
3 讨论

3. 1 测定波长的选择 曾采用 Agilent 紫外分光光度计对

芦丁、金丝桃苷、槲皮素和山柰素对照品溶液分别进行扫描，

4 者在 254 nm 和 360 nm 下均有较大吸收，但是用 DAD 检测

器对供试品测定时发现，供试品溶液在 254 nm 下基线不稳，

且干扰较多，故选择 360nm 作为测定波长
［6］。

3. 2 之前笔者曾采用等度洗脱系统对刺玫果中芦丁和金丝

桃苷进行定量测定，本试验在此基础上采用梯度洗脱系统对

黄酮类成分进行测定，为更好的评价刺玫果药材的质量。
3. 3 文献报道，刺玫果总黄酮能降低脑血管阻力，增加冠脉

血流量，提高小鼠耐缺氧能力
［7-8］，且我国东北野生资源丰

富，本试验选择黄酮类成分进行测定，为刺玫果资源的客观

评价提供依据
［9-10］。

3. 4 中药化学成分多样且复杂，在指标选择方面，应开展质

量标示性指标与内在质量性指标相结合的方法研究，即应选

择多指标质量控制的方法。实现对中药多指标成分的控制，

也有助于说明药物的药用物质基础，使中药新药研究逐渐明

确其所含化学成分并控制其量和稳定性。这与现阶段新法

规
［11-13］

对中药新药研究的要求是一致的，在中药质量标准

中尤其是新药质量标准中，应努力向建立多指标定量测定的

方向发展，尽可能实现对多种不同工艺、多种指标成分的定

量测定控制，多方面控制产品质量，提高现代中药制剂的质

量控制水平。
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摘要:目的 建立 RP-HPLC 同时测定皱叶凤毛菊中芦丁、木犀草素、异鼠李素。方法 采用 Eclipse XOB-C18 (4. 6 mm ×
150 mm，5 μm)色谱柱;流动相以甲醇和水(含 0. 04%磷酸) 梯度洗脱;检测波长为 360 nm;柱温 30 ℃。结果 芦丁、木
犀草素、异鼠李素分别在 0. 465 ～ 6. 30 μg ( r = 0. 999 9)，0. 345 ～ 3. 30 μg ( r = 0. 999 7)，和 0. 315 ～ 3. 75 μg ( r = 0. 999
9)范围内呈良好线性关系;平均回收率分别为 102. 39% (RSD 为 2. 74%，n = 5)、100. 95% (RSD 为 3. 01%，n = 5)、和
99. 88% (RSD 为 2. 22%，n = 5)。结论 方法测定快速，简便、结果准确、重复性好，3 种有效成分可作为皱叶凤毛菊的

质量控制标准。
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中图分类号:R 284. 1 文献标志码:B 文章编号:1001-1528(2011)04-0712-03

217

2011 年 4 月

第 33 卷 第 4 期

中 成 药

Chinese Traditional Patent Medicine
April 2011

Vol. 33 No. 4



皱叶凤毛菊 Saussurea malitiosa Maxim. 为菊科植物，生

于灌丛中、砂质山坡，海拔 3 000 ～ 4 300 m［1］，为藏医常用草

药。皱叶凤毛菊味苦，性凉，无毒，具有止血清热等功效
［2］，

治疗疮伤流血，解肉食中毒，清脉热、血热。全草入药治中毒

性热症及骨折、风湿性筋骨痛
［3］。芦丁能维持毛细血管抵抗

力、降低其通透性及脆性，还有抗炎、利尿、抗过敏、降血脂等

作用，是医药工业中制备羟乙芦丁、芦丁片、曲克芦丁等药的

主要原料
［4］;木犀草素具有清热、解毒、消炎的作用，是用于

治疗炎症疾病的有效成分
［5-6］，国内外主要集中在对人体黑

素瘤细胞的保护作用、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肝细胞生长

因子等方面
［7-9］

进行开发研究。异鼠李素具有抗癌、抗心肌

缺血缺氧、抗心律失常、降胆固醇、止咳祛痰、消食化滞、活血

散瘀、抑制心肌细胞凋亡
［10-12］

等作用，主要治疗咳嗽痰多、
消化不良、食积腹痛、瘀血经闭等疾病。本试验利用 HPLC
测定了皱叶凤毛菊中 3 种有效成分，旨在为合理利用和开发

这一植物的药理活性提供科学的理论依据。
1 实验部分

1. 1 仪器和试剂

Agilent1200 高效液相色谱系统(Agilent 公司)、Eclipse
XOB-C18(4. 6 mm × 150 mm，5 μm) 色谱柱、KQ3200 超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司)、电子天平( 赛多利斯

ME215S) 。
芦丁(10080-200306)、木犀草素(111520-200201)、异鼠

李素(110860-200406)均购自中国药品生物制品检定所;甲

醇 (色谱纯，山东禹王实业有限公司禹城化工厂);水( 娃哈

哈纯净水，杭州娃哈哈百立食品有限公司);磷酸为 AR 级

(北京红星化工厂)。
皱叶凤毛菊于 2008 年 8 月采于青海省互助北山林场，

由中国科学院西北高原生物研究所孙洪发研究员鉴定，样品

阴干后，冷藏保存。
1. 2 方法与结果

1. 2. 1 色谱条件 色谱柱:Eclipse XOB-C18 (4. 6 mm ×
150 mm，5 μm);流动相∶ 甲醇和水( 含 0. 04%磷酸) 以 0 ～
12 min，44% ～ 44%甲醇，体积流量为 1 mL /min;20 ～ 25 min，

56% ～ 66%甲醇，体积流量 0. 5 mL /min 的梯度洗脱;检测波

长为 360 nm;柱温:30 ℃。该色谱条件下芦丁、木犀草素、异
鼠李素 3 种成分均被洗脱且达到基线分离，见图 1。
1. 2. 2 对照品溶液的配置 分别精密称取适量的芦丁、
木犀草素、异鼠李素对照品，用甲醇溶解，于 5 mL 的量瓶中

定容，摇匀作对照品溶液备用。
1. 2. 3 供试品溶液 精密称取皱叶凤毛菊样品 2. 0 g，加

入甲醇 10 mL，超声提取 35 min，过滤，用滤渣重复上述操作

2 次，将 3 次提取的滤液合并，定容于 50 mL 量瓶中。过0. 45
μm 滤膜，将滤液作为供试品溶液备用。
1. 2. 4 线性关系考察 分别精密量取适量 3 种对照品贮

备液混合，得混合对照品标液。并吸取 10 μL 进样，按上述

色谱条件进行测定，各组分进样量(μg) 与峰面积 A 进行线

性回归，结果见表 1。

A

B

图 1 3 种对照品(A)和 皱叶凤毛菊提取物(B)色谱图

1. 芦丁 2. 木犀草素 3. 异鼠李素

表 1 3 种主要成分的线性方程及线性范围

活性成分 线性回归方程 线性范围 /μg 相关系数

芦丁 Y = 92. 26X-8. 532 0. 465 ～ 6. 30 0. 999 9
木犀草素 Y = 698. 1X-76. 834 0. 345 ～ 3. 30 0. 999 7
异鼠李素 Y = 352. 04X-1. 08 0. 315 ～ 3. 75 0. 999 9

1. 2. 5 检测限 在以上色谱条件下，当信噪比 S /N = 3
时，测定各组分，测得芦丁、木犀草素、异鼠李素的最低检测

限分别为 0. 23、0. 36 和 0. 32 ng。
1. 2. 6 精密度试验 取上述混合对照品溶液 10 μL 进

样，重复进样 5 次，记录色谱峰的峰面积，得 3 种活性成分的

峰面积 RSD 分别为 0. 92%，0. 86%和 1. 1% (n = 5)，表明仪

器精密度良好。
1. 2. 7 稳定性试验 取上述的供试品溶液，在选定的色

谱条件下，连续 3 d 进样，记录芦丁、木犀草素、异鼠李素的

峰面积，得峰面积 RSD 分别为 1. 5%，1. 1%和 1. 8% (n =
3)，表明供试品溶液在 3 d 内稳定。
1. 2. 8 重复性试验 精密称取测试样品粉末 5 份，按

1. 2. 3项下的方法，制备成供试品溶液。按 1. 2. 1 项下的色

谱条件，进样并记录峰面积，计算各组分的量，得芦丁、木犀

草素、异鼠李素的质量分数 RSD 分别为 0. 98%、0. 95% 和

1. 56% (n = 5)。
1. 2. 9 回收率试验 称取已知量的皱叶凤毛菊 5 份各约

2. 0 g，分别加入一定量的混合对照品溶液，制备成供试品溶

液(同 1. 2. 3 项)，按上述的色谱条件进行测定，芦丁、木犀草

素、异鼠李素的平均回收率，见表 2。
1. 2. 10 样品测定 精密称取测试样品约 2. 0 g，制备样

品溶液(同 1. 2. 3 项)，在选定的色谱条件下进样，经 DAD 检

测器检测上述 3 种待测组分的峰纯度且其紫外光谱与对照

品一致后，按外标法以峰面积积分值计算，结果见表 3。
2 讨论

2. 1 检测波长的确定 将芦丁、木犀草素和异鼠李素对
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照品溶液经 DAD 检测器在紫外区域进行检测，结果发现在

254 nm、274 nm、320 nm 及 360 nm 均有吸收。而在 360 nm
处其他组分吸收较少，3 种成分紫外吸收良好，有利于测定，

故选择 360 nm 作为其检测波长。
2. 2 提取方法确定 通过试验，分别测试了甲醇、乙醇回

流提取和甲醇、乙醇超声提取等条件下的提取率，结果证明

用甲醇超声提取时提取率较高。
2. 3 流动相的选择 在筛选黄酮苷类活性成分测定的色

谱条件过程中，由于 3 种成分很难达到基线分离，曾尝试过

用不同比例的甲醇和水及乙腈和水作为的流动相，由于乙腈

成本较高，故选用甲醇和水作为流动相，最终发现甲醇-水
(0. 04%磷酸)为 0 ～ 12 min，44% ～ 44%甲醇，体积流量为 1
mL /min;20 ～ 25 min，56% ～ 66%甲醇，体积流量 0. 5 mL /min
的梯度时，3 种活性成分均被洗脱且达到基线分离。在色谱

图中出现了前面峰宽，后面峰窄的现象，可能是由于流动相

中溶剂的比例不同而导致。
表 2 回收率试验结果 (n =5)

化合物 称样量 / g 原有量 /mg 加标量 /mg 测得总量 /mg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD /%
2. 000 8 15. 806 3 8. 36 24. 035 6 98. 44
2. 007 8 15. 861 6 8. 45 24. 564 7 103. 00

芦丁 2. 005 6 15. 844 2 8. 21 24. 461 2 104. 96 102. 39 2. 74
2. 008 9 15. 870 3 8. 09 24. 352 3 104. 85
2. 002 1 15. 816 6 8. 32 24. 196 3 100. 72
2. 000 8 3. 801 5 2. 04 5. 890 4 102. 40
2. 007 8 3. 814 8 2. 56 6. 340 7 98. 67

木犀草素 2. 005 6 3. 810 6 2. 37 6. 104 9 96. 80 100. 95 3. 01
2. 008 9 3. 816 9 2. 48 6. 385 3 103. 56
2. 002 1 3. 804 0 2. 12 6. 004 5 103. 33
2. 000 8 7. 403 0 4. 05 11. 408 5 98. 90
2. 007 8 7. 428 9 4. 21 11. 710 6 101. 70

异鼠李素 2. 005 6 7. 420 7 4. 15 11. 683 4 102. 72 99. 88 2. 22
2. 008 9 7. 432 9 4. 18 11. 506 7 97. 46
2. 002 1 7. 407 8 4. 57 11. 914 3 98. 61

表 3 皱叶凤毛菊 3 种主要成分测定结果 (n =5)

样品
芦丁

/%

RSD

/%

木犀草素

/%

RSD

/%

异鼠李素

/%

RSD

/%
皱叶凤毛菊 0. 79 2. 05 0. 19 1. 12 0. 37 0. 98

2. 4 从测定结果看 皱叶凤毛菊中 3 种黄酮成分的质量

分数较高，可作为皱叶凤毛菊药材质量控制检测的成分。
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