
２０μＬ进样，按上述色谱条件进行测定，外标法计算含量。结果
如表２。

表２　青藤碱微乳含量测定结果（ｎ＝３）　

批号 相当于标示量的含量／％
２００６０４１２ ９８．２
２００６０４１３ ９９．５
２００６０４１４ ９９．３

３　讨论　
用ＨＰＬＣ法含量测定青藤碱微乳含量时曾以甲醇 －０．０１

ｍｏｌ·ｍＬ１磷酸二氢钠（５０５０），甲醇磷酸盐缓冲液（三乙胺调
ｐＨ值至９）［２］，甲醇水乙二胺（５００５０００．０５）等流动相进

行实验，青藤碱的峰形较差，有前沿或拖尾，后两种流动相 ｐＨ
值偏高，普通柱无法耐受。经反复实验，确定本研究选用的色

谱条件为最佳，青藤碱与其他组分色谱峰能得到较好分离，且

峰形对称。本研究建立的含量测定方法精密度高，线性关系良

好，回收率满意。
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叶下珠中鞣质的含量测定

刘　莹，熊富良，张雪琼，肖　刚
（武汉理工大学化学工程学院，武汉　４３００７０）

［摘　要］　目的　建立稳定的测定叶下珠鞣质的方法。方法　对比采用磷钼钨酸法和普鲁士蓝法测定叶下珠鞣
质含量，确定较优方法。结果　优选磷钼钨酸法，条件为：０．６ｇ干酪素吸附，１ｍＬ磷钼钨酸试液作显色剂，２０％碳酸钠
溶液显色３０ｍｉｎ后测定。结论　该法操作灵敏，结果稳定、可靠。

［关键词］　叶下珠；鞣质；含量测定
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　　叶下珠为大戟科植物叶下珠ＰｈｙｌｌａｎｔｈｕｓｕｒｉｎａｒｉａＬ．的干燥
全草，具平肝清热、利水解毒之效，近年来用于病毒性乙型肝炎

的预防和治疗。叶下珠含有木脂素、萜类、黄酮、鞣质等多种化

合物，其鞣质类如柯里拉京、没食子酸等具抗菌、抗病毒、解毒

作用［１］。笔者选取磷钼钨酸法和普鲁士蓝法测定叶下珠鞣质

含量，比较并确定较优方法。

１　材料与仪器　
１．１　药材与试剂　叶下珠（２００６年８月产自湖北，购于武汉市
红十字药业公司）；没食子酸对照品（购于中国药品生物制品检

定所，批号：１１０８３１２００３０２）；磷钼钨酸（按《中华人民共和国药
典》２００５年版一部附录ⅩⅤＢ配制）；干酪素（化学纯）；水为重
蒸馏水；其他试剂均为分析纯。

１．２　仪器　ＵＶ１１００分光光度计（上海天美科学仪器有限公
司）；超声清洗器（天津赛恩斯科学仪器有限公司）；旋转蒸发仪

（上海亚荣生化仪器厂）。

２　方法与结果　
２．１　样品处理　取叶下珠药材１００ｇ，用１０倍量７０％乙醇回
流３次，每次１ｈ，提取液滤过，合并滤液，减压浓缩，真空干燥至
干膏，出膏率为２０．０４％。精密称取０．１ｇ干膏，用甲醇超声提
取３０ｍｉｎ，定容至２５ｍＬ容量瓶中，精密量取１ｍＬ溶液置２５ｍＬ
容量瓶中，甲醇定容，得供试品溶液，待测。

［收稿日期］　２００７０３２６

［作者简介］　刘　莹（１９８２－），女，湖北武汉人，在读硕士，从事中

药活性成分与制剂研究。电话：（０）１３０３５１３６７２２，Ｅｍａｉｌ：ｂｅｃａｕｓｅｏｆｙｏｕ＠

１６３．ｃｏｍ。

２．２　标准曲线的绘制　
２．２．１　磷钼钨酸法　２００５年版《中华人民共和国药典》附录Ⅹ
Ｂ鞣质含量测定法，精密量取没食子酸对照品溶液（０．０５
ｍｇ·ｍＬ１）０．５，１．０，２．０，３．０，４．０和５．０ｍＬ，分别置２５ｍＬ棕色
量瓶中，各加入磷钼钨酸试液１ｍＬ，再分别加水１１．５，１１．０，
１０．０，９．０，８．０和７．０ｍＬ，用２９％碳酸钠溶液稀释至刻度，摇
匀，放置３０ｍｉｎ，以相应的试剂为空白，在７６０ｎｍ的波长处测定
吸光度（Ａ）值，以Ａ值为纵坐标，浓度（Ｃ，μｇ·ｍＬ１）为横坐标，
绘制标准曲线，回归方程为：Ａ＝０．１１９６Ｃ＋０．０３９８，ｒ＝
０．９９９９，没食子酸在１．０１～１０．０８μｇ·ｍＬ１浓度范围内与吸光
度有较好的线性关系。

２．２．２　普鲁士蓝法　精密量取没食子酸对照品溶液（０．０５
ｍｇ·ｍＬ１）０．６，１．０，１．４，１．８，２．２ｍＬ，分别置２５ｍＬ棕色量瓶
中，依次加入 ０．１００ｍｏｌ·Ｌ１氯化铁溶液 ０．５ｍＬ，０．００８
ｍｏｌ·Ｌ１　Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）３溶液 ０．５ｍＬ，０．１０ｍｏｌ·Ｌ

１盐酸溶液

０．５ｍＬ定容，摇匀，放置１５ｍｉｎ，以相应的试剂为空白，于 ６９５
ｎｍ的波长处测定Ａ值，以Ａ值为纵坐标，浓度（Ｃ，μｇ·ｍＬ１）为
横坐标，绘制标准曲线，回归方程为：Ａ＝０．３７８７Ｃ＋０．０３４８，
ｒ＝０．９９９８，没食子酸在１．１８～４．３４μｇ·ｍＬ１浓度范围内与吸
光度有较好的线性关系。

２．３　样品含量测定　
２．３．１　磷钼钨酸法　①总酚：精密量取供试品溶液２ｍＬ，置
２５ｍＬ棕色容量瓶中，照标准曲线的制备项下的方法，自“加入
磷钼钨酸试液１ｍＬ”起，加水１０ｍＬ，依法测定 Ａ值，根据标准
曲线计算即得。②不被吸附的多酚：精密量取供试品溶液２５
ｍＬ，加至已盛有干酪素０．６ｇ的１００ｍＬ具塞锥形瓶中，密塞，置

·２２２１· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ２６Ｎｏ１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２００７



３０℃水浴中保温１ｈ，不停振摇，取出，放冷，摇匀，滤过，弃去初
滤液，精密量取续滤液２ｍＬ，置于２５ｍＬ棕色量瓶中，照标准曲
线的制备项下的方法，自“加入磷钼钨酸试液１ｍＬ”起，加水１０
ｍＬ，依法测定Ａ值，根据标准曲线计算即得。鞣质含量 ＝总酚
量－不被吸附的多酚量。
２．３．２　普鲁士蓝法　①总酚：精密量取供试品溶液２ｍＬ，置２５
ｍＬ棕色容量瓶中，照标准曲线的制备项下的方法，自“依次加
入０．１００ｍｏｌ·Ｌ－１三氯化铁溶液０．５ｍＬ”起，依法测定Ａ值，根
据标准曲线计算即得。②不被吸附的多酚：精密量取供试品溶
液２５ｍＬ，加至已盛有干酪素０．６ｇ的１００ｍＬ具塞锥形瓶中，密
塞，置３０℃水浴中保温１ｈ，不停振摇，取出，放冷，摇匀，滤过，
弃去初滤液，精密量取续滤液２ｍＬ，置于２５ｍＬ棕色量瓶中，照
标准曲线的制备项下的方法，自“依次加入０．１００ｍｏｌ·Ｌ１氯化
铁溶液０．５ｍＬ”起，依法测定Ａ值，根据标准曲线计算即得。鞣
质含量＝总酚量－不被吸附的多酚量。
２．３．３　结果与分析　结果见表１。结果可见，两法测定叶下珠
中鞣质的含量基本一致，但实验发现，普鲁士蓝法测定时，其 Ａ
值数值不稳，影响读数，且生成的普鲁士蓝对实验器皿染色，难

以清洗干净。磷钼钨酸法显色后读数稳定，不会对器皿染色，

且重复性高，因此采用此法测定。

　　　表１　两种方法鞣质含量测定结果　 ％，ｎ＝３

方法 药材中鞣质 ＲＳＤ
磷钼钨酸法 ６．９７ １．０１
普鲁士蓝法 ７．０４ ２．１３

２．４　测定方法的优化　
２．４．１　碱液浓度的优化　《中华人民共和国药典》２００５年版规
定，测定时碳酸钠溶液的浓度为２９％，但温度对碳酸钠的溶解
度影响较大，且高浓度的碳酸钠较易析出晶体，影响测定，结合

文献中多采用低浓度的碳酸钠溶液［２，３］，拟考察 ２０％，２５％，
２９％碳酸钠的测定结果。取没食子酸对照品溶液（０．０５
ｍｇ·ｍＬ１）２ｍＬ进行显色测定，结果表明，三者所测Ａ值基本一
致，故采用２０％碳酸钠测定。
２．４．２　显色时间的考察　２００５年版《中华人民共和国药典》规
定，显色时间为 ３０ｍｉｎ，欲考察显色稳定的时间段，以方便操
作，取没食子酸对照品溶液（０．０５ｍｇ·ｍＬ１）２ｍＬ，在５０ｍｉｎ内
进行显色测定，结果显示，显色３０ｍｉｎ后，Ａ值稳定，但为避免
碳酸钠析出，显色３０ｍｉｎ测定。
２．４．３　精密度考察　取同一供试品溶液，按磷钼钨酸法，２０％

碳酸钠溶液显色３０ｍｉｎ后测定其 Ａ值，重复５次，测定叶下珠
鞣质的平均含量为６．９１％，ＲＳＤ为０．０３％。
２．４．４　重现性考察　精密称取同一样品５份，按样品含测项下
操作，测得叶下珠鞣质的平均含量为６．９４％，ＲＳＤ为１．０２％。
２．４．５　回收率考察　精密称取所得叶下珠醇提物（含量为
３４．９３ｍｇ·ｇ１）约０．０５ｇ，准确加入没食子酸对照品１７ｍｇ，照
样品含测项下操作，计算回收率。结果见表２。

表２　没食子酸加样回收率实验结果　

序号
样品含量／

ｍｇ

加入量／

ｍｇ

测得量／

ｍｇ

回收率／

％

平均值／

％

ＲＳＤ／

％
１ １７．４８ １７．００ ３４．３９ ９９．４７
２ １７．３９ １７．００ ３４．３３ ９９．６５
３ １７．４２ １７．００ ３４．３８ ９９．７６ ９９．６４ ０．１１
４ １７．４４ １７．００ ３４．３７ ９９．５９
５ １７．４６ １７．００ ３４．４１ ９９．７１

２．４．６　样品测定　按优化的磷钼钨酸法，即２０％碳酸钠溶液
显色３０ｍｉｎ后测定叶下珠中鞣质的含量，结果鞣质含量为
７．０１％，６．９５％和６．９４％，平均含量６．９７％，ＲＳＤ＝０．６３％。
３　讨论　

磷钼钨酸法的原理：在碱性溶液中，酚类化合物可以将钨

钼酸还原（使Ｗ６＋变为Ｗ５＋），生成蓝色的化合物，颜色的深浅
与酚含量呈正相关，在约７６０ｎｍ处有最大吸收。普鲁士蓝法的
原理：在酸性递质中酚类物质能将 Ｆｅ３＋还原成 Ｆｅ２＋，后者能与
Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）３生成深蓝色配位化合物，颜色的深浅与酚含量呈正
相关，在６９５ｎｍ处有最大吸收。两者测定的是总酚含量，而干
酪素能选择性结合有生理活性的鞣质，故而用总酚量减去不被

干酪素吸附的多酚量，所得的是鞣质的含量。

鞣质含量测定方法很多，本实验选取的两种方法较滴定法

和重量法更为简单、灵敏、可靠，优选的磷钼钨酸法经相应改良

测定叶下珠中鞣质的含量，方法简单稳定。

实验发现强光照射会使显色体系吸光度下降，故需使用棕

色容量瓶且避光操作。
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