醇∶三氟乙酸

（体积比 4∶1.25∶0.01）
Fig. 4　Thin layer chromatograms of chebulagic acid

 

 2.2.2　HPLC 纯度分析

如图 5 所示，样品三维色谱图中无明显杂峰，

样品纯度在 99% 以上.
 2.2.3　LC-MS 纯度分析

如图 6 所示，LC-MS 总离子流图未见明显杂质

峰存在.
 2.3　水分和灰分含量测定

经测定，诃黎勒酸标准样品中水分含量为

0.08%，不确定度为 0.02%. 灰分含量为 0.09%，不确

定度为 0.02%.
 2.4　结构确证

熔点：242~243 ℃.  UV λmax（EtOH）：281 nm. IR
KBr νmax（cm−1）： 3  324（νO-H）， 1  700（νC=O）， 1  609、
1 531、1 446（νC=C），1 314、1 163、1 020（νC-O）. 正离

子模式：m/z=972.130 1 [M+NH4]
+，负离子模式：

m/z=953.090 7 [M-H]−，推测分子式为 C41H30O27，质

谱图如图 7 所示 .  诃黎勒酸样品溶于氘代甲醇

（MeOH-d4）中，分别测定 1H NMR、 13C NMR 图谱，

并对数据进行了归属，结果如表 3、4 所列，与文献

报道[21] 对比，基本一致.
 2.5　均匀性检验

 2.5.1　趋势分析

以每瓶纯度平均值作为对应瓶序号的函数来

研究样品制备中的趋势和分装过程的逻辑关系，如

图 8 所示，证明样品制备中的趋势稳定，分装均一，
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图 5　诃黎勒酸样品三维色谱图

Fig. 5　3D HPLC chromatogram of chebulagic acid
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Fig. 6　Totals ionic diagrams of chebulagic acid
(a) positive ion mode，（b）anion mode
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数据稳定.
 2.5.2　方差分析

由表 5、6 可见，以 υ1（即组间）为 9 及 υ2（即组

内）为 20 查 F 界值表，得 F0.05（9，20）为 2.39，由于

F=1.49<F0.05（9，20），所以本样品是均匀的，经计算，

均匀性不确定度为 0.02%.

 2.6　稳定性分析

 2.6.1　短期稳定性检验

如表 7 所列，诃黎勒酸样品的平均纯度为

99.39%，符合要求.
 2.6.2　长期稳定性检验

由表 8 数据可得，诃黎勒酸每次测得的平均值

 

表 3    诃黎勒酸的核磁共振氢谱信号

Table 3　1H NMR data of chebulagic acid

化合物 位置 测定值(400 MHz，MeOH-d4) 文献值(500 MHz，MeOH-d4)
[21]

Glucose 1 6.50 (1H, s) 6.47 (1H, s)

2 5.39 (1H, brs) 5.46 (1H, s)

3 5.82 (1H, brs) 5.86 (1H, s)

4 5.23 (1H, d, J= 3.0 Hz) 5.19 (1H, d, J=3.6 Hz)

5 4.81 (1H, overlap) 4.80 (1H, t, J=17.4 Hz)

6a 4.37 (1H, dd, J=10.2, 7.8 Hz) 4.38 (1H, dd, J=10.8, 8.0 Hz,)

6b 4.86 (1H, overlap) 4.70 (1H, t, 20.3 Hz)

Chebuloyl 2' 4.79 (1H, d, J=7.4 Hz) 4.84 (1H, d, J=7.2 Hz)

3' 5.04 (1H, d, J=7.4, 1.2 Hz) 5.04 (1H, dd, J=7.3, 1.5 Hz)

4' 3.80 (1H, m) 3.80 (1H, m)

5' 2.15(2H, m) 2.11 (2H, d, J=4.5 Hz)

2'' 7.48 (1H, s) 7.46 (1H, s)

1-O-Galloyl-2,6 7.07 (2H, s) 7.11 (2H, s)

HHDP (3-O end) 6.84 (2H, s) 6.98 (2H, s)

HHDP (6-O end) 6.63 (2H, s) 6.62 (2H, s)
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图 7　诃黎勒酸质谱图

（a）正离子模式，（b）负离子模式

Fig. 7　MS spectra of chebulagic acid
(a) positive ion mode, (b) anion mode
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在测定时间内没有随时间的变化而明显的升高或

降低.
经 t 检验法对稳定性检测结果统计分析计算，

如式（19）所列：

︱b1︱ < t0.95,n−2 s(b1) = 3.182×0.01 = 0.031 82 （19）

即︱b1︱<0.031 82，即斜率的变化不显著，诃黎

勒酸标准样品在 2 年内稳定. 有效期 t 为 24 个月的

长期稳定性的不确定度贡献：u=0.24%.
 2.7　定值

国内参加联合定值的实验室有 8 家，定值结果

如表 9 所示.
 2.8　不确定度评价

不确定度计算结果如表 10 所列. 样品的标准

值为扣除水分和灰分后测定，经 HPLC 测定诃黎勒

酸标准样品的标准值为：

(1−0.08%−0.09%)×99.50% = 99.33% （20）

 2.9　结论

本研究围绕诃子中的质量标志成分诃黎勒酸，

根据《标准样品工作导则》的要求对诃黎勒酸样品

进行了标准化研究. 通过多家实验室协作定值，诃

黎勒酸标准样品的定值结果为 99.33%. 研制的诃黎

 

表 4    诃黎勒酸的碳谱数据

Table 4　13C NMR data of chebulagic acid

化合物 位置

测定值

(100

MHz，

MeOH-

d4)

文献值

(150.9

MHz，

MeOH-

d4)
[21]

化合物 位置

测定值

(100

MHz，

MeOH-

d4)

文献值

(150.9

MHz，

MeOH-

d4)
[21]

Glucose 1 91.1 91.7 1-O-
Galloyl

1''' 118.7 119.7

2 69.7 70.7 2''',
6'''

109.5 110.4

3 61.0 61.8 3''',
5'''

145.1 145.9

4 65.6 66.3 4''' 139.5 140.0

5 72.9 73.7 7''' 164.9 165.3

6 63.3 63.9 HHDP
(3-O end)

1 114.6 115.2

Chebuloyl 1' 169.4 169.8 2 124.2 125.2

2' 65.4 66.2 3 106.8 107.5

3' 40.3 40.9 4 144.8 145.3

4' 38.6 39.2 5 136.2 136.2

5' 29.2 29.9 6 143.9 144.6

6' 173.6 173.6 7 168.7 168.7

7' 173.0 173.2 HHDP
(6-O end)

1' 116.3 117.1

1'' 114.8 115.7 2' 123.1 124.2

2'' 117.6 118.4 3' 109.1 110.1

3'' 116.2 116.9 4' 144.2 145.1

4'' 146.0 146.5 5' 137.3 137.6

5'' 139.0 139.7 6' 144.1 144.8

6'' 140.0 140.8 7' 166.1 166.4

7'' 165.0 165.6

 

表 5    均匀性检验的测量数据

Table 5　Measurement data of homogeneity test
/%

瓶号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

第1份 99.49 99.49 99.50 99.48 99.46 99.50 99.48 99.49 99.49 99.48

第2份 99.49 99.46 99.51 99.48 99.49 99.51 99.49 99.47 99.48 99.50

第3份 99.47 99.46 99.47 99.50 99.47 99.49 99.48 99.48 99.49 99.49

平均值 99.48 99.47 99.49 99.49 99.47 99.50 99.48 99.48 99.49 99.49

总体平均值 99.49
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图 8　均匀性趋势

Fig. 8　Uniformity trend
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勒酸标准品可为其相关产品的开发、含量测定、生

物活性和药理作用的研究等工作提供了物质基础，

保证检测结果的准确定、可比性和溯源性.
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表 6    均匀性研究的方差分析表

Table 6　Variance analysis of homogeneity test

变差源 方差和（SS） 自由度 均方差（MS）

瓶间 0.002 1 9 0.000 24

瓶内 0.003 2 20 0.000 16

总和 0.005 3 29

 

表 7    短期稳定性检验试验结果

Table 7　Data of short-term stability test

温度/℃ 平均值/% 标准偏差/% 不确定度/%

−20 99.37 0.02

0.04

2~8 99.42 0.02

20 99.44 0.02

40 99.39 0.02

60 99.34 0.02

 

表 8    长期稳定性检验数据

Table 8　Data of long-term stability test

时间/月 平均值/% 标准偏差/% 不确定度/%

0 99.45 0.02

0.24
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18 99.35 0.02
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S
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