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［摘　 要］ 　 为保障辣蓼黄酮工业化生产中的质量控制，建立辣蓼黄酮中芦丁、槲皮素与槲皮苷含量

测定高效液相色谱法。 结果表明，运用高效液相色谱法测定辣蓼黄酮乙酸乙酯部分（ＦＥＡ）中芦丁、
槲皮苷与槲皮素的含量分别为 ２８１．９７、１６０．９８、８３．３１ ｍｇ ／ ｇ，辣蓼黄酮正丁醇部分（ＦＮＢ）中芦丁、槲皮

苷与槲皮素的含量分别为 １５０．３３、１４７．５１、７３．８２ ｍｇ ／ ｇ。 该方法简单、准确、灵敏、重复性好，可作为辣

蓼黄酮中芦丁、槲皮素与槲皮苷含量分析的参考方法。
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　 　 辣蓼，味辛、温，具有祛风利湿，散瘀止痛，解毒

消肿，杀虫止痒之功效［１］。 张国英等采用聚酰胺柱

层析的方法，从辣蓼中分离得到 ５ 个黄酮类化合

物：金丝桃苷、芦丁、槲皮素、异鼠李素、山奈酚［２］。
现代科学研究表明，黄酮类化合物具有生物抗氧化

性、清除自由基作用以及抗衰老的活性，能影响血

管的脆性与通透性、改善血液循环状态，净化血液，
有降血脂、降血压、降血糖的作用，还有镇痛、免疫、
抗炎、抗菌等药用保健功能［３］。

目前，用于黄酮类化合物检测的方法包括分光

光度法、薄层色谱法、超临界流体色谱法、质谱法、
高效液相色谱法和毛细管电泳法［４－９］。 其中，分光

光度法操作简单，但误差较大。 质谱及其联用技术

所用仪器精密，但价格非常昂贵。 薄层色谱法和毛

细管电泳法在灵敏度和精确度方面都不如高效液

相色谱法。 因此，本研究选用进样量少，分辨效率

高、灵敏度和准确度高的高效液相色谱法作为测定

辣蓼黄酮中芦丁、槲皮素与槲皮苷含量的分析方

法。 高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）应用广泛，已成为生

命科学，临床化学，药物研究等方面的重要检测方

法［１０］。 ＨＰＬＣ 法具有分离效能高，灵敏度高，重现

性好的优点［１１］。 本试验运用高效液相色谱法，以
芦丁、槲皮素与槲皮苷为对照品对辣蓼总黄酮进行

目标成分含量测定，为获得质量稳定含量均一的辣

蓼总黄酮提供方法依据。
１　 材　 料

１．１ 　 仪器与试剂 　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 分离单元，Ｗａ⁃
ｔｅｒｓ２９９８ 二极管阵列检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ 色谱工作站，
超声波清洗机（ＤＴＤＮ，宁波新芝生物科技有限公

司），纯水仪（ ＣＤ－ＵＰＴ － １，成都纯越科技有限公

司），微量离心机（ＴＹＰＥ１－１４，ＳＩＧＭＡ），旋转蒸发仪

（ＡＬＰＨＡ ＲＡ－８，Ｈｅｉｄｏｌｐｈ），电热恒温干燥箱（ＤＨＧ
－９０７１Ａ，上海精宏实验设备有限公司），乙腈（色谱

纯，ＴＥＤＩＡ），磷酸（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ），甲醇（色谱纯，
ＴＥＤＩＡ），石油醚 （分析纯，西陇化工股份有限公

司），三氯甲烷（分析纯，西陇化工股份有限公司），
无水乙醇（分析纯，北京化工厂），芦丁对照品（中
国食品药品检定研究院 １０００８０－２００７０７），槲皮素

对照 品 （ 中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 １０００８１ －

２０１４０８），槲皮苷对照品（中国食品药品检定研究院

１１１５３８－２００５０４）。
１．２　 辣蓼黄酮 　 辣蓼生药购自南宁市山草堂，经
酶解－超声偶联法提取后滤液经过石油醚、氯仿、乙
酸乙酯以及正丁醇萃取。 收集乙酸乙酯与部分与

正丁醇部分，经 ＸＤＡ－８ 大孔吸附树脂分离纯化，得
辣蓼黄酮乙酸乙酯部分（ＦＥＡ）与辣蓼黄酮正丁醇

部分（ＦＮＢ）。 ＦＥＡ为淡黄色粉末，ＦＮＢ为棕黄色粉末。
２　 方　 法

２．１　 色谱条件 　 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅＴＭ Ｃ１８
（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ ５ μｍ）；柱温 ３０ ℃；流速为 １ ｍＬ ／
ｍｉｎ；进样量 １０ μＬ；检测波长为 ３５９ ｎｍ；流动相：Ａ
相为乙腈，Ｂ 相为 ０．３％磷酸水溶液，Ａ ∶ Ｂ 为（２７ ∶
７３）等度洗脱。
２．２　 供试样品的制备 　 精密称取 ０． １ ｇ ＦＮＢ 与

０．１ ｇ ＦＥＡ 分别置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，加入流动相

至刻度线于 ３７ ℃下超声 ２０ ｍｉｎ 充分溶解，补足失

重后 ４ ℃保存。
２．３　 对照品的制备 　 取芦丁、槲皮素与槲皮苷对

照品均精密称定为 ３ ｍｇ，分别置于 １０ ｍＬ 量瓶中混

合，用流动相定容至刻度。 取上述标准品溶液各

１ ｍＬ置于 ５ ｍＬ 容量瓶中并用用流动相定容至刻

度，此时芦丁、槲皮素与槲皮苷质量浓度为 ６０ μｇ ／ ｍｌ。
２．４　 专属性试验 　 在“２．１”所述的液相色谱条件

下注入对照品与样品，记录芦丁、槲皮苷与槲皮素

保留时间，计算分离度，理论塔板数。
２．５　 线性关系与线性范围 　 取“２．３”项下混合对

照品溶液配制成系列梯度的混合标准品对照液，按
“２．１”项下所述色谱条件测定，记录芦丁、槲皮苷与

槲皮素的峰面积。 以混合对照品浓度为横坐标，峰
面积为纵坐标，绘制标准曲线并进行线性回归。
２．６　 精密度试验 　 取“２．３”项下混合对照品溶液

按“２．１”项下所述色谱条件重复进样测定 ６ 次，记
录芦丁、槲皮苷与槲皮素的峰面积，计算 ＲＳＤ 值。
２．７ 　 重复性试验 　 分别取 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ６ 份，按
“２．２”项下制备成供试样品，按“２．１”项下所述色谱条

件测定芦丁、槲皮苷与槲皮素的峰面积，计算
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ＲＳＤ 值。
２．８　 稳定性试验　 取 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ 按“２．２”项下制

备成供试样品于室温中放置 ０、２、４、６、８、１０、１２ ｈ，
按“２．１”项下所述色谱条件测定芦丁、槲皮苷与槲

皮素的峰面积，计算 ＲＳＤ 值。
２．９　 加样回收率试验　 取同一批已知含量的 ＦＥＡ
与 ＦＮＢ，并加入一定含量的对照品，按“２．２”项下制

备成供试样品，按“２．１”项下所述色谱条件测定芦

丁、槲皮苷与槲皮素的峰面积。 计算芦丁、槲皮苷

与槲皮素的含量，计算回收率，结果见表 １ ～ 表 ４。
由表中结果可知，用本方法检测辣蓼黄酮中芦丁、
槲皮苷与槲皮素含量时对目标成分的损耗低，回收

率在 ９７％～９９％之间。
２．１０　 样品测定　 取不同批次的 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ 每批

次样品取 ３ 份，按“２．２”项下制备成供试样品，按

“２．１”项下所述色谱条件测定芦丁、槲皮苷与槲皮

素的峰面积。 计算芦丁、槲皮苷与槲皮素的含量。
３　 结果与分析

３．１　 回归方程与线性关系　 以各标准品浓度为横

坐标，峰面积为纵坐标建立回归方程，如图 １ 所示。
芦丁：Ｙ＝ ３８１１７７Ｘ－４８２８．４， Ｒ２ ＝ ０．９９９９，槲皮苷：Ｙ＝

８２３６８２Ｘ－６６５９５５，Ｒ２ ＝ ０．９９９８，槲皮素：Ｙ ＝ ６５９８７７Ｘ－

４４２３７６，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９。 结果表明芦丁在进样量在

１０～１００ μｇ ／ ｍＬ，槲皮苷在进样量在 １０～１００ μｇ ／ ｍＬ，
槲皮素在 ２０ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 内与峰面积呈良好线性

关系。 在“２．１”所述的液相色谱条件下，芦丁、槲皮

苷与槲皮素保留时间分别为 ７．９、１１．９ 和 ２６．５ ｍｉｎ，
各峰分离度大于 １．５，理论塔板数大于 ３０００。 供试

样品相同的保留时间处无杂峰干扰，表明方法专属

性良好。 色谱图如图 ２～图 ６ 所示。

图 １　 峰面积－浓度标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｅａｋ ａｒｅａ－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ２　 芦丁对照品色谱图（６０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

·１４·
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图 ３　 槲皮苷对照品色谱图（６０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ４　 槲皮素对照品色谱图（６０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ５　 ＦＥＡ 色谱图（６０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＦＥＡ

３．２　 精密度试验 　 结果显示芦丁、槲皮苷与槲皮

素的 ＲＳＤ 值分别为 ０．１２％、０．４５％和 ０．２５％，精密度

符合兽药典要求。

３．３　 重复性试验　 按重复性实验要求，结果显示：

芦丁、槲皮苷与槲皮素的 ＲＳＤ 值分别为 １． １０％、

１．０２％和 １． ０３％， ＦＮＢ 的 ＲＳＤ 值分别为 ０． ６８％、

１．１９％和 ０．６１％。

３．４　 稳定性试验 　 结果显示：ＦＥＡ 的 ＲＳＤ 值分别

为 ０．４１％、０．１７％和 ０．５２％，得 ＦＮＢ 的 ＲＳＤ 值分别

为 ０．４１％、０．７８ ％和 ０．９３％，表明供试品室温内放置

１２ ｈ 内稳定。

３．５　 加样回收率试验　 结果见表 １～表 ３。 由表中

结果可知，用本方法检测辣蓼黄酮中芦丁、槲皮苷

与槲皮素含量时对目标成分的损耗低，回收率在

·２４·
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图 ６　 ＦＮＢ 色谱图（６０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＦＮＢ

９７％～９９％之间。
３．６　 样品测定 　 对不同批次，不同提取物的样品

进行含量检测，结果如表 ４，结果显示为 ＦＥＡ 中芦丁、

槲皮苷与槲皮素的含量分别为 ２８１．９７、１６０．９８、８３．
３１ ｍｇ ／ ｇ，ＦＮＢ 中芦丁、槲皮苷与槲皮素的含量分别

为 １５０．３３、１４７．５１、７３．８２ ｍｇ ／ ｇ。

表 １　 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ 中芦丁回收率测定结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｆｏｒ ＦＥＡ ａｎｄ ＦＮＢ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

样品中芦丁含量 ／ μｇ
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒｕｔｉｎ

芦丁对照品加入量 ／ μｇ
Ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

测得量 ／ μｇ
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

ＦＥＡ－１ ２７．６ ４０ ６６．９ ９８．９

ＦＥＡ－２ ２８．９ ２０ ４８．０ ９８．２

ＦＥＡ－３ ２８．１ １０ ３６．６ ９６．７

９７．９ １．１４

ＦＮＢ－１ １４．７ ４０ ５４．７ ９９．９

ＦＮＢ－２ １５．６ ２０ ３５．１７ ９８．７

ＦＮＢ－３ １５．３ １０ ２４．５１ ９７．８

９８．８ １．０６

表 ２　 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ 中槲皮苷回收率测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ｆｏｒ ＦＥＡ ａｎｄ ＦＮＢ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

样品中
槲皮苷含量 ／ μｇ
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ

槲皮苷对照品加入量 ／ μｇ
Ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

测得量 ／ μｇ
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

ＦＥＡ－１ １５．７ ４０ ５４．７ ９８．２

ＦＥＡ－２ １６．３ ２０ ３５．９ ９８．９

ＦＥＡ－３ １５．９ １０ ２５．５ ９８．６

９８．６ ０．３６

ＦＮＢ－１ １５ ４０ ５３．８ ９７．８

ＦＮＢ－２ １４．９ ２０ ３３．９ ９７．４

ＦＮＢ－３ １５．４ １０ ２５．３ ９９．４

９８．２ １．０７
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表 ３　 ＦＥＡ 与 ＦＮＢ 中槲皮素回收率测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｆｏｒ ＦＥＡ ａｎｄ ＦＮＢ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

样品中
槲皮素含量 ／ μｇ
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

槲皮素对照品加入量 ／ μｇ
Ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

测得量 ／ μｇ
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

ＦＥＡ－１ ９．３ ２０ ２９．１ ９９．２

ＦＥＡ－２ ８．９ １０ １８．４ ９７．６

ＦＥＡ－３ ９ ５ １３．７ ９７．７

９８．１ ０．９０

ＦＮＢ－１ ７．５ ２０ ２６．９ ９８．１

ＦＮＢ－２ ８．２ １０ １７．６ ９６．８

ＦＮＢ－３ ７．９ ５ １２．７ ９８．４

９７．８ ０．８６

表 ４　 不用批次的 ＦＮＢ 与 ＦＥＡ 中芦丁、槲皮苷与槲皮素含量（ｎ＝３）
Ｔａｂ ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒｕｔｉｎ， ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ａｎｄ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｉｎ ＦＥＡ ａｎｄ ＦＮＢ

批号
Ｂａｔｃｈ ｎｕｍｂｅｒ

芦丁测得量

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ

ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｕｔｉｎ

芦丁平均值

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ

ｏｆ ｒｕｔｉｎ

ＲＳＤ ／ ％

槲皮苷测得量

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ

槲皮苷平均值

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｏｆ ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ

ＲＳＤ ／ ％

槲皮素测得量

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

槲皮素平均值

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

ＲＳＤ ／ ％

２０１４０５１７
ＦＥＡ

２８２．９９

２８０．９９

２８１．９７

８１．９９ ０．３５

１６５．１２

１６０．９８

１５９．００

６１．６９ １．９３

８２．９７

８４．９５

８１．９９

３．３１ １．８１

２０１４０５２１
ＦＥＡ

２８５．００

２８６．９９

２８８．９８

８６．９９ ０．６９

１６７．００

１７１．００

１７２．００

７０．００ １．５６

７９．８５

８０．９９

７８．００

７９．６１ １．９０

２０１４０５２４
ＦＥＡ

２９２．９７

２９４．０３

２９２．９９

９３．３３ ０．２１

１７３．００

１７７．９８

１７４．００

７４．９９ １．５１

８５．２１

８４．３２

８５．６０

５．０４ ０．７７

２０１４０５１７
ＦＮＢ

１５３．９４

１５２．００

１５１．００

１５２．３３ １．００

１４４．２１

１４９．００

１４７．００

４６．７３ １．６４

６７．４８

６４．９８

６６．００

６．１６ １．９０

２０１４０５２１
ＦＮＢ

１４９．００

１５１．９３

１５０．００

１５０．３３ １．０１

１４６．００

１４７．９８

１４８．５３

１４７．５１ ０．９０

７１．４８

７１．９８

６９．９７

３．８２ １．４２

２０１４０５２４
ＦＮＢ

１４４．９９

１４９．００

１４６．９６

１４６．９９ １．３６

１４４．８６

１４９．００

１４５．０６

１４６．３１ １．６０

７４．４７

７３．００

７４．００

７３．８２ １．０２

４　 讨论与小结

前人研究表明，辣蓼中所含黄酮成分有芦丁、
槲皮苷、槲皮素、金丝桃苷、异鼠李素与山柰酚。 芦

丁能对糖尿病大鼠的氧化应激损伤，降低尿中蛋白

含量［１２］。 芦丁与槲皮素在小鼠模型中显示出明显

的抗惊厥作用［１３］。 有学者研究发现槲皮苷、芦丁、
槲皮素与山柰酚为辣蓼中含量最多的黄酮［１４］。 所

以本试验选取 ３ 者为指标物质对 ＦＥＡ、ＦＮＢ 相应成

·４４·
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分进行含量检测。
在前期试验中曾经考察过用甲醇与 ０．３％磷酸

水溶液进行洗脱，但槲皮素的色谱峰会出现拖尾，
于是选用乙腈与 ０．３％磷酸水溶液作为流动相，测
得芦丁、槲皮苷与槲皮素的峰形较好，各组分在各

自浓度范围内线性关系良好。 在精密度试验中，相
对标准偏差（ＲＳＤ）都小于 １％，说明该方法精密度

高，是可靠的。
运用高效液相色谱法测定 ＦＥＡ 中芦丁、槲皮苷

与槲皮素的含量分别为 ２８１．９７、１６０．９８、８３．３１ ｍｇ ／ ｇ，
ＦＮＢ 中芦丁、槲皮苷与槲皮素的含量分别为 １５０．３３、
１４７．５１、７３．８２ ｍｇ ／ ｇ，本试验所测的芦丁、槲皮素与

槲皮苷与 Ｚｈａｏ Ｆ Ｐ ［１５］ 研究结果相一致。 本研究运

用的高效液相色谱检测辣蓼黄酮中芦丁、槲皮素与

槲皮苷含量的方法，峰型对称性较好，回收率高，且
操作简单、准确，精密度、重复性好，可以用于辣蓼

黄酮中芦丁、槲皮素与槲皮苷的含量分析。
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