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摘 　要 : 用 HPLC法测定了丰城鸡血藤中的大豆黄素、染料木黄酮、异甘草素、美皂异黄酮含量。鸡血藤中黄

酮用 80%乙醇溶液 (含盐酸 10% )提取水解。采用 Symmetry C18柱 , 以 011%磷酸 - 乙腈为流动相 , 梯度洗脱 ,

流速 018 mL·m in - 1 , 紫外双波长检测 : λ1 = 260 nm (大豆黄素、染料木黄酮、美皂异黄酮 )和λ2 = 370 nm (异

甘草素 )。大豆黄素、染料木黄酮、异甘草素、美皂异黄酮线性范围分别为 2108～208 mg·L - 1 ( r = 01999 9)、

0196～96 mg·L - 1 ( r = 01999 9)、1112～4418 mg·L - 1 ( r = 01999 9)、1116～116 mg·L - 1 ( r = 01999 9) , 回收

率在 92%～103%之间 , RSD ( n = 4)为 0175%～4169%。实验结果表明该法快速、简便、准确可靠。
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Ab s tra c t: A simp le, rap id and reliable HPLC method for the separation and determ ination of Daid2
zein, genistein, isoliquiritigenin and biochanin in M illettia d ielsiana Harm s was developed. After ex2
tracting with a m ixture of 80% ethanol and 10% hydrochloric acid solution, the flavoneswere then sep2
arated using a Symmetry C18 column with acetonitrile - 011% H3 PO4 as the mobile phase and gradient

elution at a flow rate of 018 mL·m in
- 1

. Daidzein, genistein, biochanin A were detected at 260 nm,

respectively, and isoliquiritigenin at 370 nm with UV detector. The linear ranges of the calibration

curves with correlation coefficients of 01999 9 were 2108 - 208 mg·L
- 1

, 0196 - 96 mg·L
- 1

,

1112 - 4418 mg·L - 1 and 1116 - 116 mg·L - 1 for daidzein, genistein, isoliquiritigenin and biochan2
in, respectively. Their recoveries were in the range of 92% - 103% , and their average RSD ( n = 4)

were 0175%～4169%.
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丰城鸡血藤 , 学名 M illettia d ielsiana Harm s, 有悠久的入药历史 , 为江西省特色药材。据《中药大词

典 》记载 , 鸡血藤具有补血行血、通经活络等作用。研究表明因产地不同、植物种类不同 , 鸡血藤化学

成分也有较大差别 [ 1 ]。目前 , 天然产物中黄酮类化合物的测定方法主要有比色法、高效液相色谱法、

液相色谱 -质谱联用及高效毛细管电泳法 [ 2 - 6 ]。有关大豆黄素、染料木黄酮、异甘草素、美皂异黄酮

含量测定也已有文献报道 [ 7 - 11 ] , 但主要是测定大豆及其产品中的其中 2种或 3种成分含量。对这 4种

黄酮化合物含量的同时测定 , 尤其是对丰城鸡血藤中黄酮类化合物含量的测定还未见文献报道。为此 ,

本文研究建立了 HPLC法同时测定丰城鸡血藤中大豆黄素、染料木黄酮、异甘草素、美皂异黄酮含量

的方法。实验结果表明 , 该方法快速、简便、灵敏度高 , 结果令人满意。
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1　实验部分

111　主要仪器与试剂

W aters1525高效液相色谱仪 , 配有 2487紫外检测器 , 美国沃特斯公司。超声波清洗器 : 2200H

型 , 上海科导超声仪器有限公司。

对照品 : 大豆黄素 ( daidzein, ≥98% ) , 染料木黄酮 ( genistein, ≥98% ) , 异甘草素 ( isoliquiritige2
nin) , 美皂异黄酮 ( biochanin A ) , 均为 Sigma公司产品。

甲醇、乙腈 (HPLC级 ) , 磷酸 ( GR) , 乙酸乙酯、氯仿、盐酸、醋酸铵 (AR) , 超纯蒸馏水。

112　色谱条件

W aters Symmetry C18柱 (150 mm ×416 mm , 5μm) , 流动相 : A泵 011%磷酸 , B泵乙腈 ; 流速 018

mL /m in; 梯度洗脱 (A泵 0～15 m in 75% , 15～1515 m in 65% , 1515～2110 m in 65% , 2110～2210 m in

50% , 2210～3110 m in 50% , 3110～3210 m in 75% ) ; 双波长同时检测 : 大豆黄素、染料木黄酮、美皂

异黄酮为 260 nm, 异甘草素为 370 nm; 进样量 : 20μL。

113　实验方法

11311　标准溶液的配制 　分别准确称取大豆黄素对照品 512 mg、染料木黄酮 214 mg、异甘草素 218

mg、美皂异黄酮 219 mg于 25 mL容量瓶中 , 加 20 mL甲醇 , 超声 5 m in, 用甲醇定容到刻度 , 4种对照

品储备液质量浓度分别为 208、96、112、116 mg/L , 于 2 ℃的冰箱中保存。

11312　样品的制备 　将丰城鸡血藤藤茎 (干基物 )粉碎后 , 称取一定量的粉末于 250 mL锥形瓶中 ,

用 80% (φ)的乙醇溶液 (含盐酸 10% )加热回流提取 2次 , 合并提取液用碳酸氢钠中和后过滤 , 滤液

分别用氯仿或乙酸乙酯提取 [ 2 ] , 提取液经浓缩后分别得到氯仿浸膏 ( 1#样品 )、乙酸乙酯浸膏 ( 2#

样品 )。

11313　样品测定 　称取 1
#和 2

#样品约 1 g (精确到 01000 1 g)于 25 mL容量瓶中 , 加甲醇 20 mL超声

30 m in, 冷至室温后用甲醇定容。用定性滤纸过滤后 , 再过 0145μm滤膜 , 按色谱条件上机测定。

2　结果与讨论

211　色谱条件的选择

21111　测量波长的选择 　紫外 -可见分光光度计在 190～400 nm范围内进行扫描 , 得出大豆黄素的最

大吸收波长为 249～250 nm, 染料木黄酮为 260～262 nm, 异甘草素为 369～372 nm , 美皂异黄酮为

260～262 nm , 综合考虑各因素选择 260 nm为测定大豆黄素、染料木黄酮和美皂异黄酮的检测波长 ,

370 nm为异甘草素的检测波长。

21112　流动相的选择及梯度条件的确定 　本实验分别采用了甲醇 - 0101 mol/L醋酸铵 (pH = 4～5)和

乙腈 - 011%磷酸为流动相 , 结果表明 , 采用前者等度及梯度洗脱时 , 4种黄酮的混合标准溶液均不能

很好地分离。采用 011%磷酸 -乙腈为流动相 , “112”节的梯度条件 , 不但 4种标准化合物能很好地分

离 , 且待测物与其它峰也能较好分离 (图 1～2)。

212　方法线性范围

按“11311”配制 6个不同浓度的 4种化合物的混合标准溶液 , 按“112”所述条件进行测定 , 以峰面

积 ( Y)对相应的标准质量浓度 (X , mg/L)作线性回归 , 回归方程及相关系数见表 1所示。

213　标准溶液放置稳定性试验

考虑到许多天然提取物在配成溶液后 , 易失效及变化的特点 , 对同一份混合标准使用液 , 进行为

期 3个月的稳定性实验 , 观察其峰面积变化情况 , 结果发现 , 放在冰箱内使用液中的 4种黄酮性质均

很稳定 , 3个月内未见明显变化。
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图 1　4种黄酮混合标准色谱图
Fig11　The chromatogram of four flavones

standards
1. 大豆黄素 ( daidzein) ; 2. 染料木黄酮

( genistein) ; 3. 异甘草素 ( isoliquiritigenin) ;
4. 美皂异黄酮 ( biochanin A)

图 2　乙酸乙酯浸膏色谱图
Fig12　The chromatogram of samp le extract

with ethyl acetate
1. 大豆黄素 ( daidzein) ; 2. 染料木黄酮

( genistein) ; 3. 异甘草素 ( isoliquiritigenin) ;
4. 美皂异黄酮 ( biochanin A)

表 1　四种黄酮的校正曲线
Table 1　Regression analysis of calibration curves of four flavones

Compound
Retention time

t /m in
Regression equation

Correlation coefficient

r

L inear range

ρ/ (mg·L - 1 )

Daidzein (大豆黄素 ) 11. 0 Y = 142 183 X - 22 406 0. 999 9 2. 08～208

Genistein (染料木黄酮 ) 20. 1 Y = 197 144 X + 8 386 0. 999 9 0. 96～96

Isoliquiritigenin (异甘草素 , 370 nm) 24. 3 Y = 189 509 X + 13 898 0. 999 9 1. 12～44. 8

B iochanin A (美皂异黄酮 ) 28. 3 Y = 188 076 X + 46 151 0. 999 9 1. 16～116

214　回收率与精密度实验

分别称取一定量的 1
#氯仿浸膏和 2

#乙酸乙酯浸膏各 4份于 25 mL容量瓶中 , 分别加入 4种黄酮混

合标准 , 按实验方法进行测定 , 回收率及 RSD ( n = 4)结果见表 2。结果表明 , 4种待测物的平均回收率

分别为 : 大豆黄素 9615% , 染料木黄酮 96% , 异甘草素 99% , 美皂异黄酮 98%。

表 2　样品的加标回收试验
Table 2　Results of recovery for the flavones in different samp le extracts

Compound Samp le3 O riginal

mO /mg

Added

mA /mg

Found

m F /mg

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Daidzein 1# 0. 129, 0. 115, 0. 117, 0. 108 0. 208 0. 330, 0. 318, 0. 329, 0. 311 97, 98, 102, 98 2. 40

(大豆黄素 ) 2# 0. 205, 0. 191, 0. 199, 0. 192 0. 208 0. 403, 0. 386, 0. 395, 0. 390 95, 94, 94, 95 0. 75

Genistein 1# 0. 111, 0. 098, 0. 100, 0. 092 0. 096 0. 200, 0. 187, 0. 197, 0. 185 93, 93, 101, 97 4. 01

(染料木黄酮 ) 2# 0. 173, 0. 161, 0. 168, 0. 162 0. 096 0. 271, 0. 249, 0. 258, 0. 256 102, 92, 94, 98 4. 69

Isoliquiritigenin 1# 0. 017, 0. 015, 0. 015, 0. 014 0. 112 0. 128, 0. 128, 0. 119, 0. 124 99, 101, 93, 98 3. 52

(异甘草素 ) 2# 0. 037, 0. 035, 0. 036, 0. 035 0. 112 0. 152, 0. 146, 0. 148, 0. 142 103, 99, 100, 96 2. 99

B iochanin A 1# 0. 178, 0. 159, 0. 161, 0. 149 0. 116 0. 288, 0. 271, 0. 276, 0. 266 95, 97, 99, 101 2. 75

(美皂异黄酮 ) 2# 0. 153, 0. 143, 0. 149, 0. 144 0. 116 0. 263, 0. 262, 0. 258, 0. 258 95, 103, 94, 98 4. 03

　3 1# : samp le extract with chlroform; 2# : samp le extract with ethyl acetate

215　样品含量测定

按实验方法对丰城鸡血藤提取物 1
#和 2

#样品分别进行 5次平行测定 , 计算出鸡血藤干物和提取物

中的大豆黄素、染料木黄酮、异甘草素、美皂异黄酮的含量 , 并求出其平均值。结果见表 3。从表 3可

知 , 鸡血藤藤茎用 80%的乙醇溶液 (含盐酸 10% )加热水解回流提取后 , 采用乙酸乙酯作为提取黄酮的

溶剂更为适宜。
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表 3　鸡血藤测定结果
Table 3　Results of different extracts ofM illettia d ielsiana Harm s

Compound

1# extraction of

chloroform

w / (mg·g - 1 )

D ry M illettia

d ielsiana Harm s

w / (mg·g - 1 )

2# extraction of

ethyl acetate

w / (mg·g - 1 )

D ry M illettia

d ielsiana Harm s

w / (mg·g - 1 )

Daidzein (大豆黄素 ) 1. 29 17. 80 1. 94 36. 47

Genistein (染料木黄酮 ) 1. 10 15. 18 1. 64 30. 83

Isoliquiritigenin (异甘草素 ) 0. 17 2. 35 0. 35 6. 58

B iochanin A (美皂异黄酮 ) 1. 78 24. 56 1. 45 27. 26

　1# : samp le extract with chlroform; 2# : samp le extract with ethyl acetate
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