
２０２１年３月　第２３卷　第３期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｒ２０２１　Ｖｏｌ２３　Ｎｏ３

·基础研究·

△ ［基金项目］　丽水市科技项目（２０１７ＧＹＸ４７）
 ［通信作者］　余华丽，副主任中药师，研究方向：中药与民族药质量研究；Ｔｅｌ：（０５７８）２１８５２１１，Ｅｍａｉｌ：５１６７３９４１０＠ｑｑｃｏｍ

青钱柳叶质量控制方法研究
△

毛菊华，余华丽，陈张金，范蕾，吴查青

丽水市质量检验检测研究院，浙江　丽水　３２３０００

［摘要］　目的：建立青钱柳叶的质量控制方法。方法：运用显微鉴别法、薄层色谱法、超高效液相色谱法分别
对青钱柳叶的显微特征、指标性成分（槲皮素、山柰酚、绿原酸、异槲皮苷和槲皮苷）进行定性鉴别和定量测定。

结果：各批次样品显微特征及薄层色谱特征明显，青钱柳叶中绿原酸、异槲皮苷、槲皮苷质量分数分别为００５％～
１７９％、０３０％～１００％、０１１％～０７４％。结论：建立的质量控制方法简便、准确、重复性好，可为该药材的质
量标准建立提供参考。
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青钱柳叶为我国特有的药食同源珍稀植物胡桃

科落叶乔木青钱柳Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｂａｔａｌ）Ｉｌｊｉｎｓｋ
的干燥叶，民间常作茶叶饮用，因其味甘甜，而有

“甜茶”“神茶”之称。现代药理研究表明，青钱柳

叶具有降血糖、调血脂、降血压、抗氧化及防治心

脑血管疾病等多种作用，其中降血糖作用尤为突出。

青钱柳叶的主要活性成分为黄酮、三萜、有机酸及

多糖等类化合物［１６］。目前，民间对青钱柳叶的采收

加工并无明确的指导标准，每年４—１０月均有采集，
故有必要对其药效物质基础进行动态监测，优选最

佳采收期。本研究采用显微鉴别法、薄层色谱法

（ＴＬＣ）、超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）分别对青钱柳叶

的显微特征、指标性成分（槲皮素、山柰酚、绿原

酸、异槲皮苷和槲皮苷）进行定性鉴别和定量测定，

优选最佳采收期，建立质量控制方法，以期为青钱

柳叶质量标准的制定提供参考。

１　材料

１１　仪器

Ｈｃｌａｓｓ型超高效液相色谱仪（美国沃特世公司）；
ＸＳ１０５ＤＵ型电子天平（瑞士梅特勒公司）；ＤＬ３６０Ｄ型
智能超声波清洗器（上海之信仪器有限公司）；

ＤＭ２５００型正置显微镜（德国徕卡公司）；硅胶Ｇ薄层
色谱板（１０ｃｍ×２０ｃｍ，青岛海洋化工有限公司）。

·３５４·
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１２　试药

对照品山柰酚（批号：１１０８６１２０１６１１，纯度：
９３２％）、槲皮素 （批号：１０００８１２０１４０８，纯度：
９９１％）、绿原酸 （批号：１１０７５３２０１８１７，纯度：
９８０％）、异槲皮苷（批号：１１１８０９２０１８０４，纯度：
９０５％）和槲皮苷 （批号：１１５３８２０１１０５，纯度：
９８０％）均购自中国食品药品检定研究院；甲醇、乙
腈、磷酸均为色谱纯；水为超纯水。

青钱柳药材均为自行采集，经丽水市质量检验

检测研究院余华丽副主任中药师鉴定，为胡桃科植

物青钱柳Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｂａｔａｌ）Ｉｌｊｉｎｓｋ的干燥叶
（表１）。

表１　青钱柳叶样品信息
编号 采集地 批号 水分／％

１ 青田县谷甫村 ２０１８０４２６ ８４

２ 青田县谷甫村 ２０１８０５２３ ８７

３ 青田县谷甫村 ２０１８０６３０ ７９

４ 青田县谷甫村 ２０１８０７３０ ９０

５ 青田县谷甫村 ２０１８０８３０ １０５

６ 青田县谷甫村 ２０１８０９３０ ９１

７ 青田县谷甫村 ２０１８１０２４ ９８

８ 景宁县敕木山 ２０１８０６２８ ８１

９ 缙云县石苋村 ２０１８０６０８ ８０

１０ 青田县尖山村 ２０１８０６１１ ７９

１１ 莲都区小岭根村 ２０１８０６１４ ７５

１２ 松阳县紫草村 ２０１８０６２７ ８４

　　注：水分采用烘干法测得。

２　方法与结果

２１　显微鉴别

青钱柳叶粉末为黄绿色至绿褐色，非腺毛单细

胞，多碎断、弯曲，完整者长 ６０～１３０μｍ，直径
１０～２０μｍ；草酸钙簇晶较多，单个散在或存在于薄
壁细胞中，直径１５～３０μｍ，棱角锐尖；上表皮细
胞不规则，壁微波状弯曲。下表皮细胞多角形，壁

波状弯曲，气孔椭圆形，周围有辐射状纹理，无副

卫细胞；腺鳞头部由８个细胞组成，直径约８０μｍ，
柄短，由２～３个细胞组成；网纹导管和具缘纹孔导
管直径约５０μｍ；纤维成束，细长，直径６～１２μｍ，
纹孔稀疏，见图１。

注：１具缘纹孔导管；２网纹导管；３气孔；４非腺

毛；５纤维；６草酸钙簇晶。

图１　青钱柳叶粉末显微特征

２２　ＴＬＣ鉴别

取本品粉末１ｇ，加２５％盐酸溶液甲醇（１∶４）
５０ｍＬ，加热回流１ｈ，滤过，滤液蒸干，残渣加入乙
酸乙酯２０ｍＬ使溶解，滤过，乙酸乙酯液蒸干，残渣
加甲醇１ｍＬ溶解，作为供试品溶液。另取槲皮素、
山柰酚对照品，加甲醇制成质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的
混合对照品溶液。吸取上述２种溶液各５μＬ，分别
点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以正己烷乙酸乙酯甲
酸（７∶６∶１）为展开剂，展开，取出，晾干，喷以三氯
化铝乙醇溶液，１０５℃加热 ２ｍｉｎ，置紫外光灯
（３６５ｎｍ）下检视。供试品色谱中，在与对照品色谱
相应的位置上，显相同颜色的荧光斑点。结果见

图２［比移值（Ｒｆ）为０６～０７］。

注：Ｓ混合对照品；１～６供试品。

图２　青钱柳叶样品及混合对照品
薄层色谱图

·４５４·
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２３　ＵＰＬＣ测定绿原酸、异槲皮苷、槲皮苷的含量

２３１　色谱条件　色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ＠ＨＳＳ
Ｔ３（１００ｍｍ ×２１ｍｍ，１８μｍ）；流动相：乙腈
（Ａ）０２％磷酸水（Ｂ），梯度洗脱（０～２５ｍｉｎ，
１２％～１３％Ａ；２５～３５ｍｉｎ，１３％～１８％Ａ；３５～
４５ｍｉｎ，１８％～２０％Ａ；４５～６２ｍｉｎ，２０％～２１％Ａ；
６２～７８ｍｉｎ，２１％～２８％Ａ；７８～１２ｍｉｎ，２８％～５０％
Ａ；１２～１３ｍｉｎ，５０％ ～７０％Ａ；１３～１５ｍｉｎ，７０％～
９０％Ａ；１５～１６ｍｉｎ，９０％Ａ）；流速：０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温：４０℃；样品温度：１５℃；检测波长：３３０ｎｍ；
进样量：１μＬ。
２３２　溶液的制备
２３２１　对照品溶液的制备　精密称取绿原酸、异
槲皮苷、槲皮苷对照品适量，置同一量瓶中，用甲

醇稀释成绿原酸质量浓度为４４９００μｇ·ｍＬ－１、异槲
皮苷质量浓度为３３０８０μｇ·ｍＬ－１、槲皮苷质量浓度
为１６８２４μｇ·ｍＬ－１的溶液，作为混合对照品溶液。
２３２２　供试品溶液的制备　取药材粉末（过三号
筛）约１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
７０％甲醇水５０ｍＬ，称定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放
冷，再称定质量，用 ７０％甲醇水补足减失的质量，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２３３　系统适用性试验　取上述 ２种溶液，按
２３１项下色谱条件进样测定，记录色谱图，见
图３。结果显示，在该色谱条件下，绿原酸、异槲
皮苷、槲皮苷与其他成分分离度均大于１５，理论板
数均大于５０００。

注：Ａ混合对照品；Ｂ青钱柳叶供试品；１绿原酸；

２异槲皮苷；３槲皮苷。

图３　青钱柳叶样品及混合对照品ＵＰＬＣ图

２３４　线性关系考察　将２３２１项下混合对照品

溶液用甲醇稀释制成系列质量浓度的对照品溶液，分别

进样测定，以峰面积（Ｙ）对质量浓度（Ｘ）进行线性回归。
结果表明，绿原酸在２２４５～４４９００μｇ·ｍＬ－１呈良好的
线性关系，Ｙ＝４９１３１６Ｘ－１６８６２３７６９（ｒ＝０９９９９）；
异槲皮苷在１６５４～３３０８０μｇ·ｍＬ－１呈良好的线性
关系，Ｙ＝４００６５１Ｘ－３９５４２５９９７（ｒ＝０９９９９）；槲
皮苷在８４１～１６８２４μｇ·ｍＬ－１呈良好的线性关系，
Ｙ＝４１５５４０Ｘ－２５７２０１５７９（ｒ＝０９９９９）。
２３５　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液，连
续进样６次，计算绿原酸、异槲皮苷、槲皮苷峰面
积的ＲＳＤ分别为１３７％、１１８％、１５８％，结果显
示仪器精密度良好。

２３６　重复性试验　精密称取同一批供试品（编号：
３），平行取样 ６份，制备供试品溶液，进样测定，
按干燥品计，绿原酸、异槲皮苷、槲皮苷质量分数分

别为０５３％、０５５％、０７４％，ＲＳＤ分别为１５０％、
１３５％、１４３％，表明方法重复性良好。
２３７　稳定性试验　取２３６项下供试品溶液，分别
在０、４、８、１２、２４、４８ｈ进样测定，结果绿原酸、异
槲皮苷、槲皮苷峰面积的ＲＳＤ分别为１７５％、１５３％、
１３６％，表明供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好。
２３８　加样回收率试验　取已知含量的样品（编号：
３）６份，各０５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，分
别精密加入绿原酸对照品溶液（５１２０２μｇ·ｍＬ－１）、
异槲皮苷对照品溶液（５３６４μｇ·ｍＬ－１）、槲皮苷对
照品溶液（７０８１２μｇ·ｍＬ－１）各 ５ｍＬ，另精密加入
７０％甲醇水４５ｍＬ，按２３２２项下方法制备回收率
试液，进样测定，并计算回收率，结果见表２。
２３９　样品含量测定　取表１中１２批供试品，照
２３２２项下方法制备供试品溶液，进样测定，记
录色谱峰，并按干燥品计，计算青钱柳叶中绿原酸、

异槲皮苷、槲皮苷的含量，结果见表３。

３　讨论

３１　含量测定方法考察

提取方法考察了超声处理法及加热回流提取法，

提取溶剂考察了５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇等。结
果显示，７０％甲醇超声处理６０ｍｉｎ，样品中３种成
分的提取率最高；经二极管阵列检测器（ＤＡＤ）扫描，
绿原酸、异槲皮苷、槲皮苷在３３０ｎｍ处紫外吸收均
较高，可作为检测波长；本研究采用 ＵＰＬＣ进行检
测，可缩短出峰时间，达到快速检测的效果。

·５５４·
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表２　青钱柳叶中３个成分加样回收率试验结果
成分 称样量／ｇ 样品中含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

绿原酸 ０５１２３ ２５１９６ ２５６０１ ５０２０４ ９７６９ ９８０５ １１７
０５０３８ ２４７７８ ２５６０１ ５０３０８ ９９７２
０５０５１ ２４８４２ ２５６０１ ５０１１２ ９８７１
０５２０７ ２５６０９ ２５６０１ ５０２３５ ９６１９
０５１６５ ２５４０２ ２５６０１ ５０５２３ ９８１２
０５０２４ ２４７０９ ２５６０１ ４９７６７ ９７８８

异槲皮苷 ０５１２３ ２６０４５ ２６８２０ ５２５３４ ９８７７ ９８４０ １２５
０５０３８ ２５６１３ ２６８２０ ５１５６７ ９６７７
０５０５１ ２５６７９ ２６８２０ ５２４３４ ９９７６
０５２０７ ２６４７２ ２６８２０ ５２５７１ ９７３１
０５１６５ ２６２５８ ２６８２０ ５２５４３ ９８００
０５０２４ ２５５４２ ２６８２０ ５２３０１ ９９７７

槲皮苷 ０５１２３ ３５０１０ ３５４０６ ６９２２４ ９６６３ ９６６３ １２２
０５０３８ ３４４２９ ３５４０６ ６９２３５ ９８３１
０５０５１ ３４５１８ ３５４０６ ６９２６７ ９８１５
０５２０７ ３５５８４ ３５４０６ ６９６３４ ９６１７
０５１６５ ３５２９７ ３５４０６ ６９３２１ ９６１０
０５０２４ ３４３３３ ３５４０６ ６９３５２ ９８９１

表３　青钱柳叶中绿原酸、异槲皮苷、
槲皮苷质量分数（ｎ＝２）

％

编号
质量分数

绿原酸 异槲皮苷 槲皮苷

１ １７８８ ０４５３ ０６４０
２ ０４３８ ０５６１ ０２０９
３ ０６３４ ０５５２ ０７４２
４ ０８０８ ０６７１ ０２７６
５ ０３００ ０５４３ ０３１６
６ ０３７６ ０３２６ ０３２８
７ ０２６５ ０３６６ ０２９７
８ ０４３０ ０５２９ ０２８０
９ ０６７３ １００１ ０２１８
１０ ０６２５ ０７７６ ０４７２
１１ ０５２６ ０４７４ ０３４７
１２ ０５５９ ０４０３ ０５０６

３２　青钱柳干燥方法考察

考察了同一批青钱柳叶（编号：５）不同加工方法
干燥品的含量。结果表明，干燥温度对各成分含量影

响不大；用加热杀青后再烘干法干燥，绿原酸含量相

对增加，黄酮类成分相对减少；阴干和晒干方法的干

燥品各含量相近，晒干品黄酮类成分含量最高。鉴于

晒干或阴干的干燥方法简单，且青钱柳有效成分以黄

酮类物质为主［５６］，故干燥方法建议采用晒干或阴干。

３３　采收期对成分含量的影响

由表３可见，４—１０月于青田同一地点采集的青
钱柳叶中绿原酸的含量以４月份最高，槲皮苷和异

槲皮苷的含量总和以６月份最高，考虑到叶类药材
６月份产量最高，且６月份采集的青钱柳叶泡茶口
感较好、涩味少，故建议以６月份为采收期；不同
采集地间，各成分的含量有一定的差异，可能与气

候及树龄等有关。

本研究建立的青钱柳叶显微鉴别方法特征性强，

ＴＬＣ鉴别各斑点清晰、分离良好，ＵＰＬＣ含量测定简
便快速、准确度高，均可作为青钱柳叶的质量控制

方法。若要建立各指标成分的限度范围，还需进一

步增大样本量进行分析。
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