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摘要  目的: 对柳叶鬼针草地上部分中的 3种主要黄酮苷类成分木犀草素 - 7- O - B- D -吡喃葡萄糖苷 (化合物Ñ )、槲皮苷

(化合物Ò )、紫铆因 - 4-甲氧基 - 4 -' O - B- D -吡喃葡萄糖苷 (化合物 Ó )进行含量测定。方法: 采用反相高效液相色谱

法, 使用 ZORBAX SB- C18 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5Lm )色谱柱,以乙腈 - 01 1%醋酸水溶液为流动相进行梯度洗脱 ( 0~ 30 m in, 16

B84; 30~ 46 m in, 24B76), 流速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长 350 nm, 柱温 25 e 。结果:化合物Ñ ~ Ó 进样量在 0101~ 51 00Lg范

围内均有良好的线性关系 ( r\ 019992, n= 8)。化合物Ñ ~ Ó 的平均回收率 ( n = 6)分别为 1001 3% ( RSD为 21 0% )、1001 4%

( RSD为 11 8% )和 10216% ( RSD为 119% )。结论: 本方法能够准确测定柳叶鬼针草中 3种主要黄酮苷类成分含量。
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RP- HPLC determ ination of three flavonoids

in aerial parts ofB idens ceruna L.
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Abstract Objec tive: To determ ine three flavono ids, luteo lin- 7- O - B- D - g lucopyranoside ( compoundÑ ),

querc itrin ( compound Ò ) , butein- 4- methoxyl- 4 -' O - B- D - g lucopyranoside ( compound Ó ) in aerial parts

ofB idens ceruna.M ethods: Separation w as carried out on a ZORBAX SB - C18 co lumn ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm). Themob ile phasew as aceton itrile- w ater( conta ining 011% acet ic acid) w ith g radient elu tion ( 0- 30m in,

16B84; 30- 46 m in, 24B76) . The f low rate w as 110mL# m in
- 1

at 25 e , and the detect ion waveleng th w as set at

350 nm. Results: The linearityw as in the range o f 0101- 5100 Lg for compoundsÑ - Ó ( r\019992, n= 8) ; The

average recoveries ( n = 6) for compound Ñ - Ó were 10013% ( RSD = 210% ), 10014% ( RSD = 118% ) and

10216% ( RSD= 119% ) respectively. Conclusion: This method is accurate, re liable and sensitive for determ ination

of three flavonoids in B idens ceruna L.
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  柳叶鬼针草 (B idens ceruna L. )为 1年生草本植

物,生于草甸及沼泽边缘,有时沉于水中, 该植物在

我国分布于东北、华北、甘肃、四川、云南、西藏等地,

一般夏秋季采收, 鲜用或晒干。柳叶鬼针草中含鞣

质、抗坏血酸、胡萝卜素、黄酮类化合物和精油,具有

清热解毒、活血、利尿等功能。主治腹泻痢疾、咽喉

肿痛、跌打损伤、风湿痹痛等症
[ 1 ]
。我们从柳叶鬼

针草中分离得到 3个含量相对较高的黄酮苷, 经理

化性质和波谱学数据分析鉴定了它们的结构, 分别

为木犀草素 - 7- O - B- D -吡喃葡萄糖苷 (化合物

Ñ )、槲皮苷 (化合物 Ò )、紫铆因 - 4-甲氧基 - 4 -'

O - B- D - 吡喃葡萄糖苷 (化合物 Ó )
[ 2~ 5]
。本文

采用 RP- HPLC法测定了柳叶鬼针草中这 3种黄酮

苷类化合物的含量,为柳叶鬼针草药材质量标准的

建立提供了含量测定方法。

1 仪器与材料

Ag ilent 1100型高效液相色谱仪, VWD检测器,

Ag ilent 1100工作站。甲醇、乙腈为色谱纯, 水为重
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蒸水。

本实验所用的原料采自吉林省辉南县, 经长春

中医药大学邓明鲁教授鉴定为柳叶鬼针草 (B idens

ceruna L. )。

化合物 Ñ、Ò、Ó 的对照品均为自制, 系从柳叶

鬼针草提取物中分离得到, 并经
1
H - NMR、

13
C -

NMR、MS、IR和 UV等光谱法鉴定其结构;按本方法

色谱条件, 归一化法测得它们的纯度分别为

9912%, 9910% , 9912%。
2 色谱条件

采用 ZORBAX SB- C18柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm), 流动相为乙腈 - 011% 醋酸水溶液 ( 0 ~ 30

m in, 16B84; 30 ~ 46 m in, 24B76 ), 流速 110 mL#

m in
- 1
,检测波长 350 nm, 柱温 25 e (室温 ) ,进样量

20 LL。

3 溶液制备
311 对照品混合溶液  精密称取化合物 Ñ 2120
mg、化合物Ò 2140mg、化合物 Ó 0160 mg, 置于同

一 100mL量瓶中, 加乙腈 - 011%醋酸水溶液 ( 16

B84)溶解并稀释至刻度,摇匀,即得。

312 供试品溶液  取干燥的柳叶鬼针草粉末 (过

60目筛 ), 混合均匀, 精密称取 110 g, 用甲醇水浴

( 72 e )回流提取 3次, 每次加甲醇 20 mL, 回流时

间分别为 2 h、115 h、1 h, 合并提取液, 蒸干溶剂后

加乙腈 - 011%醋酸水溶液 ( 16B84)溶解并定容至
50 mL, 过 0145 Lm滤膜,取续滤液即得。

4 方法学考察

411 线性关系考察  精密称取化合物Ñ、Ò、Ó 的

对照品适量,以乙腈 - 011%醋酸水溶液 ( 16B84)溶
解并配制成浓度均为 0125, 01125, 0105, 01025,
010125, 01005, 010025, 010005 mg# mL

- 1
的对照品

混合溶液。分别取上述溶液各 20 LL, 注入液相色

谱仪, 结果表明化合物 Ñ、Ò、Ó 的进样量 (X, Lg)

均在 0101 ~ 5100 Lg范围内, 与峰面积 ( Y )呈现良

好的线性关系。回归方程分别为:

Y= 21423 @ 10
3
X - 13816 r= 019992

Y= 11693 @ 10
3
X - 44135 r= 019996

Y= 21463 @ 10
3
X - 15159 r= 019998

412 检测限  精密称取化合物Ñ、Ò、Ó 的对照品

适量, 以乙腈 - 011%醋酸水溶液 ( 16B84)配成浓度

为 0101mg# mL
- 1
的对照品混合溶液, 用流动相逐

级稀释, 进样, 按 3倍信噪比计算化合物 Ñ、Ò、Ó

的最低检测限分别为 0175, 015, 110 ng。

413 精密度试验  取化合物 Ñ、Ò、Ó 的对照品适

量, 分别用乙腈 - 011%醋酸水溶液 ( 16B84)溶解并
制成浓度均为 01025mg# mL

- 1
的对照品混合溶液,

连续进样 6次, 测定峰面积, 计算化合物 Ñ、Ò、Ó

峰面积的 RSD ( n = 6 ) 分别为 112% , 0170%,

0190%。
414 稳定性试验  供试品溶液在 0~ 12 h内每隔 2

h进样 1次,测定峰面积,计算化合物Ñ、Ò、Ó峰面

积的 RSD分别为 119%, 115%, 110%。结果表明在
12 h内供试品溶液稳定。

415 重复性试验  取干燥的柳叶鬼针草粉末 (过

60目筛 ) 6份, 按 / 3120项下方法操作, 制得 6份溶

液,分别注入色谱仪测定含量。结果样品中化合物

Ñ、Ò、Ó 含量的平均值 ( n = 6 )分别为 01105%,

01119%, 010228%; RSD 分别为 111%, 111%,

210%。
416 加样回收率试验  取已知含量 (化合物 Ñ、

Ò、Ó 含量分别为 01105% , 01119% , 010228% )的

干燥柳叶鬼针草粉末 6份, 每份约 015 g,分别向其

中加入 3种化合物的单一对照品甲醇溶液 (化合物

Ñ ~ Ó 浓度分别为 0160, 0169, 0112mg# mL
- 1

)各

lmL,按 / 3120项下方法操作,制得 6份供试溶液,进

样测定化合物 Ñ ~ Ó的峰面积,计算回收率。结果

化合物 Ñ、Ò、Ó 的平均回收率 ( n = 6 ) 分别为

10013% ( RSD为 210% ), 10014% ( RSD为 118% )

和 10216% ( RSD为 119% )。

5 含量测定
分别精密吸取按 / 30项下方法制备的对照品混

合溶液和供试品溶液各 20 LL, 注入高效液相色谱

仪, 记录色谱图,按外标法以峰面积计算样品中化合

物Ñ、Ò、Ó 的含量。结果 3批柳叶鬼针草样品中

化合 物 Ñ 的 含 量 分 别为 01105%, 01106%,

01107%; 化 合 物 Ò 的含 量 分 别 为 01115%,

01116%, 01117%; 化 合 物 Ó 的含 量 分 别 为
010228%, 010235% , 010239%。
6 讨论

611 测定波长的选择  紫外光谱图显示化合物 Ñ、

Ò、Ó皆在 350 nm附近有最大吸收,故选定 350 nm

为测定波长。

612 流动相选择  分别考察了甲醇 -水和乙腈 -

水的不同比例的流动相,发现流动相为乙腈 - 011%
醋酸水溶液 ( 0~ 30 m in, 16B84; 30~ 46m in, 24B76)

能达到很好的分离效果, 对照品和样品分离的色谱

图见图 1。

613 提取溶剂的选择  本文考察了提取溶剂,比较
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图 1 化合物Ñ ~ Ó 的对照品 ( A)及样品 ( B)色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of reference substan ces of com pound Ñ

~ Ó (A ) and sam ple ( B )

了乙醇、甲醇和 80%乙醇, 结果以甲醇提取效率最

佳,故选择甲醇作为提取溶剂。通过比较甲醇室温

冷浸 24 h、回流提取 2 h ( 72 e )、超声提取 015 h,

发现回流提取率最高, 回流提取 3次与 4次的提取

率基本一致,因此选择回流提取 3次;通过不同固液

比 ( 1B15, 1B20, 1B25)的提取率的比较,发现结果差

别不大,每次加入甲醇量为 20 mL; 3次回流时间分

别选择 2 h、115 h、1 h的依据是首次提取需要浸润

的时间长,而后含量相对减少,所以后 2次提取时间

依次递减。经试验发现,按上述时间回流提取 3次

与均按 2 h回流提取的提取率基本一致,因此确定 3

次回流时间分别为 2 h、115 h、1 h。

614 小结  本测定方法可以准确、灵敏地测定柳叶

鬼针草中 3种黄酮苷的含量,化合物Ñ、Ò、Ó 能达
到基线分离,重复性及回收率较好, 结果可靠, 为柳

叶鬼针草质量标准的建立提供了依据。
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