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　　［摘要］　目的　建立含量测定方法，对拉曼光谱内标法中２种参量的定量分析结果进行比较，确定拉曼内标定量法最适
合的参量。方法　分别以拉曼峰的相对峰强和峰面积比值作为参量，以不同采收时期和不同产地的连翘叶为对象，采用内标
法进行连翘苷的含量测定。以相对峰强为参量时，选取样品溶液拉曼光谱中连翘苷苯环振动（１３１９．１ｃｍ－１处的强峰）和溶剂

甲醇中ＣＨ３Ｏ反对称伸缩振动（２９７４．７ｃｍ－１）作为定量峰和内标参比峰；以峰面积比值作为参量时，选取连翘苷苯环振动

（１３１９．１ｃｍ－１处的强峰）和溶剂甲醇中ＣＨ３Ｏ对称伸缩振动（３０２０．９ｃｍ－１）作为定量峰和内标参比峰。分别以定量峰与内

标峰强和峰面积的比值为纵坐标，以连翘苷浓度为横坐标绘制标准曲线，并对线性和加样回收率进行比较。结果　以２种参
量作为响应值用于拉曼光谱定量分析，均有良好的线性，相关系数ｒ分别为０．９９８０和０．９９７６；回收率均在１００．０４％～
１０１．３０％之间，回收完全；对２种参量的测定结果进行线性拟合，得出回归方程Ｃ２＝１．０３０４Ｃ１－０．０３３１，ｒ＝０．９９９６。结果表

明两者测得结果一致，利用２种参量进行定量分析都能取得准确结果。结论　无论以相对峰强，还是以峰面积比值作为参量
都可以用于拉曼光谱定量分析，２种参量的测定结果基本一致。拉曼光谱用于连翘苷的定量分析具有操作简便、迅速等优点，

可以用于中草药的含量测定。

　　［关键词］　药物分析；含量测定；拉曼光谱分析；连翘苷
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　　拉曼光谱不仅可以用于药物的定性鉴别［１２］，还 可以进行药物的定量分析［３４］，为药物纯度测定和质
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量控制提供可靠依据。拉曼光谱利用光子直接测定

样品，具有选择性高、样品制备简单和可用于在线跟

踪测定等优点［５］。拉曼光谱与共焦显微技术结合

后，仪器的灵敏性和分辨率得到了较大提高，且已逐

步应用于生物学、矿物学、材料科学、化工业学、宝石

鉴定学、公安法学等领域［６７］。连翘苷是木犀科药用

植物连翘的重要指标成分。连翘是中医临床常用中

药，具有清热解毒、消肿散结、抑菌降血脂的功效。

连翘也能预防动脉粥样硬化与冠心病等类慢性疾

病，有实验证明连翘叶还具有一定的抗氧化作用［８］。

　　相对峰强或峰面积的比值都可以作为拉曼定量

分析的参量［９］，选择合适的参量对拉曼定量分析的

准确性具有重要的意义。本研究首次将激光拉曼技

术应用于中药材的定量研究，并通过２种参量来确

定激光拉曼用于定量分析的准确性和可靠性，对于

中药定性鉴别和质量控制有一定的实用意义。

１　仪器与试剂

　　共焦显微激光拉曼光谱仪由以下主要部件组

成：ＲＭ１０００激光拉曼光谱仪；ＲｅｎｉＳｈａｗＨｅＮｅ激

发器；ＬｅｃｉａＤＭＬＭ显微镜；ＭｅｌｌｅｓＧＲＩＯＴ５８ＢＬＤ

３０１固体激发器；１５０μｍ共焦孔径；５０倍长焦距物

镜镜头。４５７ｎｍ激发线用作样品测量的激发光源。

　　连翘苷原料（批号：２００８０３０６，含量９８．５％，陕

西森弗生物技术有限公司）；甲醇（分析纯，天津四有

科技发展有限公司）；连翘叶（２００９年６至１２月间采

自河南伏牛山，经河南大学药学院康文艺教授鉴定

为Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ．）

２　方法与结果

２．１　对照品溶液的制备　精密称取７０℃干燥至恒

质量的连翘苷原料药７．５００ｇ置于２５ｍｌ容量瓶中，

用少量甲醇溶解后，定容至刻度，摇匀即得３００ｍｇ／

ｍｌ连翘苷储备液。精密量取标准储备液１０．０ｍｌ置

于２５ｍｌ容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀后即为

１１８．２ｍｇ／ｍｌ的连翘苷对照品溶液，备用。

２．２　供试品溶液的制备　将不同采收时间、不同产

地的连翘叶于烘箱内７０℃干燥２ｈ，研细后过６０目

筛。分别精密称取其粉末约３．０００ｇ置于１５ｍｌ离

心管中，精密量取１０ｍｌ甲醇浸泡，精密称定。浸泡

３ｈ后超声（１００Ｗ，４０ｋＨｚ）提取５５ｍｉｎ。取出后冷

却至室温，再次精密称定，并同时用甲醇补足失去的

质量，摇匀。离心取上清液，置中性氧化铝柱（１００～

２００目，６ｇ，内径１ｃｍ）上，４０ｍｌ无水乙醇洗脱，收

集洗脱液，水浴浓缩。干燥后残渣加甲醇适量，温热

使溶解，转移至１０ｍｌ容量瓶中，稀释至刻度，摇匀，

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。

２．３　样品测定方法　毛细管吸取溶液后蜡油封住

管两端，倒置毛细管，观察管内液体是否流动。若流

动，则再次蜡油密封或用另１个干净毛细管重新吸

取并蜡封。将密封好的毛细管置于载玻片上，调整

载物台使其处于显微拉曼光谱仪物镜视野内，通过

调整焦距使激光聚集在溶液表面，开始测定其拉曼

光谱。本次实验中激光功率５０ｍＷ，光信号探测时

间１０ｓ。数据收集、贮存、处理和谱图打印等均通过

Ｏｒｉｇｉｎ６．１０软件处理。所有溶液的共焦显微拉曼光

谱均是一次性扫描探测的结果。

２．４　拉曼谱线的处理　谱线平滑：由于信噪比较

低，获得的拉曼谱线线条较毛糙，需对拉曼光谱图进

行平滑处理。平滑处理的方法有 ３ 种，分别是

ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ、ＡｄｊａｃｅｎｔＡｖｅｒａｇｉｎｇ和ＦＦＴＦｉｌｔｅ

ｒｉｎｇ。本研究采用的方法是ＦＦＴＦｉｌｔｅｒｉｎｇ。荧光消

除：通过基线校正的方法来减弱荧光背景的干扰。

２．５　连翘苷甲醇溶液的共焦显微拉曼光谱　浓度

为２４ｍｇ／ｍｌ（４．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）的连翘苷溶液的共

焦显微拉曼光谱如图 １ 所示。图 １ 中 ８８２．１、

１４５５．４、２９５０．３ｃｍ－１为呋喃环的特征峰。６４１．８、

７５９．１、１３１９．１、３０８０．７ｃｍ－１为芳环的振动信号，

７２２．９、１２６８．０ｃｍ－１为１，２，４三取代苯上ＣＣ变

形振动和芳环骨架伸缩振动。吡喃葡萄糖基中ＣＯ

Ｃ的对称伸缩出现在９６７．３ｃｍ－１处，仲醇出现在

１１２８．０ｃｍ－１处。吡喃葡萄糖苷键的拉曼特征峰出

现在１２２７．７ｃｍ－１和１０２９．７ｃｍ－１处。以上均为连

翘苷的特征拉曼信号。

　　溶剂甲醇中２８４４．１ｃｍ－１处宽峰为ＣＨ对称和

反对称伸缩振动，１４２０．３、２９７４．７和３０２０．９ｃｍ－１

处ＣＨ３Ｏ 的变形振动、对称和反对称伸缩振动，

１３７７．８ｃｍ－１和７８２．９ｃｍ－１处 ＯＨ 的变形振动和

面外弯曲。

２．５．１　浓度与峰强、峰面积的关系　精密量取３００

ｍｇ／ｍｌ连翘苷储备液０．５、１．０、２．０、４．０、８．０、

１６．０ｍｌ于２５ｍｌ容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀后

即为不同浓度的连翘苷甲醇溶液。图２为不同浓度

连翘苷甲醇溶液的共焦显微拉曼光谱。从图２中可

以看出，不同浓度的连翘苷甲醇溶液中连翘苷的拉

曼峰强、峰下的面积随浓度的增加而增加。
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图１　连翘苷共焦显微激光拉曼光谱

Ｆｉｇ１　Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌ

ｌａｓｅｒＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ

图２　不同浓度连翘苷甲醇溶液的共焦显微拉曼光谱

Ｆｉｇ２　ＳｐｅｃｔｒａｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｆｏｒｓｙｔｈｉｎｉｎｍｅｔｈａｎｏｌ

２．５．２　标准曲线的制作　由Ｏｒｉｇｉｎ６．１０软件直接读

取特征峰强度数据后以ＲＩ（Ｉ１３１９．１／Ｉ２９７４．７）为纵坐标、

以连翘苷甲醇溶液的浓度（Ｃ）为横坐标，绘制标准曲

线１，结果得线性方程为ＲＩ＝７．６１１２Ｃ＋０．９２６７，ｒ＝

０．９９８０。由Ｏｒｉｇｉｎ６．１０软件分析计算出特征峰下面

积，峰下面积是以峰强Ａ＝０为底的区域面积。依次

获得不同浓度样品溶液的拉曼光谱中两峰峰面积后，

将ＲＡ（Ａ１３１９．１／Ａ３０２０．９）作为纵坐标、以连翘苷甲醇溶液

的浓度（Ｃ）为横坐标，绘制标准曲线２，线性方程为

ＲＡ＝２０．１８１７Ｃ＋３．３４５３，ｒ＝０．９９７６。结果表明２
种参量用于拉曼光谱定量分析都具有很好的线性，可

以作为拉曼光谱用于含量测定中的响应值。

２．５．３　加样回收率的比较　精密称取２００９年９月

３日伏牛山采取的连翘叶３．０００ｇ，共称３份，已知

该连翘叶中连翘苷的含量为２．４６％。分别加入连翘

苷对照品６０、７０、８０ｍｇ。按供试品溶液制备方法

制备成低、中、高３种浓度的待测溶液，并按实验方

法分别测定。实验结果可以看出，低、中、高３种浓

度的回收率均在１００．０４％～１０１．３０％之间，回收完

全，表明２种参量进行定量分析的测定结果准确性

较高。

２．５．４　样品测定结果的比较　精密称取不同采收

期、不同产地的连翘叶各３．０００ｇ，按照供试品溶液

制备项下方法分别制备成样品溶液，依法测定并以２
种参量为响应值计算样品中连翘苷的含量。Ｃ１、Ｃ２
分别为以ＲＩ（Ｉ１３１９．１／Ｉ２９７４．７）、ＲＡ（Ａ１３１９．１／Ａ３０２０．９）为

参量的连翘苷含量，结果见表１。

表１　不同采收期、不同产地连翘叶中连翘苷含量测定结果比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｏｒｓｙｔｈｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｌｅａｖｅｓｇａｔｈｅｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｃａｔｉｏｎｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｓａｍｐｌｅ
Ａｖｅｒａｇｅｃｏｎｔｅｎｔ

Ｃ１ Ｃ２
ＲＳＤ

Ｃ１ Ｃ２
Ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｔｉｍｅ

　　２００９．０７．０３ ２．０８±０．１２ ２．１２±０．０８ ０．８６±０．１３ １．２１±０．１０

　　２００９．０９．０３ ２．４６±０．０９ ２．５０±０．０９ １．１３±０．１２ １．２５±０．１２

　　２００９．１２．０３ ２．１１±０．１０ ２．１４±０．１２ １．１９±０．１１ １．３２±０．１１

Ｒｅｇｉｏｎｓ

　　ＸｉｘｉａｉｎＨｅｎａｎ ２．１６±０．１１ ２．１９±０．１１ １．１２±０．０９ １．２４±０．１２

　　ＬｕｓｈｉｉｎＨｅｎａｎ １．９１±０．０７ １．９３±０．０８ １．１１±０．０８ １．２８±０．１２

　　以Ｃ２为纵坐标，以Ｃ１为横坐标进行线性拟合，

得出回归方程为Ｃ２＝１．０３０４Ｃ１－０．０３３１，ｒ＝

０．９９９６。这说明两者测得结果基本一致，利用２种

参量作为连翘苷拉曼定量分析都能取得准确结果。

３　讨　论

３．１　内标物和定量峰的选择　不论参量是峰强比

值还是峰面积比值，本研究中选择的定量峰均为连
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翘苷１３１９．１ｃｍ－１处的苯环振动峰。因为从图１中

可以看出１３１９．１ｃｍ－１处的拉曼峰具有高的绝对峰

强，且该峰没有重叠峰的干扰与影响，选用此峰作为

定量分析中的参比峰会获得更好的定量结果。

　　以峰强比值为参量进行定量测定时，与参比峰

距离最近且强度较大的２９７４．７ｃｍ－１处甲醇的拉曼

信号可以作为内标峰。选取此峰做内标物，是因为

它靠近参比峰，和参比峰具有相近的环境，可以降低

信噪比。以峰面积的比值作为参量时，不能选取甲

醇２９７４．７ｃｍ－１处的拉曼信号作为内标峰。因为此

峰存在重叠峰干扰，且峰形差，以此峰作为内标峰可

能会使定量分析产生较大误差；甲醇３０２０．９ｃｍ－１

处拉曼信号位于参比峰附近，且具有良好的峰形和

稳定性，所以选其作为内标峰。选取溶剂甲醇的拉

曼峰做内标既可以避免定量分析中的误差，又可以

减少加入物质的干扰。

３．２　共焦显微拉曼光谱用于定量分析的依据　共

焦显微拉曼技术由于具有简单、快速、无损检测等优

点，已逐步被应用于中药质量控制中指标成分的含

量测定。本研究以连翘苷为研究对象，应用共焦显

微拉曼光谱仪探讨了拉曼光谱用于中药指标成分含

量测定的方法。通过实验结果表明，本方法简便可

靠、结果准确、回收率均理想，可以作为中药质量控

制的方法。拉曼光谱用于定量分析的基础是其特征

峰强与浓度的关系遵循比尔定律［９］：

　　ＩＶ＝ＫＬＣＩ０

　　式中ＩＶ为特征峰的峰强；Ｋ 为仪器参数；Ｌ 为

光路长度，即样品被采集的有效体积；Ｃ为样品中特

定组分的摩尔浓度；Ｉ０为入射到样品上的激光强度。

通过以上公式可以看出，当仪器参数、样品有效采集

体积、入射激光强度相同时，拉曼谱峰的峰强与浓度

成正比关系，即样品浓度越大，拉曼特征峰信号越

强。以相对峰强作为定量分析的参量，是拉曼光谱

常用的方法。利用峰面积的比值，也可以得到相同

的测定结果。本研究对相对峰强和峰面积为参量测

定中药连翘的指标成分连翘苷含量的结果进行比较

分析，结果说明利用相对峰强和峰面积进行拉曼光

谱的定性研究具有快速、简单、方便、准确等特点，可

以为拉曼光谱的定量分析提供良好的方法。

３．３　拉曼光谱内标法的应用　拉曼光谱用于样品

溶液定量分析时，样品溶液浓度的差异、溶剂噪音的

影响等因素会对拉曼的绝对峰强产生影响。拉曼信

号的绝对峰强会随着测定环境而波动，因此若直接

采用拉曼的绝对峰强做样品溶液的定量分析，会存

在较大的误差。选用内标法用于拉曼光谱的定量分

析可以消除这种误差。这是因为内标物和样品处在

完全相同的实验条件下，选用内标法可以有效地减

少某些环境影响因素的干扰。
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