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［摘要］　目的：建立同时测定桑椹饮片中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异槲皮苷、紫云英苷和槲皮素
７种成分含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定方法，为评价中国不同地区桑椹饮片的质量提供技术手段。方法：采用
ＯＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，水（含０２％甲酸）乙腈为流动相，梯度洗脱，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ

－１，检测

波长为３６０ｎｍ。结果：新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异槲皮苷、紫云英苷和槲皮素７种成分线性关系良
好，加样回收率在９５０％～１０５％。不同地区使用的桑椹饮片中７种成分含量差异较大。结论：本研究建立了一种
稳定、可靠的桑椹饮片中７种成分含量同时测定的高效液相色谱方法，为桑椹饮片质量研究提供参考。
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桑椹为桑科植物桑 ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ的干燥果穗。
现代研究表明，桑椹具有抗氧化、延缓衰老、抗疲

劳、增强免疫力、降血脂、降血糖等药理作用［１］。

生物碱、黄酮类和有机酸为桑椹的主要化学成分，

如芦丁有祛脂的效果、具有抗氧化能力［２］，绿原酸

具有抑菌、抗炎、调节脂质代谢等功效［３４］。

２０１５版 《中华人民共和国药典》尚未规定桑椹

的含量测定项中指标成分，仅对其浸出物、水分、

总灰分进行检查［５］。本研究选择了桑椹饮片中７种
成分（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异槲皮

苷、紫云英苷和槲皮素）为指标性成分，采用高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ），建立桑椹饮片中７种成分同时测
定方法，并对国内不同地区、不同批次的桑椹饮片

进行测定，拟为桑椹饮片质量控制指标选择和质量

·１１４１·
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评价提供参考，为桑椹药用价值进一步开发利用提

供质量评价手段。

１　材料与方法

１１仪器

粉碎机（吉首市中诚制药机械厂）；离心机（Ｓｉｇｍａ）；
天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，ＢＰ１２１Ｓ）；ＭｉｌｌＱⅡ型超
纯水器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＸＷ８０Ａ涡旋混合器（上海
沪西分析仪器厂）；ＳＨＢ１１１循环水式多用真空泵
（西安太康生物科技有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效
液相色谱仪；ＳＢ１０００ＹＤＴＤ超声清洗槽（宁波新芝生
物科技股份有限公司）。

１２试药

紫云英苷对照品（批号：ＭＵＳＴ１３０９２００１）、绿
原酸对照品（批号：ＭＵＳＴ１４０９１７０１）、隐绿原酸对
照品（批号：ＭＵＳＴ１３０１３００２）、芦丁对照品（批号：
ＭＵＳＴ１１０４０３０２）、槲皮素对照品（批号：ＭＵＳＴ
１３０７２５０５）、异槲皮苷对照品（批号：Ａ０４３９）和新绿
原酸对照品（批号：１２０３１４０１）均购自成都曼思特生
物科技有限公司，其纯度均＞９８％。

桑椹饮片购自国内不同省市的药店，经天津中

医药大学马琳教授鉴定为桑科植物桑 ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ
的干燥果穗，样品保存于天津中医药大学中医药研

究院。桑椹样品粉碎，过６０目筛，备用。

１３方法

１３１色谱条件　江苏汉邦科技有限公司 ＯＤＳＣ１８
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；以水（含０２％甲酸）为
流动相Ａ，乙腈为流动相 Ｂ，梯度洗脱程序为 ０～
３６ｍｉｎ，７６％～７６％Ｂ；４０～４５ｍｉｎ，１２％～１３％Ｂ；
５５～７０ｍｉｎ，１７％ ～２８％Ｂ；７２～７４ｍｉｎ，３１％ ～
３２％Ｂ；７６～９６ｍｉｎ，３８２％ ～７６％Ｂ；平衡时间为
５ｍｉｎ；柱温为３５℃；流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量

为１５μＬ；吸收波长３６０ｎｍ。
１３２样品的制备　精密称取桑椹粉末０５ｇ，置于
１０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入８０％甲醇１０ｍＬ，称质
量，超声提取 ４０ｍｉｎ，静置放冷，补足质量，
１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ后，取上清液，过
０２２μｍ微孔滤膜，即为样品溶液。
１３３标准曲线及线性范围　将对照品储备液配制成
含有新绿原酸（２５０μｇ·ｍＬ－１）、绿原酸（１４ｍｇ·ｍＬ－１）、
隐绿原酸（１ｍｇ·ｍＬ－１）、芦丁（８００μｇ·ｍＬ－１）、异槲
皮苷（１５０μｇ·ｍＬ－１）、紫云英苷（１００μｇ·ｍＬ－１）、槲
皮素（１００μｇ·ｍＬ－１）的混合对照品储备液。精密移
取该混合对照品储备液，用甲醇稀释成一系列浓度，

记录各浓度下的峰面积，并制作标准曲线。

１３４精密度、稳定性、重复性试验　精密度分为
日间精密度和日内精密度。日内精密度为同一份样

品溶液在１ｄ内连续进样６次，日间精密度为连续
３ｄ内每天连续进样６次。稳定性试验为一份样品溶
液分别在０、２、４、６、８、１２、２４ｈ内进样。重复性
试验为平行制备６份桑椹样品溶液，连续进样。
１３５加样回收率　精密称定已知含量的桑椹药材
粉末０２５０ｇ（平行操作６份），分别按所含７种成分
量的５０％加入对照品，按照样品处理方法进行处
理，测定加样后７种成分的含量，计算加样回收率。

２　结果

２１高效液相色谱法方法学验证

２１１标准曲线的绘制　以对照品质量浓度为横坐
标（μｇ·ｍＬ－１），峰面积为纵坐标制作标准曲线，并
得出回归方程、相关系数（见表１）。分别以信噪比
（Ｓ∶Ｎ）３∶１和１０∶１作为检测限（ＬＯＤ）和最低定量限
（ＬＯＱ）。从表１中可以得知，７个化合物在线性范
围内相关系数均大于０９９８０，表明７个化合物在各
自的线性范围内线性关系良好。

表１　７种成分标准曲线、线性范围、ＬＯＤ和ＬＯＱ
成分 回归方程 线性范围／μｇ·ｍＬ－１ ｒ ＬＯＤ／μｇ·ｍＬ－１ ＬＯＱ／μｇ·ｍＬ－１

槲皮素 Ｙ＝７８７６１Ｘ－４３４９８ ０６２５～１００ ０９９８０ ００４ ０２０

紫云英苷 Ｙ＝３６８１７Ｘ－１４７６２ ０６２５～１００ ０９９８６ ００６ ０２０

异槲皮苷 Ｙ＝５８２２７Ｘ－２２６４６ ０６２５～１５０ ０９９８８ ００５ ０１２

芦丁 Ｙ＝２１７１５Ｘ＋６３９６７ 　１２～８００ ０９９９２ ００８ ０２４

隐绿原酸 Ｙ＝７９３３１Ｘ＋１５５０９ 　　２５～１０００ ０９９８８ ０８０ ２５０

绿原酸 Ｙ＝９１５Ｘ＋１７０３６ 　　２５～１４００ ０９９８９ ０８０ ２５０

新绿原酸 Ｙ＝８２５０２Ｘ＋１３９８ 　１６～２５０ ０９９８４ ０６０ １６０
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２１２精密度、稳定性、重复性试验　桑椹中各成
分的精密度、重复性和稳定性结果见表 ２。结果发
现７种成分日内、日间精密度 ＲＳＤ＜４９％，表明该
方法精密度良好；重复性ＲＳＤ＜２４％，表明该方法
重复性良好；稳定性ＲＳＤ＜３０％，表明该方法稳定
性良好。

表２　７种成分精密度、重复性、稳定性和回收率结果
％

成分
精密度ＲＳＤ

日内 日间

重复性

ＲＳＤ
稳定性

ＲＳＤ
回收率

平均值 ＲＳＤ

新绿原酸 ０４０ １７ １６０ １８ １０４０ ２２０

绿原酸 １５ ４９ １５０ ０４ １０５０ １５０

隐绿原酸 １８ ２０ １９０ ０３ １０３０ ２３０

芦丁 ２３ ４５ ０６０ １５ ９５０ ２６０

异槲皮苷 ２４ ３３ ２００ ２４ ９８３ ４４０

紫云英苷 ２８ ３６ ２４０ ３０ ９６０ ２１０

槲皮素 ２４ ３５ １１０ １７ １０３０ ０３２

２１３加样回收率　由表２结果可知，７种成分的平
均回收率均在９５０％～１０５％，且ＲＳＤ＜４４％，表明
该方法对桑椹中７种成分的含量测定的准确度较高。

２２桑椹饮片中７种化学成分含量
桑椹饮片样品中７种成分以及对照品溶液的色

谱图见图１。由表３可知，桑葚饮片中各成分质量分
数：新绿原酸１０９６～４７８８２μｇ·ｇ－１；绿原酸５８２～
２６１９６μｇ·ｇ－１；隐绿原酸９５６～１６５７５８μｇ·ｇ－１；
芦丁 ２６８～１３０７５８μｇ·ｇ－１；异槲皮苷 ７７８～
２５３４８μｇ·ｇ－１；紫云英苷８０２～６２７２μｇ·ｇ－１；槲
皮素１１０４～６８６４μｇ·ｇ－１。

注：Ａ混合对照品溶液；Ｂ桑椹饮片样品溶液；１新绿原酸；２绿

原酸；３隐绿原酸；４芦丁；５异槲皮苷；６紫云英苷；７槲皮素。

图１　混合对照品和桑椹饮片的ＨＰＬＣ图

表３　不同地区的桑椹饮片７种化合物含量测定结果（ｎ＝３）
μｇ·ｇ－１

地区
化合物质量分数

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 芦丁 异槲皮苷 紫云英苷 槲皮素

河北 — ６８５６ — 　９５９８ ３６１８ １６８２ ２５４２
湖北 — — — １０７５８ ２９９６ １４８０ １５９４
四川 — ６３５２ — — — — —

河北 １４１８６ ４５８０６ ２７６０４ ６８３５０ ６１１２ ３４７４ ２０５０
湖南 ２８１２６ ７２８００ ４０８６４ １３０７５８ １０６４２ ３８２８ ２９１２
河北 ８１７４ １２３４２ １０４８６ ６１５０６ ４０４０ ２２４２ ２３１８
河北 — — — １００９４ ２７６０ １４７６ １６２６
河北 ７３５０ １５９７０ １２９３０ ３７３３０ ５５６２ ２４７０ ２４６４
广东 ４７８８２ ２６１９６０ １６５７５８ ６００８８ ２５３４８ ６２７２ ４６７２
四川 — — — ３１５０ ２５３０ １５８４ ２７４４
陕西 — — — １５７６８ ５６６６ ２２１４ ２５１６
河北 ５２９０ １３０８６ ８６７０ ４７０７４ ８１９０ ３０６８ ２４５８
河北 — — — — — — —

福建 ３６６６ １０５５０ ８５７０ ２６５３４ ７９４０ ２８８８ ３９５８
湖北 ４３２０ ８６０４ １０１３２ ３７０６２ ８２９４ ３４９０ ３４９２
云南 ５３１４ １１５５４ ８９９８ ２７５０２ ７３７２ ２８０６ ３６９４
四川 ３６９０ ９３４８ ６４５２ ２４１１２ ６８６４ ２４８６ ２６７８
四川 — １１１４０ ５１６６ １０６２０ ４５７０ １９０４ ２４５８
山东 — — — ７８２０ ３３９２ ２０６８ ２２３４
广西 — — — ５６００ ２７８４ １８０６ ２３９４
河南 ４０７８ １１９９２ ８９７２ ３２３１０ １００６６ ３３４４ ２９６０
安徽 — — — ２６８０ ２１９６ １６５０ ３１３６
甘肃 １３９２０ ２３２４８ ２２３６０ ５１２１０ １０６９４ ４５１２ ３２３８
四川 ４０５４ １３２１６ １３６６２ ２０５７６ ７９９２ ３４３６ ６８６４

　　注：—为对应化合物的含量在检测限下或该批次饮片中不含有该种成分。
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３　讨论

３１流动相选择

在选择流动相过程中，因为桑椹中化合物的极

性范围分布较广，且化合物种类繁多，在色谱分离

时不易得到理想的峰形，参考相关文献［６］，考察了

０１％甲酸水乙腈、０１％甲酸水０１％甲酸乙腈、
０１％磷酸水乙腈、０１％磷酸水甲醇、０１％磷酸
水甲醇乙腈（１∶１∶１）和０２％甲酸水乙腈等流动相组
成，发现水相为磷酸水的效果要优于甲酸水，峰形

较好，且分离度良好，同时整体的色谱分离检测时

间稍短。有机相乙腈的效果好于甲醇乙腈（１∶１）、
甲醇，其中加了甲酸的乙腈的色谱图基线较不加甲

酸的更加平稳，但无明显影响，因此选择了０２％甲
酸水乙腈为流动相。

３２提取条件的选择

采用饮片粉碎后用超声波提取，该方法具有简

便、安全、有效等特点。在单因素提取条件下，以提

取效果为指标，提取时间结果为：４０ｍｉｎ＞２０ｍｉｎ＞
３０ｍｉｎ＞１０ｍｉｎ；溶剂浓度：６０％ ＞８０％ ＞１００％ ＞
４０％；料液比：１∶２０＞１∶１５＞１∶１０＞１∶５。运用正交
优化试验法，选取甲醇浓度、提取时间、料液比 ３
个因素，每个因素为 ３水平，以桑椹中新绿原酸、
隐绿原酸、绿原酸、芦丁、异槲皮苷、紫云英苷和槲

皮素７种成分的总含量为指标，选用 Ｌ９（３
４）正交设

计，对桑椹中 ７种成分最佳超声提取条件的优化，
发现甲醇浓度是最关键的影响因素，其次为料液比

和提取时间；确定最佳提取条件为０５０ｇ桑椹粉末
采用１０ｍＬ８０％甲醇溶液超声提取４０ｍｉｎ。

４　结论

本研究建立了一种稳定、可靠的桑椹中７种黄
酮类成分（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异

槲皮苷、紫云英苷和槲皮素）含量同时测定的高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）方法，经方法学验证，符合分析要
求，并对不同地区、不同批次的桑椹饮片中７种成
分的含量进行测定，结果表明，芦丁为平均含量最

高成分，而异槲皮苷、紫云英苷、槲皮素平均含量

较低，国内不同地区所用桑椹饮片质量存在较大差

异，需要对其生产产地、加工方法、质量评价指标

进行深入研究，确保其临床有效性。
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