
甲醇为提取溶媒。在确定了甲醇为提取溶媒之后 ,进

一步对提取溶媒用量 20、 25、 30 m L甲醇进行了比

较试验 ,结果表明 ,提取溶媒用量为 25 m L时测得

各成分含量较高。试验中对加热回流、超声处理及冷

浸 3种提取方法进行了比较 ,结果表明 ,加热回流法

测得各成分含量略高于其他二法。确定选用加热回

流法为提取方法后 ,分别又对加热回流不同时间 30

min, 1、 2 h的提取结果进行了比较试验 ,结果表明 ,

加热回流 1 h测得各成分含量较高。
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RP-HPLC法测定芫花叶中 3种黄酮苷的含量

李娆娆 1 ,刘延泽 2 

( 1. 中国中医研究院中药研究所 ,北京 100700; 2. 河南中医学院 ,河南 郑州　 450008)

　　芫花叶为瑞香科植物芫花 Daphne genkwa

Sieb. et Zucc. 的干燥叶。为了扩大芫花及芫花根的

药用植物资源 ,河南中医学院冀春茹教授等自 20世

纪 80年代以来对其化学成分进行了较系统研究 ,从

中发现了多种黄酮苷元及苷类 [ 1]、绿原酸类化合

物 [2 ]及木脂素类成分 [3 ] ,并发现其水溶性部位对心

血管系统有良好的作用 ,能明显增加冠脉流量 ,而对

心率的影响不明显 ,并对心肌缺氧有保护作用 ,还能

降低麻醉猫的血压 ,抑制麻醉猫在结扎左冠状动脉

前降支血清磷酸激酶 ( CPK)活性的升高 ,静脉注射

以后还可产生短暂但明显的降压作用
[4 ]
。该部位除

含有已分离得到的绿原酸类化合物及其他糖类、无

机成分等小分子化合物外 ,可能含有较多的黄酮苷

类化合物。为了进一步探讨其活性成分和为开发新

的药用部位提供科学依据 ,本实验采用 RP-HPLC

法同时测定了芫花叶中芫花叶苷、木犀草苷和异槲

皮苷的含量。

1　仪器与试药

Waters高效液相色谱仪 ( Waters600E泵 , Wa-

ters 996DAD检测器 ,美国 Waters公司 ) ;乙腈、甲

醇为色谱纯 ,其他试剂均为分析纯 ,水为高纯水。

芫花叶采自河南信阳地区 ,经河南中医学院刘

若墉教授鉴定为瑞香科植物芫花 Daphne genkwa

Sieb. et Zucc. 的干燥叶。

芫花叶苷、木犀草苷及异槲皮苷均为自制 ,其光

谱数据与文献中 3种黄酮苷的数据一致 [1, 5, 6 ] ,经

HPLC归一化法测定 ,三者的纯度均在 99%以上。

2　方法与结果

2. 1　 色 谱 条 件: 色 谱 柱 为 Kromasi l-C18柱

( 250 mm× 4. 6 m m, 5μm );流动相为乙腈-甲醇-

水-冰醋酸 ( 11∶ 21∶ 68∶ 0. 4) ,体积流量 0. 8 m L /

min;柱温 25℃ ;检测波长为 254 nm。该条件下芫花

叶苷、木犀草苷及异槲皮苷与其他干扰成分能基线

分离。按外标法以峰面积定量。

2. 2　对照品溶液的制备: 称取芫花叶苷、木犀草苷

及异槲皮苷适量 ,精密称定 ,用甲醇溶解并定容至

10 m L量瓶中 ,即得 3个黄酮苷的对照品溶液 ,质量

浓度分别为 0. 246 8、 0. 087和 0. 060 6 m g /m L。

2. 3　供试品溶液的制备:取本品于 60℃烘 6 h,粉

碎后取约 2 g ,精密称定 ,加入甲醇 25 m L,称定质

量 ,超声处理 30 min,放冷 ,称质量 ,用甲醇补足损

失质量 ,摇匀 ,滤过 ,弃去初滤液 ,取续滤液过微孔滤

膜 ( 0. 45μm)作为供试品液。

2. 4　线性关系考察: 在上述色谱条件下 ,分别精密
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吸取对照品溶液 6、 8、 10、 12、 14μL进样 ,测定色谱

峰面积。以芫花叶苷、木犀草苷及异槲皮苷的进样量

为横坐标 ,峰面积积分值为纵坐标绘制标准曲线。芫

花叶苷回归方程为 Y= 2 746 746. 6 X - 48 601. 7,

r= 0. 999 6,线性范围 1. 480 8～ 3. 455 2μg;木犀草

苷回归方程为 Y = 2 550 893. 1 X+ 21 882. 6, r=

0. 999 7,线性范围: 0. 522 0～ 1. 218 0μg;异槲皮苷

回 归 方 程 为 Y = 3 045 830. 8 X - 3 439. 5

r= 0. 999 7,线性范围 0. 363 6～ 0. 848 4μg。

2. 5　稳定性试验: 取新鲜制备的供试品溶液 ,在上

述色谱条件下 ,分别在第 0、 1、 2、 4、 8 h各进样 10

μL,芫花叶苷、木犀草苷及异槲皮苷质量分数的

RSD分别为 0. 96% 、 0. 85%和 0. 88% ,表明供试液

的含量在 8 h内基本无变化。

2. 6　精密度试验: 精密吸取供试品溶液 10μL,分

别在上述色谱条件下 ,连续进样 6次 ,测得峰面积 ,

经计算芫花叶苷、木犀草苷及异槲皮苷的 RSD分别

为 0. 54% 、 0. 62%和 0. 45% 。

2. 7　重现性试验: 取同一批样品 5份 ,分别按 2. 3

项下方法操作 ,进样测定 ,结果芫花叶苷、木犀草苷

及异槲皮苷质量分数的 RSD分别为 1. 27%、

1. 55%和 2. 11%。

2. 8　回收率试验: 取已知含量的同一批样品 6份 ,

每份 1 g ,精密称定。 分别加入适量混合对照品 ,按

2. 3项下的方法进行制备和测定 ,结果芫花叶苷平

均回收率 99. 4% , RSD= 2. 26% ;木犀草苷平均回

收率 99. 7% , RSD= 1. 29% ;异槲皮苷平均回收率

100. 3% , RSD= 1. 58% 。

2. 9　样品测定:取 3份样品溶液按上述色谱条件进

行分析 ,精密吸取上述对照品溶液和供试品溶液各

10μL,注入液相色谱仪记录峰面积 ,测得芫花叶苷、

木犀草苷及异槲皮苷的质量分数分别为 0. 34%、

0. 18% 、 0. 09% , RSD 分 别 为 0. 94% 、 0. 65%、

0. 87% (n= 3)。芫花叶与 3种对照品的 HPLC色谱

图见图 1。

3　讨论

3. 1　检测波长的确定:经 UV全波长扫描 , 3种成

分的最大吸收均在 254 nm,故选择在 254 nm作为

检测波长。

3. 2　提取溶剂选择:供试品溶液的制备过程中 ,曾

考察不同体积分数的乙醇和甲醇作为提取溶媒对 3

种黄酮类成分提取效果的影响 ,结果发现各不同体

积分数乙醇提取液中 3种苷类的含量均低于甲醇提

取液中的含量 ,故最终选用甲醇作为提取溶媒。

a-木犀草苷　 b-异槲皮苷　 c-芫花叶苷

a-galu teolin　 b-is oquercet in　 c-Yuan huanin

图 1　对照品 (A)和样品 (B)的 HPLC图谱

Fig. 1　 RP-HPLC of ref erence substances (A)

and samples (B)

3. 3　提取方法的选择:实验中曾考察超声提取和回

流提取对 3种黄酮类成分含量的影响 ,结果发现两

种方法对实验结果的影响不大 ,考虑到方法简捷性 ,

最终选择超声处理 20 min作为样品的提取方法。

3. 4　流动相的选择: 曾选择甲醇 -水 -冰醋酸和

甲醇 -水 -磷酸作为流动相 ,样品色谱图中 3种成分

的色谱峰峰形较钝且分离效果不理想 ;逐渐增大流

动相中乙腈的含量 ,结果以乙腈 -甲醇 -水 -冰醋酸

( 11∶ 21∶ 68∶ 0. 4)较好 , 3种成分均可以和其他杂

质峰完全分离 ,并且可以得到理想的保留时间。

3. 5　未见花、根或其他部位分离得到这 3种黄酮苷

的报道 ,芫花叶苷未见到在其他植物中的报道 ,目前

可作为叶中的特征性成分。

致谢:实验过程中 ,得到中药研究所仪器室冯伟

红的指导和帮助。
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