
 

中国现代应用药学 2023 年 7 月第 40 卷第 14 期                            Chin J Mod Appl Pharm, 2023 July, Vol.40 No.14        ·1963· 

HPLC 同时测定大青叶中 2 个专属性酚酸的含量 
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摘要：目的  建立同时测定大青叶中 1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose 和 1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose 2 个专属性酚

酸的含量方法。方法  采用依利特 C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，以乙腈-0.1%磷酸溶液为流动相，梯度洗脱，流

速 为 1.0 mL·min–1 ， 检 测 波 长 328 nm ， 柱 温 30 ℃。结果   1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose 和 1,2,6′-tri-O-E- 
sinapoylgentiobiose 分别在 2.092~104.6 μg·mL–1(R2=0.999 6)和 2.996~149.8 μg·mL–1(R2=0.999 5)内呈现出良好的线性关系；

精密度、稳定性和重复性的 RSD 均<2%；平均加样回收率(n=6)分别为 99.05%，99.60%，RSD 分别为 0.34%，0.65%。结

论  该方法简便，专属性、重复性好，可用于测定大青叶 2 个专属性酚酸的含量测定方法。 
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Simultaneous Determination of 2 Specific Phenolic Acid in Isatidis Folium by HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the simultaneous determination of 2 specific phenolic acids glycosides 
1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose and 1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose in Isatidis Folium. METHODS  The HPLC analysis 
was carried on Elite C18 column(4.6 mm×250 mm, 5 μm) with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1% phosphoric acid aqueous 
solution(gradient elution) at the flow rate of 1.0 mL·min–1. The detection wavelength was 328 nm, and the column temperature was 
set at 30 ℃. RESULTS  1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose and 1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose were showed good linear 
relationships within the ranges of 2.092−104.6 μg·mL–1(R2=0.999 6) and 2.996−149.8 μg·mL–1(R2=0.999 5). The average recovery 
(n=6) were 99.05% and 99.60%, RSDs were 0.34% and 0.65%, respectively. CONCLUSION  The established method is simple, 
reliable and specific, and suitable for simultaneous determination of two components of phenolic acids glycosides in Isatidis 
Folium. 
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大青叶为十字花科植物菘蓝(Isatis indigotica 
Fort.)的干燥叶，现行标准收载于中国药典 2020 年

版一部，气微，味微苦、涩、酸[1]；临床主要用于

治疗温病高热、丹毒、痄腮、神昏、喉痹、痈肿、

发斑发疹[2]；具有抗菌、抗氧化、抗内毒素、抗病

毒、抗肿瘤等药理活性[3-18]。目前中国药典 2020
年版仅以测定靛玉红的含量作为大青叶的成分质

量评价标准，由于靛玉红不易溶于水，经水煎后

含量极低，酚酸类成分水溶性较好，大多溶于热

水。而以大青叶入药的清火胶囊、复方瓜子金、

小儿感冒颗粒等中成药的处方工艺均采用水煎，

有必要采用更合适的成分作为其质控指标。研究

表明，酚酸类成分具有抗菌、抗氧化和抗炎等药

理作用[19-22]，这些药理活性与大青叶的药理作用

类似，推断酚酸类化合物也可能是大青叶发挥功

效的有效成分。前期课题组通过对大青叶的化学

成分研究，从大青叶中分离得到大量的酚酸类化

合物，其中以 1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose
和 1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose 这 2 个酚酸成

分的含量 高，且这 2 个酚酸类成分在同植物菘

蓝的不同药用部位根(板蓝根)中未检测出，考虑可

作为大青叶专属性含量测定成分，目前未发现有

关于这 2 个酚酸含量测定的相关报道。为此，本

研究采用 HPLC 同时测定 2 个酚酸的含量，为大
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青叶药材质量控制方法提供参考。 
1  仪器与试剂 

LC-2030C 3D Plus 高 效 液 相 色 谱 仪 ；

BSA124S-CW 万分之一电子天平、BT25S 十万分

之一电子天平均来自 Sartorius；KQ-500E 型超声

波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。 
1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose(化合物 A，

纯 度 ： 98.2%) 和 1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose 
(化合物 B，纯度：90.5%)对照品均由笔者所在课

题组从大青叶中分离精制得到，通过 1H-NMR、
13C-NMR 等手段并与参考文献[23]对比， 终鉴定

化合物结构，其结构式见图 1；板蓝根对照药材(中
国食品药品检定研究院，批号：121386-201302)；
磷酸(分析纯，西陇科学股份有限公司)；乙腈(色
谱纯，Sigma 公司)；水为超纯化水。9 批大青叶药

材均由江西药都仁和制药有限公司提供，样品产地

和批号分别为甘肃民乐(批号：2013352，2101198)、
黑龙江大庆(批号：210105)、河北安国 (批号：

210104)、安徽(批号：20042711)、安徽(批号：

20121708)、内蒙古(批号：2103001)、甘肃(批号：

202110)、山西新绛(批号：210106)，经江西省药品

检验检测研究院万林春主任中药师鉴定均为十字

花科植物菘蓝 Isatis indigotic Fort.的干燥叶。 
2  方法与结果 
2.1  测定方法 
2.1.1  色谱条件  色谱柱为依利特 C18(250 mm× 
4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈(A)-0.1%磷酸溶液

(B)，梯度洗脱(0~25 min，23%A；25~25.1 min，

23%→25%A；25.1~55 min，25%A)；柱温为 30 ℃；

流速为 1.0 mL·min–1；检测波长为 328 nm；进样

量为 10 μL。 
2.1.2  对照品溶液的制备  分别精密称取化合物

A 和 B 对照品适量，用 70%甲醇制成浓度分别为

0.020 2，0.028 1 mg·mL–1 的混合对照品溶液，即得。 
2.1.3  供试品溶液的制备  取大青叶药材细粉(过
四号筛)约 0.5 g，称定质量，倒入锥形瓶中，加入

70%甲醇 50 mL，密塞，称量，超声提取 1 h 后，

冷却至室温并称重。用 70%甲醇补足减失的量，

摇匀后滤过，即得。 
2.1.4  板蓝根样品溶液的制备  取板蓝根对照药

材 0.5 g，按“2.1.3”项下方法制成板蓝根样品溶液。 
2.2  方法学考察 
2.2.1  系统适应性试验  吸取“2.1”项下供试品

溶液、板蓝根样品溶液以及混合对照品溶液各

10 μL，采用“2.1.1”项下色谱条件测定，记录色

谱峰，各色谱峰的分离度均>2，具有良好的分离

效果，且板蓝根样品中未检测出这 2 个成分，表

明专属性好，结果见图 2。 
 

 
 

图 1  化合物结构图 
Fig. 1  Structure diagram of compound 
 

 
 

图 2  高效液相色谱图 
A–混合对照品；B–大青叶药材；C–板蓝根药材；1–化合物 A；2–化

合物 B。 
Fig. 2  High performance liquid chromatography 
A–mixed control solution; B–Isatidis Folium; C–Isatidis Radix; 
1–compound A; 2–compound B. 
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2.2.2  线性关系考察  精密称取化合物 A 和 B 对

照品适量，用 70%甲醇制成浓度分别为 0.209 2，

0.299 6 mg·mL–1 的混合对照品储备液，精密吸取

上述储备液 0.2，0.5，1.0，2.0，5.0，10.0 mL，分

别置 20 mL 量瓶中，加 70%甲醇至刻度，按“2.1.1”

项下色谱条件进样分析，以浓度 X(μg·mL–1)为横

坐标，峰面积 Y 为纵坐标，绘制标准曲线并进行

回归计算，化合物 A、B 的回归方程分别为 Y= 
20.438X+3.846 9(R2=0.999 6)、Y=14.392X+7.225 4 (R2= 
0.999 5)，结果表明 2 个化合物分别在 2.092~ 
104.6 μg·mL–1、2.996~149.8 μg·mL–1 内呈现良好的

线性关系。 
2.2.3  精密度试验  吸取“2.1.2”项下的混合对

照溶液 10 μL，按“2.1.1”色谱条件，连续测定 6
次对照品峰面积，计算化合物 A、B 峰面积的

RSD(n=6)分别为 0.29%，0.31%，表明仪器精密度

较好。 
2.2.4  重复性试验  取同一批(批号：2013352)大
青叶药材细粉(过四号筛)6 份，每份约 0.5 g，称定

重量，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，并

按“2.1.1”项下色谱条件测定，测得化合物 A、B
平均含量(n=6)分别为 2.114，2.666 9 mg·g–1，RSD
分别为 0.26%和 0.29%。 
2.2.5  稳定性试验  吸取同一份供试品溶液(批

号：2013352)10 μL，按“2.1.1”项下色谱条件分

别于 0，1，2，4，8，12，24 h 测定，结果化合物

A、B 峰面积的 RSD(n=7)分别为 0.28%，0.19%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 
2.2.6  加样回收率试验  取“2.2.4”项下已测含

量的大青叶药材细粉 (过四号筛 )6 份，每份约

0.25 g，称定质量，每份分别精密加入含化合物

A(0.010 1 mg·mL–1)、化合物 B(0.014 1 mg·mL–1)
的混合对照品溶液 50 mL，按“2.1.3”方法制备供

试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条件测定，计

算样品的加样回收率，结果见表 1。 
2.2.7  色 谱 柱 耐 用 性 试 验   取 同 一 批 (批 号 ：

2013352)大青叶药材细粉(过四号筛)约 0.5 g，精密

称定，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，分

别采用依利特 C18(4.6 mm×250 mm，5 μm)(色谱柱

A)、ACE Excel C18-AR(4.6 mm×250 mm，5 μm)(色
谱柱 B)、Thermo Syncronis C18(4.6 mm×250 mm，

5 μm)(色谱柱 C)3 个品牌的色谱柱，按“2.1.1”项

下色谱条件分别测定，结果无明显差别，峰分离

度均>2，表明该方法耐用性良好。 
2.2.8  样品含量测定  取不同批号的 9 批大青叶

药材细粉(过四号筛)，各取 3 份，按“2.1.3”项下

方法制备供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条

件测定，分别计算 2 个成分的含量，结果见表 2。 
 
表 1  加样回收率试验结果(n=6) 
Tab. 1  Results of recovery test(n=6) 

成分 原有量/
mg 

加入量/
mg 

测得量/ 
mg 

回收率/ 
% 

平均回收

率/% 
RSD/%

化合物 A

0.534 0.505 1.036 99.41 

99.05 0.34

0.537 0.505 1.037 99.01 

0.533 0.505 1.033 99.01 

0.537 0.505 1.034 98.42 

0.533 0.505 1.034 99.21 

0.538 0.505 1.039 99.21 

化合物 B

0.674 0.703 1.380 100.43 

99.60 0.65

0.678 0.703 1.371 98.58 

0.672 0.703 1.369 99.15 

0.677 0.703 1.379 99.86 

0.672 0.703 1.374 99.86 

0.679 0.703 1.381 99.72 
 

表 2  样品含量测定结果(n=3) 
Tab. 2  Results of content determination of samples(n=3)            

mg·g–1 
批号 来源 化合物 A 化合物 B 

2013352 甘肃民乐 2.123 7 2.676 6 

2101198 甘肃民乐 1.927 3 2.590 2 

210105 黑龙江大庆 0.338 1 0.395 7 

210104 河北安国 0.708 2 0.751 7 

20042711 安徽 0.514 9 0.766 2 

20121708 安徽 0.396 5 0.454 0 

2103001 内蒙古 3.086 3 0.113 5 

202110 甘肃 0.300 7 0.231 1 

210106 山西新绛 0.668 8 0.801 8 

 
3  讨论 
3.1  检测波长的选择   

采用岛津 PDA 检测器在 200~400 nm 内对化

合物 A 和 B 进行光谱扫描；结果表明，化合物 A、

B 在 328 nm 处均有 大吸收，各色谱峰均分离度

良好，无干扰，故本研究选用 328 nm 作为含量测

定的波长。   
3.2  供试品溶液制备方式的考察  

考察了水浴加热回流提取法和超声波提取两

种方法对化合物 A 和 B 含量测定的影响；结果表

明，超声提取法和水浴加热回流提取无差别，故
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选择超声提取法。提取溶剂考察了不同比例的甲

醇溶液、乙醇溶液，结果显示，70%甲醇提取时 2
个化合物含量均较高。提取时间考察了 30，60，

90 min，结果显示 60，90 min 无明显差别。考察

了 25，50，100 mL 的提取体积，结果显示，50 mL
的结果高于 25 mL，但与 100 mL 的结果无明显差

异，故选择 50 mL 为提取体积。 
3.3  流动相的确定    

考察了不同的溶剂系统(甲醇-水、乙腈-水和

乙腈-0.1%磷酸溶液)，结果表明，乙腈-0.1%磷酸

溶液作为流动相可以得到很好的色谱峰峰形，且

色谱峰分离效果 好。 
3.4  结论  

本 研 究 建 立 的 同 时 测 定 大 青 叶 中 1,2,2′-  
tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose 和 1,2,6′-tri-O-E- 
sinapoylgentiobiose 含量方法，并对 9 个批次大

青 叶 中 1,2,2′-tri-O-E-sinapoyl-β-gentiobiose 和

1,2,6′-tri-O-E-sinapoylgentiobiose 含量进行测定。

发现①同一产地不同批次的大青叶 2 个成分的含

量比较接近，差异小；②不同产地大青叶 2 个成

分的含量差异较大，内蒙古大青叶中 1,2,2′-tri- 
O-E-sinapoyl-β-gentiobiose 含量 高，但是 1,2,6′- 
tri-O-E-sinapoylgentiobiose 的含量却 低；③甘肃

民乐 2 批大青叶中 2 个成分含量均较高。本实验

建立的大青叶中 2 个专属性酚酸类成分的含量测

定方法色谱峰分离好，方法准确，重复性较好，

且方法简便，为完善大青叶药材的质量评价方法

提供参考。 
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