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·基础研究·
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ＨＰＬＣ同时测定不同产地半枝莲中
８个黄酮类成分的含量

王治阳，安华

（河南省中医药研究院 附属医院，河南　郑州　４５０００３）

［摘要］　目的：建立同时测定不同产地半枝莲中野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜

素、黄芩素和汉黄芩素含量的高效液相色谱法。方法：采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），以乙腈０１％甲酸水为流动相，梯度洗脱，检测波长：３５０ｎｍ，流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温：２５℃。结果：

半枝莲药材中野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜素、黄芩素和汉黄芩素分别在７２３～

７２３２、３２８～３２７６、２３５～２３５３、２５４～２５３７、１７７～１７６５、２２６～２２５７、１９５～１９４８、３５２～３５２４μｇ呈良好

线性关系，相关系数ｒ在０９９８３～０９９９９，平均加样回收率为９８９％ ～９９９％。结论：该方法简单、快速，为半

枝莲的质量控制提供了参考。

［关键词］　 半枝莲；黄酮类；含量测定；高效液相色谱法
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半枝莲ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｒｂａｔａＤＤｏｎ为唇形科植物
半枝莲的干燥全草，具有清热解毒、散瘀止血、

利尿消肿等功效，用于治疗热毒痈肿、水肿、肺

痈、肠痈、毒蛇咬伤、黄疸等［１４］。半枝莲黄酮

是从半枝莲中提取分离的黄酮类化合物，现代药

理研究发现其具有抗肿瘤、抗氧化和改善记忆障

碍等多种药理活性［５７］。乔春峰等［８］采用两种流

动相系统对半枝莲中野黄芩苷、野黄芩素、木犀

草素和芹菜素的含量进行了测定。为了寻求更简

单、更全面的半枝莲黄酮类成分的分析方法，本

实验建立了同时测定不同产地半枝莲中 ８个黄酮
类成分野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩

素、木犀草素、芹菜素、黄芩素和汉黄芩素的高

效液相色谱法。该法简单快速，结果准确、可

靠，为半枝莲药材栽培及相关制剂的质量控制提

供了参考依据。

·８７９·
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１　仪器与试药

１１仪器

ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ色谱仪（美国安捷伦科技有限
公司）；ＡＳ１０２００超声处理器（天津特赛恩斯仪器有
限公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ２５Ｓ型电子分析天平（德国赛
多利斯科技有限公司）；Ｂｐ２１ｌＤ型电子天平（赛多利
斯公司）；乙腈、甲酸为色谱纯；水（超纯水），使

用前均经０４５μｍ滤膜滤过；其余试剂均为分析纯。

１２试药

对照品野黄芩苷 （批号：１１０７１５２０１３１８）、黄
芩苷（批号：１１５２６５２０１３１８）、野黄芩素（批号：
１１０７２６２０１３１８）、异 野 黄 芩 素 （批 号：１１１３２１
２０１３１８）、木犀草素（批号：１１５７１３５２０１３１８）、芹菜
素（批号：１１５６２４２０１３１８）、黄芩素（批号：１１１５９５
２０１３０６）、汉黄芩素（批号：１１１５１４２０１３０４），均购
自中国食品药品检定研究院。半枝莲分别购自北京

北大维信生物科技有限公司（产地：北京，批号：

１１５７１３５２０１３１８）、安徽威尔曼制药有限公司（产地：
安徽亳州）、湖南鑫和医药有限责任公司（产地：湖

南长沙）、郑州邦正医药有限公司（产地：河南郑

州）、成都青山利康药业有限公司（产地：四川成

都）、江苏九泰医药有限公司（产地：江苏江阴）、

甘肃省平凉市陇东药业有限责任公司（产地：甘肃平

凉）和云南省久泰药业有限公司（产地：云南丽江），

经河南中医药大学刘明鹏副教授鉴定为半枝莲Ｓｃｕｔｅ
ｌｌａｒｉａｂａｒｂａｔａＤＤｏｎ的干燥全草。

２　方法

２１色谱条件

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０１％甲酸水
（Ｂ），梯度洗脱（０→１５ｍｉｎ，２０％Ａ；１５→２５ｍｉｎ，
４０％Ａ；２５→３５ｍｉｎ，６０％Ａ；３５→６０ｍｉｎ，８０％Ａ）；
流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：３５０ｎｍ，柱温：
２５℃，进样量：１０μＬ。

２２溶液的制备

２２１混合对照品溶液的制备　精密称取野黄芩苷、
黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜

素、黄芩素和汉黄芩素对照品适量，分别用甲醇制

成质量浓度分别为 ７２３２、３２７６、２３５３、２５３７、

１７６５、２２５７、１９４８、３５２４μｇ·ｍＬ－１的混合对照
品溶液。

２２２供试品溶液的制备　精密称取半枝莲粉末
（２０～４０目）１０ｇ，置１００ｍＬ容量瓶中，加入７０％
的甲醇水７０ｍＬ，称重，超声（功率：６００Ｗ，频率：
４０ｋＨｚ）提取 ４５ｍｉｎ，放置至室温，再次称重，加
７０％甲醇水补足失去的重量，摇匀，用０４５μｍ微
孔滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。

３　结果

３１系统适用性试验

分别取２２项下制备的混合对照品溶液和供试
品溶液各１０μＬ，按上述色谱条件测定。结果供试品
中野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、木

犀草素、芹菜素、黄芩素和汉黄芩素之间分离度良

好，且无杂质干扰，结果见图１。

注：Ａ对照品；Ｂ供试品；１野黄芩苷；２黄芩苷；３野黄

芩素；４异野黄芩素；５木犀草素；６芹菜素；７黄芩素；

８汉黄芩素。

图１　半枝莲及对照品ＨＰＬＣ图

３２线性关系考察

分别精密量取２２１项下的混合对照品溶液０１、
０２、０４、０６、０８、１０ｍＬ，用７０％甲醇水定容到
１ｍＬ容量瓶中（量取１０ｍＬ的样品未定容），摇匀，
即为不同质量浓度的混合对照品溶液。分别精密吸取

各１０μＬ，注入液相色谱仪，记录峰面积，以峰面积
（Ｙ）对浓度（Ｘ）进行回归分析，得野黄芩苷、黄芩苷、
野黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜素、黄芩素

和汉黄芩素的回归方程和相关系数（ｒ）见表１。
·９７９·
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表１　野黄芩苷等８种成分的线性关系考察
化学成分 回归方程 ｒ 线性范围／ｍｇ

野黄芩苷 Ｙ＝４６５８３６２３Ｘ－２９６０３２７５３ ０９９８６ ７２３～７２３２

黄芩苷 Ｙ＝２３３６８２４１Ｘ＋７０５６４８３１ ０９９９２ ３２８～３２７６

野黄芩素 Ｙ＝２１３６６８２１Ｘ＋６５６８３２１６ ０９９９８ ２３５～２３５３

异野黄芩素 Ｙ＝１１６５３３７４Ｘ＋３４２１７６５９ ０９９９６ ２５４～２５３７

木犀草素 Ｙ＝１６８５４３７１Ｘ＋５８９６５４３７ ０９９９９ １７７～１７６５

芹菜素 Ｙ＝１０３５１８９４Ｘ＋２３３４１７５５ ０９９８３ ２２６～２２５７

黄芩素 Ｙ＝１４６６３９４２Ｘ＋４０３５７９３２ ０９９９２ １９５～１９４８

汉黄芩素 Ｙ＝１６２４５８９３Ｘ＋５６７８２１８４ ０９９８９ ３５２～３５２４

３３精密度试验

精密吸取２２１项下的对照品溶液，按上述色
谱条件重复测定６次，结果野黄芩苷、黄芩苷、野
黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜素、黄芩素

和汉黄芩素峰面积的 ＲＳＤ分别为１１７％、０６８％、
０７９％、１２４％、０７６％、１７０％、０９７％和 ０７８％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

３４稳定性试验

精密称取同一批产地河南郑州的半枝莲干燥粉

末（２０～４０目），按２２２项下方法操作，制备供试
品溶液。依上述色谱条件分别于 ０、２、４、８、１２、
２４ｈ进样１０μＬ，测得野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩
素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜素、黄芩素和汉

黄芩素峰面积的 ＲＳＤ分别为 １２４％、０８５％、
１０６％、 １２６％、 ０９８％、 １２７％、 １４６％、
０８９％（ｎ＝６），表明供试品溶液在 ２４ｈ内稳定性
良好。

３５重复性试验

精密称取同一批产地河南郑州的半枝莲粉末

（２０～４０目）６份，按２２２项下方法操作，制备供
试品溶液，按上述色谱条件分别进样１０μＬ，测得野
黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、木犀草

素、芹菜素、黄芩素和汉黄芩素平均含量的 ＲＳＤ分
别为 １３７％、０９６％、０８２％、１０３％、０８６％、
１４３％、１６８％、１５２％（ｎ＝６），表明本方法重复
性良好。

３６加样回收率试验

精密称取已知含量的半枝莲粉末（产地河南郑

州）约 ０１ｇ，共 ６份。分别精密加入含野黄芩苷
０５１２ｍｇ·ｍＬ－１、黄芩苷０２４３ｍｇ·ｍＬ－１、野黄芩
素０１７６ｍｇ·ｍＬ－１，异野黄芩素 ０１８３ｍｇ·ｍＬ－１，
木犀草素００７６ｍｇ·ｍＬ－１、芹菜素０１０６ｍｇ·ｍＬ－１、
黄芩素００８６ｍｇ·ｍＬ－１、汉黄芩素０２１２ｍｇ·ｍＬ－１

的对照品溶液 ０８、１０、１２ｍＬ，各 ２份。按
２２２项下方法制备供试品溶液，按上述色谱条件
分别进样测定各成分含量，计算回收率，结果见

表２。

表２　半枝莲中８种成分的加样回收率试验结果（ｎ＝６）
成分 样品量／ｇ 样品含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量 ／ｍｇ 回收率 （％） 平均回收率 （％） ＲＳＤ（％）

野黄芩苷 ０１００６ ０５１５ ０６１４ １１３１ １００２ ９９５ １３９

０１００２ ０５１３ ０６１４ １１１２ ９８７

０１００９ ０５１６ ０５１２ １０３６ １００８

０１００３ ０５１３ ０５１２ １０２８ １００３

００９９７ ０５１０ ０４０９ ０９１２ ９９２

０１００２ ０５１３ ０４０９ ０９００ ９７６

黄芩苷 ０１００６ ０２４４ ０２９２ ０５４５ １０１５ ９９９ １０８

０１００２ ０２４３ ０２９２ ０５３４ ９９８

０１００９ ０２４５ ０２４３ ０４９１ １００６

０１００３ ０２４３ ０２４３ ０４８１ ９８９

０１００７ ０２４４ ０１９４ ０４３９ １００２

０１００２ ０２４３ ０１９４ ０４２９ ９８１

野黄芩素 ０１００６ ０１７７ ０２１１ ０３８７ ９９７ ９９８ ０９５

０１００２ ０１７６ ０２１１ ０３８２ ９８９
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表２（续）
成分 样品量／ｇ 样品含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量 ／ｍｇ 回收率 （％） 平均回收率 （％） ＲＳＤ（％）

野黄芩素 ０１００９ ０１７８ ０１７６ ０３５８ １０１２

０１００３ ０１７７ ０１７６ ０３５２ ９９８

０１００７ ０１７７ ０１４１ ０３２０ １００６

０１００６ ０１７７ ０１４１ ０３１３ ９８６

异野黄芩素 ０１００６ ０１８４ ０２２０ ０４０４ １０００ ９９３ １２８

０１００２ ０１８４ ０２２０ ０３９７ ９８２

０１００９ ０１８５ ０１８３ ０３６５ ９９３

０１００８ ０１８４ ０１８３ ０３５８ ９７６

０１００３ ０１８４ ０１４６ ０３３３ １０１０

０１００２ ０１８４ ０１４６ ０３２９ ９９７

木犀草素 ０１００６ ００７６ ００９１ ０１６６ ９９４ ９９２ １０６

０１００２ ００７６ ００９１ ０１６８ １００５

０１００９ ００７７ ００７６ ０１５２ ９９３

０１００３ ００７６ ００７６ ０１５１ ９８６

１０００７ ００７６ ００６１ ０１３５ ９８５

０１００２ ００７６ ００６１ ０１３６ ９９３

芹菜素 ０１００６ ０１０６ ０１２７ ０２２８ ９７６ ９９４ １７２

０１００２ ０１０６ ０１２７ ０２３１ ９９１

０１００９ ０１０７ ０１０６ ０２１６ １０１２

０１００３ ０１０６ ０１０６ ０２１１ ９９６

０１００７ ０１０７ ０８５ ０１８９ ９８３

０１００２ ０１０６ ０８５ ０１９０ ９９８

黄芩素 ０１００６ ００８６ ０１０３ ０１８９ ９９８ ９９７ １８２

０１００２ ００８６ ０１０３ ０１８７ ９８９

０１００９ ００８７ ００８６ ０１７５ １０１２

０１００３ ００８７ ００８６ ０１７１ ９９６

０１００７ ００８７ ００６９ ０１５３ ９８３

０１００２ ００８６ ００６９ ０１５６ １００６

汉黄芩素 ０１００６ ０２１３ ０２５４ ０４６０ ９８５ ９８９ １９４

０１００２ ０２１２ ０２５４ ０４６２ ９９１

０１００９ ０２１４ ０２１２ ０４２０ ９９３

０１００３ ０２１３ ０２１２ ０４１７ ９８８

０１００７ ０２１４ ０１７０ ０３８６ １００４

０１００２ ０２１２ ０１７０ ０３７３ ９７６

３７样品的含量测定
精密称取不同产地的半枝莲粉末（２０～４０目筛）

各３份，按２２２项下方法制备供试品溶液，按上

述色谱条件分别进样１０μＬ测定，分别计算其含量，
结果见表３。
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表３　半枝莲样品含量测定结果（ｎ＝３）

产地
平均质量分数／ｍｇ·ｇ－１

野黄芩苷 黄芩苷 野黄芩素 异野黄芩素 木犀草素 芹菜素 黄芩素 汉黄芩素

北京 ３１４ １１９ １６２ ０７２ ０５７ ０８５ ０２９ ２３７

安徽亳州 ５６２ ２７３ ０９４ １３２ ０３７ ０７６ ０７３ １２９

湖南长沙 １７３ ０８２ １５３ ０６９ ０５２ ０２９ ０４２ ０７６

河南郑州 ５１２ ２４３ １７６ １８３ ０７６ １０６ ０８６ ２１２

四川成都 ２９６ １７３ ０５１ ０９２ ０２９ １１３ ０７１ ２０７

江苏江阴 ２３７ ２０４ ０８２ １７２ ０５７ ０９３ １０４ ０７４

甘肃平凉 ５７３ １２７ ２３１ １９７ ０３９ ０５１ ０８７ １９２

云南丽江 ４６２ ０６１ １４３ ０８３ ０４３ ０３７ ０４３ ２３４

４　讨论

４１供试品溶液的制备

本实验在制备供试品溶液时对 “超声提取４５ｍｉｎ”
和 “加热回流提取２ｈ”进行了比较，结果所测各成
分含量无明显差异，但 “加热回流提取２ｈ”所测杂
质较多，因此选择提取效率高、操作简单且耗能少

的超声提取法用来制备供试品溶液。在超声提取条

件下，本文考察提取时间２０、４５、９０ｍｉｎ，超声提
取２０ｍｉｎ所得木犀草素和黄芩素的含量较低；而提
取时间为４５、９０ｍｉｎ时所测各成分的含量无明显差
异，但提取时间为９０ｍｉｎ时杂质较多，因此超声提
取时间选择４５ｍｉｎ。本实验另考察不同提取溶剂（无
水乙醇、７０％乙醇水、５０％乙醇水、甲醇、７０％甲
醇水和５０％甲醇水），发现用７０％甲醇水作为提取
溶剂各成分分离效果最好，且测得含量较高。因此，

采用７０％甲醇水作为提取溶剂。

４２流动相及其比例的选择

本实验分别考察了不同比例的 “甲醇水”和
“乙腈水”系统作流动相，调整不同比例，发现各
峰形对称性均不好，野黄芩素、异野黄芩素和汉黄

芩素不能达到基线分离。考虑到ｐＨ值对分离效果的
影响，考察了 “甲醇０１％甲酸水”、 “乙腈０１％
甲酸水”和 “乙腈０４％磷酸水”，结果发现乙腈
（Ａ）０１％甲酸水（Ｂ），梯度洗脱（０→１５ｍｉｎ，２０％
Ａ；１５→２５ｍｉｎ，４０％Ａ；２５→３５ｍｉｎ，６０％Ａ；３５→
６０ｍｉｎ，８０％Ａ）分离度良好，峰形较好，无杂质干
扰，基线较平整，保留时间合适。

４３检测波长的选择

取上述８个对照品，于２００～４００ｎｍ波长范围

内进行扫描，野黄芩苷、野黄芩素、黄芩素和汉黄

芩素在３２２ｎｍ吸收良好，黄芩苷、木犀草素、芹菜
素在３６２ｎｍ吸收较好，异野黄芩素在３４８ｎｍ为最
大吸收波长。结合文献报道的不同检测波长

（２７５ｎｍ［９］，３５０ｎｍ［１０］，３１５ｎｍ［１１］）进样进行色谱
比较。当波长为３５０ｎｍ时各成分的峰形对称好，基
线平稳，分离度高。

４４小结

本文采用 ＨＰＬＣ测定半枝莲中野黄芩苷、黄芩
苷、野黄芩素、异野黄芩素、木犀草素、芹菜素、

黄芩素和汉黄芩素含量，并比较不同产地半枝莲中

有效成分的差异。从表３可以看出，不同产地半枝
莲中野黄芩苷、黄芩苷、野黄芩素、异野黄芩素、

木犀草素、芹菜素、黄芩素和汉黄芩素的含量差异

很大，以安徽亳州、河南郑州和甘肃平凉含量相对

较高。此方法简单快速，灵敏度高，具有较好的重

复性和稳定性，为半枝莲药材及其相关制剂的质量

控制提供了方法和依据，同时研究不同产地的半枝

莲品质的差异为半枝莲栽培提供参考。
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