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　　［摘要］　目的　建立优化的 ＨＰＬＣ方法同时测定不同产地罗布麻药材中芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷以及槲皮素含量。
方法　采用ＳｈｉｓｅｉｄｏＣ１８（３．０μｍ，３．０ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱；以乙腈甲醇＝１０１作为Ａ相０．１％甲酸水溶液作为Ｂ相，梯
度洗脱（０～４ｍｉｎ，５％→１６％Ａ；４～１５ｍｉｎ，１６％→２３％Ａ；１５～２０ｍｉｎ，２３％→３５％Ａ；２０～２２ｍｉｎ，３５％→５５％Ａ），流速０．６ｍｌ

·ｍｉｎ－１；二极管阵列检测器检测波长：３６０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：５μｌ。结果　芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮素在２２ｍｉｎ
内基线分离，线性范围分别为０．３０８４～３０．８４μｇ·ｍｌ

－１（ｒ＝０．９９９９），０．８７７６～８７．７６μｇ·ｍｌ
－１（ｒ＝０．９９９９），０．９０２０～

９０．２０μｇ·ｍｌ
－１（ｒ＝０．９９９９），０．２４９８～２４．９８μｇ·ｍｌ

－１（ｒ＝０．９９９９）。方法学考察表明，日内和日间精密度、最低检测限和

定量限的范围均符合相关标准，加样回收率（ｎ＝３）分别为：芦丁１０２．０％、９６．４０％、１０３．８％；金丝桃苷９８．５０％、１０１．０％、

１０２．９％；异槲皮苷９８．４０％、１００．４％、１０１．４％；槲皮素１０４．４％、１０３．１％、１０３．５％。测定了９个产地的罗布麻中４个黄酮类成

分的含量。结论　本法快速，准确、简便，具有良好的重复性，可以为罗布麻药材质量控制提供依据。
　　［关键词］　高压液相色谱法；罗布麻；芦丁；金丝桃苷；异槲皮苷；槲皮素
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ａｐｏｃｙｎｕｍｖｅｎｅｔｕｍ；ｒｕｔｉｎ；ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ；ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ；ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（７）：７５９７６２］

　　罗布麻为夹竹桃科植物Ａｐｏｃｙｎｕｍｖｅｎｅｔｕｍ Ｌ．
的干燥叶［１］，又称为野麻、茶叶花，耐旱、耐盐碱、耐

严寒和酷暑，广泛生长在盐碱、沙荒地带，集中在新

疆、内蒙古、甘肃、青海等省区，因最早发现于新疆罗

布泊，故命名为罗布麻［２］。罗布麻内含黄酮类化合

物、强心苷、生物碱、氨基酸和多种微量元素（如 Ｋ、

Ｃａ、Ｆｅ、Ｚｎ等），对预防和治疗高血压、高血脂、冠心

病、哮喘病、气管炎等疾病有较好的效果［３］。

　　黄酮类成分是罗布麻药材中的主要成分［４］。已

有的文献［５７］报道只对其中的１种或者２种的成分
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含量或者总黄酮的含量进行测定。虽然也有对罗布

麻叶中的多种黄酮类成分的含量测定的研究，但是

分析时间长，条件繁琐［８］。本研究在先前研究的基

础上，采用高效液相色谱法，首次选用粒径为３．０

μｍ的快速液相柱，在２２ｍｉｎ内同时测定了罗布麻

中４种主要黄酮类成分的含量，并且做了全面的方

法学考察，有利于更全面、有效、快速地控制罗布麻

药材的质量。

１　仪器和试药

１．１　仪器　安捷伦１１００系列高效液相色谱仪（Ａｇ
ｉｌｅｎｔ，美国），包括在线脱气机、四元泵、自动进样器、
柱温箱、ＤＡＤ 检测器；十万分之一电子天平（梅特
勒，美国）；高速离心机（ＡＢＢＯＲＴ，美国）；上海淀久

ＤＪ０４药材粉碎机；ＳＢ３２００Ｔ超声发生器（５０ｋＨｚ，

１２０Ｗ）。

１．２　试药　９罗布麻药材分别从当地医药公司购
买，经第二军医大学药学院生药学教研室孙莲娜副
教授鉴定均为夹竹桃科植物罗布麻（Ａｐｏｃｙｎｕｍ
ｖｅｎｅｔｕｍＬ．）的干燥叶。对照品金丝桃苷、槲皮素
（纯度＞９９．０％）均购于上海诗丹德生物制品有限公
司，对照品芦丁、异槲皮苷（纯度＞９９．０％）均购于成
都曼斯特生物制品有限公司，乙腈为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ，
美国），水为纯化水，其余试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　混合对照品储备液制备　精密称取经减压干
燥至恒重的对照品芦丁７．７１ｍｇ、金丝桃苷１０．９７
ｍｇ、异槲皮苷１１．２８ｍｇ，槲皮素６．２５ｍｇ，置２５ｍｌ
量瓶中，用８０％甲醇分别配制成浓度为３０８．４、

４３８．８、４５１．０、２４９．８μｇ·ｍｌ
－１的单一对照品储备

液。精密量取芦丁和槲皮素的上述单一对照品各

０．５ｍｌ、金丝桃苷以及异槲皮苷各１ｍｌ置同一１０
ｍｌ量瓶中，用８０％甲醇定容至刻度，摇匀，即得混合
对照品储备液。

２．２　供试品溶液的制备　罗布麻药材粉碎，过２号
筛，精密称取粉末０．５ｇ，加入８０％甲醇５０ｍｌ，称质
量，加热回流９０ｍｉｎ，放冷，然后用８０％甲醇补足质
量，过滤，滤液用８０％甲醇定容至５０ｍｌ量瓶中，过

０．４５μｍ 微孔滤膜，作为供试品溶液。

２．３　色谱条件及系统适用性试验　色谱柱：Ｓｈｉｓｅｉ
ｄｏＣ１８（３．０μｍ，３．０ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱；流动相
为乙腈甲醇＝１０１作为Ａ相，０．１％甲酸作为Ｂ
相，梯度洗脱（０～４ｍｉｎ，５％→１６％ Ａ；４～１５ｍｉｎ，

１６％→２３％ Ａ；１５～２０ｍｉｎ，２３％→３５％ Ａ；２０～２２

ｍｉｎ，３５％→５５％ Ａ），流速０．６ｍｌ·ｍｉｎ－１；ＤＡＤ检
测器检测波长：３６０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：５μｌ。在
上述色谱条件下，芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮素
与相邻色谱峰的分离度均大于１．５，理论塔板数均大
于７０００，对称因子在０．９５～１．０５之间。色谱图见
图１。

图１　２号样品（Ａ）及对照品（Ｂ）的色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅＮｏ．２（Ａ）

ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）

１：Ｒｕｔｉｎ；２：Ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ；３：Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ；４：Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

２．４　线性关系考察　分别精密量取混合对照品储
备液０．１、０．２、０．５、２．０、５．０、１０．０ｍｌ至１０ｍｌ量瓶
中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得系列浓度混合对
照品溶液。取各系列浓度混合对照品溶液在上述色
谱条件下进行 ＨＰＬＣ分析，以各对照品溶液的浓度
（Ｘ）为横坐标，以各成分色谱峰面积（Ｙ）为纵坐标，
计算被测化合物的线性回归方程。芦丁回归方程为

Ｙ＝１１．７４Ｘ－０．３８９（ｒ＝０．９９９９），线性范围为

０．３０８４～３０．８４μｇ·ｍｌ
－１；金丝桃苷回归方程为Ｙ＝

１５．５９Ｘ＋１．１７４（ｒ＝０．９９９９），线性范围为０．８７７６～
８７．７６μｇ·ｍｌ

－１；异槲皮苷回归方程为Ｙ＝１８．４３Ｘ＋
１．４８２（ｒ＝０．９９９９），线性范围为０．９０２０～９０．２０μｇ·

ｍｌ－１；槲皮素回归方程为Ｙ＝１２．５３Ｘ－３．２２３（ｒ＝
０．９９９９），线性范围为０．２４９８～２４．９８μｇ·ｍｌ

－１。

２．５　定量限和检测限考察　将罗布麻中黄酮类成
分对照品溶液进行逐级稀释，以信噪比１０１时确
定其最低定量限；以信噪比３１时，确定其最低检
测限。芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮素的最低定
量 限分别为０．３０８４、０．８７７６、０．９０２０、０．２４９８μｇ·
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ｍｌ－１，最低检测限分别为０．１３７４、０．３７８６、０．３９４７、

０．１０３１μｇ·ｍｌ
－１。

２．６　精密度试验　在上述色谱条件下，取２．１项下
制备的混合对照品溶液的第３、４、５三个点作为低、
中、高３个浓度点，在１ｄ以内分别进样３次，以及连
续３ｄ分别进样，根据所得峰面积分别考察日内精密
度和日间精密度。结果４种黄酮类成分的日内精密
度低浓度点均＜２．０％，中、高浓度点均＜１．５％；日
间精密度低、中浓度点均＜２．０％，高浓度点均＜
１．５％。表明方法的精密度良好。

２．７　重复性试验　取同一批罗布麻药材粉末（甘
肃），按２．２项下方法平行制备供试品溶液５份，在上
述色谱条件下测定。结果芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、
槲皮素平均含量分别为０．８６１７、３２．９３、２６．１９、１．５１６
ｍｇ·ｇ－１；ＲＳＤ分别为１．７％、０．９％、０．３％、０．８％。

２．８　稳定性试验　取同一份供试品溶液（甘肃）分
别放置于０、２、４、６、８、１２、２４ｈ重复进样，测得芦丁、
金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮素的峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝７）
分别为１．５％、０．６％、０．６％、０．６％，表明供试品溶液
在２４ｈ内稳定性良好。

２．９　加样回收率试验　精密称取已测知含量的罗
布麻药材粉末（甘肃）９份，每份约０．５ｇ，按低、中、高
浓度分别精密加入各单一对照品储备液适量，每一
浓 度３份。按２．２项下方法制备所需溶液，在上述

色谱条件下进样测定，计算回收率及其 ＲＳＤ，见表

１。结果表明，采用本方法测定罗布麻药材中芦丁、
金丝桃苷、异槲皮苷以及槲皮素含量回收率良好，准
确度良好。

表１　回收率测定结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｏｎｔｅｎｔ
ｍ／μｇ

Ａｄｄｅｄ
ａｍｏｕｎｔ
ｍ／μｇ

Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ａｍｏｕｎｔ
ｍ／μｇ

Ａｖｅｒａｇｅ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｒｕｔｉｎ ４２．４１ ３０．８４ ７４．７４ １０２．０ ０．９１

７７．１０ １１５．２ ９６．４０ ０．４６

３０８．４ ３６４．４ １０３．８ ０．２５

Ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ １６２２ ８７．７６ １６８５ ９８．５０ ０．４２

２１９．４ １８５９ １０１．０ ０．１９

８７７．６ ２５７１ １０２．９ ０．２１

Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ １２８４ ９０．２０ １３５２ ９８．４０ ０．４３

２２５．５ １５１６ １００．４ ０．１０

９０２．０ ２２１５ １０１．４ ０．０８

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ７３．４４ ２４．９８ １０２．８ １０４．４ １．１０

６２．４５ １４０．１ １０３．１ １．００

２４９．９ ３３４．７ １０３．５ ０．６８

２．１０　样品的测定　取收集到的不同产地的９批罗
布麻干燥药材粉末按２．２项下方法操作，在上述色
谱条件下进行分析，用外标法计算芦丁、金丝桃苷、
异槲皮苷、槲皮素的含量。结果见表２。

表２　样品含量测定结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
（ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｎｏ． Ｓｏｕｒｃｅ Ｒｕｔｉｎ Ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

１ Ａｎｈｕｉ １．１２３±０．００９ ４４．３３ ±０．０９０ ３４．７３±０．０３１ １．７２９±０．０２２

２ Ｇａｎｓｕ ０．８４８±０．０１０ ３２．４４ ±０．０６０ ２５．６７±０．０９８ １．４６９±０．００９

３ Ｈｅｂｅｉ ０．８０９±０．０１５ ２５．５８ ±０．０８９ ２５．８９±０．０３２ １．８６４±０．０１５

４ Ｊｉｌｉｎ １．１９６±０．０３９ ４５．８６ ±０．０７９ ３９．１９±０．０４９ ４．５８０±０．０２２

５ ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ ０．８４９±０．０１１ ４３．２９ ±０．０８６ ３４．０８±０．０８９ １．２４７±０．０１２

６ Ｓｈａｎｄｏｎｇ － １．２７１±０．０２５ ３４．４０±０．０２３ ３．６２０±０．０２８

７ Ｓｈａａｎｘｉ ０．７１２±０．００８ １．１０４±０．０３２ ３３．４９±０．１１９ １．２０８±０．００７

８ Ｔｉａｎｊｉｎ ０．７２２±０．００６ ３４．８９ ±０．１１５ ３３．１７±０．０３０ ６．０８０±０．０４２

９ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ５．６５０±０．０３９ ０．５９３±０．００４ ４５．５７±０．１５８ １．３０２±０．０２４

－：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

３　讨　论

３．１　供试品溶液制备方法的选择　比较了超声提

取和加热回流提取，结果显示回流提取效率更高，因

此选择了回流提取。在提取溶剂方面，考察了甲醇、

８０％甲醇、９０％ 乙醇；对提取时间（３０、６０、９０ｍｉｎ）、

提取溶剂用量（３０、４０、５０ｍｌ）进行考察，而提取次数

影响不大，通过比较确定用５０ｍｌ８０％甲醇回流提

取９０ｍｉｎ，提取效果最好（８９．９６ｍｇ／ｇ）。正交试验

结果见表３。
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表３　正交试验结果

Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇａｎｏｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｎｏ． Ｓｏｌｖｅｎｔ
Ｖｏｌｕｍｅｏｆ
ｓｏｌｖｅｎｔ
Ｖ／ｍｌ

Ｔｉｍｅｏｆ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔ／ｍｉｎ

Ｔｏｔａｌｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
（ｍｇ·ｇ－１）

１ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ３０ ３０ ８２．１２
２ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ４０ ６０ ８３．４１
３ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ５０ ９０ ８５．３４
４ ８０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ３０ ３０ ８４．３０
５ ８０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ４０ ６０ ８６．７３
６ ８０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌ ５０ ９０ ８９．９６
７ ９０％Ｅｔｈａｎｏｌ ３０ ３０ ７８．３７
８ ９０％Ｅｔｈａｎｏｌ ４０ ６０ ７９．７６
９ ９０％Ｅｔｈａｎｏｌ ５０ ９０ ８０．９８

３．２　色谱条件的选择

３．２．１　色谱柱　本实验选用不同厂家的色谱柱，如

ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（５．０μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）及

ＳｈｉｓｅｉｄｏＣ１８（３．０μｍ，３．０ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱进

行比较。长柱有利于提高分离度，但会延长分析时

间，３．０μｍ粒径的短柱能有效提高柱效并缩短分析

时间，还能获得良好的分离度。ＳｈｉｓｅｉｄｏＣ１８（３．０

μｍ，３．０ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱是一种溶剂节省柱，

比４．６ｍｍ内径色谱柱节省溶剂４０％，甚至更多［９］。

这意味着在溶剂上的起始花费更少，溶剂处理费用

更低。在此基础上，４个化合物均在２２ｍｉｎ内得到

较好的分离，分离时间短，分离效果好。因此选用

ＳｈｉｓｅｉｄｏＣ１８（３．０μｍ，３．０ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱。

３．２．２　流动相　分别选用甲醇０．１％甲酸水溶液、

乙腈０．１％甲酸水溶液、乙腈甲醇＝１０１０．１％
甲酸水溶液进行流动相选择试验。结果表明以乙

腈甲醇＝１０１０．１％甲酸水溶液为流动相梯度

洗脱，对４个成分分离最好，使各成分均达到基线分

离。

３．２．３　温度和流速　温度和流速对分离的影响较

大，降低温度能有效提高黄酮类成分的分离度，但由

于降低温度会增加流动相的黏度，这样明显会增加

系统的压力，综合考虑选择室温３０℃为运行温度。

低流速有利于提高分离度但会延长分析时间，实验

表明，０．６ｍｌ／ｍｉｎ的流速既能保证分离度又能良好

控制分析时间，因此选为最佳流速。

３．２．４　检测波长　本实验采用的是 ＨＰＬＣＤＡＤ
检测器，利用ＤＡＤ检测器在２００～４００ｎｍ范围内

紫外扫描其吸收光谱，结果表明３６０ｎｍ色谱图峰形

最好，出峰数目最多，各色谱峰相互之间分离度最

好，基线平稳，故检测波长定为３６０ｎｍ。

　　本实验所建立的 ＨＰＬＣＤＡＤ法对９个产地的

罗布麻药材中的４种黄酮类成分进行了含量测定，

分析速度快、分离度好、测定结果可靠，能同时测定

黄酮类化合物中芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷和槲皮素

的含量。不同产地的金丝桃苷的含量相差较大，可

能是不同的生活环境对药物的成分有一定的影响，

可进一步研究不同产地金丝桃苷和异槲皮苷的含量

差异，可以为罗布麻叶质量控制提供借鉴。
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