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摘要：建立了利用反相高效液相色谱法（78+98:;）同时测定杜仲雄花及其产品中京尼平苷酸和绿原酸的方法。所
用的色谱柱为 <%.-+="$> &8+?5<（&%" -- . /0 ( --，% !-），流动相组成为甲醇 +水 +乙酸（体积比为 !/1 #%1 &），检
测波长为 !/" 3-。在该色谱条件下，京尼平苷酸的含量在 "0 "!% ’ "0 /"" @ A :、绿原酸的含量在 "0 "#% ’ &0 !"" @ A :
范围内线性关系良好，相关系数分别为"0 *** #和"0 *** *；加标回收率分别为 &""0 !B 和 &""0 %B。该法适用于杜仲
雄花及其产品中这 ! 种成分的含量分析。
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- - 杜仲（7?@#HH/4 ?:H#/;() ?(.M1#）为我国特
有的名贵中药材，分布在全国 !" 多个省（市、自治

区），栽种面积有 $( 万公顷。《中华人民共和国药
典》（ !""" 版）规定其药用部位为杜仲皮［&］。研
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究［!，#］发现，杜仲叶含有与杜仲皮相类似的成分，并

提出“以叶代皮”的观点，因而杜仲叶被列入了 !$$"
版《中华人民共和国药典》，并以绿原酸作为其指标

成分［%］。文献［!］的研究表明，杜仲雄花中也富含
与叶、皮相类似的绿原酸、桃叶珊瑚苷、黄酮类化合

物等活性物质，是亟待开发的一个新资源；此后，开

始了杜仲雄花的开发和利用。

& & 杜仲是雌雄异株，其中雄株约占一半，雄花产量
很高，资源非常丰富。目前，花饮料成为时尚，以杜

仲雄花为原料研制和开发的产品已陆续投放市场，

随之而来的是质量监控问题。绿原酸（!"#）具有
抗菌、利胆和降压等多种功能［"］；京 尼平苷酸

（"$#）具有消炎利胆等功能，在临床上降压作用明
显，日本健康卫生部已将它作为一种保健品添加

剂［’］。目前，对杜仲皮和叶中 "$# 和 !"# 单一成
分的含量测定方法已有文献报道［( ) *］，同时测定杜

仲颗粒和杜仲皮中 "$# 和 !"# 的方法也有文献报
道［+$，++］，按文献［+$］和［++］方法完成整个测定工作
需时 较 长。为 此，本 文 对 利 用 高 效 液 相 色 谱

（%$&!）同时分离测定杜仲雄花中 "$# 和 !"# 含
量的方法进行了研究，并对来自不同产地的杜仲雄

花茶中这两种成分的含量进行了分析，为杜仲雄花

及以杜仲雄花为原料的产品的质量控制和质量标准

的制定提供了简便、可靠的含量分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂和材料
! ! ! ! !" 材料
& & 杜仲雄花和杜仲叶于 !$$" 年采自西北农林科
技大学林学院杜仲优树汇集圃。杜仲雄花于盛花期

采集后立即杀青，阴干，封袋保存；杜仲叶于 ’ 月中
旬采集后立即杀青，阴干，封袋保存。杜仲雄花茶来

自陕西杨凌、陕西略阳、河南汝阳、河南灵宝等地。

杜仲叶绿茶为市售。

& & 使用前将上述各样品粉碎过 + 号筛，在 ’$ ’真
空干燥箱中烘至恒重，备用。

! ! ! ! #" 仪器与试剂
& & (!&)+$#*+ 型 %$&! 系统（ (,-./012），包括
($3)+$#*+ 紫 外 检 测 器、&!)+$#4*+ 输 液 泵 和
((!" - 手动进样器。56)+($$ 型 $,/7./ (+89 紫外
分光光度计（ (,-./012）；:;02<8+$ 型超声波提取
机（天津科贝尔公司）；超纯水发生器（陕西超达公

司）。!"# 标准品（德国 =/7<>72,8 公司）；"$# 标
准品（日本和光纯药业株式会社）；色谱纯甲醇（美

国 ?->,87 公司）；水为双重蒸馏水；乙酸、乙醇为国
产分析纯。

! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 标准品溶液的配制
& & 准确称取 "$# 标准品 +$, $ .@、!"# 标准品
#$, $ .@，分别用甲醇溶解并定容至 +$ .&，得到
+, $$$ @ A & 的 "$# 和 #, $$$ @ A & 的 !"# 标准品贮
备液，保存于 % ’冰箱中，待分析时可按需要稀释成
不同的浓度。

& & 取上述 "$# 和 !"# 标准品贮备液各 % .&，置
于 +$ .& 容量瓶中混合，用甲醇定容到刻度，即得
$, %$$ @ A & 的 "$# 和 +, !$$ @ A & 的 !"# 混合储备
液，于 % ’冰箱中冷藏保存备用。
! ! # ! #" 色谱条件
& & 色谱柱：(,-.)+/9B 6$)C3(（ +"$ .. - %, ’
..，" !.）；流动相：甲醇)水)乙酸（体积比为 !%. ("
. +）；流速：+ .& A .-D；进样量：" !&；检测波长：!%$
D.；柱温：#$ ’。
! ! # ! $" 样品处理和含量检测
& & 分别称取经 ’$ ’真空干燥的样品 $, "$$ @，加
入 / 倍量的水，在超声波提取器中提取 #$ .-D，定
容至 "$ .&［+!］。用 $, %" !. 微孔滤膜过滤后，得待
测液。

& & 取待测液 " !&，在选定的色谱条件下注入高效
液相色谱仪（! 0 #），积分求色谱峰面积，以标准曲
线计算样品中 "$# 和 !"# 的含量。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件
# ! ! ! !" 检测波长的选择
& & 分别取 "$# 和 !"# 标准品溶液，于紫外光区
+*$ 1 "$$ D. 范围内进行扫描，!"# 在 !!$ D. 和
#!* D. 处有两个吸收峰，"$# 的最大吸收波长在
!%$ D. 处。在实际测定时，根据样品中 "$# 和
!"# 的含量情况，在 !%$ D. 处 ! 种成分的色谱峰
面积差异较小。因此，确定检测波长为 !%$ D.。
# ! ! ! #" 流动相的优化
& & 流动相的组成影响分析的灵敏度、峰的分离度
以及分析时间等。考察了不同含量的甲醇和乙酸对

分离度、保留时间和峰形的影响。结果表明，以甲

醇、水为流动相，利用 !+/柱可以使 "$#、!"# 和样
品中的杂质得到分离，但有拖尾现象。这是由于

"$# 和 !"# 中的羧基、酚羟基在中性溶剂系统中
产生电离，在固定相表面存在双保留机制［/］。因

此，在流动相中加入乙酸以消除拖尾。考察了不同

体积分数（$, !E，$, %E，$, ’E，$, /E 和 +, $E ）乙酸
的抑制效果，结果表明，体积分数为 +, $E 时的效果
较好；体积分数过小，对峰形的改善效果不明显。

·/+!·
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! ! 流动相（甲醇!水!乙酸）中增加甲醇的含量可以
缩短样品的保留时间，提高工作效率。但流动相中

甲醇含量过高（各项组成的体积比为 #$ % &’ % (）时，
"#$ 的保留时间很短，色谱峰的分离度变差。当流

动相各项组成的体积比为 "$ % )’ % ( 时，色谱峰的分
离很好，但分离时间较长。因此，本试验选择了流动

相各项组成的体积比为 "* % )+ % (，测定工作可在 ($
%&’ 内完成（见图 (），节约试剂并提高了工作效率。

图 !" （!）"#$ 和 %"$ 标准品、（&）杜仲叶茶、（ ’）杜仲雄花茶的色谱图
()*+ !" %,-./!0.*-!/1 .2（!）"#$ !34 %"$ 10!34!-41，（&）56!2 06! .2 !"#$%%&’ "(%$&)*+

!34（ ’）/!56 25.76- 06! .2 !"#$%%&’ "(%$&)*+

# + #" 标准曲线
! ! 将标准品混合储备液逐级稀释成 + 个浓度梯度
（"#$：$, *$$，$, "$$，$, ($$，$, $+$ 和 $, $"+ ( ) *；
+"$：(, "$$，$, &$$，$, #$$，$, (+$ 和 $, $)+ ( ) *），每
个浓度梯度标准液进样 # 次，计算峰面积的平均值，
并以峰面积和对应的浓度进行 ( 次线性回归，计算
标准曲线和相关系数（ !）。结果表明，"#$ 和 +"$
的峰面积（"）与所对应的质量浓度（#，( ) *）之间存
在良好的线性关系。标准曲线方程如下："#$，" -
’ , (’" $ . ($&# / ( , )"0 ( . ($+（ ! - $, ’’’ )），线性
范围为 $, $"+ 1 $, *$$ ( ) *；+"$，" - ( , ($( ’ . ($)#
/ # , &(* # . ($+（ ! - $, ’’’ ’），线性范围为 $, $)+ 1
(, "$$ ( ) *。
# + $" 系统适用性
# + $ + !" 理论塔板数
! ! 色谱柱的理论塔板数按 "#$ 计算为# ($0，按
+"$ 计算为# #*$。中国药典（"$$+ 版）规定按绿原
酸峰计算的理论塔板数应不低于" $$$。
# + $ + #" 分离度
! ! 以杜仲雄花（图 ( !-）中 "#$ 和 +"$ 为考察对
象，计算各主成分与其他峰的分离度。结果分别为

*, #&（"#$）和 (, +"（+"$），均大于 (, +。因此，在
此分离条件下主成分能够和其他成分较好地分离。

# + $ + $" 拖尾因子
! ! 拖尾因子是检验分离效果和测量精度的指标，
其值应在 $, ’+ 1 (, $+ 之间。在本实验条件下，"#$
色谱峰的拖尾因子为 (, $"，+"$ 色谱峰的拖尾因子
为 (, $*。

# + %" 方法学考察
# + % + !" 精密度试验
! ! 精密吸取混合标准品稀释液（含 $, " ( ) * "#$
和 $, & ( ) * +"$）+ !*，连续进样 & 次，测定 "#$ 和
+"$ 的含量，计算各组分含量的相对标准偏差
（./0），考察方法的精密度。结果为："#$ 和 +"$
含量的 ./0 分别为 (, ’(1 和 $, &’1，均小于 ", $1。
# + % + #" 加标回收率试验
! ! 精密称取 & 份已知含量的杜仲雄花茶样品
$, +$$ (，分别加入混合储备液 (, $$$ %*（其中含
"#$ $, *$$ %(，+"$ (, "$$ %(），按“( , " , #”节方法
提取，过滤，测定含量，计算加标回收率。结果表明，

" 种成分的加标回收率分别为 ($$, "1 和 ($$, +1；
./0 分别为 (, *)1 和 (, *’1。
# + % + $" 重复性试验
! ! 取杜仲雄花茶样品 & 份，制备待测液，测定，计
算各组分测定结果的 ./0，考察方法的重复性，结
果见表 (。

表 !" 8#9% 法测定 "#$ 和 %"$ 含量的重复性试验结果
:!&56 !" ;61<501 .2 0,6 -6=6!0!&)5)0> .2 "#$ !34 %"$

+2%324’5
$（+2%324’5）) 1

( " # * + & %67’
./0 ) 1

"#$ ( , &*+ ( , &(# ( , &*$ ( , &** ( , &$0 ( , &*( ( , &#" ( , $*
+"$ $ , ’"+ $ , ’*" $ , ’(* $ , ’&$ $ , ’#0 $ , ’+( $ , ’#0 ( , )’

! ! 进行重复性试验时，./0 是检验方法重复性优
劣的指标，在样品中被测成分含量较低时，重复性检

验的 ./0 应小于 +1。在本实验条件下，重复性检
验的 ./0 分别为 (, $*1 和 (, )’1，符合分析要求。

·’("·
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! ! " ! "# 稳定性试验
# # 取已知含量的杜仲雄花样品溶液，分别测定放
置 !$，$% 和 &! ! 后的样品中 "#$ 和 %"$ 的含量
（! ’ (），考察样品的稳定性。结果表明，样品中的
"#$ 和 %"$ 在 &! ! 内较稳定；&’( 分别为 )* +%)
和 )* )&)。因此测定工作应在 &! ! 内完成。
! ! " ! $# 检出限

# # 用甲醇逐级稀释标准品，以峰高为噪声的 ( 倍
（" # $ ’ (）测得 "#$ 和 %"$ 的检出限分别为 ,* ,!
和 ,* ,- !* + ,。
! ! $# 样品分析
# # 采用上述建立的分析方法，测定了杜仲叶、杜仲
叶茶、杜仲雄花和杜仲雄花茶样品的 ! 种成分含量，
结果见表 !。

表 !# 样品中 "#$ 和 %"$ 的含量测定结果（! ’ (）
&’()* !# %+,-*,-. +/ "#$ ’,0 %"$ 1, .’23)*.（! ’ (） )

%-./-012
3456 75-869 :64
79-. ,06;41*

3456 75-869 :64
79-. <41*5=1*

3456 75-869 :64
79-. &0;41*

3456 75-869 :64
79-. ,=1*>4-

3456 75-869 ,64?6@ ,647 :64

"#$ ) A -(& , A "(! ) A &!! ) A $!% , A &,( ( A ,"! , A !!+
%"$ , A +!( ) A !)) , A &+" , A &,& ) A ,$( ) A %+$ , A %,)

# # 由表 ! 可以看出，不同厂家生产的杜仲雄花茶
中 "#$ 和 %"$ 的含量均有差异。其主要原因可能
是因为不同厂家生产的杜仲雄花茶的原料产地和生

产工艺不同。杜仲雄花茶的质量与原料来源、原料

的采收期和产品的加工工艺有密切的关系。因此，

在实际生产中，只有制订相应的质量标准以规范原

料和加工过程，才能保证产品质量的稳定和均一。

有关杜仲雄花原料和杜仲雄花茶质量标准的制订已

迫在眉睫。

# # 在所选定的色谱条件下，测定杜仲叶和杜仲叶
绿茶中的 "#$ 和 %"$ 时，重复性、稳定性等指标也
能达到测定要求。因此，该方法也适用于杜仲叶及

杜仲叶茶中该成分的含量分析。
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