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纸色谱分离- 紫外分光光度法
测定当归中阿魏酸含量
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　　[摘　要 ]　直接用紫外分光光度法测定当归提取液中阿魏酸含量时, 由于杂质干扰较大, 影响测定精度, 而采

用纸层析分离可以将杂质除去。研究对纸层析的展开系统、不同萃取溶剂的稳定性等因素进行比较分析后, 建立了

纸层析分离- 紫外分光光度法测定当归中阿魏酸含量的方法。纸层析分离条件为: 以氯仿、甲醇、水和冰醋酸按体

积比 2∶2∶6∶0. 5 配比作为展开剂, 检测波长为 330 nm , 加样回收率为 99. 61% , 标准差为 2. 79% , 吸光度在

0. 020～ 0. 061 时线性关系良好。
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　　当归 (A ng elica sinensis (O liv. ) D iels) 为伞形

科当归属植物, 干燥根可入药, 阿魏酸 (Feru lic acid)

是其活性成分之一。据文献[1 ]报道, 用阿魏酸含量来

评价当归质量有重要意义。现代药理研究认为, 阿魏

酸具有抗动脉粥样硬化, 抗血小板聚集和血栓, 抗菌

消炎, 抗肿瘤、突变, 以及增强人体免疫力、提高人体

精子活力和运动性等功能, 能为人体吸收并易于从

尿中排出, 是一种安全性极高的药物[2 ]。目前, 测定

阿魏酸含量的方法主要有高效液相色谱法[3, 4 ]、薄层

扫描法[5 ]、毛细管电泳法[6 ]等, 但这些方法所需仪器

设备较为昂贵。本研究用紫外分光光度法与纸层析

结合, 在测定前对其中的杂质进行了分离, 使测定精

度大大提高。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　试验用当归购自杨凌药材公司, 经专家鉴定为

当归 (A ng elica sinensis (O liv. ) D iels)。

1. 2　仪器与试剂

仪器　UV 22000 型紫外分光光度计 (上海尤尼

可仪器有限公司) , H 6605T 超声波清洗机 (无锡超

声仪器厂) , R E252A 旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪

器厂) , 365 nm 紫外分析仪 (上海科艺光学仪器厂) ,

10 ΛL 微量进样器 (上海高欣玻璃仪器厂) , 层析滤

纸 (上海新华滤纸) , FA 2004 型电子天平 (上海精科

天平)。

试剂　阿魏酸 (反式) 对照品 (上海试剂一厂) ;

氯仿, 甲醇, 冰醋酸, 950 mL öL 乙醇, 均为分析纯。

1. 3　方　法

1. 3. 1　阿魏酸标准液的制备　精密称量阿魏酸标

准品 50 m g 置于 50 mL 容量瓶中, 用 950 mL öL 乙

醇定容至刻度。取 1 mL 该溶液, 稀释 10 倍, 即浓度

为 0. 1 m gömL , 待用。

1. 3. 2　最大吸收波长的确定　用 950 mL öL 乙醇

稀释阿魏酸标准液至 0. 002 m gömL , 以 950 mL öL
乙醇作空白对照, 用紫外分光光度计在 320 nm 附

近不断变化波长, 测定吸光度, 以确定最大吸收波长

(Κm ax)。

1. 3. 3　展开剂和 R f 值的确定　用毛细管吸取当

归的乙醇提取液, 点样于层析滤纸上, 冷风吹干; 以

不同比例的氯仿、甲醇、水和冰乙酸作为展开剂, 上

行展开, 自然晾干, 用 365 nm 紫外分析仪观察荧光

点, 进行比较, 并以阿魏酸标准品为对照, 确定适宜

的展开剂。所选择的展开剂应使样品荧光点明显, 无

拖尾, 各点分离度好。最后, 用铅笔画出阿魏酸的位

置, 计算R f 值。
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1. 3. 4　萃取溶剂的选择　分别采用水和 950

mL öL 乙醇作为纸层析分离后的萃取溶剂, 考察萃

取效果和阿魏酸在萃取溶剂中的稳定性。

1. 3. 5　标准曲线的制作　用微量进样器分别吸取

0. 1 m gömL 阿魏酸标准溶液 20, 30, 40, 50, 60, 70

和 80 ΛL , 长条状均匀点样于层析滤纸上 (各 3 个重

复) , 冷风吹干, 以选择的展开剂上行展开, 晾干后,

在紫外灯下定位; 将载有样品的层析滤纸剪下成细

条状, 装入 20 mL 具塞刻度试管中, 加入萃取溶剂

10 mL , 超声波振荡 15 m in, 吸取上清液, 在最大吸

收波长处测定吸光度 (A ) , 以浓度和吸光度为坐标

轴绘出标准曲线, 并计算回归方程。

1. 3. 6　点样量的确定　用微量进样器吸取一定量

0. 1 gömL (按生药计) 的乙醇提取液, 按 1. 3. 5 的方

法操作 (3 个重复) , 根据标准曲线方程范围确定提

取液的点样量。

1. 3. 7　加样回收率试验　精确吸取 2, 3, 4, 5, 6 mL

已知浓度的提取液, 各加入 0. 5 mL 0. 1 m gömL 阿

魏酸标准液, 摇匀, 按 1. 3. 5 的方法操作 (3 个重

复) , 计算加样回收率。

1. 3. 8　精密度试验　将 0. 1 m gömL 标准液 40 ΛL

点样于滤纸上, 按 1. 3. 5 的方法操作 (5 个重复) , 以

标准曲线计算测定浓度和变异系数R SD (% )。

2　结果与分析

2. 1　阿魏酸的吸收光谱

　　图 1 为以 950 mL öL 乙醇作为溶剂和空白对照

所测得的阿魏酸的吸收光谱。由图 1 可以看出, 该化

合物在 330 nm 波长处吸收最大。

2. 2　展开剂与R f 值

2. 2. 1　展开剂的选择　阿魏酸是一种有机酸, 在中

性或碱性条件下易电离, 在不同配比的展开剂中加

入一定量冰乙酸可以抑制其电离。试验结果表明, 阿

魏酸在氯仿、甲醇、水和冰醋酸按体积比 2∶2∶6∶

0. 5 配比的展开剂中, 可以与其他物质完全分离, 斑

点集中, 无拖尾现象。

2. 2. 2　R f 值　图 2 为阿魏酸标准样品及当归提取

液的纸色谱图, 经计算, 阿魏酸的比移值为 0. 27。

图 1　阿魏酸的吸收光谱

F ig. 1　A bso rp tion of feru lic acid in 95% ethano l

　

　

图 2　阿魏酸的纸色谱图

1. 阿魏酸标准样品; 2. 当归提取液

F ig. 2　Paper ch rom atogram

1. Feru lic acid; 2. Ex tract of A ng elica sinensis

2. 3　萃取溶剂的选择

分别以水和 950 mL öL 乙醇为层析分离后的萃

取溶剂, 萃取后不同时间段内吸光度的变化见表 1。

由表 1 可知, 用水和 950 mL öL 乙醇作为萃取溶剂

时, 阿魏酸在水中的稳定性很差, 0. 5 h 后, 其吸光

度即不断下降, 对实验结果影响很大; 而在 950

mL öL 乙醇中, 4 h 后吸光度略有降低。所以, 萃取溶

剂应选用 950 mL öL 乙醇, 测定工作宜在 4 h 内完

成。

表 1　不同萃取溶剂的稳定性测定结果

T able 1　Stab ility of feru lic acid in differen t ex tract ing so lven ts

时间öh T im e 0 0. 5 1. 5 2. 5 3. 5 4. 0 4. 5

水W ater 0. 042 0. 038 0. 033 0. 028 0. 024 0. 022 0. 019

950 mL öL 乙醇
　 E thano l 0. 042 0. 042 0. 042 0. 042 0. 042 0. 041 0. 041
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图 3　阿魏酸标准曲线

F ig. 3　Standard curve of m easuring feru lic acid

2. 4　标准曲线与回归方程

图 3 表明, 进行纸层析后, 当吸光度在0. 020～

0. 061 时, 阿魏酸的浓度与吸光度呈良好的线性关

系。经计算, 其回归方程为: Y = 0. 102 25A +

0. 001 706, R = 0. 999 36; 式中, A 为吸光度, Y 为阿

魏酸的浓度。

2. 5　点样量的确定

表 2 的测定结果显示, 点样量为 20～ 50 ΛL 的

吸光度值均在标准曲线范围内, 但点样量大时, 相对

点样次数会增多, 易引起更大误差, 且浪费时间。因

此, 确定 30 ΛL 为适宜点样量。
表 2　点样量的选择结果

T able 2　Selection of the quan tity of the samp le fo r PC

点样量öΛL Q uan tity 20 30 40 50

吸光度 A bstraction 0. 026 0. 035 0. 037 0. 048

2. 6　加样回收率

表 3 表明, 采用该测定方法回收率高, 平均回收

率可达 99. 61% , 测定结果稳定可靠。
表 3　加样回收率试验结果 (n= 5)

T ab le 3　R esu lts of recovery test

提取液ömL
V o lum e of

ex tract

提取液
阿魏酸的量öm g

O riginal con ten ts
of samp le

加入量öm g
A dded

测定值öm g
Found

回收率ö%
Recovery R SD ö%

2 0. 445 32 0. 05 0. 478 53 96. 61 3. 40

3 0. 667 98 0. 05 0. 698 19 97. 24 3. 73

4 0. 890 64 0. 05 0. 933 99 99. 29 0. 71

5 1. 113 30 0. 05 1. 169 24 100. 51 0. 51

6 1. 335 96 0. 05 1. 447 29 104. 43 4. 43

2. 7　精密度测定

由表 4 知, R SD 为 1%～ 4% , 说明本测定方法

重现性好, 精密可靠。
表 4　测定精密度试验结果

T able 4　P recision evaluation of the m ethod

序号
Serial

num ber

标准品浓度ö
(m g·mL - 1)

Concen tration
of standard

samp le

测定浓度ö
(m g·mL - 1)
D eterm ined

concen tration

R SD ö%

1 0. 1 0. 096 12 3. 88

2 0. 1 0. 098 63 1. 37

3 0. 1 0. 103 67 3. 67

4 0. 1 0. 103 63 3. 62

5 0. 1 0. 098 60 1. 40

3　讨　论

1) 用高效液相色谱、高效薄层扫描等方法测定

样品中有效成分的含量时, 仪器在测定过程中对样

品所含成分自动进行了分离, 选择性强, 测定精度

高, 但这些方法所使用的仪器价格昂贵。直接用分光

光度法对植物样品中的有效成分进行测定时, 由于

其他杂质在相同波长下也会有吸收, 从而产生干扰,

使测定准确性降低。本研究所采用的纸层析法, 可对

样品用合适的展开系统进行分离, 得到较纯的成分,

然后再使用分光光度法进行测定, 使测定精度大大

提高。同时, 由于该法操作简便, 仪器价格较低, 更适

合普通实验室和药物生产厂家使用。

2) 阿魏酸为酚酸, 与水溶液相比, 其在 950

mL öL 乙醇中较稳定, 但亦不宜放置较长时间, 如放

置过夜的提取液经层析后出现 2 个斑点, 说明该成

分已发生分解。本试验结果表明, 纸层析后所得的乙

醇萃取液须在 4 h 内测定, 或将其蒸干后置于乙醚

中, 待用时将乙醚挥去, 加乙醇溶解后测定。同样, 标

准品乙醇溶液也应新鲜配制, 以减少测定误差。
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D eterm ina t ion of feru lic acid in A ng elica sinensis roo t by

PC2spect ropho tom etry m ethod
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(1 Colleg e of F orestry ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 F orestry B u reau of S any uan Coun ty , S any uan, S haanx i 713800, Ch ina)

Abstract: D eterm in ing p recision w as affected by the impu rit ies in the ex tract of A ng elica sinensis w hen

the con ten t of feru lic acid w as determ ined direct ly by UV 2spectropho tom etry. Paper ch rom atography (PC)

w as u sed to elim inate these impu rit ies. T he separa t ion condit ion of PC and the stab ility of d ifferen t ex trac2
t ion so lven ts w ere studied. Based on the resu lts, a determ inat ion m ethod of feru lic acid in A ng elica sinensis

by PC2spectropho tom etry w as estab lished. T he elu t ion system fo r PC w as: ch lo rofo rm : m ethano l (w ater:

acet ic acid (6∶2∶2∶0. 5) , the w avelength fo r spectropho tom etry w as 330 nm. T he recovery ra te of the

m ethod w as 99. 61% and rela t ive standard devia t ion (R SD ) w as 2. 79%. T he ab so rbency show s good lin2
earity rela t ion betw een 0. 020 and 0. 061.

Key words: A ng elica sinensis; feru lic acid; paper ch rom atography; spectropho tom etry; con ten t determ i2
nat ion
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Evalua t ion of tou rist resou rces and ana lysis of

developm en t cond it ion in Ziw u ling N atu ra l R eserve

ZHANG J ing-quna , CHEN Chenga , ZHANG Zhao-y inb

(a Colleg e of F orestry ; b Colleg e of E conomy ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Ziw u ling, w ith abundan t p ropagat ion resou rces, un ique natu ra l scenery and rare hum an

sigh ts, can m eet peop leπs m inds of“R etu rn ing to the true natu re”at p resen t and is an ideal p lace fo r eco2
tou rism. O n the basis of deta iled invest iga t ion, th is paper app ra ises and analyses its tou rism resou rces and

develop ing condit ion app rop ria tely, acco rd ing to the relevan t regu la t ion Standard P ro ject of Fo rest Park by

u sing bo th qualita t ive and quan t ita t ive m ethods. It p rovides scien t if ic basis to enhance natu ra l resou rces

p ro tect ion, develop tou rism p roperly and realize su sta inab le developm en t in Ziw u ling N atu ra l R eserve. T he

to ta l app ra isa l sco re of the landscape resou rces and the developm en t condit ion of Ziw u ling N atu re R eserve

is 44. 24, w h ich acco rds w ith the standard of the first grade Fo rest Park. So the develop ing condit ion is fa ir2
ly w ell.

Key words: Ziw u ling; N atu ra l R eserve; evaluat ion of tou rist resou rces; developm en t condit ion
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