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　　按照《药品注册管理办法 》,中药、天然药物注册分类的

第五类为“未在国内上市销售的从植物、动物、矿物的等物质

中提取的有效部位及其制剂 ”。其中有效部位一词有别于有

效成分 ,它一般是指从中药材中提取的大类成分 ,如总黄酮、

总生物碱、总蒽醌、总皂苷等。有效部位中的大类成分在化

学结构上有相似性 ,故在药理作用上也有相似性 ,所以 ,将其

用作治疗剂有一定的合理性。作为中药五类新药的有效部

位要求其中大类成分 (一类或数类 )的含量占提取物的 50%

以上 ,且提取物应从单一植物、动物、矿物等物质中提取 ;在

六类新药、改剂型或仿制品种中含有大类成分的情况更为普

遍 ,有的可能其含量未必能达到提取物的 50%。测定大类

成分含量目前较常用的方法是紫外 2可见分光光度法 (比色

法 ) ,它主要依据大类成分特征性的结构具有特定的显色反

应 ,利用适当的显色剂显色 ,在适当的最大波长下测定吸光

度值 ,从而实现对化学结构上具有共同特征的大类成分实现

定量。经查阅数个有总黄酮含量测定的品种的质量标准与

相关文献 ,发现总黄酮的含量测定中常有方法学不规范与不

科学的现象 ,故本文将结合实例分析紫外 2可见分光光度法

(比色法 )测定总黄酮含量的方法学考察要点 ,旨在为总黄

酮及其他大类成分的含量测定方法的建立与审评提供参考 ,

以规范大类成分的含量测定方法。

1　标准曲线的制备

一般过程 :精密量取芦丁对照品溶液一系列体积 ,分别

置量瓶中 ,加水或一定浓度乙醇至一定体积 ,将量瓶置于一

定温度的水浴中 ,加一定量亚硝酸钠溶液 ,混匀 ,放置一定时

间 ,加一定量硝酸铝溶液 ,混匀 ,放置一定时间 ,加一定量氢

氧化钠试液 ,加水至刻度 ,摇匀 ,放置一定时间 ,以溶剂及各

显色试剂为参比溶液 ,在最大吸收波长处 (510 nm附近 )测

定吸收度。以吸收度为纵坐标 ,浓度为横坐标 ,绘制标准曲

线 ,并作线性回归 ,得线性方程。

要点与分析 :一般选用芦丁作为对照品 ,参比不加对照

品溶液 ,但是显色试剂亚硝酸钠、硝酸铝及氢氧化钠液均应

加入。参比溶液与系列浓度的对照品溶液应平行配制。一

般要求标准曲线线性方程的相关系数 R值不低于 0. 999,线

性关系的存在反映总黄酮 (芦丁 )的量与规定波长下的吸收

度成线性关系 ,是本法定量的基础。

2　供试品溶液的测定

一般过程 :取供试品溶液 ,精密量取适当体积 ,置量瓶

中。按照“标准曲线 ”项下的一般过程 ,自“加水或一定浓度

乙醇至一定体积 ”起同样操作 ,测定吸收度 ,以未加硝酸铝溶

液 (或氢氧化钠或所有显色试剂 )的供试液为参比溶液 ,按

标准曲线法计算 ,即得。

要点与分析 :参比溶液可选用未加硝酸铝溶液 (或氢氧

化钠或所有显色试剂 )的供试液 (不同于标准曲线制备中的

参比溶液 )。中国药典 2000版中某些品种以显色试剂作为

参比溶液是不合适的 ,因为供试液本身有颜色 ,或者其中有

的成分在显色前在测定波长处就有吸收 ,故供试液本身对比

色测定有干扰 (见图 1、图 2[ 1 ] ) ,所以 ,以不加硝酸铝显色液

的供试液为参比溶液进行测定 ,结果更为合理准确。除了以

不加硝酸铝显色液的供试液为参比溶液 ,在目前国家药品标

准与新报的一些品种中 ,有的品种以不加氢氧化钠试液的供

试液作为参比溶液 ,有的品种以亚硝酸钠、硝酸铝与氢氧化

钠三种试液均不加的供试液为参比溶液 [ 2 ] ,样品测定中上述

三种参比溶液的选用均考虑了供试液本身干扰的消除 ,同

时 ,各有各的特点 ,前两种方法在考虑消除供试液本身干扰

的基础上 ,进一步对部分显色用试剂可能产生的干扰进行了

消除 ,但是 ,这两种方法的缺点就在于 ( a)消除的仅仅是部

分显色剂的干扰 ,如第一种方法消除了亚硝酸钠、氢氧化钠

的干扰 ,却没有消除硝酸铝的干扰 , ( b)未考虑部分显色剂

可能产生的显色作用 ,如第一种方法中 ,亚硝酸钠与氢氧化

钠是否会引起参比溶液在测定波长处吸收度增加 ,第二种方

法中 ,亚硝酸钠和硝酸铝是否会引起参比溶液在测定波长处

吸收度增加 ,故在方法学考察上应该进行相应的对比实验。

第三种方法的优点在于消除供试液本身的干扰上是准确的 ,

其缺点是完全不考虑显色用试剂本身可能存在的干扰 ,故在

方法学考察上同样应进行验证实验。对比前两种方法与第

3种方法 ,第 3种方法的证实实验比较简单 ,而且 , 3种显色

用试剂均为无机试剂 ,只要它们纯度足够高 ,无有色杂质 ,它

们在 510 nm处附近应该没有吸收 ;相反 ,前两种情况要复杂

得多 ,因为提取物中黄酮类和非黄酮类成分跟部分显色剂的
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作用是否会导致测定波长处吸收度增加是很难预测的。有

文献报道 [ 1 ] ,以水为参比 ,不加硝酸铝的参比供试液 ,吸收度

随时间增加略有减小 , 85 m in由 0. 105变为 0. 087,暗示只加

入显色试剂亚硝酸钠与氢氧化钠也会在一定程度上显色。

因此 ,在参比溶液的选择中本文建议采用第 3种 ,中国药典

2005年版也基本采用这种方法。

图 1　未加显色剂硝酸铝的供试液的紫外 2可见吸收图谱

图 2　加所有显色试剂的供试液的紫外 2可见吸收图谱

　　因为总黄酮的含量测定中 ,标准曲线制备中的参比溶液

与样品测定中的参比溶液是不同的 ,所以在含量测定方法的

描述中应分别予以明确描述。在标准曲线的制备中可以描

述为“以相应的试剂溶液作参比 ”,在供试品的测定中可以

描述为“取本品的供试液 (或其稀释液 )一定体积置一定体

积的量瓶中 ,加溶剂至刻度 ,摇匀 ,作参比 ”。

3　样品制备过程中的参数确定

样品制备过程中的一些参数 ,如显色剂的种类、浓度与

用量、显色温度、显色时间等 ,对测得的吸收度值都会有一定

的影响 ,故在方法建立中必要时应对这些参数进行优选以达

到测定值在一定时间内稳定的目的。

3. 1　显色剂的种类、浓度与用量

总黄酮测定中常用的显色试剂为亚硝酸钠、硝酸铝与氢

氧化钠。有标准 [ 3 ]与报道 [ 4 ]也采用 0. 1 mol/L (或 10% )三

氯化铝溶液与适当 pH缓冲液进行显色 , 0. 1 mol/L醋酸钾

溶液为常用的缓冲液。显色剂的选用依据主要是显色后最

大吸收波长处的吸收强度 [ 4 ]和稳定性 ,如采用硝酸铝进行显

色 ,最大吸收波长在 510 nm附近 ,如采用三氯化铝进行显

色 ,最大吸收波长在 415 nm附近。一般地供试液中总黄酮

的总量在 200～1 200μg时 ,可以用 5%亚硝酸钠溶液 1 mL、

10%硝酸铝溶液 1 mL、1 mol/L氢氧化钠试液 10 mL;供试液

中总黄酮的总量在 30～300μg时 ,可以用 0. 1 mol/L三氯化

铝溶液 2 mL、0. 1 mol/L醋酸钾溶液 3 mL,总黄酮的总量在

148～740μg时 ,可以用 10%三氯化铝溶液 1 mL、pH缓冲液

5. 0 mL,必要时可以根据显色效果调整显色试剂的用量。

3. 2　显色温度

有文献 [ 1 ]以空白溶液为参比 ,分别考察对照品 (芦丁 )

溶液和供试溶液显色受温度的影响。结果表明 ,对照品溶液

无论是在室温还是在 40 ℃进行显色 ,测得显色后 (15 m in与

30 m in)的吸收度均稳定一致。因此 ,只要严格按照规定的

时间进行操作 ,标准曲线的制备不受温度的影响。供试品溶

液在不同温度及不同放置时间 (15 m in与 30 m in)测得的吸

收度有明显差异 ,在室温 (20 ℃)条件下 ,测得的吸收度波动

较大 (由 0. 221减小到 0. 212) ,而在 40 ℃水浴中进行显色

与测定 ,测得数据比较稳定 (由 0. 206减小到 0. 203) ,故供

试液样品显色建议在 40 ℃水浴中进行。目前上报品种中总

黄酮含量测定的样品处理一般在室温下进行 ,如果含测结果

不稳定 ,根据上述报道可以尝试在 40 ℃水浴中进行显色 ,必

要时应针对具体品种进行显色温度的优选。

3. 3　显色时间

显色时间包括三个时间 :还原剂亚硝酸钠的反应时间、

络合剂硝酸铝的反应时间与开环剂氢氧化钠的反应时间 ,这

3个时间对吸收度值都有一定的影响。因此 ,有必要时应进

行考察 ,选择合适的反应时间 ,并固定下来 ,以保证测得的吸

收度值稳定。目前 ,药品质量标准 [ 3 ]与文献 [ 1, 5 ]中的上述三

个反应时间一般分别定为 6 m in、6 m in与 15 m in。有文献报

道 [ 1 ] ,供试液和不加硝酸铝的供试液以水为参比 ,显色后的

吸收度随时间增加均略有减小。但在加入氢氧化钠溶液后

的 30 m in内 ,以不加硝酸铝的供试液为参比 ,测得供试液显

色后的吸收度基本稳定。因此 ,建议比色测定应在加入氢氧

化钠溶液后的 15 m in后立即进行。王峥等人 [ 4 ]的研究中采

用三氯化铝为显色剂 ,稳定性考察结果表明显色后 15 m in

至 120 m in样品的吸收度值基本稳定 ,因此 ,使用三氯化铝

为显色剂时 ,测定时间相对较为宽松。

3. 4　待测液的溶媒

不同品种的待测液制备中溶媒有选择水、一定浓度

(60%、70%或 95% )的乙醇或甲醇 ,选择的主要依据是待测

黄酮类成分的溶解度 ,如果制得的待测液有不溶物析出 ,应

考虑改变溶媒的种类或比例 ,使待测液澄明 ,以免影响吸收

度的测定。

以上是对总黄酮比色法含量测定过程中经常遇到的一

些共性问题的讨论 ,主要内容可以概括为样品干扰的消除与

使吸光度测定值稳定两个方面。这些问题在其他中药大类

成分的紫外 2可见分光光度法 (比色法 )测定中同样存在 ,本

文希望通过对总黄酮含量测定中的一些具体问题的探讨能

起到抛砖引玉的作用。
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