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高效液相色谱法同时测定鬼针草提取物中 3 种单体成分的含量
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摘要:目的 建立高效液相色谱法同时测定鬼针草提取物中鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷含量的方法。方法 采用高效
液相色谱法，色谱柱为 Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18柱( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) ;流动相为甲醇-乙腈-0. 4%磷酸溶液( 24∶

6∶ 70) ;流速为 1. 0 mL·min －1 ;检测波长为 255 nm;柱温为 25 ℃。结果 鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷的线性范围分别
为 0. 002 587 ～ 0. 258 7 μg( r = 0． 999 8) ，0. 009 944 ～ 0. 497 2 μg( r = 0． 999 8) 和 0. 010 13 ～ 0. 506 7 μg( r = 0． 999 7) ;平均回收
率( n = 6) 分别为 97. 86%，101. 11%和 102. 71%。结论 该方法准确，简便，重复性好，可用于同时测定鬼针草提取物中鬼针
聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷含量的同时测定。
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HPLC Determination of Three Components of Bidens bipinnata L. Extract

ZHANG Li 1，XU Guo-bing 2，CHEN Fei-hu3* ，LIU Jian-jun3，CHEN Wei-dong 1* ( 1. College of Pharmacy，Anhui Uni-
versity of Traditional Chinese Medicine，Hefei 230031，China; 2. Anhui Institute for Food and Drug Control，Hefei 230051，China ; 3.
College of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032，China)

ABSTRACT: OBJECTIVE To establish a HPLC method for determination of bipinnatapolyacetyloside，hyperoside and isoquercitrin
in Bidens bipinnata L. extract. METHODS The HPLC method was performed on a Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 column ( 4. 6
mm × 250 mm，5 μm) with MeOH-acetonitrile-0. 4% phosphoric acid( 24∶ 6∶ 70 ) as the mobile phase. The flow rate was 1. 0 mL·
min －1. The detection wavelength was 255 nm，and the column temperature was set at 25 ℃ ． RESULTS The calibration curves of bi-
pinnatapolyacetyloside，hyperoside and isoquercitrin were linear in the ranges of 0. 002 587 － 0. 258 7 μg( r = 0． 999 8) ，0. 009 944 －
0. 497 2 μg( r = 0． 999 8) ，0. 010 13 － 0. 506 7 μg( r = 0． 999 7) ，respectively. The average recoveries ( n = 6) of the three compo-
nents from the samples were 97. 86%，101. 11% and 102. 71%，respectively. CONCLUSION This method is accurate，simple and
reliable to determine the contents of bipinnatapolyacetyloside，hyperoside and isoquercitrin in Bidens bipinnata L. extract.
KEY WORDS: HPLC; Bidens bipinnata L. ; bipinnatapolyacetyloside; hyperoside; isoquercitrin

鬼针草 ( Bidens bipinnata L. ) 系菊科鬼针草属
多种植物的全草，广泛分布于热带及温带地区，药材

资源丰富，遍布全国各地［1］。鬼针草药用历史悠
久，《中药大辞典》［2］载“鬼针草，苦，平，无毒。功
能:清热解毒、散淤消肿。主治:疟疾、腹泻、痢疾、肝
炎、急性肾炎、胃痛、噎嗝、肠痈、咽喉肿痛、跌打损
伤、蛇虫咬伤”。
鬼针草属植物含有多种具有生物活性的化学成

分，主要有黄酮类、聚炔类等［3］。其中黄酮类成分
具有活血化淤、通脉降压等功效，对心血管疾病如动
脉硬化，血管栓塞等有预防和治疗作用［4］，近年来

的研究表明，黄酮类化合物在保肝作用方面也显示

出其优势
［5-7］。聚炔类成分具有抑制白血病细胞作

用和抗炎作用
［8］。笔者通过提取分离纯化得到了

总黄酮含量大于 50%的鬼针草提取物，选择鬼针草
提取物中 3 种主要成分金丝桃苷、异槲皮苷及鬼针
聚炔苷为指标，采用 HPLC 同时测定这 3 种单体成
分的含量。

1 仪器与试药
Shimadzu 高效液相色谱仪: LC － 20AD 泵，

SIL －20A自动进样器，SPD － M20A紫外可见光检测
器，LC － solution 色谱工作站( 日本岛津) ; METTLER
XP －205电子天平 ( 上海 Mettler-Toledo有限公司) 。
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对照品:鬼针聚炔苷 ( 安徽医科大学药学院天

然药化实验室，经 HPLC 峰面积归一化法测定其纯
度为 89. 2% ) ，金丝桃苷( 批号 111521-200303，中国
药品生物制品检定所) 、异槲皮苷( 批号 100406，上
海融禾医药科技有限公司) ; 鬼针草提取物 ( 批号

20101021，20101022，20101023，20101030，安徽医科
大学) ;甲醇，乙腈为色谱纯，水为重蒸馏水，其余试

剂均为分析纯。

2 方法与结果
2. 1 对照品溶液的制备
精密称取鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷对

照品适量，置于 10 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容至
刻度，摇匀，制成质量浓度分别为 0. 145 0、0. 497 2
和 0. 506 7 mg·mL －1

的对照品储备液。
2. 2 供试品溶液的制备
取鬼针草提取物样品约 10 mg，精密称定，置于

25 mL 量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，作
为供试品溶液。
2. 3 色谱条件与系统适用性实验
色谱柱: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 柱

( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm ) ; 流动相: 甲醇-乙腈-
0. 4%磷酸溶液 ( 24 ∶ 6 ∶ 70 ) ; 流速: 1. 0 mL·min －1 ;

检测波长: 255 nm; 柱温: 25 ℃ ; 进样量: 10 μL。理
论塔板数以金丝桃苷计不低于 5 000，样品中待测组
分与相邻峰的分离度大于 1. 5，见图 1。
2. 4 标准曲线和线性范围
精密量取鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷对

照品储备液，用甲醇稀释，摇匀，分别制成系列浓度

图 1 鬼针草提取物对照品样品色谱图
A －混合对照品; B －供试样品; C －归一化法色谱图; 1 －鬼针聚炔苷; 2 －金丝

桃苷; 3 －异槲皮苷

Fig. 1 HPLC Chromatograms of reference substances and sam-
ple of Bidens bipinnata L． Extract
A － reference substances; B － sample; C － HPLC chromatograms of normalization

method; 1 － bipinnatapolyacetyloside; 2 － hyperoside; 3 － isoquercitrin

的混合对照品溶液。分别吸取系列浓度混合对照品
溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，依“2. 3”项下色谱
条件进行测定，记录色谱图。以峰面积( Y) 为纵坐
标，进样量( X，μg) 为横坐标，绘制标准曲线。鬼针
聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷的线性回归，线性范围
和相关系数见表 1。
2. 5 精密度实验
精密吸取混合对照品溶液 10 μL，依“2. 3”项下

色谱条件进行测定，连续进样 6 次，计算鬼针聚炔
苷、金丝桃苷和异槲皮苷的峰面积相对标准偏差
( RSD) 值，结果鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷的
峰面积 RSD值分别为 0. 93%、1. 03%和 0. 89%，表
明精密度良好。
2. 6 稳定性实验
取供试品溶液，室温下放置，分别于 0、1、2、5、

11、18 h依“2. 3”项下色谱条件进行测定。鬼针聚
炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷的峰面积相对标准偏差
( RSD) 值分别为 0. 33%、1. 25%和 0. 88% ( n = 6) 。
结果表明供试品溶液在 18 h内稳定性良好。
2. 7 重复性实验
取同一批号的鬼针草提取物样品 ( 批号:

20101021) 6 份，每份取约 5 mg，精密称定，按“2. 2”
项下方法制备供试品溶液，依“2. 3”项下色谱条件
进行测定，计算得鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷
的含量平均值分别为 19. 51，5. 544，29. 81 mg·g －1，

RSD分别为 0. 58%%，0. 93%，1. 59%，结果表明，
该方法重现性好，实验结果可靠。
2. 8 加样回收率实验
取已经测得含量的样品( 批号 20101021 ) 6 份，

每份约 5 mg，精密称定，置 25 mL量瓶中，分别精密
加入混合对照品溶液 1 mL( 鬼针聚炔苷、金丝桃苷
和异槲皮苷质量浓度分别为 118. 5，29. 83，152. 0
μg·mL －1 ) ，按“2. 2”项下方法制备样品溶液，依
“2. 3”项下色谱条件分别进样测定，计算回收率，鬼
针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷回收率，RSD 分别
为 97. 86%，1. 31% ; 101. 11%，1. 76% ; 102. 71%，
2. 07% ( n = 6) 。结果表明本法的准确性较好。

表 1 鬼针聚炔苷、金丝桃苷和异槲皮苷的线性回归分析
Tab. 1 Regression analysis of bipinnatapolyacetyloside，hypero-
side and isoquercitrin

Standards Regression equations Linear range /μg r

Bipinnatapolyacetyloside Y =9 ×106X －9 536. 2 0. 002 587 －0. 258 70. 999 8
Hyperoside Y =3 ×106X －12 887 0. 009 944 －0. 497 20. 999 8
Isoquercitrin Y =2 ×106X －9 437. 7 0. 010 13 －0. 506 70. 999 7
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2. 9 样品含量测定
分别取鬼针草提取物 4 批样品，按“2. 2”项下

方法分别制备供试品溶液，按“2. 3”项下色谱条件
分别测定，按外标法计算含量，结果见表 2。

3 讨 论
3. 1 测定指标的选择
鬼针草提取物的主要成分是黄酮类和聚炔类，

其中金丝桃苷，异槲皮苷和鬼针聚炔苷含量相对较

高，所以选择测定这 3 个成分的含量做为质量控制
的指标，本实验采用 HPLC同时测定金丝桃苷，异槲
皮苷和鬼针聚炔苷的含量，灵敏度高，所用流动相系

统和样品预处理方法简单，快速，可用于鬼针草提取

物的质量控制。
3. 2 鬼针聚炔苷对照品的制备问题
实验中用到的鬼针聚炔苷对照品系由安徽医科

大学药学院天然药化实验室制备，经熔点测定、UV、
MS、1H-NMR 和13 C-NMR 等确定其结构。由于鬼针
草提取物成分复杂，鬼针聚炔苷初步分离收率较低，

故本次测定用鬼针聚炔苷对照品纯度为 89. 2%，后
续进一步的纯化研究工作正在进行中。
3. 3 色谱柱类型、检测波长及流动相的选择
由于金丝桃苷和异槲皮苷均属于黄酮类物质，

且为同分异构体，色谱行为比较接近，同时，鬼针聚

炔苷与金丝桃苷色谱行为也比较接近，三者很难达

到基线分离。本实验考察了不同色谱柱［Apollo C18

( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm ) ，Inertsil ODS-SP C18柱

表 2 鬼针草提取物样品含量测定结果 . mg·g －1，n = 3，
珋x ± s
Tab. 2 Determination results of bipinnatapolyacetyloside，hy-
peroside and isoquercitrin in the extract of Bidens bipinnata
L. mg·g －1，n = 3，珋x ± s

Lot No Bipinnatapolyacetyloside Hyperoside Isoquercitrin

20101021 19. 58 ± 0. 39 5. 714 ± 0. 098 29. 97 ± 0. 22
20101022 19. 73 ± 0. 19 5. 943 ± 0. 100 1. 38 ± 0. 72
20101023 19. 88 ± 0. 10 5. 799 ± 0. 050 30. 70 ± 0. 36
20101030 16. 89 ± 0. 032 7. 585 ± 0. 075 38. 23 ± 0. 40

( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm ) ，Inertsil ODS-SP C18柱

( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) ，Agilent ZORBAX Eclipse
XDB C18柱( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) ］对分离度的
影响，结果表明: 使用 Agilent ZORBAX Eclipse XDB
C18柱时，3 个成分均能很好地分离;其他类型的色谱
柱在相同的色谱条件下，分离效果不太理想。
通过 DAD 检测，金丝桃苷和异槲皮苷均在

255、354 nm 处有最大吸收，鬼针聚炔苷在 255 nm
处也有最大吸收，故选择 255 nm为检测波长。实验
先后试用了 3 种流动相系统: 甲醇-水，甲醇-0. 4%
磷酸，甲醇-乙腈-0. 4%磷酸，结果表明，使用甲醇-
水，甲醇-0. 4%磷酸系统时，金丝桃苷和异槲皮苷难
以达到基线分离，而使用甲醇-乙腈-0. 4% 磷酸系
统，通过不同比例的摸索，最终确定甲醇-乙腈-
0. 4%磷酸( 24∶ 6∶ 70) 等度洗脱，3 个成分均能获得
较好的分离效果。
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