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红车轴草提取物定量测定方法的优化 
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摘  要：目的  优化红车轴草提取物的定量测定方法，以客观有效地评价提取物的质量。方法  以鹰嘴豆芽素 A、染料木素、

刺芒柄花素和大豆苷元 4 种异黄酮苷元作为定量测定的指标成分，采用 HPLC 法分别测定提取物酸水解前后异黄酮的量。

结果  通过系统的研究与优化，确定的色谱条件为：Capcell pak C18柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），柱温 30 ℃，检测波长

254 nm，体积流量 1.0 mL/min，以乙腈（含 0.05% TFA）-水（含 0.05%TFA）梯度洗脱；酸水解条件为：提取物以 1 mol/L
盐酸甲醇溶液（每毫克提取物样品加 2.0 mL）于 85 ℃水浴回流 1.5 h，冷却至室温后定容待测。结论  本方法为红车轴草

提取物提供了一种简便快速、有效可靠的定量测定方法。 
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红车轴草 Trifolium pratense L.为豆科多年生草

本植物，又名红三叶草、红花苜蓿[1]，因植物中含

有较为丰富的异黄酮[2]，其提取物已被全球广泛应

用于各种保健品或饮食增补剂中，用于预防乳腺癌、

改善骨质疏松、妇女更年期综合症等[3-8]，许多国家

因此将其纳入法定标准，美国药典-国家处方集的饮

食增补剂分册（Botanical Official Monographs in 
USP30-NF25）就收载红车轴草及其提取物的质量标

准。我国目前尚未建立红车轴草相关产品的国家标

准，但每年对欧美市场出口大量的红车轴草提取物，

故外经贸部于 2005 年颁布实施了红车轴草提取物

的外贸行业绿色标准。 
红车轴草提取物的国内外质量标准，均采用

HPLC 进行定量测定，但指标成分及测定方法存在

较大差异：我国外贸行业标准是以刺芒柄花苷

（ononin，也称芒柄花苷）、印度黄檀苷（sissotrin）、
刺芒柄花素（formoononetin，又称芒柄花素、鸡豆 

黄素 B、鹰嘴豆芽素 B）、鹰嘴豆芽素 A（biochanin 
A，又称鸡豆黄素 A、鹰嘴甲素）为指标成分，直

接测定提取物中各指标成分的量；美国国家标准则

将提取物酸水解，与法定标准提取物对照后，以刺

芒柄花素为基准物按不同的换算因子分别折算鹰嘴

豆芽素 A、染料木素（genistein）、刺芒柄花素、大

豆黄素（daidzein，又称大豆苷元、大豆素）的量。 
就化学结构而言，刺芒柄花苷为刺芒柄花素的

单糖苷，印度黄檀苷为鹰嘴豆芽素 A 的单糖苷，化

学结构式见图 1 与表 1。 
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图 1  红车轴草中异黄酮类化合物母核结构 
Fig. 1  Nucleus structure of isoflavones in T. pratense 
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表 1  红车轴草中异黄酮类化合物 

Table 1  Isoflavones in T. pratense 

名  称 R1 R2 R3 R4 R5 R6 相对分子质量

大豆黄素 H H H H H OH 254 
染料木素 OH H H H H OH 270 
芒柄花素 H H H H H OCH3 268 
鹰嘴豆芽素 A OH H H H H OCH3 284 

芒柄花苷 H H Glc H H OCH3 430 

印度黄檀苷 OH H Glc H H OCH3 446 

 
两种定量测定方法在实际应用中均存在一定局

限性：我国外贸行业标准，采用刺芒柄花苷、印度

黄檀苷作为指标成分，不仅对照品来源相对困难，

且这两种成分在植物中的量较低，不能很好地反映

提取物的产品质量，另外液相色谱耗时长（约 60 
min）；美国国家标准，操作繁琐并需购买标准提取

物，且色谱条件的波动对各成分的出峰时间及分离

度带来明显影响，不能很好地体现提取物的天然品

质。基于以上问题，经研究与优化，本实验建立了

一种简便、有效、可靠的红车轴草提取物中异黄酮

成分的定量测定方法，以期为其质量控制提供参考。 
1  仪器和材料 

Waters 1525 高效液相色谱仪、Waters 2487 紫

外双波长检测器（美国 Waters 公司）；RUC—5200
超声波清洗机（上海睿祺电子设备有限公司）。 

鹰嘴豆芽素A对照品购自中国药品生物制品检

定所，染料木素、刺芒柄花素、大豆黄素对照品质

量分数分别为 98.25%、98.3%、98.5%，均购自南京

泽朗医药科技有限公司；乙腈为色谱纯，水为双蒸

水，其他试剂为分析纯。 
红车轴草药材：JX0411（产自江西，2004 年夏

采收，购于 2004 年 11 月）、JX0901（产自江西，

2008 年秋采收，购于 09 年 1 月）、GZ0901（产自

贵州，2008 年秋采收，购于 09 年 1 月）经上海医

药工业研究院中药研究部吴彤研究员鉴定均为豆科

红车轴草 Trifolium pratense L.的干燥全草；提取物

的制备：药材粗粉以 15 倍量 80%乙醇回流提取 3
次，每次 1.5 h，合并滤液，减压浓缩至干，得浸膏。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为Capcell pak C18柱（150 mm×4.6 mm，

5 μm）；检测波长 254 nm，柱温 30 ℃，体积流量

1 mL/min，流动相为含 0.05%三氟乙酸（TFA）的

乙腈（A）-含 0.05% TFA 的水（B），梯度洗脱程序：

0～2 min，25% A；2～7.5 min，25%～40% A；7.5～
11 min，40%～62% A；11～13 min，62%～70% A；

13～15 min，70%～80% A；15～16 min，80%～100% 
A；16～20 min，100%～25% A；20～23 min，25% 
A。流动相及对照品溶液、供试品溶液均经过 0.45 
μm 微孔滤膜滤过。 
2.2  对照品溶液的制备 

分别精密称取大豆苷元对照品、染料木素对照

品、刺芒柄花素对照品、鹰嘴豆芽素 A 对照品适量，

加甲醇制成含大豆苷元 200 μg/mL、染料木素 200 
μg/mL、刺芒柄花素 1 mg/mL、鹰嘴豆芽素 A 200 
μg/mL 的混合对照品储备液。 
2.2.1  对照品溶液 I 的制备  精密吸取对照品储备

液 1 mL，加甲醇定容至 10 mL，以此作为样品未酸

水解时定量测定用对照品溶液。 
2.2.2  对照品溶液 II的制备  精密吸取标准储备液

1 mL，加入 1 mol/L 盐酸甲醇溶液 5 mL，再加甲醇

定容至 10 mL，以此作为样品酸水解后定量测定用

对照品溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 
2.3.1  供试品溶液 I 的制备  精密称取红车轴草提

取物 25 mg，加入甲醇 50 mL 超声 30 min，放冷，

转移至 50 mL 量瓶中，并加甲醇至刻度，摇匀，即

得未酸水解定量测定用供试品溶液。 
2.3.2  供试品溶液 II的制备  精密称取红车轴草提

取物 25 mg，加入 1 mol/L 盐酸甲醇 50 mL，85 ℃
水浴回流 1.5 h，待冷却至室温后，转移至 50 mL 量

瓶中，并加 1 mol/L 盐酸甲醇至刻度，摇匀，即得

酸水解后定量测定用供试品溶液。 
2.4  线性关系考察 

按对照品溶液的制备项下操作，配制 20、2、
0.2 μg/mL 各质量浓度对照品溶液，再分别吸取各质

量浓度对照品溶液 5、10、20 μL，注入液相色谱仪，

以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲

线，进行回归分析。结果表明，以甲醇为溶剂，大

豆苷元在 5.24～524.00 ng（Y＝6.53×106 X－

7.35×103），染料木素在 5.04～504.00 ng（Y＝
6.85×106 X＋2.17×104），刺芒柄花素在 22.58～
2 258.00 ng（Y＝6.03×106 X＋3.01×104），鹰嘴

豆芽素 A 在 4.72～472.00 ng（Y＝6.49×106 X＋
3.31×104）进样量与峰面积呈良好线性关系；以

1 mol/L 盐酸甲醇溶液为溶剂，大豆苷元在 6.7～
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670.00 ng（Y＝6.27×106 X－1.10×104），染料木素

在 8.87～887.00 ng（Y＝6.22×106 X－8.33×103），

刺芒柄花素在 19.50～1 950.00 ng（Y＝6.41×106 
X－5.34×103），鹰嘴豆芽素 A 在 8.15～815.00 ng
（Y＝5.87×106 X＋7.22×103）进样量与峰面积呈良

好线性关系；各相关系数均大于 0.999 9。 
2.5  精密度试验 

取混合对照品溶液 I（大豆苷元 33.1 μg/mL、
染料木素为 36.8 μg/mL、刺芒柄花素 91.1 μg/mL、
鹰嘴豆芽素 A 为 35.9 μg/mL），重复进样 6 次，测

定大豆苷元、染料木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆芽素

A的峰面积，计算得其峰面积的 RSD分别为 0.85%、

1.49%、0.97%、0.85%；取混合对照品溶液 II（大

豆苷元 33.1 μg/mL、染料木素为 36.8 μg/mL、刺芒

柄花素 91.1 μg/mL、鹰嘴豆芽素 A 为 35.9 μg/mL），
重复进样 6 次，测定大豆苷元、染料木素、刺芒柄

花素、鹰嘴豆芽素 A 的峰面积，计算得其峰面积的

RSD 分别为 1.86%、1.85%、2.32%、1.88%。 
2.6  稳定性试验 

取批号 JX0411 的样品制备的供试品溶液 I，分

别于 0、2、4、6、8 h 进样，测定大豆苷元、染料

木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A 的峰面积，计算

得其峰面积的 RSD 分别为 0.74%、1.86%、1.81%、

1.95%；取批号 JX0411 的样品制备的供试品溶液 II，
分别于 0、2、4、6、8 h 进样，测定大豆苷元、染

料木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A 的峰面积，计

算得其峰面积的 RSD 分别为 0.52%、1.58%、2.32%、

0.82%，表明供试品溶液 I、II 均在 8 h 内稳定。 
2.7  重现性试验 

取批号 JX0411 的样品，按供试品溶液的制备

项下方法，分别制备 5 份供试品溶液 I 和 5 份供试

品溶液 II，依法测定该样品酸水解前后大豆苷元、

染料木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A 的量，结果

显示：该样品酸水解前各指标成分量的 RSD 分别为

1.15%、1.49%、1.81%、2.05%；酸水解后各指标成

分量的 RSD 分别为 0.89%、2.79%、1.71%、2.27%。 
2.8  加样回收率 

精密称取批号 JX0411 的提取物样品 18 份，精

密加入各指标成分绝对量 80%、100%、120%的对

照品，按供试品溶液的制备项下方法，各加入量下

分别平行制备 3 份供试品溶液 I 和 3 份供试品溶液

II，依法测定大豆苷元、染料木素、刺芒柄花素、

鹰嘴豆芽素 A 的量，计算加样回收率。结果样品酸

水解前各指标成分的平均加样回收率分别为

98.71%、100.32%、98.73%、99.92%，RSD 分别为

1.46%、1.49%、1.96%、0.92%；酸水解后各指标

成分的平均加样回收率分别为 99.33%、98.63%、

100.02%、99.91%，RSD 分别为 1.35%、2.08%、

2.50%、0.96%。 
2.9  样品的测定 

精密称取 3 批（批号 GZ0901、JX0901、JX0411）
提取物样品，按供试品溶液的制备项下方法，制备

供试品溶液，依法测定各提取物样品酸水解前后大

豆苷元、染料木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A 的

量，结果见表 2 和图 2。以样品中各指标成分在酸水

解前后量的变化可大致估算提取物中异黄酮苷的量。 
3  讨论 
3.1  指标成分的选择依据 

对比不同产地红车轴草的异黄酮成分组成，均含

不同结合形式的鹰嘴豆芽素 A、染料木素、刺芒柄花

素、大豆苷元，或为苷元，或为糖苷[8-10]；大量研究

证实异黄酮苷元均具有不同程度的生物学活性[11-13]。

因此，将其作为指标成分测定红车轴草提取物在酸水

解前后各异黄酮苷元的量是合理且可行的。 
 

表 2  红车轴草提取物样品的测定结果 

Table 2  Determination of different extracts from T. pratense 

质量分数/% 
样  品 

大豆苷元 染料木素 刺芒柄花素 鹰嘴豆芽素 A
合计/% 酸水解前后异黄酮量的变化/%

GZ0901 未酸水解 0.052 0.044 0.690 0.409 1.197 21.64 

 酸水解 0.091 0.074 0.811 0.480 1.456  

JX0901 未酸水解 0.279 0.143 0.014 0.123 0.560 64.11 

 酸水解 0.294 0.241 0.034 0.350 0.919  

JX0411 未酸水解 0.110 0.140 1.730 0.840 2.820 39.36 

 酸水解 0.130 0.190 2.350 1.260 3.930  
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1-大豆黄素  2-染料木素  3-刺芒柄花素  4-鹰嘴豆芽素 A 
1-daidzein  2-genistein  3-formoononetin  4-biochanin A 

 
图 2  混合对照品（I、II）（A）和各红车轴草提取物（GZ0901、JX0901、JX0411）酸水解前（B）、酸水解后（C）的 

HPLC 色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatograms of mixed reference substances (I and II) (A) and extracts from T. pratense 

(GZ0901, JX0901, and JX0411) before (B) and after (C) acid hydrolysis 
 

鉴于植物提取物市售品中添加人工合成异黄酮

（苷元）的现象时有发生，我国红车轴草提取物的外

贸行业标准选择两种异黄酮苷作为指标成分，虽在

一定程度上起到防范作用，但又忽略了植物中异黄

酮苷元及其他糖苷的存在及其量变化，且对照品来

源相对困难、色谱耗时较长。 
综合考虑，本实验以鹰嘴豆芽素 A、染料木素、

刺芒柄花素、大豆苷元作为指标成分，同时测定红

车轴草提取物在酸水解前后各异黄酮苷元的量，既

可对异黄酮苷元进行准确定量，又可大致估算提取

物中异黄酮苷的量，可较有效且直观地反映和评价

红车轴草提取物的天然品质。 
3.2  检测波长的选择 

通过对各指标成分的紫外-可见光全波长扫描

发现，大豆苷元、染料木素、刺芒柄花素、鹰嘴豆

芽素 A 的最大吸收波长分别为 249、260、249、260 
nm，因此确定检测波长为 254 nm。 
3.3  pH 值对样品测定的影响 

研究显示相同质量浓度的对照品溶液，酸化后

色谱峰面积明显减小，此作用影响可能与 pH 值减

小使异黄酮成分的最大吸收峰蓝移有关，因此定量

测定时对照品溶液与供试品溶液的酸度需保持一

致，以消除 pH 值对测定结果的影响。 
3.4  酸水解条件的确定 

本实验对提取物定量测定时的酸水解条件进行

了考察。结果显示：酸度及水解时间基本不影响指

标成分的稳定性；但酸度及水解时间对异黄酮苷水

解为苷元具有明显影响。通过研究和优化，确定的

最佳水解条件为 1 mol/L 盐酸甲醇 85 ℃水解 1.5 h。 
3.5  色谱条件的优选 

目前对红车轴草及其提取物中异黄酮苷元的定

量测定方法多采用加磷酸盐的液相洗脱系统，分离

效果不稳定，且一般检测耗时较长。通过研究与对

比，在乙腈-水梯度洗脱系统中添加 0.05% TFA，不

仅可实现各异黄酮苷元的良好分离，且分析时间短、

各成分的色谱保留时间相对稳定。 
综上所述，选择鹰嘴豆芽素 A、染料木素、刺

芒柄花素、大豆苷元作为指标成分，分别测定红车

轴草提取物酸水解前后的各异黄酮苷元的量，可较

为简便有效地反映和体现红车轴草提取物的天然品

质。本实验明确了待测样品的酸水解条件，并优化

出一种快速有效的红车轴草提取物的定量测定方

法，经考察证实该方法稳定、准确、可靠。因此，

该定量测定方法可适用于红车轴草提取物的常规质

量分析。 
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