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成分分析

HPLC 法同时测定民族药材青阳参中 6 种酚类成分的含量 *

昝珂 1，黄莉莉 2，刘杰 1，过立农 1，张雯洁 3，郑健 1**，马双成 1**

（1. 中国食品药品检定研究院，北京 100050；2. 广西壮族自治区食品药品检验所，南宁 530021； 

3. 云南省食品药品监督检验研究院，昆明 650000）

摘要　目的：建立高效液相色谱法同时测定民族药材青阳参中对羟基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，
5- 二羟基苯乙酮、白首乌二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮的含量。方法：采用 HSS T3 C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱，以乙腈 -0.05% 甲酸水溶液（20∶80）为流动相，流速 1 mL·min-1，检测波长为 260 nm，柱温

30 ℃，进样量 10 μL。结果：对羟基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、白首乌二苯酮和

2，4- 二羟基苯乙酮质量浓度分别在 0.082~4.084 μg·mL-1（r=0.999 6）、0.080~4.024 μg·mL-1（r=0.999 8）、
0.158~7.888 μg·mL-1（r=0.999 7）、0.078~3.900 μg·mL-1（r=0.999 7）、0.308~15.41 μg·mL-1（r=0.999 6）和

0.077~3.872 μg·mL-1（r=0.999 8）范围内线性关系良好，平均加样回收率、精密度、重现性和稳定性均符合有

关规定。样品中 6 个酚类成分的含量分别为对羟基苯甲酸 0.019~0.133 mg·g-1，香草酸 0.021~0.140 mg·g-1， 
对羟基苯乙酮 0.068~0.300 mg·g-1，2，5- 二羟基苯乙酮 0.029~0.383 mg·g-1，白首乌二苯酮 0.220~1.507  
mg·g-1，2，4- 二羟基苯乙酮 0.034~0.369 mg·g-1。结论：本法可用于青阳参中 6 个酚类成分的含量测定。
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Simultaneous determination of 6 phenols in ethnic medicine  
Radix Cynanchi Otophylli by HPLC*
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Abstract　Objective：To establish an HPLC method for the simultaneous determination of 6 phenols，
including p-hydroxybenzoic acid，vanillic acid，p-hydroxyacetophenone，2，4-dihydroxyacetophenone， 
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baishouwubenzophenone and 2，5-dihydroxyacetophenone in ethnic medicine Radix Cynanchi Otophylli．
Methods：HPLC analysis was performed on a HSS T3 C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column．The mobile 
phase was acetonitrile-0.05% formic acid solution（20∶80）at the flow rate of 1 mL·min-1 and the detection 
wavelength was 260 nm．The column temperature was 30 ℃ and the injection volume was 10 μL．Results：The  
standard curves revealed a good linear relationship in the ranges of 0.082-4.084 μg·mL-1（r=0.999 6）for 
p-hydroxybenzoic acid，0.080-4.024 μg·mL-1（r=0.999 8）for vanillic acid，0.158-7.888 μg·mL-1（r=0.999 7） 
for p-hydroxyacetophenone，0.078-3.900 μg·mL-1（r=0.999 7）for 2，5-dihydroxyacetophenone，0.308-
15.41 μg·mL-1（r=0.999 6）for baishouwubenzophenone and 0.077-3.872 μg·mL-1（r=0.999 8）for 2，
4-dihydroxyacetophenone，respectively．The contents of 6 phenols were 0.019-0.133 mg·g-1 for p-hydroxybenzoic 
acid，0.021-0.140 mg·g-1 for vanillic acid，0.068-0.300 mg·g-1 for p-hydroxyacetophenone，0.029-0.383 mg·
g-1 for 2，5-dihydroxyacetophenone，0.220-1.507 mg·g-1 for baishouwubenzophenone and 0.034-0.369 mg·g-1 
for 2，4-dihydroxyacetophenone，respectively．Conclusion：The developed method is suitable for the quantitative 
analysis of six phenols in Radix Cynanchi Otophylli．
Keywords：Cynanchum otophyllum Schneid.；phenols；p-hydroxybenzoic acid；vanillic acid；p-hydroxyacetophenone；
dihydroxyacetophenone；baishouwubenzophenone；multi-component determination of natural medicine；HPLC

法对不同产地的青阳参药材中的对羟基苯甲酸、香

草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、白首乌二

苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮 6 种酚类成分的含量进行

测定，为建立科学、完整的青阳参药材质量标准提供 
依据。

1　仪器、试药与样品

1.1　仪器　1260 型液相色谱仪（安捷伦公司），二极

管阵列检测器（安捷伦公司），Waters HSS T3 C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅胶；

沃特世公司），QUINTIX313-1CN 型万分之一电子天

平（赛多利斯公司），MSE125S 型十万分之一电子天

平（赛多利斯公司），KQ-500DV 型超声波清洗器（江

苏昆山市超声仪器有限公司），Milli-Q 去离子水发生

器（密理博公司）。

1.2　试药　对羟基苯甲酸对照品（批号 20140801，
纯度 98.9%）、2，5- 二羟基苯乙酮（批号 20151101，
纯度 99.2%）、2，4- 二羟基苯乙酮（批号 20150102，
纯度 99.5%）购于国药集团化学试剂有限公司，香

草 酸（批 号 110776-201503，纯 度 99.8%）、对 羟 基

苯 乙 酮（批 号 111897-201001，纯 度 99.9%）购 于

中国食品药品检定研究院，白首乌二苯酮（自制，

纯度 99.6%）。甲酸、甲醇和乙腈为色谱纯，水为超 
纯水。

1.3　药材　药材样品为产地采集，经中国食品药品

检定研究院民族药室郑健研究员鉴定为萝藦科鹅绒

青 阳 参 为 萝 藦 科 鹅 绒 藤 属 植 物 青 阳 参

Cynanchum otophyllum Schneid. 的干燥根，主产于云

南、湖南、广西、贵州、四川和西藏等省区，具有强筋

健骨、健脾和胃、祛风解痉的功效，用于腰肌劳损、筋

骨疼痛、食欲不振、癫痫、小儿惊风。在云南白族、彝

族、纳西族、傈僳族等少数民族中作药材使用。白族

药名为“嘟巴优”，纳西族药名为“白药根”、“大白药

根”，彝族药名为“期夺齐”。青阳参药材标准收录

于《云南省中药材标准》2005 年版和《湖南省中药

材标准》2009 年版中［1-4］。青阳参中主要含有酚类、

C21 甾体苷类化合物［5-9］。有学者［7］采用 HPLC 法测

定了青阳参中 7 个 C21 甾体苷类化合物的含量，但由

于该类结构较为相似，含量较低，并且紫外吸收很弱，

用其作为指标性成分进行 HPLC 测定时分离度差，干

扰多。在实验过程中，发现青阳参中的另一类化合 
物——酚类，紫外吸收强，用其作为指标进行 HPLC
含量测定时分离度好，干扰较小。对羟基苯乙酮具

有较好的利胆作用，是中国药典 2015 年版茵陈提取

物指标性成分［11-12］；白首乌二苯酮具有神经保护作

用，能够透过血脑屏障，具有抗脑缺血损伤的作用，

这和其用于治疗癫痫的功效相吻合［13］。本课题组前

期建立了 HPLC 法分别测定了青阳参中的对羟基苯

乙酮和白首乌二苯酮的含量［14-15］，但应用 HPLC 法

对青阳参中所含的多种酚类成分进行同时测定还未

见报道。因此，为控制药材质量，本研究采用 HPLC
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藤属植物青阳参 Cynanchum otophyllum Schneid. 的干

燥根。

2　方法与结果

2.1　混合对照品溶液的制备　取对羟基苯甲酸、香

草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、白首乌二

苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮的对照品约 10 mg，精密称

定，分别置 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，

即得各单一对照品储备液；精密吸取上述 6 个对照

品储备液依次为 1、1、2、1、1、4、1 mL 于 50 mL 量瓶

中，用甲醇定容，摇匀，制成每 1 mL 中分别含对羟基

苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、

白首乌二苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮对照品约 20、20、
40、20、80、20 μg·mL-1 的混合对照品储备液；取混

合对照品储备液 1 mL，置 10 mL 量瓶中，加甲醇配制

成上述 6 个成分分别约 2、2、4、2、8、2 μg·mL-1 的

混合溶液，即得混合对照品溶液。

2.2　供试品溶液的制备　取本品粉末（过 4 号筛）

0.2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 25 

mL，称量，超声（功率 300 W，频率 40 kHz）处理 30 
min，放冷，再称量，用甲醇补足减失的量，摇匀，滤过，

取续滤液，即得。

2.3　色谱条件　 色谱柱：Waters HSS T3 C18（250 mm× 
4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈 -0.05% 甲酸水溶液

（20∶80）；检测波长：260 nm；流速：1 mL·min-1，柱温：

30 ℃ ；进样量：10 μL。
2.4　系统适用性试验考察　分别精密吸取混合对

照品溶液、供试品溶液各 10 μL，按“2.3”项下色谱

条件进样测定，记录色谱图，结果见图 1。对羟基

苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙

酮、白首乌二苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮 6 个化学成

分 的 保 留 时 间 分 别 为 18.65、23.77、29.33、35.41、
39.12 和 43.75 min，本 实 验 条 件 下 所 测 的 6 个 成

分与相邻色谱峰的分离度均大于 1.5，与其他组分

分离完全，拖尾因子在 0.95~1.05 之间，理论塔板

数大于 6 000，色谱系统适用性试验符合含量测定 
要求。

1. 对羟基苯甲酸（p-hydroxybenzoic acid）　2. 香草酸（vanillic acid）　3. 对羟基苯乙酮（p-hydroxyacetophenone）　4. 2，5- 二羟基苯乙酮（2，

5-dihydroxyacetophenone）　5. 白首乌二苯酮（baishouwubenzophenone）　6. 2，4- 二羟基苯乙酮（2，4-dihydroxyacetophenone）

图 1　混合对照品（A）及青阳参提取物（B）的 HPLC 色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances（A）and extract of Radix Cynanchi Otophylli（B）



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cn药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(8)        ·1450· 

2.5　线性关系考察　精密吸取混合对照品储备液

0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mL，分 别 置 于 6 个 25 mL
量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得系列浓度的混

合对照品溶液。分别精密吸取各混合对照品溶液 10 
μL，注入液相色谱仪，按“2.3”项下色谱条件测定峰

面积；以各对照品质量浓度（μg·mL-1）为横坐标，以

峰面积为纵坐标，进行线性回归，各被测成分回归方

程和线性范围见表 1。结果表明，6 个成分在测定范

围内线性关系良好。

表 1　各被测成分的回归方程、相关系数和线性范围

Tab. 1　Regression equations，correlation coefficients，linear ranges of the investigated components

成分（component） 回归方程（regression equation） r 线性范围（linear range）/（μg·mL-1）

对羟基苯甲酸（p-hydroxybenzoic acid） Y=38.81X+1.397 0.999 6 0.082~4.084

香草酸（vanillic acid） Y=42.65X+1.265 0.999 8 0.080~4.024

对羟基苯乙酮（p-hydroxyacetophenone） Y=51.33X-0.306 0.999 7 0.158~7.888

2，5- 二羟基苯乙酮（2，5-dihydroxyacetophenone） Y=32.45X-1.215 0.999 7 0.078~3.900

白首乌二苯酮（baishouwubenzophenone） Y=41.72X-0.506 0.999 6 0.308~15.41

2，4- 二羟基苯乙酮（2，4-dihydroxyacetophenone） Y=37.55X+1.023 0.999 8 0.077~3.872

2.6　检测限与定量限测定　取混合对照品溶液，以

甲醇逐级稀释，进样测定。当信噪比为 3 时，测得对

羟基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯

乙酮、白首乌二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮的检测限

分别为 0.15、0.18、0.23、0.22、0.18 和 0.28 ng；当信噪

比为 10 时，测得上述 6 个成分的定量限分别为 0.51、
0.58、0.62、0.68、0.55 和 0.71 ng。
2.7　精密度试验　精密吸取“2.1”项下混合对照品

溶液 10 μL，连续进样 6 次，记录峰面积。结果对羟

基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯

乙酮、白首乌二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮峰面积

的 RSD（n=6）分别为 0.35%、0.22%、0.30%、0.19%、

0.18%、0.21%，表明仪器精密度良好。

2.8　重复性考察　取 1 号样品粉末 6 份，分别按照

“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3”项下色谱

条件测定，记录峰面积，计算含量。结果样品中对羟

基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙

酮、白首乌二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮的平均含

量（n=6）分 别 为 0.102、0.108、0.236、0.106、0.258、
0.092 mg·g-1 ，RSD 分别为 1.2%、1.6%、1.7%、1.5%、

1.4%、0.95%，表明重复性良好。

2.9　溶液稳定性试验　取 1 号样品的同一份供试

品溶液，分别于 0、2、4、8、12、24 h 进样测定。结果

对羟基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基

苯乙酮、白首乌二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮峰面积

的 RSD（n=6）分 别 为 0.55%、0.64%、0.81%、1.0%、

0.82%、0.52%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

2.10　加样回收率试验　取对羟基苯甲酸、香草酸、

对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、白首乌二苯酮和

2，4- 二羟基苯乙酮的对照品适量，精密称定，分别

以甲醇配制成质量浓度分别为 10.25、10.86、23.75、
10.96、26.39、9.24 μg·mL-1 的对照品溶液。取已知

含量的 1 号样品粉末 6 份，每份各约 0.1 g，精密称

定，分别置具塞锥形瓶中，分别精密加入上述 6 种对

照品溶液各 1.0 mL，按照“2.2”项下方法平行制备供

试溶液，进样分析，计算回收率，结果对羟基苯甲酸、

香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙酮、白首乌

二苯酮和 2，4- 二羟基苯乙酮平均加样回收率（n=6）
分别为 99.3%、98.2%、99.0%、98.4%、99.2% 和 98.3%，

RSD 分别为 1.8%、1.5%、1.5%、1.6%、2.3% 和 1.7%。

2.11　样品含量测定　分别取不同产地青阳参药材，

按“2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3”项下

色谱条件进行测定，用外标法计算样品含量。结果见

表 2。
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3　讨论

3.1　色谱条件的选择　 本文采用等度洗脱色谱法分

离青阳参药材中的 6 个主要酚类成分，50 min 内完

成分离，对羟基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5-
二羟基苯乙酮、白首乌二苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮分

离效果良好，符合含量测定要求。本文通过二极管阵

列检测器考察所测物质紫外吸收，结果 260 nm 时 6
个酚类成分具有较大吸收，且杂质成分干扰少，故选

择 260 nm 作为检测波长。试验中通过对不同流动相

系统甲醇 - 水、甲醇 - 甲酸水溶液、乙腈 - 水、乙腈 - 
甲酸水溶液的分离效果考察，发现乙腈 - 甲酸水溶

液的分离效果较好，进而优选确定乙腈 -0.05% 甲酸

水溶液作为流动相。

3.2　含量测定结果分析　根据样品测定结果，对羟

基苯甲酸、香草酸、对羟基苯乙酮、2，5- 二羟基苯乙

酮、白首乌二苯酮、2，4- 二羟基苯乙酮 6 个酚类成分

在药材中的含量具有较大差异，白首乌二苯酮的含量

最高，对羟基苯甲酸含量最低。另外，不同产地的药

材中这 6 个成分的含量相差较大，其中鲁甸县和宁蒗

县的 6 个酚类成分总含量相对较高，说明不同的采集

地对青阳参中酚类成分含量影响较大，但其中是否具

有规律尚需进一步研究。

3.3　小结　本研究建立的方法可同时测定青阳参药

材中 6 个酚类成分，方法简便，结果准确，重复性好，

主成分与各个杂质分离度较好，其专属性较好，为青

阳参药材的质量控制提供依据。
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