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测定土茯苓中二氢黄酮醇类含量的
UPLC法和 HPLC法的建立与比较
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摘　要　目的 :建立与比较土茯苓中二氢黄酮醇类成分的两种含量测定方法 ,为完善土茯苓的质量标准奠定基础。方

法 :分别用超高效液相色谱 (UPLC)和高效液相色谱 (HPLC)对来自 15个不同产地的土茯苓中 4种二氢黄酮醇类成分进行

含量测定 ,并比较两种方法的分离时间、线性、灵敏度、精密度、重复性、加样回收率和样品测定结果。结果 :与 HPLC法比

较 ,UPLC的分析时间短、灵敏度高 ,两种方法在线性范围、精密度、准确度方面均无显著差异。结论 :所建立的 HPLC法简

便可靠 ,可用于土茯苓的质量评价 ; UPLC法节省了分析时间和溶剂的消耗 ,是一种值得推广的、更为快速、准确的中药质量

评价方法。
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Ab s trac t　A im : To develop and compare the ultra2performance liquid chromatography(UPLC) and HPLC meth2
ods for the determ ination of dihydroflavonoids in Sm ilacis g labrae Rhizoma, and establish the quality evaluation

system of the above2mentioned crude drug1M e tho d s: Four dihydroflavonoids in the crude drugs collected from 15

localities were determ ined using the UPLC and HPLC methods, respectively1The resolution, sensitivity, p recision,

accuracy and the content determ ination results of the four compounds were compared between the two

methods1R e su lts: The UPLC method was more fast and sensitive than the HPLC method with no significant

differences among the linearity range, p recision, accuracy and the content determ ination results between the two

methods1Co nc lu s io n: The developed HPLC method was p roved p racticable and reliable for the quality control of

Sm ilacis g labrae Rhizoma1The UPLC method was p rovided to be a more sensitive, fast and solvent2saving method

compared to HPLC and can be app lied in the quality evaluation of Chinese medicines.
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　　土茯苓为百合科植物光叶菝葜 (Sm ilax g labra

Roxb1)的干燥根茎 [ 1 ] ,主要分布于华东及西南地

区 ,具有除湿、解毒、通利关节等作用 ,临床上主要

用于治疗钩端螺旋体病以及用于镇痛 ,利尿 ,保肝

等 [ 2 - 3 ]。土茯苓中主要含有黄酮类 ,特别是二氢黄

酮醇类成分 [ 4 ] ,如落新妇苷 ( astilbin, 2R, 3S )、对映

落新妇苷 ( ent2astilbin, 2S, 3R )、表落新妇苷 ( ep i2
astilbin, 2R, 3R ) ,对映 2表落新妇苷 ( ent2ep iastilbin,

2S, 3S )等。其中最主要成分落新妇苷具抗炎镇痛

利尿之效果 [ 5 ]
,同时对于免疫性的肝损伤具有保

护作用 [ 6 ]
,可作为土茯苓质量控制的指标性成分。

关于土茯苓质量控制研究已有一些报道 [ 7 - 9 ] ,

但由于落新妇苷类成分以光学异构体形式存在 ,色

谱分离及对照品制备均有一定困难。迄今为止 ,尚

无统一、规范的质量控制方法 ,中国药典 2005年版

也没有关于土茯苓含量测定的指标。近年来 ,超高

效液相色谱 ( ultra performance liquid chromatogra2
phy, UPLC)作为一种新兴的液相色谱技术 ,相对于

传统 HPLC具有快速、节省溶剂和分离度高等优

势 ,已经得到越来越广泛的应用 [ 10 ]。本研究运用

HPLC和 UPLC技术建立了土茯苓中落新妇苷的含

量测定方法 ,比较了两种测定方法的特点。同时参

照文献 [ 11 ]
,采用落新妇苷一个对照品 ,同时测定了

其他 3种二氢黄酮醇类 (对映落新妇苷 ) ,表落新

妇苷和对映 2表落新妇苷成分的含量 ,所建立的方

法克服了其对照品缺乏的困难。15批土茯苓样品

的含量测定结果为中国药典 2010年版土茯苓质量

标准的修订提供了依据 ,所采用的 UPLC分离技术

可作为土茯苓的质量控制方法。

　 　材　料

HPLC:W aters e2695 Separations Module系统 ,

W aters 2998二极管阵列检测器 ( PDA )和 Empower

软件 (美国 W aters公司 ) ; UPLC: W aters Acquity

UPLC2M icromass ZQ 2000系统和 W aters MassLynx

411软件 (美国 W aters公司 ) ; Sartorius BT25S天平

和 BT124S天平 (德国 Sartorius公司 ) ; DK2S24型

恒温水浴锅 (上海精密实验设备有限公司 )。

15批土茯苓样品在 2007年 7月至 2008年

10月间购自全国各地不同的药材公司和药店 ,经

上海中药标准化研究中心吴立宏副教授鉴定为百

合科植物光叶菝葜 (Sm ilax g labra Roxb1)的干燥根

茎 ;对照品落新妇苷、对映落新妇苷和对映 2表落新
妇苷由上海中药标准化研究中心提供 ,结构经 MS、
1
H NMR、13

C NMR确证。

甲醇 (色谱纯 ,美国 Fisher公司 ) ;醋酸 (色谱

纯 ,美国 Tedia公司 )。水为娃哈哈纯净水 ,其余试

剂均为市售分析纯。

　 　方　法

211　对照品与供试品溶液的制备

21111　对照品溶液的制备　精密称取经五氧化二

磷干燥 24 h的落新妇苷对照品适量 ,加 60%甲醇

制成 44312μg/mL的对照品溶液 ,即得。

21112　土茯苓药材供试品溶液的制备　各批药材

于 60 ℃干燥 3 h,粉碎后过 3号筛 ,精密称定药材

粉末 012 g,加入 60%甲醇 25 mL,精密称定 ,回流

提取 1 h,放冷 ,用 60%甲醇补足减失的重量 ,摇

匀 ,上清液用 0122μm微孔滤膜过滤 ,取续滤液

即得。

212　色谱条件和系统适用性试验

21211　UPLC色谱条件 　色谱柱 : W aters Acquity

UPLC BEH2C18 ( 50 mm ×211 mm, 117μm ) ;流动

相 : 011%醋酸水溶液 2甲醇 ( 25∶75 ) ;检测波长 :

291 nm;流速 : 014 mL /m in;柱温 : 30 ℃;进样体积 :

2μL。药材的 UPLC色谱图见图 1 (A)。

21212　HPLC色谱条件 　色谱柱 : Zorbax SB2C18

(250 mm ×416 mm, 5μm ) ;流动相 : 011%醋酸水

溶液 2甲醇 ( 61∶39 ) ;检测波长 : 291 nm;流速 :

018 mL /m in;柱温 : 25 ℃;进样体积 : 2μL。药材的

HPLC色谱图见图 1 (B)。

21213　MS条件 　检测方式 : ESI( - ) ;干燥气流

速 : 10 L /m in;干燥气温度 : 350 ℃;毛细管电压 :

3 200 eV;扫描范围 : m / z 100～700。

21214　UPLC2MS分析　按照“21211”项下色谱条

件 ,取供试品溶液进样分析 ,得土茯苓样品的质谱总

离子流图和一级质谱图 (数据未给出 )。Ⅰ～Ⅳ号色

谱峰相应的一级质谱图给出的准分子离子峰

( [M - H ] - )的 m / z均为 449,说明这 4个化合物的

相对分子质量一致 ,比较各色谱峰的紫外光谱图也

非常相似 (数据未给出 ) ,证实这 4个化合物为同一

类型的化合物。通过与 3个对照品的保留时间相比

较 (见图 2) ,确定Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ号色谱峰代表的化合物为对

映落新妇苷 ,落新妇苷和对映 2表落新妇苷。结合文
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献 [ 10 ]和Ⅳ号色谱峰提供的分子离子峰信息 ,推断 Ⅳ号色谱峰代表的化合物是表落新妇苷。

F igure 1　UPLC2UV (A) and HPLC2UV (B) chromatogram s of the extract of Sm ilacis glabrae

I: ent2astilbin; II: A stilbin; III: ent2ep iastilbin; IV: ep i2astilbin

F igure 2　Chromatogram of ent2astilbin ( I) , astilbin ( II) , and ent2ep i2
astilbin ( III)

213　方法学考察

21311　线性关系　精密吸取落新妇苷对照品储备

液 (44312μg/mL) ,用 60%甲醇溶液稀释分别配制

成 33214, 22116, 11018, 4413, 414μg/mL的一系列

对照品溶液 ,精密吸取上述溶液 2μL进样 ,按

“21211”和“21212”项下色谱条件测定 ,以峰面积

( Y)为横坐标 ,对照品进样量 (X ,μg)为纵坐标绘

制标准曲线 ,得 UPLC的回归方程 : Y = 105 97616X

+ 23312, r = 01999 9,落新妇苷在 012～88614 ng

范围内呈良好的线性关系 ;同样的方法得到 HPLC

的回归方程 : Y = 3 125 59615X - 3 33414, r =

01999 9,落新妇苷在 012～88614 ng范围内呈良好

的线性关系。

21312　检测限和定量限　取标准曲线的最低点为

对照品溶液 ,用 60%甲醇溶剂逐级稀释 ,按

“21211”和“21212”项下色谱条件测定。信噪比为

3的量确定为最低检测限 ,信噪比为 10的量确定

为最低定量限。UPLC 法测得的检测限为

01014 ng,定量限为 01222 ng;而 HPLC的检测限为

11051 ng,定量限为 41203 ng。UPLC的灵敏度明

显高于 HPLC。

21313 　精 密 度 　精 密 吸 取 质 量 浓 度 为

11018μg/mL的落新妇苷对照品溶液 ,按“21211”

和“21212”项下色谱条件测定 ,在 1 d内连续测定

5次 ,以及在连续 3 d每天进样 5次 ,测定峰面积的

RSD值来评价日内和日间精密度。结果显示 ,

UPLC日内精密度为 0126% , 日间精密度为

0155% ; HPLC的日内精密度为 0110% ,日间精密

度为 0111% ,表明两种仪器精密度均良好。

21314　重复性 　取同一样品 ,按“21112”项下的

方法平行制备 6份供试品溶液 ,按“21211”和

“21212”项下色谱条件测定 ,测定落新妇苷峰面积

值 ,结果两种方法的 RSD 分别为 0172%和

0187% ,表明两种测定方法重复性均良好。

21315　加样回收率　平行取 5份已知落新妇苷含

量的土茯苓粉末 ,每份 011 g,每 3份为 1组 ,分别

准确加入落新妇苷对照品 0144, 0135, 0153 mg,按

“21112”项下条件制备供试品溶液 ,按“21211”和

“21212”项下色谱条件测定。结果 UPLC的平均加

样回收率为 10011% , RSD为 1193% ; HPLC的平

均加样回收率为 9914% , RSD为 2121%。两者无

显著性差异 ,说明两方法均具有良好的加样回收率

(见表 1)。
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Table 1　Recovery of astilbin (4126 mg/g) ( x ±s, n = 9)

Added /mg
UPLC

Found /mg Recovery/% RSD /%

HPLC

Found /mg Recovery/% RSD /%

01443 2 0188 ±01007 97181 ±1109 1111 0188 ±01006 97155 ±0175 0177

01354 6 0181 ±01002 101178 ±0189 0187 0180 ±01002 101127 ±1125 1123

01531 8 0198 ±01006 100167 ±0160 0160 0198 ±01002 100197 ±1103 1102

　 　结　果

精密吸取样品溶液 ,分别用 UPLC和 HPLC按

“21211”和“21212”项下色谱条件测定 ,测定 4种

二氢黄酮醇类成分峰面积积分值 ,利用落新妇苷对

照品的标准曲线 ,按外标法计算样品溶液中落新妇

苷的准确含量和另外 3种黄酮醇类成分的相对含

量 ,结果见表 2。

Table 2　Sources of the samp les and results of four dihydroflavonoids in Sm ilacis g labrae Rhizoma

No1 Source
UPLC

I II III IV

HPLC

I II III IV

Decoction p ieces

1 Hunan 0112 1153 0127 0109 0113 14190 0128 0108

2 Shanghai21 1139 20118 0170 2183 1122 19159 0169 2180

3 J iangxi 0123 3164 0125 0143 0122 3156 0124 0143

4 Shanghai22 0181 7181 0128 1120 0175 7132 0127 1111

5 Zhengjiang 0171 12179 0137 1185 0156 12129 0139 1182

6 Shanghai23 1156 11165 0143 2131 1139 11159 0142 2130

7 Suqian 0103 1142 - 1140 0103 1142 - 1139

8 Guangxi 0178 5121 0120 1110 0103 4155 0119 1112

Crude drugs

9 Henan21 0181 11109 0134 1168 0175 11132 0133 1165

10 Anhui 1125 15151 0143 2114 111 14152 0142 2110

11 Henan22 0192 10120 0128 1154 0188 9183 0128 1153

12 Shanghai24 0176 16119 0134 1185 0176 15129 0131 1183

13 Heilongjiang 0121 2108 0128 - 0120 2110 0128 -

14 Henan22 1163 16177 0148 2173 1159 16159 0134 2170

I: ent2astilbin; II: A stilbin; III: ent2ep iastilbin; IV: ep i2astilbin (A ll the contents were calculated by mg/g)

　 　讨　论

从所测得的含量结果可以看出 ,落新妇苷为土

茯苓中的主要成分 ,相较于其他 3种二氢黄酮醇类

成分其含量最高。但是不同产地、不同商品之间的

落新妇苷含量差异很大。HPLC法测定时 ,其含量

差异为 1142～19159 mg/g,这说明了制定土茯苓

质量标准的迫切性。本研究建立的 HPLC含量测

定方法 ,通过精密度试验、重复性试验以及加样回

收率试验证实该方法简便易行 ,准确可靠 ,可作为

土茯苓药材质量控制和评价方法。这些为中国药

典 2010年版土茯苓药材质量标准的完善提供了重

要依据。

中药对照品的获得一直是一个重点和难点。

土茯苓中落新妇苷、对映落新妇苷、对映 2表落新妇
苷和表落新妇苷为光学异构体 ,分离和制备的过程

尤其困难。此外它们的相对分子质量相同并且紫

外吸收光谱几乎一致 ,非常适合用一品多测的方

法。L i等 [ 11 ]证实了采用一种对照品测定多种紫外

吸收情况类似并且化学结构相似成分方法的合理

性。本研究 HPLC法测定的对映落新妇苷相对含

量为 0103～1159 mg/g,对映 2表落新妇苷的相对含
量为 0119～0169 mg/g,表落新妇苷的相对含量为

0109～2180 mg/g。这些结果与文献 [ 9 ]报道的相

一致 ,说明这种方法对含较多紫外吸收光谱相似的

中药复杂体系的含量测定和质量控制具有一定的

借鉴作用。

通过比较 UPLC和 HPLC的数据和图谱结果 ,

表明 4种二氢黄酮醇类化合物含量测定的结果相

似 ,无显著性差异 ,说明这两种分析方法均可用于

土茯苓药材的质量控制。与 HPLC相比 , UPLC缩

短了分析时间 ,流速低且减少了有机试剂的使用 ,
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大大节约了成本。此外 UPLC的检测灵敏性较高 ,

这对于中药中微量成分的检测非常有效。因此 ,

UPLC将有可能在中药分析中得到更广泛的应用。
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