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［摘要］　目的：建立同时测定八角莲中木脂素类成分４′去甲基鬼臼毒素、鬼臼毒素和黄酮类成分槲皮素、山
柰素含量的方法。方法：采用ＤｉｋｍａＣ１８ｐｌｕｓ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相为甲醇０１％磷酸水溶液

（５０∶５０）；流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长分别为２９０、３６０ｎｍ。结果：４′去甲基鬼臼毒素、鬼臼毒素、槲皮素、山柰
素分别在进样量０２９４４～３６８０、０９６１６～１２０２０、００８６３～１０７９３、０１０２３～１２７９μｇ与峰面积呈现良好的线
性关系；４个成分各个水平的方法回收率（ｎ＝９）均在９７１～１０２１％。结论：该方法简便、准确，重复性良好，适
用于八角莲中４′去甲基鬼臼毒素、鬼臼毒素、槲皮素、山柰素４种成分的同时测定，能为八角莲药材和饮片的质量
控制和临床应用提供依据。
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八角莲为小檗科植物八角莲 Ｄｙｓｏｓｍａｖｅｒｓｉｐｅｌｌｉｓ
（Ｈａｎｃｅ）ＭＣｈｅｎｇｅｘＹｉｎｇ或六角莲Ｄｙｓｏｓｍａｐｌｅｉａｎｔｈａ
（Ｈａｎｃｅ）Ｗｏｏｄｓ等八角莲属多种植物的根或根茎，
别名鬼臼，是我国传统的民间常用药之一，其已被

多个地方中药材标准所收载，其中江苏省中药材标

准（２０１６年版）收载的八角莲为植物六角莲 Ｄｙｓｏｓｍａ
ｐｌｅｉａｎｔｈａ（Ｈａｎｃｅ）Ｗｏｏｄｓ的干燥根及根茎。具有清
热解毒、化痰散结、祛瘀消肿等功能。常用于痈肿

疗疮、凉痈、咽喉肿痛、跌打损伤、毒蛇咬伤等［１］。

现代药理研究表明，八角莲还具有抗肿瘤、抗菌、

抗病毒和抗蛇毒等作用［２］。现有文献对八角莲中的

化学成分进行了研究报道［３］，八角莲中的化学成分

主要为两类，一类为木脂素类，其中以鬼臼毒素和

４′去甲基鬼臼毒素为代表，另一类成分为黄酮类成
分，以槲皮素和山柰素为代表。药理研究表明，鬼

臼毒素、４′去甲基鬼臼毒素具有抗肿瘤作用，并展
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现出较强的抑制Ｐ３８８淋巴白血病细胞的作用［４］，而

黄酮类成分槲皮素也被报道具有抗肿瘤、抗氧化、

抗血栓、抗糖尿病及保护心血管和止泻等方面的药

理作用［５］。

当前，对八角莲中木脂素类成分或黄酮类成分

的测定均有报道［６１４］，但大多局限于单一类别有效

成分的测定［６９］。徐怡等［１１］测定了八角莲中槲皮素、

山柰素和鬼臼毒素的含量，但其采用的检测波长为

鬼臼毒素的最大吸收波长２９０ｎｍ，这一定程度上限
制了八角莲中低含量的黄酮类成分的检测灵敏度。

相关研究［１２１４］分别采用高效液相色谱二极管阵列电
化学联用技术或超高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣ
ＭＳ／ＭＳ）测定了八角莲中活性成分含量，相较于高效
液相色谱紫外检测法（ＨＰＬＣＵＶ），该法并不适用于
在众多实验室的普及。为增加灵敏度，并改善八角莲

中多组分质量控制方法的普及性，本实验以植物六角

莲来源的八角莲药材为研究对象，探索了采用ＨＰＬＣ
双波长法，对八角莲中木脂素类代表成分鬼臼毒素、

４′去甲基鬼臼毒素和黄酮类代表成分山柰素、槲皮素
进行同时测定。经验证，该方法简便、灵敏度高、重

复性良好，适用于八角莲中活性成分的同时测定，从

而为完善八角莲的质量标准及临床应用提供参考。

１　仪器和试药

１１仪器

Ｗａｔｅｒｓ２６９８型高效液相色谱仪，包括四元梯
度泵、自动进样器、柱温箱、ＰＤＡ紫外检测器及
Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站。

１２试药

对照品鬼臼毒素（批号：２００６０２，纯度１００％）、
４′去甲基鬼臼毒素（批号：２００９０１，纯度：１００％）、
槲皮素（批号：２０１３１０，纯度：９３２％）、山柰素
（批号：２０１４０８，纯度：９９１％）均购自中国食品药
品检定研究院；甲醇为色谱纯；水为超纯水；其他

试剂均为分析纯。

八角莲由苏州市药品检验检测研究中心中药室

张华锋主任鉴定为六角莲 Ｄｙｓｏｓｍａｐｌｅｉａｎｔｈａ（Ｈａｎｃｅ）
Ｗｏｏｄｓ的干燥根及根茎。

２　方法与结果

２１色谱条件

ＤＩＫＭＡＣ１８Ｐｌｕｓ色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）；流动相为甲醇０１％磷酸（５０∶５０）；检测
波长为２９０ｎｍ（鬼臼毒素、４′去甲基鬼臼毒素）
和３６０ｎｍ（槲皮素、山柰素）；柱温为 ３５℃；流
速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１。

２２溶液的制备

２２１对照品溶液的制备　分别取４′去甲基鬼臼毒
素、鬼臼毒素、槲皮素、山柰素对照品适量，精密称

定，加甲醇制成每 １ｍＬ各含 ０５、０５、００５、
００５ｍｇ的混合溶液，即得。
２２２供试品溶液的制备　取八角莲粉末０５ｇ，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入４０％乙醇２５ｍＬ，密塞，
称定重量，水浴回流 １ｈ，放冷，再称定重量，以
４０％乙醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，
即得。

２３专属性

取２２１、２２２项下的溶液适量，按２１项下
色谱条件进行测定，结果如图１。各色谱峰之间分
离良好，相互之间不存在干扰。

２４线性关系考察

取４′去甲基鬼臼毒素、鬼臼毒素、槲皮素和山
柰素对照品适量，精密称定，加甲醇制成质量浓度

分别为１４７２０、４８０８０、４３１７、５１１４μｇ·ｍＬ－１的
混合对照品溶液。分别精密吸取对照品溶液 ２、５、
８、１０、１５、２０、２５μＬ，注入液相色谱仪，按２１项
下色谱条件进行测定，以各对照品进样量为横坐标

（Ｘ，μｇ），峰面积为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线并
进行回归计算，得回归方程，４′去甲基鬼臼毒素：
Ｙ＝６４６４６×１０５Ｘ－２５０５，ｒ＝０９９９４；鬼臼毒素：
Ｙ＝５９９８７×１０５Ｘ－５０９６，ｒ＝０９９９３；槲皮素：
Ｙ＝４０１２３×１０６Ｘ－５２６３，ｒ＝０９９９３；山柰素：
Ｙ＝４２５３１×１０６Ｘ－６２４５，ｒ＝０９９９２。

结果表明，４′去甲基鬼臼毒素、鬼臼毒素、槲皮
素、山柰素分别在进样量０２９４４～３６８、０９６１６～
１２０２、００８６３～１０７９３、０１０２３～１２７９μｇ与峰
面积呈现良好的线性关系。

２５精密度试验

精密吸取２２１项下的混合对照品溶液１０μＬ，
按２１项下色谱条件进行实验，连续进样６次，结
果４个组分的 ＲＳＤ在０５～０７％，均小于２％，表
明精密度良好。
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注：Ａ混合对照品；Ｂ八角莲样品。

图１　混合对照品和八角莲样品分别在２９０ｎｍ和３６０ｎｍ下的色谱图

２６重复性试验

取批号为 ２０１５０８１７的八角莲样品 ６份，按
２２２项下操作制得供试品溶液，并进行 ＨＰＬＣ分
析，计算所测４个组分的各自含量及 ＲＳＤ，结果所
测组 分 的 ＲＳＤ 分 别 为 １４％、０９％、１５％、
１６％。

２７稳定性试验

取批号为 ２０１５０８１７的八角莲样品 ３份，按
２２２项下操作制得供试品溶液，于室温下放置，
分别在 ０、２、４、８、１２、２４ｈ各进样一次，考察
４种组分各自峰面积的一致性，结果表明，各组分

的峰面积的相对标准偏差较小，表明样品溶液在

２４ｈ内稳定。

２８加样回收率试验

精密称取已知含量的批号为２０１５０８１７的八角
莲样品（含 ４′去甲基鬼臼毒素为 １１２６ｍｇ·ｇ－１、
鬼臼毒素为 １６９ｍｇ·ｇ－１、槲皮素为１７６ｍｇ·ｇ－１，
山柰素为２４０ｍｇ·ｇ－１）９份，每 ３份为一组（高、
中、低），每份 ０２５ｇ，各组中分别精密加入一
定量的混合对照品溶液，混匀，挥干，按２２２项下
操作，在 ２１项下色谱条件进行分析，结果见
表１。

表１　４个组分的回收率测定结果（ｎ＝９）
组分 称样量／ｇ 药材含量／ｍｇ 对照加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率 （％） 平均值 （％） ＲＳＤ（％）

４′－去甲基鬼臼毒素 ０２５１２ ２８２９０ ２４４１０ ５２３３０ ９８５ ９９３ １６

０２４８９ ２８０３０ ３０５１０ ５７９９０ ９８２

０２４８１ ２７９４０ ３６６１０ ６４９５０ １０１１

鬼臼毒素 ０２５１２ ４２４５０ ３５６１０ ７８１３０ １００２ ９９５ ０７

０２４８９ ４２０６０ ４４５１０ ８６０９０ ９８９

０２４８１ ４１９３０ ５３４１０ ９４９７０ ９９３

槲皮素 ０２５１２ ０４４２１ ０３２２６ ０７５９８ ９８５ ９９９ １５

０２４８９ ０４３８１ ０４０３２ ０８４０５ ９９８

０２４８１ ０４３６７ ０４８３８ ０９２７３ １０１４

山柰素 ０２５１２ ０６０２９ ０５２１０ １１２７０ １００７ ９９５ １２

０２４８９ ０５９７４ ０６５１２ １２４６０ ９９６

０２４８１ ０５９５４ ０７８１４ １３６４０ ９８３

·７６５１·
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２９样品测定

取４批八角莲样品，按２２２项下操作，制备
样品溶液，按２１项下色谱条件进行分析，并采用
外标法计算４个组分各自的含量，结果见表２

表２　八角莲样品中４个组分含量的测定结果
ｍｇ·ｇ－１

样品
含量

４′去甲鬼臼毒素 鬼臼毒素 槲皮素 山柰素

批次１ １２０８ １９７０ １５７ ２３６

批次２ １１２６ １６９０ １７６ ２４０

批次３ １１２１ １９３７ １５２ ２１８

批次４ ５０８ ３１５３ ２３１ ２４３

３　讨论

３１检测波长的选择

对４′去甲鬼臼毒素、鬼臼毒素、槲皮素和山柰
素各自的对照品溶液分别进行紫外全扫描分析，结

果显示４′去甲鬼臼毒素、鬼臼毒素的最大吸收波长
在２９０ｎｍ左右，而槲皮素、山柰素的最大吸收波长
在３６０ｎｍ左右。故初选２９０ｎｍ和３６０ｎｍ两个波长分
别作为木脂素类成分和黄酮类成分的检测波长。取八

角莲供试品溶液，按初选波长在甲醇０１％磷酸溶液
（５０∶５０）流动相条件下进行ＨＰＬＣ分析。结果２９０ｎｍ
的色谱图显示，在槲皮素的色谱峰位置处不光有槲皮

素的色谱峰，也有一小未知峰，且未能实现基线分

离，呈现肩峰，但在３６０ｎｍ检测波长时，槲皮素的
色谱峰位处的峰形尖锐，未出现肩峰。后期进一步调

试流动相比例，以使干扰峰与色谱峰达到分离，但分

离后，样品分析时间显著延长，而对分离出的未知峰

进行全扫描分析发现，该未知峰在３６０ｎｍ处并无吸
收，说明该未知共有峰在３６０ｎｍ下并不影响槲皮素
的定量，为缩短分析时间，故最终仍选用甲醇０１％
磷酸溶液（５０∶５０）作为八角莲中４个组分同时测定的流
动相，此流动相既保证了未知共有峰不干扰定量的准

确性，又缩短了分析时间，增大了分析通量。

３２样品制备方法的优化

实验中分别考察了甲醇、乙醇、甲醇水溶液、乙

醇水溶液作为提取溶剂，超声处理和回流提取两种提

取方式对各组分提取的影响，结果显示，超声处理和

回流提取对木脂素类成分的提取回收率影响不大，简

单的超声处理就能使木脂素类物质提取完全。而对于

黄酮类成分，采用简单的超声处理难以使它们提取完

全，需采用相对剧烈的回流提取方式。经过多次实

验，最终发现４０％乙醇溶液的回流提取１ｈ能保证
４个成分均能提取完全。故最终确定以４０％乙醇为溶
剂，回流提取１ｈ作为八角莲的预处理方法。
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