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板蓝根、大青叶中靛蓝和靛玉红的测定方法比较
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　　[摘　要 ]　为了筛选出合适的测定板蓝根、大青叶中靛蓝、靛玉红含量的方法, 对比、分析了高效液相色谱法、

双波长分光光度法和薄层扫描法测定的稳定性、精密度和加标回收率等。结果表明, 高效液相色谱法测定靛蓝、靛

玉红含量的各项指标均优于其他方法; 双波长分光光度法由于无法排除提取液中其他成分对靛蓝、靛玉红的干扰,

使得测定结果偏高; 薄层扫描法不适宜于板蓝根中靛蓝、靛玉红含量的测定, 而可用于大青叶中这2 种成分的定量,

但测定必须在薄层板展开后3 h 内完成。可见3 种分析方法各有优缺点, 可用于不同精度下对靛蓝、靛玉红含量的测

定。
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Abstract: In o rder to ob ta in the su itab le m easu re to select ind igo and indirub in con ta ined in radix

isa t id is and fo lium isa t id is, th ree m ethods i. e. , H PL C,DW SP and TL CS w ere compared from the aspects of

stab ility, p recision and recovery. T he resu lts are as fo llow s: T he H PL C is the best one. T he DW SP m akes

the resu lts h igher than true due to the in terference of the impu rit ies. T he TL CS is no t su itab le to m easu re

the con ten ts of indigo and indirub in in radix isa t id is, bu t su itab le in fo lium isa t id is if the test can be

accomp lished w ith in th ree hou rs after the developm en t of tw o con st ituen ts. Each of the th ree m ethods has

its advan tages and disadvan tages and can be adop ted in differen t p recision s.
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　　板蓝根和大青叶为十字花科 (C ruciferae) 菘蓝

( Isa tis ind ig otica Fo rt. ) 的不同部位, 具有清热解

毒、凉血、消斑的功效, 主治温病发热、发斑、发疹、风

热感冒、咽喉肿痛、流行性脑脊髓膜炎、乙型脑炎、肝

炎、腮腺炎、丹毒、痛肿等症[1 ] , 是常用的大宗中药

材。近年来, 许多学者为探明板蓝根、大青叶的治病

机理, 对其化学成分进行了研究, 发现其主要成分为

生物碱类、有机酸类及苷类化合物等[223 ] , 并尝试以

化学成分作为其质量控制指标, 加强对板蓝根、大青

叶及其制剂的质量控制, 其中包括靛蓝、靛玉红、有

机酸类、氨基酸类、尿苷、腺苷等化学成分。目前, 对

板蓝根中是否含有靛蓝、靛玉红以及以何种成分作

为板蓝根及其制剂的质量控制指标尚没有一致的观

点[428 ] , 对靛蓝、靛玉红含量的测定方法虽有文献报

道[9210 ] , 但尚未见对这些方法进行系统比较研究的

报道。针对上述情况, 本研究对板蓝根、大青叶中靛

蓝、靛玉红含量测定的常用方法进行了系统研究, 并

比较了各种方法的优缺点, 以便使测定结果更能真

实、客观地反映板蓝根、大青叶质量的优劣。
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1　材料、仪器与试剂

1. 1　试验材料

　　试验所用板蓝根、大青叶分别于 2004204 和

2004209 采自陕西汉阴板蓝根规范化种植基地

(GA P 基地)。样品采集后置烘箱内60 ℃鼓风干燥

至恒重, 粉碎, 过0. 36 mm 筛, 备用。

1. 2　主要仪器与试剂

主要仪器: 高效液相色谱仪 (L C210A TV P型, 日

本岛津) , 紫外2可见分光光度计 (UV 22000, 上海尤

尼可公司) , 双波长薄层扫描仪 (KAM A G scanner

3, 瑞士卡玛公司) , 半自动点样仪 (L inom at 5, 瑞士

卡玛公司)。

试剂: 高效液相色谱所用甲醇为色谱纯 (美国

F isher 公司) , 水为双蒸水, 靛蓝、靛玉红标准品 (中

国药品生物制品检定所) , 薄层层析用硅胶 (青岛海

洋化工有限公司) , 羧甲基纤维素钠 (天津市博迪化

工有限公司)。

1. 3　方　法

1. 3. 1　高效液相色谱法 (H PL C ) 　 (1) 色谱条件。

流动相: 甲醇2水 (体积比为 75∶25) ; 色谱柱: C 18

OD S 反相柱 (Sh im adzu ) 4. 6 mm ×150 mm ; SPD 2
10A vp 紫外检测器; 检测波长: Κ= 280 nm ; 流速: 1

mL öm in; 柱温: 25 ℃。(2)标准曲线绘制。精密称取

于60 ℃烘箱干燥至恒重的靛玉红标准品4. 4 m g, 靛

蓝标准品 1. 9 m g, 置于 25 mL 棕色容量瓶中, 用氯

仿稀释至刻度作为标准品溶液。分别精密吸取靛蓝、

靛玉红标准溶液1, 2, 4, 6, 8, 10 和12 ΛL 注入高效液

相色谱仪, 以色谱峰面积和对应的浓度拟合出回归

方程。(3)待测样品提取液的制备。分别精确称取备

用板蓝根样品2 g, 大青叶样品0. 5 g, 置于150 mL 平

底烧瓶中, 加入100 mL 氯仿, 于80 ℃水浴中索氏提

取 (板蓝根提取8 h, 大青叶提取12 h) , 浓缩提取液,

氯仿定容至25 mL , 用高效液相色谱仪测定靛蓝、靛

玉红含量。 (4)稳定性试验。精密吸取靛蓝、靛玉红

标准品溶液5 ΛL , 每隔2 h 用高效液相色谱仪测定1

次, 共测5 次后, 过24 h 再测定1 次。(5)精密度试验。

精密吸取靛蓝、靛玉红标准品溶液5 ΛL , 注入高效液

相色谱仪, 测定标准品溶液浓度, 重复6 次。(6)加标

回收率试验。精密称取大青叶粗粉8 份 (每份0. 5 g)

进行提取, 其中 4 份提取液中加入 12. 40 Λg 的靛蓝

标准品, 另4 份加入12. 50 Λg 的靛玉红标准品, 高效

液相色谱法测定含量, 计算回收率。(7)靛蓝、靛玉红

标准添加液的配制。精确称取靛蓝标准品1. 24 m g,

靛玉红标准品 1. 25 m g, 用氯仿溶解于 50 mL 容量

瓶中, 配制成含靛蓝0. 024 8 m g ömL、靛玉红0. 025

0 m g ömL 的标准品溶液, 作为标准添加液。

1. 3. 2　双波长分光光度法 (DW SP) 　 (1) 标准品溶

液的制备。依 1. 3. 1 中标准品溶液配制方法操作。

(2)待测样溶液的制备。依1. 3. 1 中待测样溶液配制

方法制备。 (3)靛蓝、靛玉红含量的测定。以氯仿为

对照, 在一定波长下测定待测样溶液的吸光度, 由公

式计算出待测样溶液中靛蓝、靛玉红的含量[5 ]。 (4)

最大吸收波长的确定。以氯仿作空白样, 将标准溶液

置于1 cm 石英比色皿中, 用分光光度计在230～ 800

nm 变化波长, 测定吸光度, 确定最大吸收波长。 (5)

稳定性试验。以氯仿为空白对照, 分别于波长608 和

544 nm 处测定靛蓝、靛玉红标准品溶液浓度, 每隔2

h 比色测定 1 次, 测定 5 次后, 过 24 h 再测定 1 次。

(6)精密度试验。以氯仿为空白, 分别于波长 608 和

544 nm 处测定靛蓝、靛玉红标准品溶液浓度, 重复6

次。 (7)加标回收率试验。依1. 3. 1 中描述的方法进

行提取、加样, 分光光度法测定含量, 计算回收率。

1. 3. 3　薄层扫描法 (TL CS) 　 (1) 待测样溶液的制

备。依1. 3. 1 中相应方法操作。 (2)标准品溶液的制

备。精密称取在60 ℃烘箱中干燥至恒重的靛蓝、靛

玉红标准品, 用乙醇2氯仿溶液 (体积比40∶60)制成

0. 1 m gömL 对照液。 (3)薄层色谱条件。参照《中国

药典》中描述的方法[11 ]。(4)点样、扫描与计算。精密

吸取待测样溶液 5 ΛL , 标准品溶液 2 ΛL 和 7 ΛL , 用

半自动点样仪分别交叉点于同一硅胶薄层板上, 展

开后进行双波长反射法锯齿扫描, 测量待测样品溶

液吸收度积分值与标准品吸收度积分值, 计算含量。

(5)稳定性试验。精密吸取标准品溶液5 ΛL 点于硅

胶薄层板上, 展开, 扫描测定, 计算浓度。 (6)精密度

试验。薄层板上点标准品溶液7 点, 每点5 ΛL , 展开,

扫描, 计算浓度。(7)加标回收率试验。参照1. 3. 1方

法进行提取、加样, 薄层扫描法测定含量, 求出加标

回收率。 (8)靛蓝、靛玉红标准添加液的配制。参照

1. 3. 1 中描述的方法配制。

2　结果与分析

2. 1　3 种检测方法的测定条件与计算结果

2. 1. 1　高效液相色谱法　用高效液相色谱仪测得

已知浓度靛蓝、靛玉红标准品对应的色谱峰面积值,

以色谱峰面积和对应的浓度拟合回归方程。靛蓝的
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回归方程为:

Y = 1. 864 4×10- 8
X - 0. 003 2 (R = 0. 999 5) ;

靛玉红的回归方程为:

Y = 1. 237 6×10- 8
X + 0. 000 1 (R = 0. 999 8)。

2. 1. 2　薄层扫描法　分别取靛蓝、靛玉红对照溶

液, 在200～ 700 nm 波长内扫描, 结果见图1。

图 1　靛蓝和靛玉红的吸收光谱

F ig. 1　A bso rp tion of indigo tin and indirub in

　　图 1 显示, 靛蓝在 608 nm 处有最大吸收, 靛玉

红在 544 nm 处有最大吸收, 且相互干扰较小, 2 种

成分在700 nm 处几乎无吸收。因此, 确定ΚS= 544 和

608 nm 分别为靛蓝、靛玉红的测定波长, ΚR = 700

nm 为参比波长。

2. 1. 3　双波长分光光度法　根据图1, 同样选择544

和608 nm 作为双波长分光光度法测定靛蓝、靛玉红

的吸收波长。以氯仿作空白样, 分别在544 和608 nm

处测定靛蓝、靛玉红标准溶液吸光度。根据L am bert2
beer 定律: A = EC (A 表示吸光度, E 表示消光系

数, C 表示溶液的浓度) , 分别计算出4 个消光系数。

靛蓝、靛玉红含量的计算公式如下:

当波长为 608 nm 时, E 608靛蓝= 34. 6, E 608靛玉红=

6. 9; 当波长为 544 nm 时, E 544靛蓝= 19. 6, E 544靛玉红=

44. 6。

当溶液为2 种物质的混合溶液时:

A 608= E 608靛蓝×C靛蓝+ E 608靛玉红×C靛玉红,

A 544= E 544靛蓝×C靛蓝+ E 544靛玉红×C靛玉红。

由靛蓝、靛玉红在可见光区的吸收光谱可知, 靛

蓝、靛玉红的吸收光谱相互重叠, 根据吸收度加和性

原理, 应用靛蓝、靛玉红氯仿溶液在波长 544 和 608

nm 处测定比吸收系数, 导出如下浓度计算公式:

C靛蓝= 1. 54×10- 3×A 608- 1. 87×10- 4×A 544,

C靛玉红= 3. 65×10- 3×A 544- 9. 41×10- 4×A 608。

式中: C靛蓝 为靛蓝在待测溶液中的质量浓度

(m göL ) , C靛玉红为靛玉红在待测溶液中的质量浓度

(m göL ) , A 608为待测溶液在波长 608 nm 处的吸光

度,A 544为待测溶液在波长544 nm 处的吸光度。

2. 2　3 种检测方法测定指标的比较

2. 2. 1　稳定性　3 种测定方法的稳定性试验结果

见表1。

表 1　3 种方法测定靛蓝和靛玉红含量的稳定性试验结果

T able 1　R esu lts of stab ility test of the con ten ts of indigo and indirub in w ith 3 m ethods m göL

测定方法
M easurem ent

m ethod

成分
Constituen t

测定时间öh T est t im e

0 2. 0 2. 5 3. 0 3. 5 4. 0 6. 0 8. 0 24. 0

高效液相色谱法
H PL C

靛蓝 Indigo 76. 32 74. 99 75. 69 74. 39 76. 32 75. 96

靛玉红 Indirub in 174. 63 173. 26 175. 85 174. 36 173. 95 174. 33

双波长分光光度法
DW SP

靛蓝 Indigo 84. 37 88. 32 97. 36 86. 32 80. 323 89. 54

靛玉红 Indirub in 195. 62 180. 26 187. 85 190. 62 182. 96 193. 66

薄层扫描法
TL CS

靛蓝 Indigo 72. 58 81. 26 75. 33 73. 25 67. 32 55. 21 36. 24

靛玉红 Indirub in 171. 32 166. 33 167. 32 164. 32 147. 30 132. 32 123. 15

　　表 1 显示, 用高效液相色谱法和双波长分光光 度法测定靛蓝、靛玉红含量时, 在 24 h 内两者的浓
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度均无显著变化, 较稳定。鉴于在测定板蓝根、大青

叶生药及其产品中靛蓝、靛玉红含量时, 从提取到最

终测定, 完全可以在 24 h 内完成, 故采用高效液相

色谱法和双波长分光光度法时, 2 种成分的稳定性

可以满足测定要求。采用薄层扫描法时, 靛蓝、靛玉

红在 3 h 内测定结果较稳定; 3 h 后测得的靛蓝、靛

玉红浓度越来越小, 从3 h 到3. 5 h 靛蓝减少了5. 93

m göL , 靛玉红减少了 17. 02 m göL ; 到 24 h 时, 靛蓝

的质量浓度减少到原溶液质量浓度的 50% , 靛玉红

减少到原溶液质量浓度的70%。这可能是由于标准

品溶液点于硅胶薄层板上展开后, 少量的靛蓝、靛玉

红在薄层板上分解或是被薄层板的硅胶吸附的缘

故。故当待测溶液在硅胶板上展开后, 对薄层进行扫

描应在 3 h 内完成, 才能保证测定结果的偏差在允

许范围内。

2. 2. 2　精密度　表2 给出了3 种测定方法的精密度

试验结果。表2 显示, 高效液相色谱法测定2 种成分

的相对标准偏差 (R SD )均小于2% , 符合《中国药典》

要求, 表明高效液相色谱法测定靛蓝、靛玉红含量精

密度高, 偏差小, 测定结果可信; 双波长分光光度法

和薄层扫描法测定靛蓝、靛玉红精密度R SD 均小于

5% , 符合中药材含量测定质量标准要求, 但与高效

液相色谱法相比, R SD 稍偏大, 其精密度没有高效

液相色谱法高。因此, 在测定方法选择上, 应优先考

虑采用高效液相色谱法。

表 2　3 种方法测定靛蓝和靛玉红含量的精密度试验结果

T able 2　R esu lts of p recision tests of the con ten t of indigo and indirub in w ith 3 m ethods m göL

测定方法
M easurem ent

m ethod

成分
Constituen t

重复次数N um ber of repetit ion

1 2 3 4 5 6 平均M ean
RSD ö%

高效液相色谱法
H PL C

靛蓝 Indigo 73. 33 74. 92 72. 15 73. 00 72. 30 74. 32 73. 34 1. 17

靛玉红 Indirub in 173. 62 172. 66 173. 36 174. 97 172. 04 174. 69 173. 58 0. 50

双波长分光光度法
DW SP

靛蓝 Indigo 84. 75 79. 33 84. 63 80. 37 78. 65 83. 37 81. 85 2. 93

靛玉红 Indirub in 184. 69 180. 68 175. 39 189. 62 172. 36 174. 33 179. 51 3. 05

薄层扫描法
TL CS

靛蓝 Indigo 77. 33 76. 02 75. 32 82. 32 81. 87 78. 36 78. 54 3. 02

靛玉红 Indirub in 173. 21 178. 37 171. 55 174. 32 176. 36 177. 35 175. 19 1. 23

2. 2. 3　加标回收率　各测定方法的加标回收率试

验结果见表3。加标回收率试验结果 (表3)显示, 当大

青叶为0. 5 g、加标量为12. 5 Λg 左右时, 高效液相色

谱法测定靛蓝、靛玉红含量的平均加标回收率在

99%～ 101% , 薄层扫描法的平均加标回收率在97%

～ 103% , 双波长分光光度法的在 95%～ 105% , 3 种

测定方法的平均加标回收率试验结果均符合要求。

其中以高效液相色谱法的回收率最高, 其次是薄层

扫描法, 双波长分光光度法的回收率最低。因此, 3

种方法适宜于不同精度要求下的靛蓝、靛玉红含量

测定。

表 3　3 种方法测定靛蓝和靛玉红含量的加标回收率试验结果

T able 3　R esu lts of recovery test of the con ten ts of indigo and indirub in w ith 3 m ethods

测定方法
M easurem ent

m ethod

成分
Constituen t

样品含量ö
(m g·kg- 1)
Con ten ts of

samp le

加入标品量öΛg
STD samp le

added

理论值ö
(m g·kg- 1)

T heo retic
value

测定值ö
(m g·kg- 1)
M easuring

value

回收率ö%
Recovery

rate

高效液相色谱法
H PL C

靛蓝 Indigo 325. 00 12. 40 349. 80 352. 78 100. 97

靛玉红 Indirub in 359. 35 12. 50 384. 35 386. 00 100. 43

双波长分光光度法
DW SP

靛蓝 Indigo 352. 62 12. 40 377. 42 393. 85 104. 35

靛玉红 Indirub in 394. 61 12. 50 419. 61 405. 96 96. 74

薄层扫描法
TL CS

靛蓝 Indigo 314. 68 12. 40 339. 48 345. 16 101. 69

靛玉红 Indirub in 365. 48 12. 50 390. 48 401. 42 102. 81

2. 3　3 种方法测定大青叶样品中靛蓝、靛玉红含量

的比较

　　利用上述 3 种测定方法对大青叶中靛蓝、靛玉

红的含量分别进行测定, 结果见表4。由表4 可知, 3

种测定方法中, 若以高效液相色谱法为标准, 双波长

分光光度法的测定结果偏高, 而薄层扫描法的测定

结果偏低。
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表 4　3 种方法测定的大青叶样品中靛蓝、靛玉红含量的比较

T able 4　Conten ts of indigo and indirub in in Fo lium isatidis w ith 3 m ethods m göL

成分
Constituen t

高效液相色谱法
H PL C

双波长分光光度法
DW SP

薄层扫描法
TL CS

靛蓝 Indigo 330. 49 390. 28 310. 22

靛玉红 Indirub in 363. 33 441. 19 359. 65

3　讨　论

3 种靛蓝、靛玉红测定方法各有优缺点, 可用于

不同精度要求的含量测定。用高效液相色谱法测定

靛蓝、靛玉红含量具有稳定性好、精密度高和加标回

收率高等优点, 是测定工作首选的方法。《中国药

典》2005 版也将大青叶中靛玉红含量测定方法由以

前的薄层扫描法改为高效液相色谱法, 但其缺点是:

测定过程中流动相消耗大, 仪器、试剂较为昂贵。分

光光度法不能排除提取液中其他化合物在测定波长

处有吸收, 从而使得测定结果高于真实值。对比试验

结果表明, 分光光度法精密度、重复性和加标回收率

等各项指标均能达到中药材含量测定的要求, 但不

及高效液相色谱的好; 同时, 由于其所需要的仪器廉

价、使用普遍, 在没有高效液相色谱仪的条件下, 不

失为一种较为简便、快速的含量测定方法。薄层扫描

法是点样、展开后, 用双波长或单波长扫描, 然后与

对照物按同法所得的色谱图作对比, 用以进行含量

测定的方法, 只要得到分离度和重复性好的薄层色

谱, 就可获得满意的结果。对比试验结果表明, 薄层

扫描法测定大青叶中靛蓝、靛玉红含量切实可行, 稳

定性、精密度、重复性和加标回收率等各项测定结果

均符合要求。但该法也有一定缺陷, 当原料中靛蓝、

靛玉红的含量较低, 待测液在薄层板上显色不明显

时, 测定误差较大, 因而不适宜测定板蓝根中靛蓝、

靛玉红含量。同时, 薄层板质量、样品展开效果、待测

物质的稳定性和固定相对样品的吸附能力等因素对

测定结果影响也很大。在测定靛蓝、靛玉红含量时,

待测液薄层板展开3 h 后扫描, 测定的靛蓝、靛玉红

含量明显降低, 因此, 测定工作必须在薄层展开后 3

h 内完成。

目前, 以何种成分作为板蓝根、大青叶类药材的

质量控制指标观点尚不一致。有学者认为应以胞苷、

尿苷、腺苷等作为质量控制指标[4 ]; 有学者认为板蓝

根中不含靛蓝、靛玉红, 以往在板蓝根中测出的靛

蓝、靛玉红, 实际上是在采收和加工过程中混入的根

茎和附带的叶柄残基所含的靛蓝和靛玉红, 可以考

虑将苯甲酸、丁香酸、邻氨基苯甲酸、水杨酸等 4 种

有机酸作为质控指标[12 ]。本试验发现, 板蓝根药材

(没有含根茎和其附带的叶柄残基) 的氯仿提取液,

经高效液相色谱仪检测确实含有少量的靛蓝、靛玉

红。《中国药典》(2005 年版)规定了大青叶原药材的

有效成分为靛玉红, 并对其含量做了明确规定, 而对

于板蓝根的质量控制仅是以精氨酸的定性检验为标

准, 没有具体的含量要求。鉴于板蓝根、大青叶中的

靛蓝、靛玉红具有保护肝脏、治疗白血病、抗菌、抗病

毒等功效[13 ] , 对板蓝根、大青叶的质量控制不能忽

视这2 种成分。
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