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HPLC 法同时测定蜘蛛香中 7 种成分含量
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摘要 目的: 建立 HPLC 法同时测定蜘蛛香中 7 种成分( 新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿

原酸 A、异绿原酸 C) 的含量。方法: 采用 WondaSil C18色谱柱( 250 mm×4. 6 mm，5 μm) ; 流动相为乙腈-0. 1%甲酸溶

液，梯度洗脱; 流速为 1. 0 mL /min; 柱温为 30 ℃ ; 检测波长为 284 和 327 nm。结果: 7 种成分均达到基线分离，各成

分均有较宽的线性范围和良好的线性关系( r≥0. 9995) ，平均加样回收率( n= 6) 为 96. 47% ～ 99. 01%，RSD 均＜2%。
结论: 该方法简便、准确、专属性好，为蜘蛛香的全面质量控制提供了科学依据。
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蜘蛛香系败酱科缬草属植物蜘蛛香 Valeriana
jatamansi Jones 的干燥根茎和根，具有理气止痛、消

食止泻、祛风除湿、镇惊安神的功效〔1〕。蜘蛛香主

要含有挥发油、缬草三酯类、黄酮类、酚酸类等化学

成分〔2-9〕。现代药理研究表明，其具有抗肿瘤、抗焦

虑、神经保护、保肝、抗氧化、抗菌、抗病毒等作用。
中国药典 2015 年版对蜘蛛香的有效成分含量检测

限度尚未规定，本实验首次建立 HPLC 同时测定蜘

蛛香中新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、橙皮

苷、异绿原酸 A 和异绿原酸 C 含量的方法，以期为

其质量控制和临床应用提供科学依据。
1 仪器与材料

1. 1 仪器 Agilent 1100 DAD 高效液相色谱仪( 美

国 Agilent 公司) ; BSA224S 型电子天平( 赛多利斯科

学仪器有限公司) ; KQ3200E 超声波清洗机( 昆山市

超声仪器有限公司) 。
1. 2 材料 新绿原酸( 批号: MUST-15011412) 、绿

原酸( 批号: MUST-15041814) 、咖啡酸( 批号: MUST-
15090803) 、异绿原酸 A( 批号: MUST-15042518) 、异
绿原酸 B ( 批号: MUST-15081411) 、异绿原酸 C ( 批

号: MUST-15081414) 对照品均购自成都曼思特生物

科技有限公司; 橙皮苷对照品 ( 批号: FC4D-GHSP )

购于中国食品药品检定研究院; 乙腈为色谱纯; 水为

超纯水; 其余试剂均为分析纯。蜘蛛香药材样品信

息见表 1，经贵州医科大学药学院覃容贵教授鉴定

为败 酱 科 缬 草 属 植 物 蜘 蛛 香 Valeriana jatamansi
Jones 的干燥根、根茎和叶。
2 方法与结果

2. 1 色谱条件 色谱柱: WondaSil C18柱( 250 mm×

表 1 10 批蜘蛛香样品信息

样品 产地 部位 采集时间

S1 贵州贵阳 根茎及根 2011-08
S2 贵州贵阳 根茎及根 2016-05
S3 湖南凤凰 根茎及根 2015-07
S4 贵州铜仁 根茎及根 2015-07
S5 贵州贵阳 根 2016-06
S6 贵州贵阳 根茎 2016-06
S7 贵州贵阳 叶 2016-06
S8 贵州安顺 根 2016-06
S9 贵州安顺 根茎 2016-06
S10 贵州安顺 叶 2016-06

4. 6 mm，5 μm) ; 流动相: 乙腈 ( A) -0. 1%甲酸溶液

( B) ，梯度洗脱 ( 0 ～ 18 min，12% ～ 30% A; 18 ～ 20
min，30%～32%A; 20 ～ 23 min，32% ～ 40%A) ; 流速:

1. 0 mL /min; 进样量: 20 μL; 检测波长: 284 nm ( 橙

皮苷) ，327 nm( 新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、异绿原

酸 B、异绿原酸 A、异绿原酸 C) ; 柱温: 30 ℃。在此

条件下，各色谱峰均达到基线分离，见图 1。
2. 2 对照品溶液的制备 取新绿原酸、绿原酸、咖
啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿原酸 A、异绿原酸 C
对照品适量，加甲醇定容，配制成浓度分别为 10、
35、5、10、70、15、15 mg /L 的混合对照品溶液。
2. 3 供试品溶液的制备 精密称取 0. 5 g 蜘蛛香

药材粉末( 过 60 目筛) ，用石油醚回流脱脂至提取

液无色，残渣挥干石油醚后置具塞锥形瓶中，加入

70%甲醇 50 mL，密塞，摇匀，称定重量，超声提取

( 250 W，20 kHz) 40 min，放冷，用 70%甲醇补足减失

的重量，经 0. 45 μm 微孔滤膜过滤，取续滤液 0. 2
mL，加甲醇稀释并定容至 10 mL，即得。
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图 1 混合对照品( A) 和蜘蛛香样品( B) 的 HPLC 色谱图

1. 新绿原酸 2. 绿原酸 3. 咖啡酸 4. 异绿原酸 B 5. 橙皮苷 6. 异绿原酸 A 7. 异绿原酸 C

2. 4 线性关系考察 精密量取混合对照品储备液

1. 25、2. 50、5. 00、7. 50、10. 00 mL，加甲醇定容至 10
mL，制成系列浓度的混合对照品溶液，按“2. 1”项下

色谱条件进样测定，以对照品浓度( X) 为横坐标，峰

面积( Y) 为纵坐标，进行线性回归，结果见表 2。
表 2 7 种成分回归方程及线性范围

成分 回归方程 r 线性范围 /
( mg /L)

新绿原酸 Y= 11. 321X+4. 561 0. 9997 1. 250～10
绿原酸 Y= 29. 101X+20. 974 0. 9995 4. 375～35
咖啡酸 Y= 65. 514X－3. 304 0. 9996 0. 625～5
异绿原酸 B Y= 31. 469X－3. 309 0. 9999 1. 250～10
橙皮苷 Y= 37. 951X－108. 610 0. 9998 8. 750～70
异绿原酸 A Y= 42. 062X－23. 326 0. 9996 1. 875～15
异绿原酸 C Y= 44. 521X－26. 665 1. 0000 1. 875～15

2. 5 精密度试验 精密吸取同一混合对照品溶

液，按“2. 1”项下色谱条件连续进样 6 次，计算得到

新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异

绿 原 酸 A、异 绿 原 酸 C 峰 面 积 的 RSD 分 别 为

1. 06%、1. 53%、1. 51%、1. 02%、0. 57%、1. 05%、
0. 81%，表明仪器精密度良好。

2. 6 稳定性试验 取同一批蜘蛛香供试品溶液，

室温放置，分别于 0、2、4、8、12、24 h 按“2. 1”项下色

谱条件进样分析，计算得到新绿原酸、绿原酸、咖啡

酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿原酸 A、异绿原酸 C 峰

面积的 RSD 分别为 1. 82%、1. 64%、1. 96%、1. 61%、
1. 06%、1. 27%、0. 62%，表明供试品溶液在 24 h 内

稳定性良好。
2. 7 重复性试验 取同一批蜘蛛香药材，按“2. 3”
项下方法平行制备供试品溶液 6 份，按“2. 1”项下

色谱条件进样分析，计算得到新绿原酸、绿原酸、咖
啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿原酸 A、异绿原酸 C
质量分 数 的 RSD 分 别 为 1. 85%、0. 47%、1. 45%、
1. 65%、1. 6%、0. 3%、0. 97%，表明方法重复性良好。
2. 8 加样回收率试验 精密称取 6 份已知含量的

蜘蛛香药材粉末 0. 1 g，分别加入混合对照品溶液适

量，按“2. 3”项下方法制备供试品溶液，按“2. 1”项

下色谱条件进样分析，计算得到新绿原酸、绿原酸、
咖啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿原酸 A、异绿原酸

C 的 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 98. 46%、98. 40%、
96. 47%、97. 44%、97. 01%、97. 94%、99. 01%，RSD
分 别 为 1. 19%、0. 83%、1. 03%、1. 80%、1. 11%、
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1. 36%、1. 68%，表明方法准确度良好。
2. 9 样品测定 取 10 批蜘蛛香样品，按“2. 3”项

下方法制备样品溶液，按“2. 1”项下色谱条件进样

分析，计算样品中各指标成分的含量，结果见表 3。
表 3 10 批蜘蛛香样品中 7 种成分的含量测定结果( mg/g，n=3)

样品 新绿原酸 绿原酸 咖啡酸 异绿原酸 B 橙皮苷 异绿原酸 A 异绿原酸 C

S1 0. 239 0. 582 0. 206 0. 449 2. 783 1. 169 1. 022
S2 0. 915 15. 735 3. 643 0. 854 7. 126 5. 055 3. 551
S3 0. 509 4. 633 0. 520 1. 025 18. 080 2. 336 2. 564
S4 0. 257 1. 699 0. 126 0. 312 14. 143 1. 043 0. 958
S5 0. 444 9. 145 0. 163 0. 693 12. 999 3. 138 1. 691
S6 0. 406 9. 668 0. 096 1. 864 27. 546 8. 067 6. 360
S7 0. 317 4. 160 3. 758 0. 287 1. 739 2. 191 0. 621
S8 0. 363 3. 443 0. 777 2. 250 8. 895 1. 401 0. 550
S9 0. 414 7. 852 0. 055 1. 281 24. 703 7. 234 4. 520
S10 0. 673 13. 767 0. 088 0. 504 1. 710 4. 964 2. 839

3 讨论

蜘蛛香中含有较多的挥发油和缬草三酯类成

分，本实验比较未脱脂、石油醚脱脂和乙酸乙酯脱脂

对其含量的影响，结果以石油醚脱脂为佳; 提取溶剂

比较了水和不同浓度甲醇 ( 10%、30%、50%、70%、
100%) ，结果表明 70%甲醇提取效率最高。

蜘蛛香中酚酸类成分及橙皮苷属弱酸性物质，

故本实验选用乙腈-甲酸溶液、乙腈-乙酸溶液、乙腈-
磷酸溶液等流动相体系进行梯度洗脱，结果显示乙

腈-0. 1%甲酸溶液为洗脱系统时，色谱峰分离效果

最好。采用 DAD 检测器在 190 ～ 400 nm 范围内对

混合对照品溶液和供试品溶液进行扫描，结果发现

橙皮苷的最大吸收波长为 284 nm，酚酸类成分为

327 nm，故确定检测波长为 284 nm 和 327 nm。
不同来源的蜘蛛香中各指标成分含量波动较

大，总量差异明显，可能与药材产地、采收时间、储藏

时间等有关。蜘蛛香叶中指标成分总量较高，可能

与根茎和根有相同的药理作用，具有一定的研究开

发价值。
本实验建立 HPLC 法同时测定蜘蛛香中 7 种成

分的含量，该方法简单、准确、专属性强，可用于蜘蛛

香药材的质量控制。中国药典 2015 年版对蜘蛛香

的质量控制主要是 TLC 法鉴别缬草三酯和乙酰缬

草三酯，为全面控制蜘蛛香药材质量，建议增加新绿

原酸、绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 B、橙皮苷、异绿原

酸 A 和异绿原酸 C 的含量测定。
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