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泽兰中迷迭香酸含量测定方法学研究
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相婷，吴丽真，王绍青，郑璐
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［摘要］　目的：建立泽兰中迷迭香酸的含量测定方法，为 《欧洲药典》泽兰专论的质量标准提供研究数据。方

法：采用高效液相色谱法。基于样品提取和色谱条件的优化结果建立迷迭香酸的分析方法，同时对该方法进行系统

的方法学验证，包括采用单变量分析（ＯＶＡＴ）进行方法的耐用性研究及按照 《欧洲药典》的方法测定该色谱系统的

滞留体积。结果：迷迭香酸检测质量浓度线性范围为 ５０２～６０３０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）；加样回收率为 ９５５％ ～

１０１６％，ＲＳＤ＝２１％（ｎ＝９）；重复性、中间精密度、稳定性及耐用性试验的 ＲＳＤ均小于 ３０％；该色谱系统滞留

体积为 ２４ｍＬ。结论：该方法操作简单，重复性、准确度及耐用性良好，可作为泽兰中迷迭香酸的含量测定方法列

入 《欧洲药典》泽兰专论的质量标准草案。

［关键词］　高效液相色谱法；泽兰；迷迭香酸；方法学；欧洲药典
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泽兰为唇形科植物毛叶地瓜儿苗 Ｌｙｃｏｐｕｓｌｕｃｉｄｕｓ
ＴｕｒｃｚｖａｒｈｉｒｔｕｓＲｅｇｅｌ的干燥地上部分，临床上主
要用于治疗月经不调、闭经、痛经、产后出血腹痛

及水肿。文献表明，泽兰的主要化学成分包括黄酮

类、酚酸类、萜类和甾体类等
［１］
。迷迭香酸是泽兰

中的主要活性成分之一，表现出多种生物活性，如

抗氧化
［２］
、抗炎

［３］
、抑制疼痛

［４］
、抗血栓和抗血小

板凝集
［５］
、心肌保护

［６］
、抗抑郁

［７］
、神经保护

［８］
及

抗肿瘤
［９］
等。因此，本研究选取迷迭香酸作为特征

性成分，建立其在泽兰中的含量测定方法，用于泽

兰药材的质量控制；同时为欧洲药典泽兰专论的质

量标准提供研究数据。

１　材料

１１仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，包括四元泵
（Ｇ１３１１Ｃ）、 柱 温 箱 （Ｇ１３１６Ａ）、 自 动 进 样 器
（Ｇ１３２９Ｂ）、ＤＡＤ紫外检测器（Ｇ１３１５Ｄ）和 Ｏｐｅｎｌａｂ

·５０２·
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色谱工作站（美国安捷伦公司）；ＸＳ２０５ＤＵ型十万
分之一天平（瑞士梅特勒公司）。

１２药材与试剂

泽兰药材共 ８批次，产地分虽为河南、山东、
天津、江苏，经中国药科大学天然药物活性组分与

药效国家重点实验室李会军教授鉴定为正品；迷迭

香酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

１１１８７１２０１４０４，纯度：９８６％）；甲醇、乙腈为色
谱纯，磷酸为分析纯，水为超纯水。

２　方法与结果

２１色谱条件

色谱柱：月旭ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢＣ１８（２５０ｍｍ×４０ｍｍ，

５μｍ）；流动相 Ａ：磷酸乙腈水（１∶１９∶８０，Ｖ／Ｖ／Ｖ），
流动相 Ｂ：磷酸甲醇乙腈（１∶４０∶５９，Ｖ／Ｖ／Ｖ）；梯度
洗脱，洗脱程序为：０～２０ｍｉｎ，１００％Ａ→７０％Ａ，
２０～２５ｍｉｎ，７０％Ａ→０％Ａ，２５～３０ｍｉｎ，０％Ａ→
１００％ Ａ；流 速 为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检 测 波 长 为
３３０ｎｍ；进样量为２０μＬ。

２２溶液的制备

２２１空白溶液　７０％甲醇水溶液。
２２２对照品溶液　取迷迭香酸对照品 １００ｍｇ，精
密称定，置于２０ｍＬ容量瓶中，用 ７０％甲醇水溶液
溶解并定容至刻度，摇匀，精密吸取上述溶液１ｍＬ，
７０％甲醇水溶液稀释定容至２５ｍＬ，即得。
２２３供试品溶液　取泽兰药材粉末（过 ５０目筛）约
１００ｇ，精密称定，置于具塞容量瓶中，精密加入
２５ｍＬ７０％甲醇水溶液后称重，然后在 ９２℃条件下
加热回流 ３０ｍｉｎ，冷却后补足损失的重量，摇匀，
过滤，收集续滤液，精密量取上述续滤液 ２ｍＬ，
７０％甲醇水溶液稀释定容至 １０ｍＬ，进样前用
０４５μｍ微孔滤膜过滤。
２２４空白供试品溶液　不加入泽兰药材，按照
２２３方法制备，即得。
２２５混合溶液　分别量取适量的２２２和２２３项
下溶液，以１∶１体积等量混合，即得。

２３系统适用性试验

按照２２方法分别制备得到空白溶液、对照品溶
液和供试品溶液，按２１项下色谱条件进行测定，记
录色谱，见图１。结果显示对照品连续进样 ５针，峰
面积的 ＲＳＤ＝０２７％，对照品和供试品溶液中迷迭香

酸色谱峰的对称因子在０９５～１０５，理论塔板数均不
小于５００００，迷迭香酸色谱峰与前后杂质峰分离度均
大于１５０，提示该色谱系统系统适用性良好。

注：Ａ空白溶液；Ｂ迷迭香酸对照品；Ｃ供试

品溶液。

图 １　泽兰及其对照品高效液相色谱图

２４专属性试验

按照２２方法分别制备得到空白溶液、对照品
溶液、供试品溶液、空白供试品溶液和对照品供试

品混合溶液，按 ２１项下色谱条件进行测定，记录
色谱。结果显示空白溶液和空白供试品溶液对主色

谱峰无干扰，对照品供试品混合溶液中主色谱峰无

裂分现象，提示该方法专属性良好。

２５线性关系考察

２５１对照品线性关系考察　取迷迭香酸对照品适
量，精密称定，置于 ２５ｍＬ容量瓶中，加入 ７０％甲
醇水溶解并定容，作为母液。分别精密量取适量上

述母液，稀释配制成浓度为 ５０２、１００５、２０１０、
２５１２、５０２５、６０３０μｇ·ｍＬ－１的系列对照品溶液。
按２１项下色谱条件进行测定，记录色谱。以质量
浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性拟合，得回归方程 Ｙ＝６２６７８８Ｘ－３４６３９
（ｒ＝０９９９９）。结果表明，迷迭香酸在５０２～６０３０
μｇ·ｍＬ－１线性关系良好。

·６０２·



２０１７年 ２月　第 １９卷　第 ２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｆｅｂ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ２

２５２供试品线性关系考察　分别取泽兰药材粉末
（过 ５０目筛）约 ０２０ｇ、０４０ｇ、０８０ｇ、１００ｇ、
１５０ｇ和 ２００ｇ，精密称定，按照 ２２３方法制备
得到一系列不同质量分数的供试品溶液。按 ２１项
下色谱条件分别对以上供试品溶液进行测定，记录

色谱。以质量分数（Ｘ，％）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性拟合，得回归方程 Ｙ＝１２４５６１Ｘ＋
２９７９０１（ｒ＝０９９９８）。结果表明，供试品质量分数
在２０４７％ ～２００９６％线性关系良好。

２６重复性试验

分别取泽兰药材粉末（过５０目筛）约０５０、１００、
１５０ｇ（相当于 ５０％、１００％和 １５０％３个质量分数水
平）各３份样品，精密称定。按照 ２２３方法制备得
到９份供试品溶液。按 ２１项下色谱条件进行测定，
记录色谱。结果迷迭香酸含量在低、中、高３个质量
百分比浓度水平下 ＲＳＤ值分别为 ０７６％、０３１％和
０７０％，提示该方法重复性良好。

２７中间精密度试验

另外一名操作者取泽兰药材粉末（过５０目筛）约
１００ｇ，平行６份样品，精密称定。按照２２３方法
制备得到 ６份供试品溶液。按 ２１项下色谱条件用
另外一台高效液相色谱仪 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００进行测定，记
录色谱。结果两名操作者在不同仪器上测得迷迭香

酸含量的 ＲＳＤ＝２２％，提示该方法中间精密度
良好。

２８加样回收试验

取已知含量的泽兰药材粉末（过 ５０目筛）约
０５０ｇ，平行９份样品，分为３组，分别加入３个质
量分数水平（５０％、１００％和 １５０％）的迷迭香酸对照
品。按照２２３项下溶液制备方法制备得到 ９份供
试品溶液。按 ２１项下色谱条件进行测定，记录色
谱并计算加样回收率，结果见表１。

２９稳定性试验

分别取２２２和 ２２３项下对照品和供试品溶
液适量，分别于室温下放置 ０、２、４、６、８、１０、
１２、１８、２４ｈ时按 ２１项下色谱条件进行测定，记
录色谱。结果对照品和供试品峰面积的 ＲＳＤ值分别
为０１２％和０２７％，提示对照品和供试品在７０％甲
醇溶液中２４ｈ内稳定性良好。

２１０耐用性试验

本研究中耐用性试验是通过单变量分析法

（ＯＶＡＴ）微调测试条件中的单个变量观察结果的不
受影响程度，改变的测试变量包括提取条件变量（提

取溶剂比例）和色谱条件变量（流速、波长和色谱

柱），结果表明该方法耐用性良好，具体数据见表 ２
和表３。

表 １　泽兰中迷迭香酸加样回收率试验结果（ｎ＝９）

编

号

取样量

／ｇ
原有量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０５０１６ １２８９０ ０７３４０ ２０３５１ １０１６ ９８４ ２１

２ ０５０７４ １３０４０ ０７３４０ ２０３１１ ９９１

３ ０５０５１ １２９７９ ０７３４０ ２０４１８ １０１３

４ ０５０８４ １３０６７ １４６８０ ２７２８８ ９６９

５ ０５０８４ １３０６５ １４６８０ ２７０７８ ９５５

６ ０５０８２ １３０６０ １４６８０ ２７６１８ ９９２

７ ０５０５１ １２９８０ ２２０１９ ３４５４３ ９７９

８ ０５０２９ １２９２５ ２２０１９ ３４２７１ ９６９

９ ０５０６４ １３０１３ ２２０１９ ３４４８８ ９７５

表 ２　提取条件耐用性结果

甲醇水（Ｖ／Ｖ）
迷迭香酸质量分数（％）

１ ２
ＲＳＤ（％）

６５∶３５ ０２５４ ０２６０ ２１

７０∶３０ ０２５７ ０２４７

７５∶２５ ０２５０ ０２４８

表 ３　色谱条件耐用性结果

色谱条件
迷迭香酸质量分数（％）

１ ２

ＲＳＤ
（％）

流速／ｍＬ·ｍｉｎ－１ ０９ ０２５０ ０２５０ ０９

１０ ０２５４ ０２５５

１１ ０２５４ ０２５４

检测波长／ｎｍ ３２５ ０２５５ ０２５５ ０２

３３０ ０２５４ ０２５５

３３５ ０２５５ ０２５５

色谱柱 ＹＭＣＴｒｉａｒｔＣ１８
（２５０ｍｍ×４０ｍｍ，

５μｍ）

０２５４ ０２５４ １０

ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｌａｒｉｓＣ１８
（２５０ｍｍ×４０ｍｍ，

５μｍ）

０２５２ ０２５０

ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅ

ＸＢＣ１８（２５０ｍｍ×
４０ｍｍ，５μｍ）

０２５６ ０２５７

２１１滞留体积的测定

按照 《欧洲药典》ＥＰ８０“２２４６”项下规定

·７０２·
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方法进行测定
［１０］
。

２１１１测定条件　ｐｅｅｋ管：１３５ｍ×０１８ｍｍ；流
动相：水 （Ａ）０１％ 丙酮 （Ｂ）；洗脱程序：０～
２０ｍｉｎ，１００％ Ａ→０％ Ａ；２０～３０ｍｉｎ，０％Ａ；流
速：２０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２６５ｎｍ。
２１１２计算结果　滞留体积ＶＤ＝ｔＤ×Ｆ（ｔＤ＝ｔ０５－０５ｔＧ，

ｔＧ＝２０ｍｉｎ，Ｆ＝２ｍＬ·ｍｉｎ
－１
，ｔ０５ ＝１１２ｍｉｎ）＝

２４ｍＬ。

２１２样品含量测定

取８批次泽兰样品适量，按照 ２２３方法制备
供试品溶液，再按 ２１项下色谱条件进行测定，双
样双针，记录色谱并计算样品含量，结果见表４。

表 ４　泽兰样品中迷迭香酸含量测定结果（ｎ＝２）

批次 产地 迷迭香酸质量分数（％）

１ 河南 ０２５４

２ 山东 ０２４２

３ 天津 ０２５５

４ 江苏 ０２１８

５ 江苏 ０１９０

６ 江苏 ０２０６

７ 江苏 ０１７０

８ 江苏 ０２２９

３　讨论

３１提取条件的优化

本研究考察了 ４种不同比例的提取溶剂（３０％、
５０％、７０％甲醇水溶液和 １００％甲醇）进行提取，同
时考察了不同提取方式（超声、回流和振摇）、不同

溶剂量（１５、２５、５０ｍＬ）和不同提取时间（１５、３０、
４５ｍｉｎ）对迷迭香酸含量的影响，结果发现提取溶剂
和提取方式对结果有较显著的影响，而溶剂量和提

取时间对含量结果影响较小，因此最终确定最佳提

取条件为２５ｍＬ７０％甲醇水溶液、回流提取３０ｍｉｎ。

３２色谱条件的优化

本研究考察了甲醇水、乙腈水、甲醇磷酸水、
乙腈磷酸水为流动相时对色谱峰分离的效果，结果
峰形均未达到要求，后又筛选出甲醇乙腈柠檬酸水

作为流动相，峰形能到得到较好改善，然而又出现

保留时间过长的问题。最终本文参考 《欧洲药典》

香蜂草专论中迷迭香酸的色谱条件
［１０］
，并在其基础

上进一步优化得到最佳色谱条件。

综上所述，该方法操作简单，重复性、准确度

及耐用性良好，可作为泽兰中迷迭香酸的含量测定

方法列入欧洲药典泽兰专论的质量标准草案。
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