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一测多评法测定芹菜籽中芹菜甲素、芹菜乙素和新蛇床内酯
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　　［摘要］　目的　建立一测多评法同时测定芹菜籽中芹菜甲素、芹菜乙素和新蛇床内酯的含量，验证该方法在芹菜籽中应

用的准确可行性。方法　以芹菜籽原料药中主要成分芹菜甲素、芹菜乙素和新蛇床内酯为指标，在一定范围内建立芹菜甲素
与芹菜乙素、芹菜甲素与新蛇床内酯的校正因子。测定芹菜甲素的含量，测得校正因子ｆ芹菜甲素／芹菜乙素＝０．２２６；用校正因子测

定芹菜乙素和新蛇床内酯的含量，测得校正因子ｆ芹菜甲素／新蛇床内酯＝０．７０２，同时，采用外标法测定６批不同批次中３个成分的含

量，以验证一测多评法的准确性和科学性。结果　不同仪器所得相对校正因子的ＲＳＤ为４．４％～６．７％，同一台仪器不同色
谱柱所得相对校正因子的ＲＳＤ为２．３％～３．６％，建立的校正因子重现性良好，原料药中采用校正因子计算的含量值与外标法

实测值之间没有明显差异。结论　在缺乏对照品的情况下，该方法可用于芹菜籽中多成分质量评价研究。

　　［关键词］　一测多评法；相对校正因子；芹菜籽提取物；芹菜甲素；芹菜乙素；新蛇床内酯
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　　芹菜籽为芹菜的种子，常应用于调味品和食品

中，它含有丰富的维生素及挥发性芳香成分，有极好

的药用价值。印度传统医学中，芹菜籽常用来补充

维生素、镇静、解热镇痛、利尿、消炎、解痉挛［１］，我国

传统中医认为芹菜籽具有散气、消肿、利尿、降低血

压等功效。目前其主要用于治疗高血压、降血脂、抗

氧化等［２］，本课题组前期对青芹籽进行研究，发现其

乙酸乙酯部位有良好的黄嘌呤氧化酶抑制活性和抗

炎镇痛、降尿酸作用，可作为抗痛风原料药（未发表

资料）。
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　　根据苯酞类含量测定的文献报道［３６］，芹菜甲素

和新蛇床内酯的含量测定主要通过高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）外标法进行检测。目前为止，还没有关于芹

菜乙素含量测定的报道，由于芹菜乙素单体不稳定，

不易得，本研究采用校正因子一测多评法（ＱＡＭＳ），

同时测定芹菜乙素、芹菜甲素和新蛇床内酯的含量，

首次建立校正因子法测定芹菜乙素含量，为芹菜籽

药材质量标准的建立奠定基础。

１　仪器和试药

　　ＬＣ１０ＡＴ 液相色谱仪（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司），

紫外检测器，自动进样器，在线脱气；ＬＣＳｏｌｕｔｉｏｎ色

谱工作站（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）。Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相

色谱系统，ＡｇｉｌｅｎｔＣｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ工作站（美国 Ａｇｉ

ｌｅｎｔ公司）；色谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（美国Ｄｉｋｍａ公司，

４．６ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ （２）

（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），ＷａｔｅｒｓｓｙｍｍｅｔｒｙＣ１８
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。ＢＳＡ１２４Ｓ型电子天平

（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。ＳＫ５２００Ｈ 型超声仪（上海

科导超声仪器有限公司）。

　　色谱纯乙腈、甲醇 （美国Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ公司）；分

析纯甲醇、乙醇（国药集团化学试剂有限公司）；

ＭｉｌｌｉＱ纯水系统制备的去离子水（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司）；乙酸、磷酸（国药集团化学试剂有限公司）。对

照品芹菜甲素、芹菜乙素、新蛇床内酯均为自制，

ＨＰＬＣ纯度均＞９８％（面积归一化法）；芹菜籽原料

药为自制。

２　方法和结果

２．１　原理　在一定的线性范围内，成分的量（质量

或浓度）与检测器响应成正比，即：Ｗ＝ｆ×Ａ。在多

指标质量评价时，以药材中某一典型组分（有对照品

供应者）为内标，建立该组分与其他组分之间的相对

校正因子，通过校正因子计算其他组分的含量。这

种测定一个成分，实现对多个成分定量的方法命名

为ＱＡＭＳ［７９］。

　　校正因子定义如下：假设某样品中含有ｉ个组

分，存在

　　Ｗｉ／Ａｉ＝ｆｉ（ｉ＝１，２，…，ｋ，…，ｍ） （１）

　　式中Ａｉ为组分ｉ的峰面积；Ｗｉ为组分ｉ的质量。

选取其中一组分ｋ为内标，建立组分ｋ与其他组分

ｍ 之间的相对校正因子，有

　　ｆｋ／ｍ＝ｆｋ／ｆｍ＝（Ｗｋ×Ａｍ）／（Ｗｍ×Ａｋ）（２）

　　由此可导出定量计算公式：

　　Ｗｍ＝（Ｗｋ×Ａｍ）／（ｆｋ／ｍ×Ａｋ） （３）

　　式中Ａｋ为内标物峰面积，Ｗｋ为内标物质量；Ａｍ
为组分ｍ 的峰面积，Ｗｍ为组分ｍ 的质量。

２．２　方法学考察

２．２．１　色谱条件的确定　色谱柱为ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８
（美国Ｄｉｋｍａ公司，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ ）；流动

相为乙腈０．３％磷酸水（５０５０）溶液；双波长检测

２３５ｎｍ（芹菜甲素、新蛇床内酯）和２７０ｎｍ（芹菜乙

素）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。图谱见图１。

图１　对照品（Ａ２７０ｎｍ，Ｂ２３５ｎｍ）和

样品（Ｃ２７０ｎｍ，Ｄ２３５ｎｍ）的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ２７０ｎｍ，Ｂ２３５ｎｍ）

ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｃ２７０ｎｍ，Ｄ２３５ｎｍ）

１：Ｓｅｄｅｎｅｎｏｌｉｄｅ；２：３ｎｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ；３：Ｓｅｄａｎｏｌｉｄｅ

２．２．２　对照品溶液制备　分别精密称定芹菜甲素

１０．２ｍｇ、芹菜乙素１０．８ｍｇ、新蛇床内酯１０．２ｍｇ，
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各置于５０ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解稀释至刻度，制

得各单一对照品溶液，分别量取不同体积单一对照

品溶液，稀释制成系列浓度混合对照品溶液，保存于

４℃ 冰箱，备用。

２．２．３　供试品溶液制备　取供试品约２０ｍｇ，置于

２５ｍＬ的容量瓶中，甲醇稀释至刻度。

２．２．４　线性范围　将２．２．２项下制得的对照品混合

溶液，每个浓度进样３次，每次１０μＬ，以进样量Ｃ（μｇ）

为横坐标，平均峰面积Ａ为纵坐标作标准曲线，芹菜

甲素：线性方程Ａ＝４７１５２Ｃ－９１５８３，ｒ＝０．９９９７，线

性范围０．２２８～３．８６μｇ；芹菜乙素：线性方程Ａ＝

１８８７４Ｃ－７５３４４，ｒ ＝ ０．９９９ ５，线 性 范 围 为

０．２０４～３．３２μｇ；新 蛇 床 内 酯：线 性 方 程 Ａ ＝

１８７０６５０７Ｃ－２１１１，ｒ＝１．０００，线性范围０．２２４～
３．６０μｇ。结果表明各化合物在相应的范围内线性关系

良好。

２．２．５　检测限和定量限　定量限按信噪比Ｓ／Ｎ＝

１０．６计为９．０ｎｇ，检测限按Ｓ／Ｎ＝３．４计为２．５ｎｇ。

２．２．６　校正因子计算　根据公式（１）和（２），以芹菜

甲素（甲）为内参物，结合２．２．２项所制系列浓度对

照品溶液所得峰面积数据，计算芹菜乙素（乙）、新蛇

床内酯（蛇）的校正因子如下：ｆ甲／乙 ＝ｆ甲／ｆ乙 ＝

０．２２６，ｆ甲／蛇＝ｆ甲／ｆ蛇＝０．７０２。

２．２．７　精密度实验　精密吸取同一供试品溶液１０

μＬ于同一天内连续进样５次，记录芹菜甲素、芹菜

乙素、新蛇床内酯的峰面积，得出日内精密度的ＲＳＤ
分别为０．９％、２．５％、１．２％；吸取同一供试品溶液

１０μＬ连续进样３ｄ，每天３次，记录以上３个成分的

峰面积，得出日间精密度的 ＲＳＤ 分别为１．８％、

３．５％、２．６％。结果表明仪器较为稳定。

２．２．８　重复性实验　精密称取同一批号的原料药

２０ｍｇ，共６份，按２．２．３项下方法制备样品溶液，测

定６份样品中芹菜甲素、芹菜乙素、新蛇床内酯的含

量，ＲＳＤ分别为１．９％、３．１％、２．５％ （ｎ＝６），结果

表明该方法的重复性良好。

２．２．９　稳定性实验　精密吸取同一供试品溶液１０

μＬ，分别于配制后的０、２、４、８、１２、２４、４８ｈ测定峰面

积值，芹菜甲素、芹菜乙素和新蛇床内酯在０、１、２ｄ
内峰面积的ＲＳＤ分别为２．８％、３．４％、２．６％。结果

表明处理后的样品在４８ｈ内稳定。

２．２．１０　加样回收率　取已知含量的原料药６份，每

份２０ｍｇ，精密称定，分别按各成分在原料药中的含量

精密加入对照品芹菜甲素２．５ｍｇ、芹菜乙素６．０ｍｇ、

新蛇床内酯４．０ｍｇ，按２．２．３项下方法制备样品溶

液，测定，计算加样回收率。芹菜甲素、芹菜乙素、新

蛇床内酯的平均加样回收率分别为１０１．２％、９８．９％、

９９．７％，ＲＳＤ分别为２．５％、３．７％、２．１％。

２．３　校正因子的系统适应性考察

２．３．１　色谱柱及高效液相色谱仪考察　实验考察

了ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ１０ＡＴ和Ａｇｉｌｅｎｔ１１００两种高效液

相色谱系统，考察了 Ｄｉｋｍａ一代柱 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）、Ｄｉｋｍａ二代柱 Ｄｉａｍｏｎ

ｓｉｌＣ１８（２）（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）、Ｗａｔｅｒｓｓｙｍ

ｍｅｔｒｙＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）３种色谱柱，芹

菜 乙 素、新 蛇 床 内 酯 的 校 正 因 子 依 次 为

０．２１５～０．２４２、０．６８７～０．７２９，其中，不同仪器所得

相对校正因子的ＲＳＤ为４．４％～６．７％，同一台仪器

不同色谱柱所得相对校正因子的 ＲＳＤ为２．３％～
３．６％。详见表１。

表１　不同仪器和色谱柱测得的相对校正因子（ｆ）

Ｔａｂ１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（ｆ）ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｌｕｍｎ ｆｂ／Ｓｅｎ ｆｂ／Ｓａｎ

Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ ０．２２１ ０．６８７

　ＬＣ１０ＡＴ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） ０．２２７ ０．６９５

ＷａｔｅｒｓｓｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ ０．２１５ ０．７２９

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ ０．２３２ ０．６８９

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） ０．２４２ ０．７２５

ＲＳＤ（％） ４．４１ ２．６６

　　ｂ：３ｎｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ；Ｓｅｎ：Ｓｅｄｅｎｅｎｏｌｉｄｅ；Ｓａｎ：Ｓｅｄａｎｏｌ

ｉｄｅ；ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．３．２　待测组分色谱峰的定位　中药成分复杂，色

谱图中除待测组分的色谱峰外，还存在很多其他色

谱峰，因此对待测组分色谱峰正确定位是准确测定

的前提。本实验考察了待测组分与内参物保留时间

差值的变化情况，见表２。３种成分在不同色谱柱和

色谱仪上保留时间有所差别，但芹菜甲素相对于芹

菜乙素、新蛇床内酯的保留时间差值变化不大。因

此，选择采用待测组分与内参物保留时间的差值定

位。实验所得芹菜甲素与芹菜乙素、新蛇床内酯的

时间差均值分别为１．２４５、６．３６７ｍｉｎ；ＲＳＤ分别为

２．３０％、１．０８％。

２．３．３　ＱＡＭＳ与外标法结果比较　按２．２．３项下

方法制备６批供试品溶液，分别进样测定。采用外

标法和ＱＡＭＳ计算芹菜乙素和新蛇床内酯的含量
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（表３）。结果表明所建立 ＱＡＭＳ具有较好的可信

度，可以用于芹菜籽质量标准的研究。

表２　不同仪器和色谱柱测得的保留时间（ＲＴ）差

Ｔａｂ２　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ（ＲＴ）ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｌｕｍｎ ＲＴｂ－ＲＴｓｅｎ ＲＴｓａｎ－ＲＴｂ

Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ １．２６１ ６．３９６

　ＬＣ１０ＡＴ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） １．２７９ ６．４５２

ＷａｔｅｒｓｓｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ １．２５２ ６．３８７

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ １．２０７ ６．２７９

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２） １．２２５ ６．３１８

ＲＳＤ（％） ２．３０ １．０８

　ｂ：３ｎｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ；ｓｅｎ：Ｓｅｄａｎｅｎｏｌｉｄｅ；ｓａｎ：Ｓｅｄａｎｏｌｉｄｅ；

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

表３　外标法和一测多评法测定

芹菜乙素和新蛇床内酯含量结果

Ｔａｂ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＥＳＭａｎｄＱＡＭＳｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｓｅｄｅｎｅｎｏｌｉｄｅａｎｄｓｅｄａｎｏｌｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｓ

％

Ｂａｔｃｈ
Ｎｏ．

Ｓｅｄｅｎｅｎｏｌｉｄｅ

ＥＳＭ ＱＡＭＳ

Ｓｅｄａｎｏｌｉｄｅ

ＥＳＭ ＱＡＭＳ

１ ２９．６１ ２９．３５ １９．１５ １９．１８

２ ３１．０１ ３０．７３ １９．４１ １９．４４

３ ３０．６１ ３０．３６ １８．３６ １８．３９

４ ２８．７１ ２８．３９ ２１．８５ ２１．８８

５ ２９．８７ ２９．６５ ２０．４５ ２０．４８

６ ３０．０６ ２９．８７ ２０．５３ ２０．５６

　ＥＳＭ：Ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ；ＱＡＭＳ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｍｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　流动相体系考察：根据预实验，本实验考察了不
同浓度的乙腈０．３％磷酸水、甲醇水、甲醇０．３％磷酸
水为流动相对色谱分离的影响，发现磷酸水可以防止
芹菜甲素、芹菜乙素、新蛇床内酯的色谱峰拖尾，而用
甲醇水作为流动相不能将３个苯酞在合理的时间内
有效分离，考虑到磷酸对色谱柱的影响，经过条件摸
索，将流动相体系定为乙腈０．３％磷酸水（５０５０）。

　　检测波长的选择：经过二极管阵列检测器分析，
芹菜甲素最大吸收在２２８ｎｍ，芹菜乙素最大吸收在

２７５ｎｍ，新蛇床内酯最大吸收在２２２ｎｍ处，为了减
小干扰，选择２３５ｎｍ为芹菜甲素和新蛇床内酯的检
测波长，２７０ｎｍ为芹菜乙素的检测波长。

　　多指标综合质量控制模式已成为中药质量评价
和控制的发展趋势。多指标质量控制模式需要足够

量的化学对照品，而芹菜甲素、芹菜乙素和新蛇床内
酯的单体分离难度大，且芹菜乙素单体结构很不稳
定，难分离。王智民等［１０］提出“一测多评”的想法，并
已成功运用于木通中３种有效成分及人参与三七药
材中多种人参皂苷含量的同步测定［１１］。其中，黄连
的一测多评评价标准已被２０１０年版《中华人民共和
国药典》采纳［１２］。
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