
高效液相色谱在黄酮类化合物分析中的应用
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摘要 着重介绍� � � �年以来高效液相色谱 �� � � �在黄阴类化合物的分离
、

定量
、

定性分析中

的应用及色谱条件优化的最新发展
。

黄酮类是植物中广泛存在的化合物
,

在药用植物中往往有着特殊的价值
。

黄酮类作为重

要的天然产物成为现代 � �� �最早分析的样品之一 〔�〕
。

� �� �在黄酮类中的应用获得了 飞速

发展〔幻
,

其中反相高效液相色谱�� �
一 � � � � �扮演着中心角色

,

今从色谱条件的优化
、

定性
、

定量分析以及分离 �个方面对� �� �在黄酮类化合物中的应用作一综述
。

� 色谱条件优化

按分析的化合物类型
,

主要是极性大小来选择所用柱子
,

再对流动相组成进行优化
,

直

至选 出最佳条件以获得最佳峰形和选择性
。

�
�

� 层析柱
�

黄酮类分析中以�
� �

柱用得最为普遍
,

过去主要用于分析极性较 大 的 贰或贰

元
,

现亦用于低极性的贰元
。

李浩等〔�〕用氰基柱反相系统未经预处理测定石韦中的绿原酸及

灿酮类成分芒果贰和异芒果贰
,

获得 了基线分离 的效果
。

亦有应用径 向压缩分离 系 统 �
� � �

� �� � � � � �� � � � �� � � �� � � � �� � � � �� � �
,

� �   � 的〔�〕
。

� � � ��等〔�〕报道在以甲醇为调节剂的体系 中
,
� , 。

柱
、

� �
柱

、

苯基柱 � �� �
,

氰 基 柱

� � � � 对黄酮类的保留能力一般有如下顺序
�
��

。澎 �
。

� � � � � �
。

邻 安 珍 等〔�〕对 比 了

�
� 、

� , 。、 � � �种柱子分离 �� 种黄酮贰和贰元的混合物的情况
,

认为 � �一�
�

柱系统 对 分 离

含广泛黄酮类组分的混合物比 � �一�
� 吕

柱系统更为理想
。

柱内填充粒径在研究中使用的频率据� � � � � �� 报道〔� 〕有如下顺序
� �帷 � � �卜� � �

卜�
,

但从近儿年在黄酮类分析中的应用看
,

以 �协� 用得最多
,

其次为�邹�
。

表 �列出了黄酮类分离中所用的色谱柱类型
。

表 � 分析黄用类化合物的����系统

固定相 流动相 � 一般由�部分组成 �

� � 。

柱

� 。
柱

氨基柱

氨基柱

苯基柱

� �
柱

聚苯乙烯
�

二乙烯苯柱

� � � � 系统

硅胶柱

氨基柱

组成�
�

甲醇

乙睛

乙醇

二氧杂环 己烷

� � �

� 一

丙醉

特
一

丁醇

离子对试剂
�

正 己烷

异辛烷

环 己烷

苯

氯仿

组成 � �

蒸馏水

组成�
�

乙酸

甲酸

磷酸

高氯酸

柠橡酸

磷酸盐

四烷墓澳化胺

乙醇 乙酸

异丙醇

二氯甲烷

丙酮

乙月青

二乙基醚

检测器及技术

固定波长 � �

可变波长� �

荧光检测

电流检测

停流扫描

光电二极管

阵列检侧

化学位移柱后

衍生系统

正相统系

,

� � � � �   � � � � � �� � � � � �
,
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �� � �

,
� � � � � � � � � � ��� � � � � � � � � � � � �

�

� ‘ � � � � � �

一

� � �
�



�
�

� 流动相
�
自� �� �应用于黄酮类的分析以来

,

甲醇一水及 乙脯一水体系一直是优 先 选择

的体系
,

应用也最为广泛
。

色谱条件的优化主要在流动相的选择上
。

由于多数黄酮类化合物

结构的类似性
,

使得相似的溶剂体系对其分离分析具有较广的适应性
。

�� � �� �等 对 丙 醇
一
环醚 � � � �或二氧杂环 己烷 � 一水体系在药用植物提取物中黄酮类分

析中的应用作了一系列研究〔“一‘
”〕,

证明此种体系在许多情况下 比传统的甲醇 � 乙睛 � 一水体

系优越
。

这种体系最大的特点是
� �
�不需要加酸 , � � 在等浓度洗脱的条件下可 以得到满意

的分离分析效果
。

这对于保护分析设备和保证分析结果的重复性是很重要的
。

� � � � � � � �等〔� �〕首次用特丁醇一水体系成功地分析了�
� � � � �  �� � � �� ��中的黄 酮 贰

。

离

子对色谱技术在黄酮类分析中亦有应用
。

在化合物的� �� � 分析 中
,

为了提高分离度常常需要使用梯度洗脱
。

一个好的洗脱程序

往往要经过大量的试验耗费许多精力才能摸索出
。

而用计算机辅助优化色谱洗脱程序
,

可 以

在减少试验次数的情况下
,

使复杂植物提取物得到快速分离
。

其理论基础是
� � �保留值 对

流动相的依赖性
, � � 塔板数对实验条件的依赖性 , � � 保留值作为洗脱条件的 函数

,

其数值

的可预言性
。

� � �� � 等
、〔� �〕利用�

� ��� � � 软 件 辅 助优化
,

分析了� ���
� � � 属植物中的 一 部 分 黄酮

类
,

计算机辅助优化的模拟结果与实际分析结果获得了很好的一致性
。

正相系统中多用 乙烷或异辛烷等体系
,

以极性较大的 乙醇
、

丙醇
、

乙睛等有 机 溶 剂 调

节
。

由于黄酮类化合物常带有酚经基
,

在水中会部分解离
,

而未解离的经基与固定相作用较

强
,

从而导致拖尾
,

所以黄酮类的反相� �� �中需要加入酸调节 � � 以抑制解离
,

克 服拖尾

现象
,

这与离子抑制色谱技术的原理是一致的〔� �〕
。

用来酸化流动相的酸可以是乙酸
、

甲酸
、

磷酸
、

或高氯酸等
,

酸尤其是氢卤酸对分析仪器具有腐蚀性
,

且酸浓度增加会导致容量因子 �增

加并因此延长保留时间
,

所 以有的色谱工作者〔的不赞成酸化
。

不经酸化亦有成功的例子〔�� 〕
。

表 �列 出了流动相组成中的有机调节剂
。

� 分离

应用 � �� � 已分离了多种黄酮类化合物
,

表�列出了一些典型黄酮化合物分离的 例 子
。

低极性贰元的研究以多甲氧基黄酮类化合物常见
。

近年运用反相系统进行分离研究
,

例

如
,

对以 � �一� � � �� �
�
�� �� � 为固定相

、

水一� � �一乙睛一甲醇为流动相的反相体系分 离 柑桔

属 中的多甲氧基黄酮类进行了优化设计�� � 〕
。

� �� ���等�� � 〕��� 用�
� ,

� �� �  � ! � 柱
,

以 �一 丙

醇一� � �一水 � ��
, � � � � � 为流动相的反相体系

,

鉴定了桔皮中的多甲氧基黄酮类
。

此类丙醇

一环醚一水体系近几年在黄酮类等浓度洗脱分离中应用很成功
。

极性较大的贰元一般用 �
� �

或 �
�

柱的反相系统分离
。

分离中最困难的是
一

含有较多 组分 的

复杂黄酮类化合物的分 离
。

� � �� 等〔�� 〕用 低 压柱技术和� �� � � � �� � � 一�� 柱进行预分离纯

化
,

以 �
�

� �石磷酸水一甲醇一乙睛一� � � � � �
� � � �

� � � �流动相分析� � �
�� � � �� � � ��� ��� � 中提

取的黄酮贰元和黄酮醇贰的复杂混合物
。

� � � � 一� �� � �� � � 等〔�� 〕在反相� � � �上分 析 了从

蜂蜜中得到的 � �种黄酮贰元
,

使用 � � � �
� ���  � � � �一 � 和� ��� � � � � � � � 一 � �柱

,

试用了

甲醇一水和 乙肢一水的多种洗脱体系
,

进行优化检测
�

�

但没有一种溶剂体系能够分离所有这些

黄酮
。

许多色谱工作者用二极管阵列紫外检测技术检测峰的纯度��,
““, ““ 〕

。

这种技术 可以一
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次打出包括波长
、

吸收值
、

保留时间在内的三维图谱
,

由某一色谱峰对应的紫外吸收光谱可

以判断出此峰是单一的物质还是由多个有相同保留时间的物质组成的混合物
。

有关检测器及

技术见表 �
。

衰 � 典型黄砚类化合物分离色讼条件示例

化合物

钧阳类贰元

黄酮类碳贰

黄酮贰类

枉子 流动相 文献

� � � � �  �� �  !

∀ #∃ % &∃ ∋∃ &( ) ∗
·

1 8

S P h
. r i s

o r
b O D S l l

甲醉
·
O

。

5 % 正磷酸水 (梯度洗脱 )

甲醉
一

水
·

甲酸

T H F
·

乙睛
一

甲醇
·

水
一

乙酸

( 8 80 . 69 ,
8 5

,
8 9 6 6

,
5 0 0 )

乙脯
一

水

T H F
一

丙醇
一

水( 2 1
,

2 0
,

6 9 )

甲醇
一

水
一

乙睛 ( 32
,

1 9
,

1 3 )

甲醇
·

水 ( 20
t 80 )

乙猜
一
2

一

丙醉
一

水 ( 30
. 8 ,

62 )

0

.

0 5 m ol /
L 磷酸钱水

一

乙睛 (梯变洗脱

。
。
1
% 磷酸水

·

甲醇
一

乙睛
一

T H F

甲醇
一

水
·

甲酸 ( 35
,

6 5
,

0
.

2
)

甲醉
一

水 (涕度洗脱 )

甲醇
一

水 ( 一
,

1 )

水
一

乙酸
一

甲醇 ( 3 3 ,
6 5

,
2 )

〔18 〕

〔19 〕

差向异构粼贰

双黄阴类

高异黄翻类

,山酮类

双氮黄砚类

花色素类

黄酮醉类

双氢黄酮醉类

异黄酮类

黄筋
一
4
一

ol 类

L ich ro so rb N H :

N o va P a k C 一s

Y W
G

一
C

: 。

Z
o r

b
a x ·

C N

N
u c l . o s i l C

-

A l t . x C
一。

H y P
e r s i l R P

一

8

C

.

Z
o r

b
a x

O D S

卜B o n d a P a k C
, 。

〔20 〕

〔21 〕

〔22 〕

〔23 〕

C 3 J

〔24 〕

〔25 〕

〔26 〕

〔27 〕

〔28 〕

〔29 〕

〔29 〕

石 定t

利用砚班P L C 对某些黄酮类进行定量分析对于一些中药的质量控制具有较大意义
。

黄酮类

化合物在植物中多以贰的形式存在
,

但因贰的标准品难以得到
,

致使分析工作遇到困难
。

现

在黄酮类标准品商品的出现以及半制备性柱子〔l‘〕在制备纯品上的应用
,

已大大促进 了 定量

分析的发展
。

以H P L C 定量
,

最低检测限可达ng级或pg级
。

例如
,

I
t o

等〔33〕用 T S K g el O D S一 2 0A

柱
,

2 7
% 乙脯水溶液系统测定T Ep im edie h erb

a
中的黄酮醇贰

,

检出下限为一 3~ 5
.
o n g

,

2
.

5
~

1
25

.
。卜叮班1的校正曲线为直线

。
D i m

o v 等〔3‘〕用Cs 柱/T H F磷酸盐缓冲液系统 测定了

芦丁 ( ru ti n ) 的纯度
,

检出限为0
.5林g / m l

, 。
.
05 % 的杂质即可检出

。

孙 文 基 等〔35〕用以

Y W G
we
cl

。
为固定相的不锈钢柱

,

以 0
.
01 m ol / L 磷酸二氢钾水一甲醇一 乙 酸 ( 55

:45:1.5 ) 为

固定相
,

测定了侧柏叶中榔皮贰的含量
,

为侧柏叶的质量评定建立了分析方法
。

在植物中黄酮类的定量检测中
,

优化出最有效的提取方法是很重要的
。

常见的是甲醇回

流提取
,

亦有氯仿振摇浸提〔13 〕
、

丙酮回流提取〔, 〕等
,

还有用流动相提取的11 5〕
。

在 提 取中

应用超声波振荡技术是一种快速
、

高效而且不破坏组分的好方法〔35 〕。

由于分析柱价格比较昂贵
,

常需在分析柱前加一保护柱 ( guar d ool u m n ) 或应用固相

提取技术〔8, 9, 13
,

2 4 〕进行纯化
,

以除去杂质
,

延 长柱子寿命
。

4 定性

H P L C 应用于黄酮类分析主 要是分离和定量
,

关于定性的应用相 对很少
,

用 H P L C 测

定化合物的保 留值来定性需要有待测物的标准品
,

进行混合色谱 分 析 (
。。一。h

r o
m a t o

gr
a -

p h y )
。

现 在两谱联用技术的发展为化合物定性提供了方便
,

与H P L C 联)目的以紫 外光谱为

·

5 4 4

·



常见
,

在比较保留值的同时
,

并对照样品与标准品的紫外光谱以进一步确定
。

为了提高鉴定

的可靠性
,

可以使用多种流动相测试
。

例如
,

Pi et ta 等〔2。〕运用二极管阵列检 测 的H P L C 法

鉴定G inkgo b ilob a L
.

,

A
n t

h
o

m i
s n o

b i l i
s 和 E q u iseru m ar v e n se L

.
中的黄酮类

,

综合

运用对比保留值
、

紫外光谱和水解分析鉴定了 17 种黄酮贰
。

自70年代以来
,

应用H P L C 已成功地分离分析了大量的黄酮类化合物
,

由于新技术的不断

采用
,

大大提高了分离效果和定量分析的发展
。

计算机辅助下新的优化设计方法的研究
,

新的

柱子和流动相的研究
,

特别是近年应用较多的丙醇
一
环醚一水体系

,

使一些用传统的甲醇 ( 乙

睛)一水体系难以分离的黄酮类化合物得到 了很好的分离
。

这一切都促进了H P L C 在黄酮 类 分

析中的应用
。

H P L C 已成为一 种优势明显的黄酮类分离分析方法
。
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