
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１７，４８（６）：６９６－７００

　收稿日期　２０１７０９１８　　通信作者　Ｔｅｌ：０５１０－８５９１７０５２　Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇｂａｉｎｉａｎ＠ｊｉａｎｇｎａｎｅｄｕｃｎ

基金项目　江苏省自然科学基金资助项目（Ｎｏ．ＢＫ２０１４０１３６）

ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ法快速测定沙棘叶中６种黄酮成分

惠人杰
１
，何　旭１

，刘静怡
１
，冯　静１

，曾　帅１
，冯柏年

１，２

（１江南大学药学院，无锡 ２１４１２２；２江苏艾凡生物医药有限公司，无锡 ２１４１２２）

摘　要　采用ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ法同时测定沙棘叶中６种黄酮的含量，包括：儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰酚和异鼠李
素。沙棘叶经石油醚脱脂后，由乙醇水溶液提取得沙棘叶黄酮粉末。样品经由ＳｈｉｍａｄｚｕＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）色谱
柱分离，以甲醇水（０１％磷酸）（６０∶４０）为流动相，以１０ｍＬ／ｍｉｎ的流速等度洗脱，柱温４０℃，检测波长分别为：儿茶素
２０８ｎｍ，芦丁２５７ｎｍ，杨梅素３７３ｎｍ，槲皮素３７１ｎｍ，山柰酚３６７ｎｍ，异鼠李素３７１ｎｍ；进样量为２０μＬ。１０ｍｉｎ之内，各成
分实现基线分离，６种黄酮成分在０４７～３０００μｇ／ｍＬ范围内，线性均良好。通过精密度、稳定性和加样回收率等在内的
方法学验证，证实方法稳定、准确。所建立的分析方法简便、快捷，可用于沙棘叶中６种黄酮含量的快速测定。
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　　沙棘（ＨｉｐｐｏｐｈａｅｒｈａｍｎｏｉｄｅｓＬｉｎｎ）为胡颓子科
酸刺属的灌木或小乔木，别名醋柳、黑刺、酸刺、其

察日嘎纳（蒙名）、达普（藏名）、吉汗（维吾尔

名）［１］，主要分布在亚洲和欧洲。沙棘的各个组

织，特别是浆果，在中国西藏、蒙古和中东地区被用

于传统药品［２］。自 １９７７年起，沙棘便被列入了
《中华人民共和国药典》，之后在历版的中国药典

中均有收录［３］。除沙棘果之外，沙棘的各个部位
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均含有多种活性物质［４］，而沙棘叶中的多酚含量

尤其高［５－６］，具有很高的经济价值，近年来也被开

发功能食品，进入了大众的生活。而沙棘作为西部

防风治沙的主要经济作物，种植广泛，沙棘叶原料

丰富，市场前景广阔。深入开发沙棘叶的经济价

值，尤其是其药用价值，则需要开发简便、快捷、全

面的分析方法，对沙棘叶的药用成分进行更为精准

有效的分析。

黄酮类化合物是多酚类物质的一种，也是沙棘

的主要活性成分之一。沙棘黄酮具有抗氧化［７］、

改善高血脂、预防血栓形成［８］、消炎［９］、保护细

胞［１０］、治疗糖尿病［１１］等作用。目前已经报道的沙

棘主要黄酮成分有槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、山柰酚
（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）、异鼠李素（ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ）等。Ｒｓｃｈ

等［１２］从沙棘果渣提取物中分离出４种黄酮醇苷，
卫罡［１３］用ＨＰＬＣ方法同时测定沙棘黄酮粉中槲皮
素、山柰酚和异鼠李素３种成分含量。而区别于其
他部位，沙棘叶中的黄酮种类繁多，成分复杂，简单

的总黄酮检测结果不能准确提供黄酮种类和含量

的变化。而目前已有的分类黄酮检测方法能同时

测定的黄酮种类较少，难以覆盖沙棘叶黄酮的全部

主要成分。本研究以沙棘叶为样本，通过建立对儿

茶素（ｃａｔｅｃｈｉｎ）、芦丁（ｒｕｔｉｎ）、杨梅素（ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ）、
槲皮素、山柰酚和异鼠李素这６种黄酮的快速分析
方法，实现对沙棘叶中黄酮种类和含量的全面监

测，为现有沙棘产品，尤其是沙棘叶相关产品的质

控及可能的药效配伍研究提供了参考依据。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃａｔｅｃｈｉｎ，ｒｕｔｉｎ，ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌａｎｄｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ

!

　材　料

１１　药材与试剂
沙棘叶（新疆金之源生物科技有限责任公司，

采摘日期２０１６年４月，存放于江南大学药学院）；
黄酮对照品：儿茶素（批号：Ｈ１６０３０４０，纯度 ＞
９８％）、杨梅素（批号：Ｌ１６２３０５９，纯度 ＞９８％）、山
柰酚（批号：Ｂ１７０４０１３，纯度＞９８％）、异鼠李素（批
号：Ｋ１６２４００２，纯度 ＞９８％）均购自上海阿拉丁生
化科技股份有限公司；槲皮素（批号：ＬＩ４０Ｑ０５，纯
度＞９８％）、芦丁（批号：ＬＴＣ０Ｑ２０，纯度 ＞９８％）购
自百灵威科技有限公司。甲醇为色谱纯（美国

Ｔｅｄｉａ公司）；乙醇、石油醚、磷酸、盐酸均为市售分

析纯，水为自制超纯水。

１２　仪　器
ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

ＡＣＭＬ超细粉碎机（青岛微纳粉体机械有限公
司）；ＤＴ２００Ｂ电子天平（常熟市佳衡天平仪器有
限公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ精密电子天平［赛多利斯科学
仪器（北京）有限公司］；ＰＵＲＩＳＴＵＶ超纯水系统
（上海乐枫生物科技有限公司）。

"

　方法与结果

２１　沙棘叶黄酮提取物的制备
经前期实验优化［１４］，获得沙棘叶黄酮的最优

提取条件：取沙棘叶１０ｇ，粉碎烘干，加石油醚８０

７９６
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ｍＬ，于７０℃下回流搅拌２ｈ，抽滤并挥干石油醚。
残渣用７０％乙醇回流提取２ｈ，重复３次，料液比
为１∶１６。合并续滤液，挥干乙醇并冻干，得沙棘叶
黄酮粉末。

２２　溶液制备
２２１　对照品溶液的制备　分别精密称取儿茶
素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素对照品

各５０ｍｇ，各置于２５ｍＬ量瓶中，加甲醇定容至刻
度，摇匀，得到６种质量浓度均为２００μｇ／ｍＬ的黄
酮对照品溶液。

２２２　供试品溶液的制备　称取沙棘叶黄酮粉末
５０ｍｇ，分别置于 ２５０ｍＬ三口烧瓶中，加入甲醇
２０ｍＬ，摇匀，再加入２５％的 ＨＣｌ溶液２０ｍＬ，氮气
球保护，９０℃下加热回流１ｈ，待溶液冷却至室温
后过滤，续滤液转移至５０ｍＬ量瓶中，用甲醇定容
至刻度，即得供试品溶液。

２３　色谱条件
选用ＳｈｉｍａｄｚｕＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）色

谱柱；流动相为甲醇０１％磷酸（６０∶４０）；流速为１０
ｍＬ／ｍｉｎ；二极管阵列多波长检测，儿茶素的检测波
长为２０８ｎｍ，芦丁的检测波长为２５７ｎｍ，杨梅素的
检测波长为３７３ｎｍ，槲皮素的检测波长为３７１ｎｍ，
山柰酚的检测波长为３６７ｎｍ，异鼠李素的检测波
长为３７１ｎｍ；柱温４０℃；进样量为２０μＬ，混合对
照品及样品色谱图见图２。在１０ｍｉｎ的检测时间
内，６种黄酮（儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰
酚、异鼠李素）均实现基线分离。各成分出峰时间

分别为１５９，２２２，２８３，３９７，５６９，６１５ｍｉｎ，且
分离度良好，表明该方法可用于黄酮的快速分离

检测。

２４　方法学考察
２４１　线性关系考察　分别精密吸取各对照品溶
液１５ｍＬ，混合均匀后加甲醇定容至１０ｍＬ。采用
倍数稀释法进行稀释，得到质量浓度分别为

３０００，１５００，７５０，３７５，１８８，０９４，０４７，０２３
μｇ／ｍＬ的系列混合对照品溶液。按照“２３”项下
色谱条件，每个样品检测３次，记录峰面积。以峰
面积为纵坐标（ｙ），以溶液中各黄酮的质量浓度为
横坐标（ｘ），绘制标准曲线。结果如表１所示，６种
黄酮对照品在对应线性范围内相关系数（ｒ）均大
于０９９９４，表明该方法线性关系良好。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（２０８ｎｍ）ｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂ
ｓｔａｎｃｅｓ（Ａ）７５μｇ／ｍＬ；ｓｅａｂｕｃｋｔｈｏｒｎｌｅａｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔ（Ｂ），
ｅｘｔｒａｃｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：７０％ ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｏｒ２ｈｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌ
ｔｏｌｉｑｕｉｄａｔ１：１６（１：Ｃａｔｅｃｈｉｎ，２：Ｒｕｔｉｎ，３：Ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ），４：Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ），５：
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌａｎｄ６：Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ）

Ｔａｂｌｅ１　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｉｘｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍｓａｂｕｃｋｔｈｏｒｎｌｅａｖｅｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（μｇ／ｍＬ） Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ ＬＯＤ／（μｇ／ｍＬ） ＬＯＱ／（μｇ／ｍＬ）
Ｃａｔｅｃｈｉｎ ０２３６０００ ｙ＝１２８１×１０５ｘ＋１０２０×１０５ ０９９９６ ０１０６ ０２００
Ｒｕｔｉｎ ０４７６０００ ｙ＝１３５５×１０４ｘ＋２７４０×１０４ ０９９９６ ０２２３ ０４４６
Ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ０２３６０００ ｙ＝３２７１×１０４ｘ－２７３４×１０３ ０９９９９ ００８６ ０２０３
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０４７３０００ ｙ＝３７５０×１０４ｘ－９５１４×１０３ ０９９９４ ０２２０ ０４５０
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ０４７３０００ ｙ＝３８０４×１０４ｘ－５１２４×１０３ ０９９９７ ０２２３ ０４４６
Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ０２３３０００ ｙ＝３８３８×１０４ｘ－３２４０×１０３ ０９９９８ ０１０６ ０４４６

２４２　定量限（ＬＯＱ）和检测限（ＬＯＤ）考察　取
混合对照品溶液１ｍＬ，逐级稀释，按２３项下色谱
条件进行检测，以信噪比 Ｓ／Ｎ＝３判断检测限，以
Ｓ／Ｎ＝１０判断定量限，求得各组分的定量限和检测
限，结果如表１所示。

２４３　精密度考察　取低（０２３μｇ／ｍＬ）、中
（１５００μｇ／ｍＬ）、高（３０００μｇ／ｍＬ）３个质量浓度
的供试品溶液，分别在“２３”项所述色谱条件下重
复进样６次，记录峰面积，计算日内精密度。另取
３份供试品溶液，同法测定，连续测定３天，记录峰

８９６



第４８卷第６期 惠人杰，等：ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ法快速测定沙棘叶中６种黄酮成分

面积，计算日间精密度。结果如表２所示，日间及
日内精密度考察ＲＳＤ均小于２％，表明该检测方法
精密度良好。

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｓｉｘｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｂｙＨＰＬＣ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃ／

（μｇ／ｍＬ）
Ｉｎｔｒａｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ／％

Ｉｎｔｅｒｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ／％

Ｃａｔｅｃｈｉｎ ０２３ １４８ ０５７
１５００ １６７ １３２
３０００ １７７ １６９

Ｒｕｔｉｎ ０２３ ０８６ １９４
１５００ ０７５ ０７６
３０００ ０７６ １９３

Ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ０２３ １６６ １７３
１５００ ０９５ ０６７
３０００ ０７３ １０７

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０２３ ０５４ ０７２
１５００ ０４３ ０４６
３０００ ０７７ ０４８

Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ０２３ ０８０ １７１
１５００ ０３７ １１２
３０００ ０３３ １５４

Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ０２３ １０１ １８６
１５００ ０４０ ０５１
３０００ ０８９ ０５９

２４４　稳定性考察　取同批沙棘叶样品，平行提
取并制备６份供试品溶液，并依据“２３”项下色谱
条件，分别在０，２，４，６，８，１０，１２ｈ进样测定，记录
峰面积。结果显示，儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、

山柰酚、异鼠李素的峰面积 ＲＳＤ（％）分别为：
０３０，１４４，０８３，１５１，１２７和１４９，表明样品溶
液在１２ｈ内稳定。
２４５　重复性考察　取同批沙棘叶样品，平行提
取并制备６份供试品溶液，并依据“２３”项下色谱
条件进行检测，记录峰面积，计算样品中黄酮含量。

所测数据以每克生料中所含黄酮含量（ｍｇ）表示，
沙棘叶样品中儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰

酚、异鼠李素平均含量（ｎ＝６）分别为１９１，１４２，
１５３，２９，２３，２６ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ（％）分别为 １５９，
１６６，０６，１３１，１６５和０６。
２４６　加样回收率　精密称定９份已测定含量的
沙棘叶黄酮粉末，分别加入相当于已知黄酮含量

８０％、１００％、１２０％ 的混合对照品溶液，按照
“２２２”项下条件，分别制备低、中、高３个浓度的
加样溶液３份，测定６种黄酮的含量，计算加样回
收率。得沙棘叶中儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、

山奈酚、异鼠李素的加样回收率（％）分别为

（１０１４２±２２３）、（１０２１８±６７）、（９９６９±５８）、
（１０９３６±４５）、（１１３６２±５１）和（１１０２７±
７９），表明该检测方法的加标回收率均相对较高，
可适用于沙棘叶中的黄酮检测。

２５　沙棘叶黄酮含量测定
取６棵不同沙棘树上采集的沙棘叶样品，分别

平行提取并制备２份供试品溶液。依据“２３”项
下色谱条件进行检测，每份溶液进样３次，记录峰
面积，并依据“２４１”项下各标准曲线，计算样品
中不同黄酮的含量。结果见表３。沙棘叶黄酮以
儿茶素、杨梅素和芦丁３种黄酮成分为主。结果显
示，在相同的采摘季节中，黄酮的种类和含量变化

不明显。

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅａｂｕｃｋｔｈｏｒｎｌｅａｖｅｓｓａｍｐｌｅｓ
（ｍｇ／ｇ）

ＮｏＣａｔｅｃｈｉｎ Ｒｕｔｉｎ ＭｙｒｉｃｅｔｉｎＱｕｅｒｃｅｔｉｎＫａｅｍｐｆｅｒｏｌＩｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ
１ １９０９ １３５３ １４５９ ２６０ １９６ ２４３
２ １７５１ １５７１ １６５７ ２５８ ２３０ ２６３
３ ２０４１ １４３５ １５１９ ２４７ ２０２ ２５４
４ １８１２ １３９７ １１６４ ２５０ ２４９ ２７２
５ １９５３ １４５３ １３６３ ２４８ ２３９ ２４１
６ １８９９ １６３３ １６６３ ２４９ １９４ ２８８

#

　讨　论

３１　黄酮成分的选择和提取
沙棘叶中黄酮类物质成分复杂，功效众多，参

考沙棘黄酮已有文献报道及本课题组 ＬＣＭＳ的分
析结果，选取了儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰

酚、异鼠李素这６种黄酮作为检测对象，实现了沙
棘叶中６种黄酮的同时定性／定量分析。相较于以
往的总黄酮含量分析，ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ法所得的分
类黄酮分析结果更为灵敏、精确、全面。

由于６种黄酮的理化性质差异明显，本实验还
对提取溶质（６０％、７０％、８０％乙醇）、提取时间
（１ｈ、１５ｈ、２ｈ）、提取次数（１次、２次、３次）、料液
比（１∶８、１∶１６、１∶２４）这４个主要因素进行了正交
实验考察，确定了沙棘叶黄酮的最优提取方案：

７０％乙醇回流提取２ｈ，重复３次，料液比为１∶１６。
该条件下，沙棘叶中黄酮的提取效率最高。

３２　检测波长的选择
本文共涉及６种不同的黄酮成分检测，经紫外

分析，发现各黄酮具有不同的最大紫外吸收波长，

若采用单一波长测定，无法实现对６种黄酮的同时

９９６
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准确测定。因此，本研究采用 ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ法检
测，利用二极管阵列检测器，选取各黄酮成分的最

大紫外吸收波长作为各自对应的检测波长，有效提

高了分类黄酮的检测灵敏度和准确度，保证了检测

结果的准确性和全面性。

３３　流动相的选择及条件确定
实验选用甲醇磷酸水体系作为流动相，通过

改变有机相比例和磷酸浓度，综合分析不同条件下

６种黄酮的出峰时间和分离度，最终确认使用甲
醇０１％磷酸水（６０∶４０）为分离条件。该流动相体
系下，可实现６种黄酮在１０ｍｉｎ内的快速有效分
离，并完成６种黄酮的定性和定量检测。该方法简
便、快捷、适用范围广，可为企业生产的快速质控、

样品监测等提供有效的参考。

$

　结　论

中药材中活性成分的鉴别不仅可以帮助实现

产品的精确质控，还可以为活性成分的药效功能研

究提供有效数据支持。沙棘叶中黄酮类物质成分

复杂，功效众多，本研究所开发的沙棘叶黄酮的

ＲＰＨＰＬＣＤＡＤ定量分析方法简便、快捷、高效，可
对沙棘叶中的分类黄酮进行精确定量分析，有助于

确认黄酮种类含量变化及相应的药效作用机制，并

开展相关中药配伍研究，为中药材的进一步开发和

研究提供思路。

相较于沙棘果和沙棘籽中较为稳定的黄酮含

量水平，沙棘叶中的黄酮含量可能随采摘季节发生

剧烈变化［１５］，因此对于沙棘叶的质控要求更高，检

测需求更多。运用快速有效的检测方法，对沙棘叶

中的黄酮成分进行监控，可实现对沙棘叶的精确质

控，对于沙棘叶相关产品的生产和推广都具有重要

意义。
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