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摘　要：建立测定鸡血藤药材中原儿茶酸含量的方法，并对制备供试品溶液的提取溶剂、提取方法、提取次
数、药材粒度等进行了考察优化。采用高效液相色谱法，色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱 （２５０×４６ｍｍ，５μｍ）；

流动相为乙腈－φ＝０５％醋酸水 （体积比为１０∶９０）；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２６０ｎｍ。优化所得供
试品溶液的制备方法，药材加水回流提取３次，每次１５ｈ，合并提取液并浓缩至小体积，用乙酸乙酯萃取４次，
合并乙酸乙酯萃取液，浓缩后的残渣用甲醇－水 （体积比为１∶１）溶解并定容，即得。经系统的方法学考察，所
建立的方法在原儿茶酸浓度为８５６～２１４μｇ·ｍＬ－１范围内线性良好 （Ｒ２＝０９９９７），平均加样回收率为９９２％，
ＲＳＤ为２８％，市售７个批次鸡血藤药材中原儿茶酸的含量为６５８１～１２２３５μｇ·ｇ－１。该方法准确，重复性好，
可用于鸡血藤药材的质量控制。
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　　鸡血藤 （ＳｐａｔｈｏｌｏｂｉＣａｕｌｉｓ）为我国传统的活
血化瘀中药，中国药典２０１０年版一部收载鸡血藤
为豆科 （Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）密花豆属植物密花豆
（ＳｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ．）的干燥藤茎。其性
温，味苦、甘，归肝、肾经，具有补血、活血、通

络之传统功效，一般主要用于治疗麻木瘫痪、血虚

萎黄、月经不调、风湿痹痛等症［１－３］。

中国药典 ２０１０年版一部中鸡血藤药材的质量
研究只有显微鉴别，ＴＬＣ鉴别和醇浸出物的检测项
目，并无含量测定方法。原儿茶酸是鸡血藤药材中

的特征成分之一，其具有抗血小板凝集、降低心肌

耗氧量、抑菌、镇痛等多方面药理活性［４－６］，是一

种重要的天然活性物质。对于鸡血藤药材中原儿茶

酸的测定方法已有文献报道［７－９］，但其样品前处理

方法步骤较多，而且样品中原儿茶酸的提取率偏

低。本文研究并改进了鸡血藤药材中原儿茶酸含量

测定的样品前处理方法，所建立的方法能更准确反

映出鸡血藤药材中原儿茶酸的含量。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＨＰＬＣ色谱仪 （日本岛津公司）：ＬＣ－２０ＡＢ
泵、ＳＩＬ－２０Ａ自动进样器；ＳＰＤＭ２０Ａ二极管阵
列检测器，ＣＴＯ－２０Ａ柱温箱。

ＴＵ－１８１０紫外可见分光光度计 （北京普析通

用仪器有限责任公司）。

１２　试药
乙腈为色谱纯 （美国 Ｓｉｇｍａ公司）；水为超纯

水 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水系统）；其他试剂均为国产市
售分析纯。

原儿茶酸对照品 （中国药品生物制品检定所，

批号１１０８０９－２００６０４）。
鸡血藤药材，产地广西，购自广州市清平药材

市场和广东环球制药公司， （批号分别为

２０１１０６０１， ２０１１０７０１， ２０１１０７０２， ２０１１０８０１，
２０１１０８０２，２０１１０３０２，２０１２０２０１）；经中山大学药
学院生药学与天然药化实验室杨得坡教授鉴定为豆

科密花豆属植物密花豆 （Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ
Ｄｕｎｎ．）的藤茎。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　对照品溶液的制备　取原儿茶酸对照品适
量约２０ｍｇ，精密称定 （２１４ｍｇ），加甲醇 －水
（体积比为１∶１）溶解并定容至 １０ｍＬ容量瓶中，

制成每１ｍＬ含原儿茶酸０２１４ｍｇ的对照品储备
液。

２１２　供试品溶液的制备　取鸡血藤药材粉末
（过６０目筛）约２ｇ，精密称定，加水回流提取３
次 （５０、４０、４０ｍＬ），每次１５ｈ。过滤后将滤液
浓缩至小体积 （约１０ｍＬ），用乙酸乙酯萃取４次
（２５、２０、２０、２０ｍＬ），合并乙酸乙酯液，减压回
收溶剂，残渣用甲醇－水 （体积比为１∶１）超声使
溶解，并定容至５ｍＬ，摇匀后，用０４５μｍ微孔
滤膜过滤，取续滤液作为鸡血藤药材供试品溶液。

２２　ＨＰＬＣ分析条件的建立
２２１　检测波长选择　对原儿茶酸对照品溶液在
２００～５００ｎｍ波长范围进行紫外可见吸收光谱测
定，如图１所示，原儿茶酸在２６０ｎｍ波长处有最
大吸收，因此选用２６０ｎｍ为检测波长。

图１　原儿茶酸对照品溶液紫外可见吸收光谱图
Ｆｉｇ１　ＵＶＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ

２２２　流动相选择　常用的流动相系统为甲醇 －
水和乙腈－水系统。由于原儿茶酸是酸性化合物，
流动相加入 φ＝０５％醋酸能改善色谱峰型。实验
比较两者色谱系统对药材供试品溶液的分析情况可

知，选用乙腈 －φ＝０５％醋酸水系统的色谱峰型
较好，理论塔板数较甲醇 －φ＝０５％醋酸水系统
高。通过调整流动相比例，最终确定采用乙腈 －φ
＝０５％醋酸水 （体积比为１∶９）为流动相。在该
流动相下，药材供试品溶液中原儿茶酸峰与其他杂

质峰能够达到完全分离，色谱图基线平稳，分离

度、拖尾因子等色谱参数都能达到要求。

综上所述，经过考察最终确定色谱条件为：色

谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱 （２５０×４６ｍｍ，５μｍ）；
流动相乙腈 －φ＝０５％醋酸水 （体积比为 １∶９）；
检测波长 ２６０ｎｍ；流速 １０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量 ２０
μＬ。
２３　供试品溶液制备方法的优化
２３１　提取溶剂的确定　同一批次样品，分别采
用水、乙酸乙酯、甲醇、乙醇、丙酮为提取溶剂，

０９
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按照２１２项下进行原儿茶酸含量的测定分析，原
儿茶酸质量分数 （ｗ）分别为 ４１６４、２９９、
３４８７、２９７１、１９３６μｇ·ｇ－１，结果表明以水为
提取溶剂所得的原儿茶酸含量最高，因此，确定以

水作为提取溶剂。

２３２　提取方法的确定　同一批次样品，分别进
行回流提取 （ｌ５ｈ，３次）和超声提取 （３０ｍｉｎ，
３次），按照２１２项下进行原儿茶酸的测定分析，
原儿茶酸质量分数 （ｗ）分别为 ５３２４和 １０７９４
μｇ·ｇ－１，结果表明以回流提取得到的原儿茶酸的
含量较高，故选择回流提取法作为鸡血藤药材中原

儿茶酸含量测定的供试品溶液制备的提取方法。

２３３　提取次数的确定　对不同回流提取次数
（１，２，３，４次）所得原儿茶酸的含量 （ｗ分别为
５１２２、７９２１、１０６８９、１０７７８μｇ·ｇ－１）进行比
较，回流提取３次与回流提取４次所得到的原儿茶
酸的含量之间没有显著性差异，但比提取２次的含
量高。因此，选择回流提取３次作为鸡血藤药材中
原儿茶酸含量测定的供试品溶液制备的提取方法。

２３４　药材粒度的确定　对不同药材粒度 （１０，
４０，６０，８０目）所得原儿茶酸的含量 （ｗ分别为
８３８３、１０１１３、１０６８９、１０５７８μｇ·ｇ－１）进行
比较，当药材粉碎至过６０目筛的细粉所提得的原
儿茶酸的含量最大，药材粒径进一步缩小，对原儿

茶酸的提取率没有显著影响，故选择将鸡血藤药材

粉碎至过６０目筛的细粉。
２４　方法学考察
２４１　系统适用性试验　在２２项下优化后的色
谱条件下分析，原儿茶酸色谱峰与相邻峰的分离度

大于１５，理论塔板数按原儿茶酸峰计算应不低于
６０００，色谱图见图２。

图２　原儿茶酸对照品溶液 （ａ）和
鸡血藤药材供试品溶液 （ｂ）的ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄｏｆ
ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂ）

２４２　线性关系考察　精密量取２１１项下的原
儿茶酸对照品储备液０２、０５、１、３、５ｍＬ分别

置于５ｍＬ容量瓶中，分别加入甲醇 －水 （体积比

为１∶１）稀释定容至刻度，摇匀，备用。分别将上
述各浓度对照品溶液２０μＬ，注入高效液相色谱仪
分析，并记录色谱图。以原儿茶酸对照品溶液浓度

（Ｘ，μｇ／ｍＬ）与相应峰面积 （Ｙ）作图，进行线性
回归，得回归方程为Ｙ＝７４２４１Ｘ－４６８５７，Ｒ２＝
０９９９７。结果表明进样浓度在 ８５６～２１４μｇ·
ｍＬ－１范围内线性关系良好。
２４３　检测限与定量限　取２１１项下对照品溶
液，用稀释法测定检测限及定量限。按Ｓ／Ｎ＝３计
算，原儿茶酸的检测限为０００１３２μｇ·ｍＬ－１；按
Ｓ／Ｎ＝１０计算，其定量限为０００６６μｇ·ｍＬ－１。
２４４　精密度试验　将原儿茶酸对照品溶液重复
进样６次，结果测得原儿茶酸峰面积的 ＲＳＤ为
０１％，表明仪器精密度良好。
２４５　稳定性试验　将供试品溶液在室温下贮存，
分别于配制后第０、１、２、４、８、１２、２４、３６ｈ进
样分析８次，测定原儿茶酸的峰面积。结果表明供
试品溶液在３６ｈ内稳定性良好，ＲＳＤ为１２％。
２４６　重复性试验　精密称取６份鸡血藤药材粉
末 （过６０目筛），每份约２ｇ，按２１２项下的方
法制备供试品溶液，测定原儿茶酸的峰面积。结果

测得原儿茶酸的平均含量为１０６９２μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ
为１０％，显示方法具有良好的重复性。
２４７　加样回收试验　取约１ｇ已知原儿茶酸含
量的鸡血藤药材粉末９份 （过６０目筛），精密称
定后，分别加入不同含量的原儿茶酸对照品，制备

３个不同浓度的样品，每个浓度平行 ３份，按
２１２项下的方法制备供试品溶液，按 “２２”项
下色谱条件测定，计算回收率。结果见表１，原儿
茶酸的加样回收率为９９２％，ＲＳＤ为２８％，表明
所建立的方法具有较高的准确性。

２４８　耐用性试验　精密称取鸡血藤药材粉末
２０ｇ（过６０目筛），按２１２项下的方法制备供
试品溶液，按 “２２”项下色谱条件测定。采用３
根不同品牌的色谱柱分别进行分析，平行测定 ２
次。同一供试品溶液，在３根不同品牌的色谱柱上
进行分析所得结果的 ＲＳＤ＜３％，说明所建立的方
法具有较好的耐用性。

２５　不同批次鸡血藤药材中原儿茶酸的含量测定
精密称取７批鸡血藤药材粉末 （过６０目筛）

各２ｇ，按 ２１２项下的方法制备供试品溶液，按
“２２”项下色谱条件分析，每份样品平行测定２次，
代入标准曲线计算原儿茶酸含量，结果见表２，７批
药材的原儿茶酸质量分数为６５８１～１２２３５μｇ·ｇ－１。

１９
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表１　加样回收率试验 （ｎ＝９）
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

浓度等级 样品号
取样量

ｍ／ｇ

样品中原

有量ｍ原／μｇ
加入标准品

质量ｍ加／μｇ
测得标准品

质量ｍ测／μｇ
加样

回收率／％
回收率

均值／％
ＲＳＤ／
％

高（１５０％）

中（１００％）

低（５０％）

１
２
３
１
２
３
１
２
３

１０１１６
１０１３６
１０１２１
１００９８
１００７９
１０１０５
１０１４１
１０１８４
１００６８

１０７６２
１０７８４
１０７６８
１０７４３
１０７２３
１０７５１
１０７８９
１０８３５
１０７１１

１４７７０
１４７７０
１４７７０
１０５５０
１０５５０
１０５５０
５２７５
５２７５
５２７５

２５１０４
２５１８１
２５２０５
２１５３８
２１３０１
２１７５５
１６０７６
１５９１３
１５８５５

９７１
９７５
９７７
１０２３
１００３
１０４３
１００２
９６３
９７５

９９２ ２８

表２　不同批次的鸡血藤药材中原儿茶酸的含量测定
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ

ｉｎＳｕｂｅｒｅｃｔＳｐａｔｈｏｌｏｂｕｓＳｔｅｍ

药材批次 ｗ（原儿茶酸）／（μｇ·ｇ－１）

２０１１０６０１ ７１２５±０９７

２０１１０７０１ ６５８１±１２４
２０１１０７０２ ８４１５±１６２
２０１１０８０１ １２２３５±１９３
２０１１０８０２ ９５８０±１４１
２０１１０３０２ １０６３１±１７５
２０１２０２０１ ８２４２±１０６

３　讨　论
１）由表２可知，所分析的７批鸡血藤药材虽

然均产自广西，但不同批次的药材，由于具体生长

环境、采收时间、干燥过程、贮藏条件等系列因素

的不同，其中的原儿茶酸的含量有较大的差异。

２）为了提高鸡血藤药材的质量控制标准，本
研究经过对定量分析的样品前处理方法中的提取溶

剂、提取方法、提取次数以及药材粒度等因素的考

察，并优化选定合适的色谱条件，建立了高效液相

色谱法测定鸡血藤药材中原儿茶酸含量的方法。在

方法学考察过程中，标准曲线、精密度试验、重复

性试验、稳定性试验、加样回收率和耐用性试验等

指标均符合中国药典对含量测定方法建立的规定要

求，表明所建立的方法具有较好的准确性和重现

性，能有效地提取鸡血藤药材中的原儿茶酸，用于

实际样品的检测，具有操作简便、线性范围宽、准

确可靠等特点，可为完善鸡血藤药材的质量控制方

法提供重要参考。
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