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3.4  有机溶剂残留的限度要求 

本实验参照中国药典和 ICH Q3C 残留溶剂指

导原则[8-9]，应对本品合成工艺过程中所使用的未

能完全去除的有机溶剂进行严格控制。5 种溶剂中

二氯甲烷、四氢呋喃、甲苯为限制使用的第二类

溶剂，其他为药品 GMP 或其他质量要求限制使用

的第三类溶剂，根据限度要求，规定二氯甲烷不

得过 0.06%，四氢呋喃不得过 0.072%，甲苯不得

过 0.089%，乙醇、乙酸乙酯不得过 0.5%。经测定，

合成的 4 批样品均符合规定。 
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HPLC 同时测定西归中阿魏酸和佛手柑内酯的含量 
  

张海珠，李齐贤，孙帮燕，周萍*
(大理学院药学与化学学院，云南 大理 671000) 

 
摘要：目的  建立同时测定西归药材中阿魏酸和佛手柑内酯含量的方法。方法  采用色谱柱为 PhenomeneX Gemini-NX C18 

110A 柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相为甲醇-0.05%磷酸水溶液，梯度洗脱；流速为 1.0 mL·min1；检测波长为 322 nm；

柱温为 30 ℃。结果  阿魏酸在 0.020 1~0.603 μg、佛手柑内酯在 0.020 3~0.609 μg 内线性关系良好；阿魏酸和佛手柑内

酯的平均回收率分别为 96.8%(RSD=2.0%)和 98.7%(RSD=2.9%)。结论  本方法首次建立了同时测定西归中阿魏酸和佛手

柑内酯的 HPLC 分析方法，结果准确，重复性好，可作为西归药材的质量评价方法。 
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Simultaneous Determination of Bergapten and Ferulic Acid in Seselopsis by HPLC 
 
ZHANG Haizhu, LI Qixian, SUN Bangyan, ZHOU Ping*(College of Pharmacy and Chemistry, Dali University, Dali 

671000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To simultaneous determine the content of ferulic acid and bergapten in Seselopsis. METHODS  
The chromatographic separation was performed on a PhenomeneX Gemini-NX C18 110A (250 mm×4.60 mm, 5μm). The mobile 

phase was consisted of methanol-0.05% phosphoric acid with gradient elute, the flow rate was 1.0 mL·min1. The detection 
wavelength was 322 nm and the column temperature was 30 ℃. RESULTS  Good linear relationship between the peak area and 
content of ferulic acid and bergapten was achieved when the amount was within 0.020 1-0.603 μg, 0.020 3-0.609 μg; the 
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recoveries were 96.8% and 98.7%; RSD were 2.0% and 2.9%. CONCLUSION  This is the first time to simultaneous determine 
ferulic acid and bergapten in Seselopsis. The method is accurate, reproducible and suitable to be used for quality assessment of 
Seselopsis. 
KEY WORDS: Seselopsis; ferulic acid; bergapten; content determination; HPLC 

 

西 归 是 伞 形 科 植 物 西 藏 凹 乳 芹 (Vicatia 

thibetica de Boiss)的根，在云南大理民间被称为西

归(Seselopsis)，也称独脚当归(弥康)、加哇(藏语)。

野生西归分布于云南西北部的鹤庆、德钦、中甸、

丽江等县以及四川西部、西藏等地海拔 2 700~ 

4 000 m 的高山草石坡。西归具有补血、补气、调

经等功效，用于面色萎黄、眩晕心悸、血虚所致

的月经不调、痛经等症[1]。据报道，西归对小鼠具

有与人参类似的抗疲劳作用，可以明显提高小鼠

的耐缺氧和耐热能力[2]。西归黄酮具有较好的体外

抗氧化活性[3]。西归乙醇提取物具有一定的抗痛经

作用[4]。在化学成分上，西归含有伞形花内酯、佛

手柑内酯、阿魏酸、芹菜素、谷甾醇、胡萝卜苷、

d-甘露醇、蔗糖[5]。药理学研究表明，佛手柑内酯

主要用于杀灭钉螺，有一定抗凝血作用，能止血、

降压和抗微生物活性。阿魏酸具有抗血栓、抗炎

镇痛、抗氧化、抗自由基等作用[6-8]。西归中阿魏

酸的含量测定已有相关报道[9]，本实验采用 HPLC

同时测定西归中阿魏酸与佛手柑内酯的含量，以

期为进一步提取分离、探讨其药理作用提供理论

基础，为西归的综合利用和开发提供依据，为进

一步建立西归药材的质量标准奠定基础。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器   

Agilent 1200 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公

司)；梅特勒电子分析天平 AE240(瑞士梅特勒-托

利多公司)；超纯水机(艾柯 DZG-303A)；SSY 电热

恒温水浴锅 (北京泰克仪器有限公司)；SK5200H

超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限公司)；200

克摇摆式高速万能粉碎机 DFY-200(温岭市林大机

械有限公司)。 

1.2  试药 

阿魏酸对照品(批号：110773-201012，中国食

品药品检定研究院，纯度>99.6%)；佛手柑内酯对

照品(南京泽朗医药科技有限公司，批号：201104，

纯度>98%)；1 号西归样品购自云南省鹤庆县马厂

乡；2 号西归样购自云南省鹤庆县三家村；3 号西

归样购自云南省鹤庆县营盘村；4 号西归样购自云

南省鹤庆县东坡村，洗净，自然晾干，由大理学

院生药教研室周浓老师鉴定为西藏凹乳芹 Vicatia 

thibetica de Boiss 的根。甲醇为色谱纯，水为超纯

水，其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件  

色谱柱：Phenomenex Gemini-NX C18 110A 柱

(4.6 mm×250 mm，5 μm)。流动相：甲醇(A)-0.05%

磷酸溶液(B)。梯度洗脱程序：0~3 min，A 35%；

3~10 min，A 35%→40%；10~15 min，A 40%→45%；

15~20 min，A 45%→55%。检测波长：322 nm；

柱温：30 ℃；流速：1.0 mL·min1；进样量：10 µL。

在该色谱条件下阿魏酸和佛手柑内酯对照品及西

归样品的色谱图见图 1。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品；B西归供试品；1阿魏酸；2佛手柑内酯 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Amixed standard; BSeselopsis sample; 1ferulic; 2bergapten 

2.2  溶液的配制 

2.2.1  对照品溶液的制备  精密称取阿魏酸 2.01 

mg、佛手柑内酯对照品 2.03 mg，置 10 mL 量瓶

中，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，作为储备液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取药材粉末(过 2 号

筛)1.0 g，精密称定，置 50 mL 圆底烧瓶中，精密

加入 75%乙醇 10 mL，称定质量，置沸水浴回流

提取 2 h，取出，放冷，用 75%甲醇补足质量，摇

匀，微孔滤膜(0.45 μm) 滤过，即得。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  线性关系考察  分别精密吸取不同体积对

照品储备液，将其定量混合，用甲醇定容至 10 mL

量瓶中，精密吸取对照品储备液 0.1，0.2，0.5，

1.0，2.0，3.0 mL，用甲醇定容至 10 mL 量瓶中，

各取 10 L，按“2.1”项下色谱条件进样，测定峰

面积。以峰面积(Y)为纵坐标，对照品质量(X)为横

坐标，进行线性回归。阿魏酸回归方程：Y= 
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5 948.3X1.065 8，r=0.999 7；佛手柑内酯回归方

程：Y=3 650.1X+2.373 2，r=0.999 9；结果表明阿魏

酸在 0.020 1~0.603 μg、佛手柑内酯在 0.020 3~ 0.609 

μg 内，与峰面积呈良好的线性关系。 

2.3.2  仪器精密度试验  取同一批供试品溶液，

连续进样 6 次，记录色谱峰峰面积。结果表明，

阿魏酸峰面积的 RSD 为 0.62%，佛手柑内酯峰面

积的 RSD 为 0.14%，表明仪器精密度良好。 

2.3.3  稳定性试验  取同一批供试品溶液分别于

0，1，4，8，12，24 h 进样分析，记录色谱峰峰

面积。结果表明，阿魏酸峰面积的 RSD 为 1.0%，

佛手柑内酯峰面积的 RSD 为 2.2%，表明供试品溶

液在 24 h 内稳定。 

2.3.4  重复性试验  取同一批供试品药材粉末 6

份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，记录

色谱峰峰面积，测得阿魏酸的平均含量为 0.092 50 

mg·g1，RSD 为 2.2%，佛手柑内酯平均含量为

0.021 812 mg·g1，RSD 为 3.3%，表明该方法重复

性良好。 

2.3.5  加样回收率试验  精密称取同一批已知阿

魏酸和佛手柑内酯含量的西归药材 6 份，分别精

密加入一定量对照品，按“2.1”项下色谱条件，

进样测定，计算回收率。结果见表 1~2。 

表 1  阿魏酸加样回收率试验结果(n=6) 

Tab 1  Results of recovery test of ferulic acid(n=6) 

取样量/ 

g 

样品量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

0.500 4 0.046 29 0.050 25 0.094 03 95.0 

0.500 2 0.046 27 0.050 25 0.094 41 95.8 

0.500 2 0.046 27 0.050 25 0.096 39 99.8 

0.500 3 0.04628 0.050 25 0.094 17 95.3 

0.500 2 0.046 27 0.050 25 0.094 78 96.5 

0.500 2 0.046 27 0.050 25 0.095 83 98.6 

96.8 2.0

表 2  佛手柑内酯加样回收率试验结果(n=6) 

Tab 2  Results of recovery test of bergapten(n=6) 

取样量/ 

g 

样品量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

0.500 4 0.010 91 0.010 15 0.021 31 102.4 

0.500 2 0.010 91 0.010 15 0.021 20 101.4 

0.500 2 0.010 91 0.010 15 0.020 60  95.4 

0.500 3 0.010 91 0.010 15 0.020 63  95.8 

0.500 2 0.010 91 0.010 15 0.020 92  98.6 

0.500 2 0.010 91 0.010 15 0.020 92  98.6 

98.7 2.9

2.4  样品含量测定  

取 4 批西归药材粗粉各约 1.0 g，分别精密称

定，按“2.2.2”项下方法制成供试液，按“2.1”

项下色谱条件测定样品中阿魏酸、佛手柑内酯的

含量，每个批次平行操作 3 份，结果见表 3。 

表 3  西归中阿魏酸和佛手柑内酯成分的含量测定结果

(n=3) 
Tab 3  Results of content determination of bergapten and 
ferulic acid in Seselopsis(n=3) 

样品名称
阿魏酸含量/

mg·g1 

佛手柑内酯 

含量/mg·g1 

阿魏酸 

RSD/% 

佛手柑内酯

RSD/% 

1 号西归 0.092 50 0.021 81 2.2 3.3 

2 号西归 0.006 00 0.001 43 2.5 3.0 

3 号西归 0.007 40 0.007 72 2.4 3.5 

4 号西归 0.009 10 0.006 49 2.0 2.8 

3  讨论 

对于西归中阿魏酸的含量测定已有相关报

道，但对于同时测定西归中阿魏酸和佛手柑内酯

的含量尚未见报道，监控其 2 个指标成分能更有

效控制其质量。 

本实验考察了不同提取溶剂(甲醇、乙醇、乙

酸乙酯)对两指标成分含量的影响，结果甲醇与乙

醇提取方法对所测成分的提取效率较高，但甲醇

毒性较大，综合考虑后使用乙醇提取。对提取方

式、乙醇浓度、提取时间进行了单因素考察，最

后确定 75%乙醇回流提取 2 h，所测成分的提取效

率较高。 

考察了色谱的洗脱方式，发现等度洗脱阿魏

酸分离效果不好，而梯度洗脱时，逐渐增加有机

相比例可使阿魏酸获得较好的分离，最终确定以

甲醇-0.05%磷酸为流动相进行梯度洗脱。 
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微乳液相色谱法测定广东紫珠中 5 种黄酮成分 
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学院药学院，武汉 430030；3.中南民族大学药学院，武汉 430074) 
 

摘要：目的  建立微乳液相色谱法同时测定广东紫珠中 5,4′-二羟基-3,7,3′-三甲氧基黄酮、鼠李秦素、华良姜素、岳桦素、

毡毛美洲茶素 5 种黄酮成分。方法  微乳体系组成的流动相为：2.2%SDS -1.5%正辛烷-7.75%正丁醇- 0.5%三乙胺-88%水

(用 H3PO4 调节 pH3.7)，色谱柱为 Hypersil BDS C18(4.6 mm×150 mm，5 μm)柱；检测波长 350 nm；流速 0.8 mL·min1；进

样量 10 μL；柱温为 30 ℃。结果  广东紫珠中 5 种黄酮成分在 30 min 内达到完全分离，在 1.520~72.25 μg·mL1 内，5

个黄酮成分的线性相关系数 r≥0.999 5，平均回收率 99.6％~100.5％。结论  本方法可应用于中广东紫珠中 5 种黄酮成分

的含量分析。 

关键词：微乳液相色谱法；广东紫珠；黄酮 
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Simultaneous Determination of Five Flavonoids in Callicarpa Kwangtungensis Chun. by Microemulsion 
Liquid Chromatography  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an efficient microemulsion liquid chromatography(MELC) method and validate for 
simultaneous determination of five flavonoids (5,4′-dihydroxy-3,7,3′-trimethoxyflavone, rhamnatin, kumatakenin, ermanine and 
velutin) in Callicarpa kwangtungensis Chun.. METHODS  The MELC separation was performed on a Hypersil BDS Cl8 

column(4.6 mm×150 mm, 5 μm) with the mixture of 2.2% SDS-1.5% octane-7.75% n-butanol-0.5% triethylamine-88% water, the 

pH was adjusted to 3.7 with phosphoric acid as the mobile phase. The flow rate was set at 0.8 mL·min1 and the eluent was 

detected at 350 nm for the five flavonoids．RESULTS  The calibration curves of the five flavonoids were linear (r≥0.999 5) 

over the concentration range of 1.52072.25 μg·mL1. The mean recoveries were 99.6%100.5%. CONCLUSION  The results 
indicate that the optimized method is successfully applied to the analysis of five important flavonoids in Callicarpa 
kwangtungensis Chun.. 
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广东紫珠(Callicarpa kwangtungensis Chun.)为

马鞭草科紫珠属植物，具有止血、止痛之功效，

在民间主要用于治疗偏头痛、吐血、跌打肿痛、

外伤出血等[1]，药用部位为广东紫珠的干燥茎枝，

是抗宫炎片等中成药的主要原料药材。近年来，

广东紫珠的化学成分研究，发现了众多的化合物

和多方面的药理活性，其主要化学成分为二萜类、

三萜类、环烯醚萜苷、黄酮类等，其中总黄酮类

化合物主要为 5,4′-二羟基 -3,7,3′-三甲氧基黄酮

(5,4′-dihydroxy-3,7,3′- trimethoxyflavone，DT)、鼠


