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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７３６６７）；中国医学科学院医学与健康科技创新工程经费资助项目（２０１６Ｉ２Ｍ
３０１５，２０１７Ｉ２ＭＢ＆Ｒ０９）；云南省中青年学术带头人后备人才项目（２０１３ＨＢ０９９）

 ［通信作者］　陈曦，博士，副研究员，研究方向：中药药理与毒理；Ｔｅｌ：（０１０）５７８３３２５７，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘ＿ｉｍｐｌａｄ＠１６３ｃｏｍ

波长切换 ＨＰＬＣ同时测定车前草中
５个活性成分的含量△

柴瑞平１，路娟１，王晓静１，２，赵颖１，吕欣锴１，陈曦１，３

（１．中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所，北京　１００１９３；２山东中医药大学，山东　济南　２５０３５５；
３中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所 云南分所，云南　景洪　６６６１００）

［摘要］　目的：建立多波长切换ＨＰＬＣ同时测定车前草中大车前苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀草素和
芹菜素５个活性成分的含量测定方法。方法：采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），以乙腈
（Ａ）０１％甲酸水（Ｂ）溶液为流动相，梯度洗脱，检测波长为３３０ｎｍ（０～２９ｍｉｎ检测大车前苷、毛蕊花糖苷和异毛
蕊花糖苷）、３５０ｎｍ（２９０１～３１ｍｉｎ检测木犀草素）和３３８ｎｍ（３１０１～３５ｍｉｎ检测芹菜素），流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，
柱温为２５℃。结果：在所建立的色谱条件下各成分的专属性良好，无干扰峰；大车前苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花
糖苷、木犀草素和芹菜素的线性范围分别为４２８４～４２８４０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７）、３５３６～３５３６０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝
０９９９５）、１８４０～１８４００μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９５）、０８５６～８５６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９６）和０１０８～１０８μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝
０９９９６）；平均回收率（ｎ＝６）分别为９８６２％（ＲＳＤ＝０８７％）、９８０９％（ＲＳＤ＝１１０％）、９８１９％（ＲＳＤ＝１１６％）、
９５５２％（ＲＳＤ＝１０３％）、９２３４％（２００％）；６批车前草样品中５种成分的含量范围分别为１５１～６７８、２５３～
１８７７、０６０～２９２、００３～０１８、５３４～１２３６μｇ·ｇ－１。结论：该方法操作简单、准确、灵敏度高、重复性好，为
车前草的质量控制提供参考依据。

［关键词］　车前草；波长切换法；大车前苷；毛蕊花糖苷；异毛蕊花糖苷
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ｏｎａＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｂｙａｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｕｓｉｎｇａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（Ａ）ａｎｄ０１％ ｆｏｒｍｉｃ
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（ｒ＝０９９９７），３５３６３５３６０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９５），１８４０１８４００μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９５），０８５６８５６μｇ·ｍＬ－１
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·２９０１·
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ｔｉｖｅａｎｄｗｅｌｌｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｐｒｏｖｉｄｅａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＰｌａｎｔａｇｉｎｉｓｈｅｒｂａ
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＰｌａｎｔａｇｉｎｉｓＨｅｒｂａ；Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｗｉｔｃｈｉｎｇ；ｐｌａｎｔａｍａｊｏｓｉｄｅ；ａｃｔｅｏｓｉｄｅ；ｉｓｏａｃｔｅｏｓｉｄｅ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０４０２００８

车前草为车前科植物车前ＰｌａｎｔａｇｏａｓｉａｔｉｃａＬ和
平车前ＰｌａｎｔａｇｏｄｅｐｒｅｓｓａＷｉｌｌｄ的干燥全草，具有清
热、利尿、通淋、祛痰、凉血解毒的功效，常用于

治疗热淋涩痛、水肿尿少、暑湿泄泻、痰热咳嗽、

臃肿疮毒等疾病［１４］。作为一味常用中药，始载于

《神农本草经》，列为上品［５］。苯乙醇苷类化合物是

车前草中极具代表性的成分，目前已经报道的车前

草中苯乙醇苷类成分主要有大车前苷、毛蕊花糖苷

和异毛蕊花糖苷等［４，６８］。黄酮类化合物［９１１］也是车

前草主要有效成分之一，主要有芹菜素、木犀草素、

木犀草苷等。２０１５版 《中华人民共和国药典》（《中

国药典》）中，以大车前苷的含量（不得少于０１％）
作为车前草的质控标准，但是文献报道［２，７］均证实了

该标准不能全面反映不同产地及不同基原车前草的

质量。本研究采用多波长切换的方法对大车前苷、

毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀草素和芹菜素 ５
种成分在最大吸收波长下同时进行测定，以期为进

一步制订与提升车前草质控标准提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器

ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ超高效液相色谱仪，配置四元高
压泵、自动进样器、ＰＤＡ检测器；ＭｅｔｔｌｅｒＡＢ２６５Ｓ
电子分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器有限公司）；ＬＤ
Ｔ１００型中草药粉碎机（上海顶帅电器有限公司）。

１２试剂与试药

对照品大车前苷（批号：１５０９３０，纯度＞９８％）、
毛蕊花糖苷（批号：１６０５１７，纯度 ＞９８％）、异毛蕊
花糖苷（批号：１６０９１７，纯度 ＞９８％）、木犀草素
（批号：１６０４２０，纯度 ＞９９％）、芹菜素 （批号：
１６０５０３，纯度＞９９％），均购自上海融禾医药科技有
限公司。乙腈（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ），甲酸（分析纯，汕
头市西陇化工有限公司），水（屈臣氏去离子水）。

车前草共 ６批次，分别产自陕西宝鸡（１号，
购于秦岭野生中药材批发零售网店）、湖北襄阳（２
号，购于亳州中药材市场）、河南信阳（３号，购于
信阳正宗大别山农村苏仙石土特产店）、江西吉安

（４号，购于北京同仁堂有限责任公司马连洼药

店）、山东潍坊（５号，购于王小二的新田园网
店）、湖北张家界（６号，购于张家界土家族野生药
材店）。经中国医学科学院药用植物研究所云南分

所李海涛副研究员鉴定，１、２、６号药材基原为车
前ＰｌａｎｔａｇｏａｓｉａｔｉｃａＬ，３、４、５号药材基原为平车
前 ＰｌａｎｔａｇｏｄｅｐｒｅｓｓａＷｉｌｌｄ，均为正品，符合 《中

国药典》相关规定。

２　方法与结果

２１色谱条件

采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；以乙腈为流动相Ａ，０１％甲酸水
溶液为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，１９％Ａ；
１５～１８ｍｉｎ，１９％ ～２５％Ａ；１８～２２ｍｉｎ，２５％Ａ；
２２～２７ｍｉｎ，２５％ ～４５％Ａ；２７～３５ｍｉｎ，４５％Ａ）；
流速：０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：３３０ｎｍ（０～
２９ｍｉｎ）、３５０ｎｍ（２９０１～３１ｍｉｎ）和３３８ｎｍ（３１０１～
３５ｍｉｎ），柱温：２５℃，进样量：１０μＬ。

２２溶液制备

２２１对照品溶液　精密称取对照品大车前苷
１０７１ｍｇ、毛蕊花糖苷 １０１０ｍｇ、异毛蕊花糖苷
１３１４ｍｇ、木犀草素８５６ｍｇ、芹菜素８６４ｍｇ，用甲
醇溶解并定容至１０ｍＬ，分别制成以下质量浓度的对
照品溶液：大车前苷１０７１ｍｇ·ｍＬ－１、毛蕊花糖苷
１０１０ｍｇ·ｍＬ－１、异毛蕊花糖苷１３１４ｍｇ·ｍＬ－１、木
犀草素０８５６ｍｇ·ｍＬ－１、芹菜素０８６４ｍｇ·ｍＬ－１。移
取芹菜素对照品溶液０５ｍＬ，置于１０ｍＬ容量瓶中，
甲醇稀释并定容，得质量浓度为００４３２ｍｇ·ｍＬ－１的
芹菜素储备液。

２２２混合对照品溶液　分别精密量取各对照品储
备液适量，用甲醇定容，配制成含大车前苷

４２８４μｇ·ｍＬ－１、毛蕊花糖苷３５３６μｇ·ｍＬ－１、异毛
蕊花糖苷１８４０μｇ·ｍＬ－１、木犀草素８５６ｍｇ·ｍＬ－１、
芹菜素１０８μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２２３供试品溶液　各产地车前草样品均粉碎后过
二号筛，精密称取 １号样品 ０５０１２ｇ、２号样品
１０１６２ｇ、３号样品１０１６６ｇ、４号样品１０２０２ｇ、
５号样品０１９９７ｇ、６号样品１０２００ｇ，置于５０ｍＬ

·３９０１·
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具塞锥形瓶中，精密移取６０％甲醇２５ｍＬ加入锥形
瓶中，称定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，再称定
质量，用６０％甲醇补足减少的质量，过滤，得供试
品溶液。

２３方法学考察
２３１线性关系考察　精密吸取２２２项下混合对照
品溶液１６、１２、０８、０４、０２ｍＬ分别置于２ｍＬ
容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，过０２２μｍ
滤膜，按照２１色谱条件进样。以对应的对照品质
量浓度（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标
（Ｙ），进行线性回归，得回归方程和线性范围。将
最小质量浓度混合对照品溶液逐级稀释，以仪器信

噪比Ｓ／Ｎ＝３时作为最低检测限（ＬＯＤ），Ｓ／Ｎ＝１０时
作为最低定量限（ＬＯＱ），结果见表１。
２３２专属性考察　按照２１项下色谱条件，分别精
密吸取混合对照品溶液、１号和５号供试品溶液各
１０μＬ进样分析，记录色谱图（见图１）。５种被测成
分分离度良好，均能达到基线分离，本方法专属性

良好。

２３３精密度试验　精密吸取２２２项下混合对照品
溶液，按照２１色谱条件连续进样６次，测得大车前
苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀草素和芹菜

素峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０７８％、１０３％、０９５％、
１５１％和１６２％，表明仪器精密度良好。
２３４稳定性试验　取１号样品的供试品溶液，分别
在０、２、４、８、１２、２４ｈ按照２１色谱条件进行测
定，测得大车前苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、

木犀草素和芹菜素峰面积的 ＲＳＤ分别为 １０５％、
０８２％、１２２％、１８５％、２１７％，表明供试品溶

液在２４ｈ内稳定。

注：Ａ混合对照品；Ｂ１号样品；Ｃ５号样品；１大车前苷；

２毛蕊花糖苷；３异毛蕊花糖苷；４木犀草素；５芹菜素。

图１　混合对照品及车前草供试样品ＨＰＬＣ图

２３５重复性试验　取 １号样品粉末约 ０５ｇ，共
６份，按照 ２２３项下方法制备供试品溶液，按
２１项下色谱条件测定，计算含量。结果６份样品
中，大车前苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀

草素和芹菜素含量的ＲＳＤ分别为０９６％、１２９％、
１１３％、１５２％和 ２３５％，表明该方法重复性
良好。

２３６加样回收率试验　取已知含量的１号样品粉末
约０２５ｇ，共６份，精密称定，每份中精密加入按
照２２２项下配制的混合对照品溶液 ４ｍＬ，按照
２２３项下方法制备供试品溶液，按２１色谱条件测
定，结果见表 ２、３。由表中各成分平均回收率及
ＲＳＤ可以看出，该方法加样回收率符合要求。

表１　５个活性成分的回归方程、线性范围、定量限及检测限测定结果
成分 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１ 定量限（ＬＯＤ）／ｎｇ 检测限（ＬＯＱ）／ｎｇ

大车前苷 Ｙ＝２０６９４×１０４Ｘ＋１７３３８×１０４ ０９９９７ ４２８４～４２８４０ １０７ ３２１

毛蕊花糖苷 Ｙ＝２１８２９×１０４Ｘ＋１１０１６×１０５ ０９９９５ ３５３６～３５３６０ １１８ ３５３

异毛蕊花糖苷 Ｙ＝１８１４１×１０４Ｘ＋３７９７１×１０４ ０９９９５ １８４０～１８４００ ０９２ ２７４

木犀草素 Ｙ＝５８２８１×１０４Ｘ－３１３９４×１０３ ０９９９６ ０８５６～８５６ ０５７ １７１

芹菜素 Ｙ＝５９０７２×１０５Ｘ－７０８０６×１０３ ０９９９６ ０１０８～１０８ ０３６ １０８

表２　车前草中大车前苷、毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷的加样回收率试验结果
成分 样品量／ｇ 各成分含有量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

大车前苷 ０２６６１ １８０４２ １７１３６ ３４５３２ ９８１６ ９８６２ ０８７

０２５３７ １７２０１ １７１３６ ３４１２０ ９９３７

０２７２４ １８４６９ １７１３６ ３５４２６ ９９５０

０２６３９ １７８９２ １７１３６ ３４５７８ ９８７１
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续表２
成分 样品量／ｇ 各成分含有量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

０２５８８ １７５４７ １７１３６ ３４２８１ ９８８４

０２６３２ １７８４５ １７１３６ ３３９８４ ９７１５

毛蕊花糖苷 ０２６６１ １３７８４ １４１４４ ２７５７１ ９８７２ ９８０９ １１０

０２５３７ １３１４２ １４１４４ ２６８６６ ９８４６

０２７２４ １４１１０ １４１４４ ２７５３２ ９７４４

０２６３９ １３６７０ １４１４４ ２６９６４ ９６９４

０２５８８ １３４０６ １４１４４ ２７４９３ ９９７９

０２６３２ １３６３４ １４１４４ ２６９９３ ９７１７

异毛蕊花糖苷 ０２６６１ ０７７７０ ０７３６０ １５０６１ ９９５４ ９８１９ １１６

０２５３７ ０７４０８ ０７３６０ １４２７７ ９６６７

０２７２４ ０７９５４ ０７３６０ １４９８９ ９７８８

０２６３９ ０７７０６ ０７３６０ １４８７２ ９８７１

０２５８８ ０７５５７ ０７３６０ １４４８４ ９７１０

０２６３２ ０７６８５ ０７３６０ １４９２７ ９９２１

表３　车前草中木犀草素和芹菜素的加样回收率试验结果
成分 样品量／ｇ 各成分含有量／μｇ 对照品加入量／μｇ 测得量／μｇ 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ（％）

木犀草素 ０２６６１ ４７９０ ３４２４ ７９０２ ９６２０ ９５５２ １０３

０２５３７ ４５６７ ３４２４ ７６５４ ９５７９

０２７２４ ４９０３ ３４２４ ８０３６ ９６５０

０２６３９ ４７５０ ３４２４ ７６８５ ９４０２

０２５８８ ４６５８ ３４２４ ７６３４ ９４４５

０２６３２ ４７３８ ３４２４ ７８４７ ９６１５

芹菜素 ０２６６１ ３２９ ４３２ ７２１ ９４７６ ９２３４ ２００

０２５３７ ３１４ ４３２ ６７２ ９０１３

０２７２４ ３３７ ４３２ ７０８ ９２１１

０２６３９ ３２６ ４３２ ７１５ ９４３０

０２５８８ ３２０ ４３２ ６９１ ９１９０

０２６３２ ３２５ ４３２ ６８８ ９０８５

２４样品含量测定

取２２３供试品溶液，按照２１色谱条件进行
含量测定，计算１～６号供试品中各成分的含量，结
果见表４。

表４　车前草中５个活性成分含量测定结果（ｎ＝３）
ｍｇ·ｇ－１

编号
质量分数

大车前苷 毛蕊花糖苷 异毛蕊花糖苷 木犀草素 芹菜素

１ ６７８ ５１８ ２９２ ０１８ １２３６

２ ２９７ － － － －

３ １５１ ２５３ ０６０ ００６ ５３４

４ － ３９９ － － －

５ － １８７７ １２５ ００３ －

６ ３５４ － － － －
注：表示含量未达到检测限

３　讨论

从表４可以看出，不同产地的车前草样品中各
成分的含量差异较大，１号、２号、３号和６号样品
中大车前苷含量均达到了 《中国药典》中规定的含

量限度，其中１号样品中大车前苷含量最高。４号
和５号样品中未检测到大车前苷的存在，以毛蕊花
糖苷为主成分，其中５号样品中毛蕊花糖苷含量最
高。１号陕西宝鸡样品中 ５种成分的含量均较高，
质量最佳，这可能与土壤、采收季节、基原和环境

等因素有关。因此以单一成分大车前苷作为中药的

质控指标不足以反映其整体信息，多成分同时进行

定量，可以准确地控制车前草的质量，保证中药质

量的稳定性。
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中药成分复杂，在一个波长下难以体现所有成

分的特征，故采用波长切换法。大车前苷、毛蕊花

糖苷和异毛蕊花糖苷为苯乙醇苷类化合物，苯乙醇

苷类化合物在２２０、２４７、２９０、３３０ｎｍ均有较大吸
收，一般选择样品杂峰数目更少的３３０ｎｍ作为检测
波长［４］。木犀草素最大吸收波长为３５０ｎｍ［１２］，芹菜
素最大吸收波长选择３３８ｎｍ［１３］。

本研究建立的多波长切换 ＨＰＬＣ用于车前草药
材中大车前苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀

草素和芹菜素含量的同时测定，通过方法学考察表

明该方法准确、简单。实验测得不同产地车前草药

材质量存在较大差异，所以需要用多成分同时定量

以保证药材质量稳定性，该方法可以为车前草药材

的质量控制提供参考。
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