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［摘　 要］ 　 建立同时测定杜仲叶提取物中 ５ 种成分含量的 ＨＰＬＣ 方法，色谱柱为岛津 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔ
ＯＤＳ２ Ｃ１８（４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相甲醇 － ０． ４％磷酸水溶液，梯度洗脱，流速 １ ｍＬ·ｍｉｎ －１；
柱温３０ ℃；进样量 １０ μＬ；京尼平苷酸、车叶草苷检测波长为 ２３８ ｎｍ，桃叶珊瑚苷、绿原酸、芦丁的检

测波长分别为 ２００、３２７、２５４ ｎｍ。 结果表明，５ 种成分在检测范围内线性关系良好（Ｒ２≥０ ９９９９），
平均加样回收率为 ９８． ４％ ～１０１． ０％ ，ＲＳＤ １． ０６％ ～１． ５０％ ，１０ 批杜仲叶提取物中 ５ 种成分含量的

平均值分别为 ２５． ８３、４０． ２１、１３． １２、６４． ７２、１１． ０３ ｍｇ ／ ｇ，本方法稳定可靠，重复性好，可对杜仲叶提

取物样品中 ５ 种指标成分的含量进行同时测定。
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　 　 杜仲叶为杜仲科植物杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａ ｕｌｍｏｉｄｅｓ

Ｏｌｉｖ）的干燥叶，性微辛、温，归肝、肾经，于 ２００５ 年

被收载入《中国药典》，具有补肝肾，强筋骨等功

效［１］。 研究表明，杜仲叶中的主要活性成分包括环

烯醚萜类、苯丙素类、黄酮类、木脂素类等化合

物［２ － ４］，其中含量较高的化学成分为桃叶珊瑚苷、

京尼平苷酸、车叶草苷、绿原酸、芦丁［５ － ７］，研究在

调研杜仲叶化学成分基础上，结合相关指标成分的

药理学活性［８ － １１］，采用二极管阵列检测器对杜仲叶

提取物的成分进行了全扫描分析，建立了杜仲叶提

取物中含量较高的 ５ 个指标成分的 ＨＰＬＣ 同时测

定方法，为更好控制杜仲叶提取物、相关兽药制剂

和添加剂的质量，建立更加合理可行的质量标准提

供参考。

１　 仪器与材料

１． １　 仪器　 岛津 ＬＣ － ２０Ａ 型高效液相色谱仪，包

括 ＬＣ － ２０ＡＴ 四元梯度泵、ＳＩＬ － ２０ＡＨＴ 进样器、

ＣＴＯ －２０Ａ 柱温箱、ＳＰＤ － Ｍ２０Ａ 检测器和 Ｌａｂｓｏｌｕｔ⁃

ｉｏｎｓ 色谱数据系统，日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司；ＣＰＡ２２５Ｄ

型十万分之一电子分析天平，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司；

Ａｃｃｕｌａｂ ＡＬＣ －２１０ 型万分之一电子分析天平，德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司；ＫＱ５２００ＤＥ 型超声波清洗器，昆山市

超声仪器有限公司。

１． ２　 试剂与材料　 桃叶珊瑚苷（ＣＡＳ ４７９ － ９８ － １，

纯度≥９９． ２％ ），京尼平苷酸（ＣＡＳ ２７７４１ － ０１ － １，

纯度≥９９． ８２％ ），车叶草苷（ＣＡＳ １４２５９ － ４５ － １，纯

度≥９８． ５％ ），购于成都普菲德生物技术有限公司；

绿原酸（ＣＡＳ ３２７ － ９７ － ９，纯度≥９８． ０ ％ ），芦丁

（ＣＡＳ １５３ － １８ － ４，纯度≥９８． ０％ ），购于成都金麦

瑞生物科技有限公司；乙腈（色谱级）、甲醇（色谱

级），购于 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；甲酸、磷酸等其他试剂均为

分析纯，购于成都市科隆化学品有限公司；纯净水，

杭州娃哈哈集团有限公司。 杜仲叶提取物（批号

２１１１０１ ～ ２１１１０３， ２２０２０１ ～ ２２０２０４， ２２０３０１ ～

２２０３０３），由四川恒瑞通达生物科技有限公司提供。

２　 方法与结果

２． １　 色谱条件　 岛津 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔ ＯＤＳ２ Ｃ１８色谱柱

（４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ μｍ），流动相甲醇 － ０． ４％ 磷

酸水溶液，梯度洗脱：０ ～ １０ ｍｉｎ，１０％ ～ １０％ 甲醇；

１０ ～ ２３ ｍｉｎ，１０％ ～ ３３％ 甲醇；２３ ～ ２８ ｍｉｎ，３３％ ～

６０％ 甲醇； ２８ ～ ３５ ｍｉｎ， ６０％ ～ ７５％ 甲醇； ３５ ～

３８ ｍｉｎ，７５％ ～ １０％ 甲醇；柱温 ３０ ℃；体积流量

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 １０ μＬ；京尼平苷酸、车叶草苷检

测波长为 ２３８ ｎｍ，桃叶珊瑚苷、绿原酸、芦丁检测波

长分别为 ２００ ｎｍ、３２７ ｎｍ、２５４ ｎｍ。

２． ２　 混合对照品溶液配制 　 分别精密取桃叶珊

瑚苷、京尼平苷酸、车叶草苷、绿原酸和芦丁对照

品适量，置同一量瓶中，加 ５０％ 甲醇制成质量浓

度 分 别 为 ２８８ ． ８、 ３０６ ． ４、 ４１６ ． ０、 ３５１ ． ２、

５１４ ． ４ μｇ ／ ｍＬ的混合对照品溶液，过 ０ ． ２２ μｍ 微

孔滤膜，即得。

２． ３　 供试品溶液的制备　 取杜仲叶提取物 ０． １ ｇ，

精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％ 甲醇

２５ ｍＬ，称定质量，超声提取（４０ ｋＨｚ，功率 ２００ Ｗ）

３０ ｍｉｎ，放冷，５０％ 甲醇补足减失的质量，摇匀，过

０． ２２ μｍ 微孔滤膜，即得杜仲叶提取物供试品

溶液。

２． ４　 系统适应性试验　 按照 ２． １ 项下色谱条件测

定混合对照品溶液和供试品溶液，结果表明，样品

中各成分均能达到基线分离，５ 种指标成分的理论

塔板数均大于 ５０００，各成分与其他成分间的分离度

均大于 １． ５，混合对照品溶液和供试品溶液的色谱

图，见图 １、图 ２。

２． ５　 方法学考察

２． ５． １　 线性关系考察　 取 ２． ２ 项下混合对照品溶

液，分别稀释 ２，４，８，１６，３２ 倍，制成系列质量浓度

的混合对照品溶液，按 ２． １ 项下色谱条件进行测

定。 以色谱峰峰面积（Ｙ）对质量浓度（Ｘ）进行回

归，得各成分的线性回归方程，结果见表 １，表明各

指标成分在测定范围内线性关系良好。
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１ － 桃叶珊瑚苷　 ２ － 京尼平苷酸　 ３ － 车叶草苷　 ４ － 绿原酸　 ５ － 芦丁

１ － ａｕｃｕｂｉｎ　 ２ － ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｉｃ ａｃｉｄ　 ３ － ｃｈｅｌｏｎｉｄｉｎ　 ４ － ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ５ － ｒｕｔｉｎ
图 １　 对照品溶液 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

１ － 桃叶珊瑚苷　 ２ － 京尼平苷酸　 ３ － 车叶草苷　 ４ － 绿原酸　 ５ － 芦丁

１　 － ａｕｃｕｂｉｎ　 ２ － ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｉｃ ａｃｉｄ　 ３ － ｃｈｅｌｏｎｉｄｉｎ　 ４ － ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ５ － ｒｕｔｉｎ

图 ２　 杜仲叶提取物样品 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｅｕｃｏｍｍｉａｅ Ｆｏｌｉｕｍ ｅｘｔｒａｃｔ ｓａｍｐｌｅ

表 １　 线性范围实验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｅｓｔｓ
成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围（μｇ·ｍＬ － １）

桃叶珊瑚苷 Ｙ ＝ １１０７４． ０５８９Ｘ ＋ １８２５６． ４９２５ ０． ９９９９ ９． ０ ～ ２８８． ８
京尼平苷酸 Ｙ ＝ １３，７４１． ７６０１Ｘ ＋ １３，５６２． ７９１０ ０． ９９９８ ９． ６ ～ ３０６． ４
车叶草苷 Ｙ ＝ ９５９５． ９７９１Ｘ ＋ ５０３． ０２４９ ０． ９９９９ １３． ０ ～ ４１６． ０
绿原酸 Ｙ ＝ ３０３２４． ４０４１Ｘ ＋ ２２７７０． １８９１ ０． ９９９９ １１． ０ ～ ３５１． ２
芦丁 Ｙ ＝ １８８６２． ５７８３Ｘ ＋ ４０３５９． ０５９７ ０． ９９９９ １６． １ ～ ５１４． ４
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２． ５． ２ 　 精密度试验 　 取 ４． ２ 项下混合对照品溶

液，按 ４． １ 项下色谱条件连续进样 ６ 次，计算各成

分峰面积的 ＲＳＤ。 结果表明，桃叶珊瑚苷、京尼平

苷酸、绿原酸、车叶草苷和芦丁的 ＲＳＤ 分别为

０ ５４％ 、０． ３６％ 、０． ５８％ 、０． ３９％ 、０． ３４％ ，表明该方

法精密度良好。
２． ５． ３　 重复性试验　 按 ２． ３ 项下杜仲叶提取物供

试品溶液制备方法，分别平行制备供试品溶液 ６
份，按 ２． １ 项下色谱条件进行测定，计算各成分含

量。 结果杜仲叶提取物供试品溶液中桃叶珊瑚苷、
京尼平苷酸、绿原酸、车叶草苷和芦丁的 ＲＳＤ 分别

为 １． １３％ 、１． ４５％ 、１． ５７％ 、０． ６６％ 、１． ２８％ ，表明该

方法重复性良好。
２． ５． ４　 稳定性试验　 按 ２． ３ 项下杜仲叶提取物供

试品溶液制备方法，制备供试品溶液，室温放置，按
２． １ 项下色谱条件，分别于 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样，计
算各成分峰面积的 ＲＳＤ。 结果桃叶珊瑚苷、京尼平

苷酸、绿原酸、车叶草苷和芦丁峰面积的 ＲＳＤ 分别为

０． ７２％、０． ７４％、０． ３４％、０． ５９％、０． ３７％，表明该供试

品溶液在室温条件下 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２． ５． ５　 加样回收率试验　 精密称取已知含量的杜

仲叶提取物 ６ 份，每份 ０． ０５ ｇ，精密称定，置具塞锥

形瓶中，精密加入各对照品适量，精密加入 ５０％ 甲

醇 ２５ ｍＬ， 称定质量， 超声提取 （ ４０ ｋＨｚ， 功率

２００ Ｗ）３０ ｍｉｎ，放冷，５０％甲醇补足减失的质量，摇
匀，过 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜，制备供试品溶液。 按

２ １ 项下色谱条件进行测定，记录峰面积，计算 ５ 种

指标成分的回收率和 ＲＳＤ。 结果见表 ２。
表 ２　 加样回收率实验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ（ｎ ＝６）

成分 取样量 ／ ｇ 样品中总量 ／ ｍｇ 加入对照品量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

桃叶珊瑚苷

０． ０５１１ １． ３０８ １． ３２０ ２． ６１８ ９９． ３
０． ０４９９ １． ２７７ １． ３２０ ２． ５７４ ９８． ３
０． ０５０９ １． ３０３ １． ３２０ ２． ６１２ ９９． ２
０． ０５１１ １． ３０８ １． ３２０ ２． ６０２ ９８． １
０． ０５０３ １． ２８７ １． ３２０ ２． ５９５ ９９． １
０． ０５０６ １． ２９５ １． ３２０ ２． ５６９ ９６． ５

９８． ４ １． ０７

京尼平苷酸

０． ０５１１ ２． １０３ ２． ０６０ ４． ２０８ １０２． ２
０． ０４９９ ２． ０５３ ２． ０６０ ４． １６４ １０２． ５
０． ０５０９ ２． ０９５ ２． ０６０ ４． １６５ １００． ５
０． ０５１１ ２． １０３ ２． ０６０ ４． １５２ ９９． ５
０． ０５０３ ２． ０７０ ２． ０６０ ４． １３３ １００． ２
０． ０５０６ ２． ０８２ ２． ０６０ ４． １３１ ９９． ５

１００． ７ １． ３１

车叶草苷

０． ０５１１ ０． ７０１ ０． ７１０ １． ４０６ ９９． ３
０． ０４９９ ０． ６８５ ０． ７１０ １． ３９８ １００． ５
０． ０５０９ ０． ６９８ ０． ７１０ １． ３９５ ９８． １
０． ０５１１ ０． ７０１ ０． ７１０ １． ３９６ ９７． ９
０． ０５０３ ０． ６９０ ０． ７１０ １． ３８９ ９８． ４
０． ０５０６ ０． ６９４ ０． ７１０ １． ４０４ １００． ０

９９． ０ １． ０６

绿原酸

０． ０５１１ ３． ２１８ ３． ２２０ ６． ４２３ ９９． ５
０． ０４９９ ３． １４３ ３． ２２０ ６． ４４５ １０２． ６
０． ０５０９ ３． ２０６ ３． ２２０ ６． ４２９ １００． １
０． ０５１１ ３． ２１８ ３． ２２０ ６． ４１８ ９９． ４
０． ０５０３ ３． １６８ ３． ２２０ ６． ４３１ １０１． ３
０． ０５０６ ３． １８７ ３． ２２０ ６． ４９８ １０２． ８

１０１． ０ １． ５０

芦丁

０． ０５１１ ０． ５６７ ０． ５６０ １． １２３ ９９． ３
０． ０４９９ ０． ５５３ ０． ５６０ １． １０５ ９８． ５
０． ０５０９ ０． ５６４ ０． ５６０ １． １２２ ９９． ６
０． ０５１１ ０． ５６７ ０． ５６０ １． １２１ ９９． ０
０． ０５０３ ０． ５５８ ０． ５６０ １． １１２ ９９． ０
０． ０５０６ ０． ５６１ ０． ５６０ １． １０２ ９６． ６

９８． ７ １． ０９
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　 　 结果表明，桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、车叶草

苷、绿原酸和芦丁的平均回收率分别为 ９８． ４％ 、

１００． ７％ 、９９． ０％ 、１０１． ０％ 、９８． ７％ ， ＲＳＤ 分别为

１ ０７％ 、１． ３１％ 、１． ０６％ 、１． ５０％ 、１． ０９％ ，表明该方

法准确可靠。
２． ５． ６　 样品含量测定结果　 按上述研究得到的 ５

种成分含量同时测定方法，对 １０ 批杜仲叶提取物

样品进行了测定，结果见表 ３。
表 ３　 杜仲叶提取物样品含量测定结果（ｍｇ·ｇ －１）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｅｕｃｏｍｍｉａｅ Ｆｏｌｉｕｍ ｅｘｔｒａｃｔ（ｍｇ·ｇ －１）
样品 桃叶珊瑚苷 京尼平苷酸 车叶草苷 绿原酸 芦丁

２１１１０１ ２５． ５９ ４１． １５ １３． ７２ ６１． ９８ １１． ０９

２１１１０２ ２６． ７９ ４０． ８５ １３． ２１ ６１． ２１ １１． ２５

２１１１０３ ２５． ６４ ４１． １ １２． ８８ ６１． ２１ １１． ３２

２２０２０１ ２３． ６９ ４１． ２３ １３． ４９ ６３． ２４ １０． ７８

２２０２０２ ２４． ５４ ４０． ６８ １３． ５２ ６２． ８９ １０． ８９

２２０２０３ ２４． ９５ ４０． ７２ １３． ５９ ６２． ５１ １０． ６５

２２０２０４ ２５． ８９ ４１． ３８ １３． ６８ ６３． ５９ １０． ２１

２２０３０１ ２６． ５２ ３８． ４９ １２． １３ ７０． ７２ １１． ２１

２２０３０２ ２７． ８１ ３８． ８２ １２． ６８ ６８． ５９ １１． ５５

２２０３０３ ２６． ８９ ３７． ６３ １２． ２５ ７１． ２５ １１． ３８

平均值 ２５． ８３ ４０． ２１ １３． １２ ６４． ７２ １１． ０３

结果表明，１０ 批杜仲叶提取物样品中，桃叶

珊瑚苷含量的平均值为 ２５ ． ８３ ｍｇ·ｇ － １，京尼平

苷酸含量的平均值为 ４０ ． ２１ ｍｇ·ｇ － １，车叶草苷

含量的平均值为 １３ ． １２ ｍｇ·ｇ － １，绿原酸含量的

平均值为 ６４ ． ７２ ｍｇ·ｇ － １，芦丁含量的平均值为

１１ ． ０３ ｍｇ·ｇ － １；研究得到的方法稳定可靠，可对

杜仲叶提取物样品中 ５ 种指标成分含量同时进行

测定，有效地控制杜仲叶提取物的质量，也为杜仲

叶药材及相关产品含量测定提供了参考。

３　 讨论与结论

３． １　 供试品溶液和对照品溶液的制备方法　 实验

前期，首先对提取溶剂种类（甲醇、８０％ 甲醇、５０％
甲醇、３０％甲醇）进行了筛选研究，结果表明，当采

用纯甲醇溶解配制混合对照品溶液时，对桃叶珊瑚

苷峰形干扰严重，出现变形现象，严重影响其含量

测定结果，这可能是因为提取溶剂和流动相差异太

大所致。 因此，确定采用 ５０％甲醇作为样品提取溶

剂和对照品配制溶剂；同时，分别对杜仲叶提取物

取样量（０． ０５、０． １、０． ２ ｇ）、超声提取时间（２０、３０、
４０、５０ ｍｉｎ）等进行了筛选研究，结果表明，当杜仲

叶提取物取样量为 ０． １ ｇ，超声提取时间为 ３０ ｍｉｎ，
可保证杜仲叶提取物中 ５ 种指标成分提取完全，有
利于进一步的方法学考察研究，为保证样品的均一

性，提高分析准确度，最终确定了杜仲叶提取物供

试品溶液的制备方法。
３． ２　 色谱条件筛选和优化　 实验研究中，对不同

厂家色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ、岛津、ＤＩＫＭＡ、依利特）的分离

效果进行了比较研究，同时比较了不同色谱柱长度

（１５０、２５０ ｍｍ）对 ５ 种成分的分离效果，结果表明，
岛津 ＷｏｎｄａＣｒａｃｔ ＯＤＳ２ Ｃ１８ 色谱柱 （ ４． ６ ｍｍ ×
１５０ ｍｍ，５ μｍ）分离效果最优，保留时间适宜，故选

择该色谱柱进行进一步色谱条件考察。
３． ３　 杜仲叶提取物的质量评价　 ２０２０ 年版《中国

药典》 关于杜仲叶质量控制指标为为绿原酸含

量［１］，但该成分非杜仲叶专属性成分，采用绿原酸

含量作为杜仲叶主要成分测定指标，不利于更好的

控制药材尤其是提取物的质量；本研究结合杜仲叶

提取工艺，依据二极管阵列检测器（ＰＤＡ）对供试品

溶液色谱峰全波长扫描结果，选择样品中含量较高

的 ５ 种药效活性成分作为指标成分开展含量测定

研究，同时，对文献资料报道的杜仲叶多成分含量

测定方法的色谱条件和方法进行了改进研究［１２ － １５］，
特别是对流动相梯度洗脱条件进行了系统的评价和

优化，最终建立了杜仲叶提取物中 ５ 种指标成分的

含量同时测定方法，可对杜仲叶中提取物中主要药

效活性成分含量进行同时测定，为今后更好的控制

杜仲叶提取物、相关兽药制剂及添加剂质量，建立更

加合理可行的质量标准提供参考和借鉴。
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