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标准研讨

一测多评法结合面积归一化法测定西红花中西红花苷类成分 *

周桂芬 1，姚冲 2，钱晓东 2**，李丽琴 2，李晓红 1

（1．浙江中医药大学，杭州 310053；2. 湖州市中心医院，湖州 313003）

摘要　目的：采用一测多评法结合面积归一化法，对西红花药材中西红花总苷进行质量控制，解决 HPLC 法

测定含量时对照品不易获得的问题。方法：以西红花苷 - Ⅰ为内参物，建立西红花苷 - Ⅰ对西红花苷 - Ⅱ

的相对校正因子，利用相对校正因子计算西红花苷 - Ⅱ的含量，实现一测多评；并与中国药典采用的外标

法测定的 32 批西红花中西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ含量进行比较，以验证一测多评法的可行性。同时以西红

花苷 - Ⅰ为对照，面积归一化法检测西红花中总西红花苷的含量。结果：西红花苷 - Ⅰ相对西红花苷 - Ⅱ

的相对校正因子重复性好，一测多评法测定的 32 批西红花中西红花苷 - Ⅱ的含量范围为 1.2%~8.2%，与外

标法测定的结果基本一致。面积归一化法测定的总西红花苷含量范围为 7.1%~28.7%，与 UV 法测定的总

西红花苷含量无显著性差异。结论：一测多评法结合面积归一化法测定西红花苷含量，该方法准确可靠，

简便可行，能更合理地反映西红花的内在质量，可用于西红花中西红花苷类成分的质量控制。
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积归一化法（ANM）

中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2017）08-1524-06
doi：10.16155/j.0254-1793.2017.08.25

Determination of crocins in Croci Stigma by quantitative analysis of 
multi-components with single marker and area normalization method*
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Abstract　Objective：To establish a method for determination of total crocins in Croci Stigma so as to overcome 
difficulties in the obtainment of reference compound．Methods：Crocin- Ⅰ was used as reference to establish its 
relative correction factor（RCF）to crocin- Ⅱ in order to perform quantitative analysis of multi-components with 
single marker（QAMS）．The contents of crocin- Ⅱ in 32 batches of Croci Stigma were determined with RCF and 
external standard method（ESM），respectively．The accuracy and feasibility of quantitative analysis of QAMS 
were evaluated by comparison of the data based on ESM and QAMS．Meanwhile，crocin- Ⅰ was also used as the 
reference for determining the contents of total crocins by using area normalization method（ANM）．Results：RCF 
had a good repeatability．The contents of crocin-Ⅱ in 32 batches of Croci Stigma，determined by QAMS，were 
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1.2%-8.2%．and they were of no significant differences compared with determined by ESM．The contents of 
total crocins determined by ANM were 7.1%-28.7%，and they were consistent with those determined by UV．

Conclusion：The presented method，QAMS combined with ANM，is accurate，simple and feasible，which can be 
used as a quality control method for Croci Stigma as crocins.
Keywords：Croci Stigma；saffron；crocin；carotenoid compounds；quality control；external standard method

（ESM）；quantitative analysis of multi-components with single marker（QAMS）；area normalization method（ANM）

为内参物，同时检测中国药典规定的 2 种西红花苷

的含量，与中国药典方法进行比较，以减少价格昂贵

的西红花苷 - Ⅱ对照品的使用。本文同时以西红花

苷 - Ⅰ为对照，采用面积归一化法计算总西红花苷

的含量，并与课题组前期已建立的 440 nm 下分光光

度法检测总西红花苷的含量进行比较分析，建立能与

西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ同步检测总西红花苷含量的

方法。相较于中国药典方法，将一测多评测定的 2 种

西红花苷含量和面积归一化法测定的总西红花苷含

量相结合，实现了 1 个对照品完成西红花苷的含量测

定，降低了检测成本，并能更好地评价西红花的质量，

为西红花药材质量评价方法的完善提供了更好的技

术参考。

1　材料

Agilent 公司 Agilent 1200 高效液相色谱仪，DAD
检测器；Welch materials，公司 Ultimate XB C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm；填料：超纯全多孔球形硅

胶）；Perkin Elmer 公司 Lambda 45 紫外 - 可见分光光

度仪；Mettle Toledo 公司 AG135 电子天平；Millipore
公司 Milli-Q 超纯水仪；昆山市超声仪器有限公司

KQ-500DB 型数控超声波清洗器。

对照品西红花苷 - Ⅰ（批号 111588-201202）和

西红花苷 - Ⅱ（批号 111589-201304），供 HPLC 含量

测定用，均购于中国食品药品检定研究院；甲醇和甲

酸均为色谱纯，其余化学试剂均为分析纯。

西红花药材由浙江省建德市三都西红花专业合

作社、西红花不同种植基地提供，其中进口西红花直

接从伊朗、西班牙等国家购买；药材研磨后，过 60 目

筛，避光干燥保存。

2　方法与结果

2.1　西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ含量测定

2.1.1　混合对照品溶液制备　精密称取西红花 
苷 - Ⅰ对照品 5.96 mg，西红花苷 - Ⅱ对照品 2.96 
mg，置 100 mL 棕色量瓶中，用稀乙醇溶解并定容至

西红花（Crocus sativus L.）又称藏红花，仅以雌

蕊上部 3 根红色柱头入药，人工采摘 10~15 万朵花

才能获得 1 kg 西红花干品，因此价格昂贵，为名贵

中药材［1-2］，具有活血化瘀、凉血解毒、解郁安神之功 
效［3］。其主要有效成分为西红花苷（crocins）［4-6］，是

一种红色的水溶性类胡萝卜素类化合物，是西红花酸

与葡萄糖或龙胆二糖结合而成的一系列酯苷类，目前

已分离得到苷元均为西红花酸的 16 种不同顺反异构

体的西红花苷［7-8］。世界各地不同来源西红花中均

以西红花苷 - Ⅰ含量最高，其次为西红花苷 - Ⅱ。中

国药典 2015 年版以西红花苷中的西红花苷 - Ⅰ和 
苷 - Ⅱ为指标对西红花质量控制，要求两者总含量

不低于 10%，但西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ在某些样品

中只占总西红花苷的 70% 左右，并且西红花苷口服

给药后，西红花苷会水解为苷元而被吸收入血［9-10］，

因此总西红花苷含量的高低对药效的影响可能更大。

因此需建立适合生产加工和质量控制的总西红花苷

含量测定方法。

采用高效液相色谱法测定西红花药材中的西红

花苷，可分离大部分西红花苷类成分，但西红花苷对

照品价格昂贵，精确定量所有西红花苷类成分含量，

检测成本昂贵。一般认为分光光度法特征性不强，

但西红花是一味很特殊的药材，药效成分均集中于

柱头，含量高且相对简单，课题组前期利用 HPLC-
DAD-ESI-MSn 对西红花中的化学成分进行分析，在

可见光区 440 nm 处只有西红花苷类有吸收，其他成

分无干扰［11］。因此本文建立了以西红花苷 - Ⅰ为对

照，用可见分光光度法（440 nm）测定总西红花苷含

量的方法，但该方法适合生产加工者使用，若有掺假

等行为，则不适合使用。

王智民等［12］提出的“一测多评”法可较好地解

决高效液相色谱测定法中对照品不易获得的问题，其

中黄连药材的一测多评方法已被 2015 年版中国药典

采用。本文拟利用“一测多评”法，以西红花苷 - Ⅰ
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刻度，摇匀，即得质量浓度分别为 59.6 μg·mL-1 和

29.6 μg·mL-1 的混合对照品溶液。

2.1.2　供试品溶液制备　参照中国药典 2015 年版

西红花项下，称取西红花样品粉末约 10 mg，精密称

定，置 50 mL 棕色量瓶中，加稀乙醇 40 mL，冰浴超声

（250 W，40 kHz）处理 20 min，放置室温，加乙醇定
容至刻度，摇匀，0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得。

2.1.3　色谱条件　色谱柱：Ultimate XB C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；柱温：30 ℃；流动相：水（A）- 甲醇（B），
梯度洗脱（0~60 min，20%B → 100%B）；检测波长：

440 nm；流速：1.0 mL·min-1；进样量：10 μL。分别

精密吸取上述混合对照品溶液与供试品溶液各 10 
μL，注入液相色谱仪，测定，代表性图谱见图 1；表明

在上述色谱条件下，各色谱峰有较好的基线分离。

1. 西红花苷 - Ⅰ（crocin- Ⅰ）　2. 西红花苷 - Ⅱ（crocin- Ⅱ）

图 1 混合对照品（A）及 3 号西红花样品（B）HPLC 图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed standard（A）and sample 
No.3（ B）

2.1.4　线性关系考察　取“2.1.1”项中混合对照品溶

液 1、2、4、8、10、20 μL，按上述色谱条件进样分析，

测定峰面积；分别以西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ

质量浓度（X，μg）对其相应峰面积（Y）进行线性回

归，分别得西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ的回归方程：

Y=7 314X+3.622 9　r=0.999 9
Y=8 496X+1.948 1　r=0.999 9

结果表明西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ质量浓

度分别在 0.059 6~1.192 μg 和 0.029 6~0.592 μg 范围

内与其各自峰面积呈良好线性关系。

2.1.5　相对校正因子（fk/s）计算——多点校正 
法　参照文献方法［13-15］，以多个质量浓度点计算

所得的 fk/s，取平均值作为定量用 fk/s。fk/s 计算公式： 
fk/s=（Cs×Ak）/（Ck×As）；待测成分（西红花苷 - Ⅱ）

质量浓度计算公式：Ck′=（Cs×Ak′）/（fk/s×As）。两式

中，Cs 为内参物（西红花苷 - Ⅰ）质量浓度，As 为内

参物色谱峰峰面积，Ck 为西红花苷 - Ⅱ对照品质量

浓度，Ak 为西红花苷 - Ⅱ对照品色谱峰峰面积，Ck′

为西红花样品中西红花苷 - Ⅱ质量浓度，Ak′为西红

花样品中西红花苷 - Ⅱ色谱峰峰面积。具体操作

过程：取“2.1.1”项下混合对照品溶液，分别进样 1、
2、4、8、10、15、20 μL，记录峰面积，应用多点校正

法，以西红花苷 - Ⅰ为内参物，计算西红花苷 - Ⅰ

对西红花苷 - Ⅱ的相对校正因子 fk/s，结果在上述

1~20 μL 进样量下的 fk/s 依次为 1.182、1.181、 1.181、
1.181、1.181、1.180 和 1.180，平均值为 1.181，RSD 为

0.054%。

2.1.6　仪器和色谱柱对 fk/s 的影响　本实验考察了
3 套高效液相色谱系统（Agilent 1260、Agilent 1200
和 Agilent 1100）及 3 种不同品牌的色谱柱（Agilent 
Zorbax SB-C18、Ultimate XB C18、Kromasil C18，规格均

为 250 mm×4.6 mm，5 μm）对 fk/s 的影响。以西红花

苷 - Ⅰ为内参物，计算得西红花苷 - Ⅱ相应的 fk/s 及

RSD，结果见表 1。RSD 在 1% 以内，表明不同仪器及

色谱柱对 fk/s 影响较小。

表 1　不同仪器、不同色谱柱对 fk/s 及对待测组分 

西红花苷 - Ⅱ色谱峰相对保留时间的影响

Tab. 1　The fk/s and relative retention time determined on 

different instruments and columns

仪器

（instrument）
色谱柱

（column）
f k/s

相对保留时间

（relative 
retention time）

Agilent 1200 Agilent ZorbaxSB-C18 1.179 1.097

Ultimate XB C18 1.181 1.098

Kromasil C18 1.178 1.096

Agilent 1260 Ultimate XB C18 1.180 1.098

Agilent 1100 Ultimate XB C18 1.181 1.097

平均值（average） 1.180 1.097

RSD/% 0.11 0.076

2.1.7　待测组分西红花苷 - Ⅱ色谱峰的定位　考察

不同仪器、不同色谱柱对相对保留时间的影响，以西

红花苷 - Ⅰ保留时间为参照，计算得西红花苷 - Ⅱ

的平均相对保留时间为 1.097，RSD 为 0.14%。表明

相对保留时间随不同仪器、不同色谱柱的波动较小，

因此可采用相对保留时间结合西红花苷类成分特征

紫外吸收（见图 1），进行待测成分西红花苷 - Ⅱ色
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谱峰的定位，结果见表 1。此外，从 32 批西红花样品

440 nm 下的 HPLC 色谱图可看出，西红花苷 - Ⅰ和

西红花苷 - Ⅱ色谱峰之间并无其他明显的色谱峰，

很容易识别。

2.1.8　一测多评法与外标法测定结果比较　为了评

估和验证一测多评法测定西红花中西红花苷 - Ⅰ和

西红花苷 - Ⅱ的可行性，首先采用外标法（中国药典

2015 年版西红花项下方法）测定了 32 批西红花样

品中西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ的含量；并运用西红花 
苷 - Ⅰ对苷 - Ⅱ的相对校正因子，一测多评法计算

西红花苷 - Ⅱ的含量，每个样品测定 3 次，取均值。

将一测多评计算值与外标法测定的含量值进行比较。

结果表明，一测多评法和外标法测定结果基本一致，

无显著性差异。说明一测多评法用于西红花中西红

花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ 2 个同类型成分的含量测

定是可行的，结果见表 2。

表 2　ESM 与 QAMS 测定的西红花中两种西红花苷类成分含量及 ANM 与 UV 测定总西红花苷含量结果（n=3）

Tab. 2　Contents of two crocins in saffron determined by ESM and QAMS，and total crocins determined by ANM and UV

样品编号

（sample 
No.）

来源

（origin）
crocin- Ⅰ

/%

crocin- Ⅱ /%
总苷

（total crocins）/%
crocin- Ⅰ与 crocin- Ⅱ

含量比值（ratio of 
crocin- Ⅰ to 
crocin- Ⅱ）*ESM QAMS RE UV ANM RE

1 浙江建德（Jiande，Zhejiang） 15.79 6.64 6.64 0.00 25.13 25.19 0.24 2.38

2 浙江建德（Jiande，Zhejiang） 14.90 7.60 7.59 -0.13 25.47 25.45 -0.08 1.96
3 浙江建德（Jiande，Zhejiang） 13.37 5.59 5.59 0.00 22.78 22.59 -0.83 2.39
4 浙江丽水（Lishui，Zhejiang） 13.08 5.54 5.53 -0.18 21.68 21.65 -0.14 2.36
5 浙江丽水（Lishui，Zhejiang） 10.83 4.79 4.78 -0.21 19.94 19.91 -0.15 2.26
6 浙江金华（Jinhua，Zhejiang） 14.65 6.12 6.12 0.00 24.26 24.26 0.00 2.39
7 浙江金华（Jinhua，Zhejiang） 11.64 4.63 4.64 0.22 20.12 19.93 -0.94 2.51
8 浙江湖州（Huzhu，Zhejiang） 12.76 4.99 4.99 0.00 21.46 21.32 -0.65 2.56
9 浙江湖州（Huzhu，Zhejiang） 13.82 5.40 5.40 0.00 23.03 22.99 -0.17 2.56

10 浙江湖州（Huzhu，Zhejiang） 13.58 5.48 5.47 -0.18 22.38 22.26 -0.54 2.48
11 浙江舟山（Zhoushan，Zhejiang） 14.46 6.16 6.15 -0.16 23.62 23.88 1.10 2.35
12 浙江台州（Taizhou，Zhejiang） 13.91 5.78 5.78 0.00 22.99 22.88 -0.48 2.41
13 浙江杭州（Hangzhou，Zhejiang） 15.81 8.21 8.20 -0.12 27.66 27.73 0.25 1.93
14 浙江杭州（Hangzhou，Zhejiang） 16.88 8.00 7.99 -0.12 28.90 28.73 -0.59 2.11
15 浙江海宁（Haining，Zhejiang） 13.74 5.60 5.60 0.00 22.47 22.61 0.62 2.45
16 上海南汇（Nanhui，Shanghai） 13.10 5.42 5.42 0.00 22.49 22.42 -0.31 2.42

17
上 海 崇 明 岛（Chongmingdao，

Shanghai）
13.06 5.42 5.42 0.00 21.94 22.03 0.41 2.41

18 安徽安庆（Anqing，Anhui） 13.57 5.46 5.47 0.18 21.85 21.95 0.46 2.49
19 安徽亳州（Bozhou，Anhui） 13.97 5.41 5.41 0.00 23.97 24.18 0.88 2.58
20 江苏东台（Dongtai，Jiangsu） 13.33 5.84 5.83 -0.17 22.79 22.65 -0.61 2.28
21 江西南昌（Nanchang，Jiangxi） 16.04 6.96 6.95 -0.14 26.91 26.90 -0.04 2.30
22 河南杞县（Qixian，Henan） 13.27 5.19 5.19 0.00 22.35 22.19 -0.72 2.56
23 山东日照（Rizhao，Shandong） 12.42 5.18 5.18 0.00 21.21 21.02 -0.90 2.40
24 西藏（（Tibet） 12.50 4.36 4.35 -0.23 20.11 20.11 0.00 2.87
25 西班牙（Spain） 11.00 3.83 3.82 -0.26 20.31 20.19 -0.59 2.87
26 伊朗（Iran） 12.40 4.61 4.62 0.22 22.11 22.06 -0.23 2.69
27 阿富汗（Afghanistan） 6.67 2.38 2.38 0.00 13.04 12.83 -1.61 2.80
28 摩洛哥（Morocco） 3.82 1.55 1.55 0.00 8.30 8.22 -0.96 2.46
29 克什米尔（Kashmiri） 4.56 1.96 1.95 -0.51 10.93 10.72 -1.92 2.33
30 希腊（Greek） 6.55 1.36 1.35 -0.74 11.93 11.79 -1.17 4.82
31 意大利（Italy） 3.73 1.25 1.24 -0.80 7.23 7.14 -1.24 2.98
32 印度（India） 5.32 1.65 1.64 -0.61 10.06 9.87 -1.89 3.22

注（note）：ESM—外标法（external standard method）；QAMS—一测多评法（quantitative analysis of multi-components with single marker）；ANM—面

积归一化法（area normalization method）；RE—相对误差（relative error），RE=（X-Y）/Y×100%，式中 X 为 QAMS 或 ANM 计算值，Y 为 ESM 或 UV 实

测值（Formula：X is the results of QAMS or ANM，Y is the results of EMS or UV）* crocin- Ⅱ含量为 ESM 测定结果（crocin- Ⅱ content is the results of 

EMS）
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2.2　总西红花苷的含量测定

2.2.1　UV 法测定［10］　参照课题组已经建立了以西

红花苷 - Ⅰ为对照，UV 法（440 nm）测定总西红花

苷含量的方法。精密吸取“2.1.2”项下的供试品溶液

5 mL，置 50 mL 棕色量瓶中，用稀乙醇稀释至刻度，于

440 nm 波长处测定吸光度，按标准曲线分别计算总

西红花苷含量。32 批西红花药材总西红花苷含量测

定结果见表 2。
2.2.2　面积归一化法测定　参照“2.1”项下方法，

以西红花苷 - Ⅰ为对照，按 C 总苷 =（C 苷 - Ⅰ×A 总苷）/
A 苷 - Ⅰ计算总西红花苷的含量。式中 A 苷 - Ⅰ为样品

中西红花苷 - Ⅰ色谱峰峰面积；A 总苷为西红花样品

440 nm 下所有西红花苷色谱峰峰面积之和；C 苷 - Ⅰ为

外标法测定的西红花样品中西红花苷 - Ⅰ的质量浓

度；C 总苷为西红花样品中总西红花苷质量浓度，结果

见表 2。
2.2.3　面积归一化法与 UV 法测定结果比较　为验

证面积归一化法测定总西红花苷含量的可行性，首先

采用“2.2.1”下方法（UV 法）测定了 32 批西红花样

品中总西红花苷的含量；并运用“2.2.2”项下面积归

一化法计算总西红花苷的含量。将面积归一化法与

UV 法得到的含量值进行比较，结果面积归一化法和

UV 法测定结果基本一致，无显著性差异。说明面积

归一化法用于西红花中总西红花苷的含量测定可行，

结果见表 2。
3　讨论

3.1　检测方法可行性分析    
西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ的苷元均是西红花酸，

为类胡萝卜类化合物，产生紫外吸收的官能团相同，

均在 440 nm 有最大吸收，为一测多评法的建立提供

了最有利内源基础。本实验中不同仪器、不同色谱

柱测得的西红花苷 - Ⅱ的相对校正因子、相对保留

时间的 RSD 均小于 5%，符合一测多评法要求。采用

外标法测定的西红花苷 - Ⅱ含量与通过一测多评法

计算得到的含量基本一致，说明一测多评法测定西红

花苷 - Ⅱ可行且适用性强。以西红花苷 - Ⅰ为内参

物，西红花苷 - Ⅱ的相对校正因子为 1.18，有较好的

重现性和稳定性，可作为已知常数，应用于西红花药

材的质量控制。以西红花苷 - Ⅰ为对照，面积归一

化法计算的总西红花苷含量与 UV 法测定的含量无

显著性差异。因此，一测多评法结合面积归一化法测

定西红花苷含量，该方法简便可行，可用于西红花中

西红花苷类成分的质量控制。

3.2　研究意义

从表 2 可看出，国产西红花样品中西红花 
苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ的含量比值基本介于 2~2.5，但进口

西红花两者含量比值基本在 2.5 以上，来源于希腊

的 30 号样品比值竟达到了 4.82。并且国产西红花样

品中西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ总含量基本占总西红花

苷含量的 80% 以上，而进口西红花中西红花苷 - Ⅰ

和苷 - Ⅱ总含量占总西红花苷含量的比例较低，来

源于克什米尔的 29 号样品只有 60%。中国药典仅

测定西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ含量，无法体现其他苷

的含量；而面积归一化法测定的总西红花苷含量也

无法反映西红花苷 - Ⅰ和苷 - Ⅱ的贡献和西红花

苷组成的变化，因此一测多评测定西红花苷 - Ⅰ和 
苷 - Ⅱ与面积归一化法测定总西红花苷 2 种方法结

合，既能给出总西红花苷含量，又能体现主要西红花

苷的贡献。一测多评法与面积归一化法相结合，相较

于中国药典的外标法，实现了 1 个对照品完成西红花

苷的含量测定，降低了检测成本，并能更好地评价西

红花的质量，为西红花药材质量评价方法的完善提供

了更好的技术参考。
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