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　　摘要：建立反相高效液相色谱，测定不同花色单瓣凤仙花和多重瓣茶凤仙茎、叶、花中指甲花醌、槲皮素、２－甲氧
基－１，４萘醌、山奈酚含量。采用ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８色谱柱，乙腈 －２．５％乙酸水为流动相，梯度洗脱进行分
离，检测波长２４５ｎｍ。指甲花醌、槲皮素、２－甲氧基－１，４萘醌、山奈酚在选定浓度范围内线性关系良好，平均回收率
分别为 １０１．３％、９８．９３％、１０１．１７％、１０１．５９％，ＲＳＤ分别为０．９８６％、１．９６％、２．３７％、１．２７％，该方法简单、快速、准确，
可作为凤仙花中萘醌类和黄酮类物质同时测定的方法。
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　　凤仙花（ＩｍｐａｔｉｅｎｓｂａｌｓａｍｉｎａＬ．）为凤仙花科（Ｂａｌｓａｍｉ
ｎａｃｅａｅ）凤仙花属（Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ）一年生草本植物。凤仙花属共
有植物９００余种，全球均有分布。凤仙花作为观赏植物在国
内外均有种植，也是该属植物的常见品种，其花、茎、叶、种子

在民间有悠久的药用历史，被广泛用于治疗腰胁痛、蛇咬伤、

鹅掌风、风湿性关节炎、痈疖疮疔、胎衣不下、溃疡日久不

愈和经闭腹痛等，２０１０年版《中国药典》收载其种子急性子作
为药用部位。凤仙花的化学成分主要有黄酮、萘醌、香豆素、

有机酸、花青素和甾醇类，其中黄酮和萘醌有很强的抗炎、抗

菌、抗过敏和抑制 Ｗｎｔ信号通道等活性；据报道指甲花醌和
２－甲氧基－１，４萘醌是该植物抗细菌和抗真菌的活性成分，
２－甲氧基 －１，４萘醌具有很强的对抗 ＨｅｐＧ２细胞的抗肿瘤
活性［１－３］。国内外已有文献报道，用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
分别定量测定凤仙花中的黄酮和萘醌类成分［４－７］，但对于２
类成分含量的同时测定还未见报道，本研究应用 ＨＰＬＣ对常
见品种单瓣凤仙花和多重瓣茶凤仙在７月盛开期的茎、叶、花
中指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山萘酚进行了测
定，为该属植物的开发应用提供技术依据。

１　材料与方法

１．１　材料
高效液相色谱仪Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＨＰＬＣ（美国安捷伦公司生

产），Ｇ１３５４Ａ四元泵，Ｇ１３１３Ａ自动脱气机，Ｇ１３１６柱温箱，

Ｇ１３１５Ｂ二极管阵列检测器。ＫＱ－６００ＤＥ型超声波清洗器，
江苏省昆山市超声仪器有限公司生产；高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）分析用甲醇、乙腈为色谱纯（美国天地）；试验用水为
超纯水，提取用试剂均为分析纯。

对照品包括指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山
奈酚，均购于中国食品药品检定研究院，纯度大于９８％。单
瓣凤仙花及多重瓣茶凤仙的茎、叶、花均于２０１２年７月采自
南京，经南京野生植物研究院张玖教授鉴定为凤仙花（Ｉｍｐａｔｉ
ｅｎｓｂａｌｓａｍｉｎａＬ．）。
１．２　ＨＰＬＣ分析条件

ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８分离柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，
５μｍ）；流动相为乙腈 －２．５％醋酸水，梯度洗脱条件：０～
１０ｍｉｎ，２５∶７５；１０～２０ｍｉｎ，３２∶６８；２０～３５ｍｉｎ，２５∶７５，流速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ，柱温为２５℃，ＤＡＤ检测器，检测
波长２４５、２５０、２８０、３６０ｎｍ。
１．３　对照品溶液的制备

分别称取指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山奈
酚对照品１０ｍｇ，精确称定，甲醇溶解并定容，稀释成浓度为
５０、４０、２５、１２．５、１０、６．２５、３．１２μｇ／ｍＬ的溶液，经０．４５μｍ微
孔滤膜过滤，供ＨＰＬＣ测定，并绘制每种物质的标准曲线。
１．４　供试品溶液的制备

称取样品粉末 （５０℃ 烘干１２ｈ，磨碎过４０目筛）５．０ｇ，
精确称定，加入５５％ 乙醇水溶液８０ｍＬ，室温浸泡２ｈ，超声
提取１ｈ，定容至１００ｍＬ，滤液经０．４５μｍ的微孔滤膜过滤，
供ＨＰＬＣ测定。

２　结果与分析

２．１　标准品与样品的ＨＰＬＣ测定
在“１．２”节色谱条件下，样品中指甲花醌、槲皮素、２－甲
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氧基－１，４萘醌、山奈酚色谱峰的保留时间与对照品一致，４
种成分的色谱峰均能得到较好的分离，样品其他成分对欲测

成分的测定无干扰（图１）。
２．２　线性关系分析

将不同梯度浓度的混合对照品溶液分别进样，进样量为

２０μＬ，以峰面积ｙ为纵坐标，进样质量浓度 ｘ（μｇ／ｍＬ）为横
坐标绘制标准曲线，结果见表１。
２．３　精密度试验

准确吸取２５μｇ／ｍＬ指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲
皮素、山奈酚混合对照品溶液２０μＬ，按照“２．３”节建立的方
法进行检测，重复测定３次，记录保留时间和峰面积，计算各
个化合物的相对标准差（ＲＳＤ），均小于 １．５％（表２），表明仪
器精密度良好。

２．４　重复性试验
精确称取红色凤仙花叶子粉末５．００２３ｇ，共５份，按照

“２．２”节方法制备供试品溶液，再按照“２．３”节建立的方法进
行检测，重复测定３次，记录各化合物峰面积，计算得到各化
合物含量的ＲＳＤ为１．１５％～２．３７％（表３），表明该方法的重
现性良好。

２．５　稳定性试验
供试品溶液于配制后４、１０、１４、２４ｈ分别进样，记录峰面

表１　凤仙花中不同化合物的线性方程

化合物
质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
保留时间

（ｍｉｎ） 线性方程 相关系数

指甲花醌 ３．２５～５２．００ ６．６ ｙ＝９８．２１ｘ＋８３．９６ ０．９９７
槲皮素 ７．００～５６．００ １０．５ ｙ＝４０．３０ｘ－２５８．１０ ０．９９７
２－甲氧基－１，４萘醌 ３．６２５～５８．０００ １２．１ ｙ＝９４．３６ｘ－１３．３４ ０．９９８
山奈酚 ３．６２５～５８．０００ １６．４ ｙ＝５７．３７ｘ＋３１．０５ ０．９９４

表２　凤仙花中不同化合物的保留时间和峰面积精密度

化合物
保留时间 峰面积

均值（ｍｉｎ） ＲＳＤ（％） 均值 ＲＳＤ（％）
指甲花醌 ６．８ ０．４５ ２９８６ ０．８７
槲皮素 １０．７ ０．６２ １２３８ １．２３
２－甲氧基－１，４萘醌 １２．３ ０．６６ ２７８４ １．１６
山奈酚 １６．５ ０．８３ １６１０ １．３５

　　注：ｎ＝３。

积，结果峰面积 ＲＳＤ分别为指甲花醌 １．３５％、槲皮素
２３６％、２－甲氧基－１、４萘醌２．５３％、山奈酚２．３６％，表明样
品在２４ｈ内稳定。
２．６　加标回收率

精确称取已知含量的红色凤仙花的叶子３份，按照

表３　红色凤仙花叶子中不同化合物的含量

化合物
含量均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

指甲花醌 ０．２０４８ １．１５
槲皮素 ０．０７４６ １．８７
２－甲氧基－１，４萘醌 ０．０７８３ ２．３７
山奈酚 ０．０８３２ ２．１６

　　注：ｎ＝５。

“２２”节方法制备供试品溶液，分别加入５０、２５、１２．５μｇ／ｍＬ
指甲花醌、槲皮素、２－甲氧基－１，４萘醌、山奈酚混合对照品
溶液，按样品测定项下方法进行操作，每个浓度每天测定３
次，连续测定３ｄ，取其平均值，计算回收率（表４）。

表４　红色凤仙花叶子的回收率试验结果

化合物
回收率（％）

第１天 第２天 第３天
ＲＳＤ
（％）

指甲花醌 １００．２１±１．３５ １０２．１３±１．２３ １０１．５６±１．１５ １０１．３０±０．９９
槲皮素 ９６．７３±１．２８ ９９．５８±１．５２ １００．４８±２．３２ ９８．９３±１．９６
２－甲氧基－１，４萘醌 ９８．５７±１．０７ １０１．７３±１．６１ １０３．２１±０．９６ １０１．１７±２．３７
山奈酚 １００．２６±１．８５ １０１．７２±２．１８ １０２．７９±１．５６ １０１．５９±１．２７

　　注：ｎ＝３。
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２．７　样品测定
按照“２．２”节及“２．３”节的方法操作，测定不同凤仙花样

品的指甲花醌、槲皮素、２－甲氧基 －１，４萘醌、山奈酚峰面

积，按照“表１”中的标准方程计算出各种化合物的含量，结果
见表５。

表５　凤仙花中萘醌及黄酮化合物含量

凤仙

花样

化合物含量（％）
指甲花醌 ２－甲氧基－１，４萘醌 槲皮素 山奈酚

茎 叶 花 茎 叶 花 茎 叶 花 茎 叶 花

白色 ０．２０１ ０．６９０ ０．２５８ ０．０６１ ０．０８１ ０．８３６ ０．０４６ ０．１７５ ０．１３３ ０．０５３ ０．３６８ ０．７１４
紫色 ０．８３２ ０．２１４ ０．３２１ ０．１９４ ０．０４５ ０．２５８ ０．０３１ ０．１４１ ０．１３１ ０．０９６ ０．１７７ ０．６５３
红色 ０．１１７ ０．２０７ ０．２３６ ０．１８２ ０．０８０ ０．６２６ ０．０５５ ０．０７３ ０．１５８ ０．０７４ ０．０７６ ０．６０３
粉紫色 ０．０７１ ０．３４２ ０．３０２ ０．００４ ０．０４２ ０．６３２ ０．０８７ ０．１３５ ０．０２８ ０．１０２ ０．３６２
多重花瓣 ０．４８４ ０．０９０ ０．３３７ ０．０８４ ０．００６ ０．１３５ ０．０６１ ０．０６７ ０．１００ ０．１２８ ０．１８９ ０．７６５

　　指甲花醌含量在凤仙花的叶、花中较高，多数集中在
０２％～０．７％ 之间，在紫色凤仙花的茎中含量最高，为

０８３２％，多重瓣茶凤仙的茎中含量为 ０．４８４％；２－甲氧
基－１，４萘醌普遍分布在花中，以白色凤仙花中为最高，达
０８３６％；可见，萘醌类在植株中的总量以白色凤仙花最高，为
２１２７％，紫色凤仙花位居第２，为１．８６４％，多重瓣茶凤仙最
低，为１．１３６％。槲皮素主要分布在叶和花中，以白色凤仙花
的叶子为最多，达０．１７５％；山奈酚主要分布在各色凤仙花的
叶和花中，多重瓣茶凤仙含量最高，达０．７６５％，白色凤仙花
中为０．７１４％；以槲皮素和山奈酚为代表的黄酮类物质在植
株中的总量以白色凤仙花最高，达１．４８９％，多重瓣茶凤仙花
和紫色凤仙花分别为１．３１０％、１．２２９％，粉紫色凤仙花最低，
为０．７１４％。

３　讨论与结论

３．１　提取溶剂的优化
为了使供试品溶液获得最佳的提取率，参照文献

［４－７］，应用ＨＰＬＣ法比较水、５５％ 乙醇、９５％ 乙醇、乙酸乙
酯室温下对红色凤仙花叶子浸泡提取的指甲花醌、２－甲氧
基－１，４萘醌、槲皮素、山奈酚的含量，以５５％ 乙醇溶液为溶
剂能够将４种物质最大量地提取出来。
３．２　ＨＰＬＣ检测波长的选择

由于指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山奈酚的
最大吸收波长不完全一致，如指甲花醌、２－甲氧基 －１，４萘
醌最大吸收波长为２５０、２８０、３５０ｎｍ，其中３５０ｎｍ处的吸光度
比较弱，槲皮素最大吸收波长为２５５、３７０ｎｍ，山奈酚最大吸
收波长为２６６、３６７ｎｍ［５－７］，在 ＨＰＬＣ分析中，ＤＡＤ检测器设
置了２４５、２５０、２８０、３６０ｎｍ多通道检测模式，结果表明，４个
化合物在２４５ｎｍ处的峰面积均高于其他波长处的峰面积，所
以选择２４５ｎｍ作为液相色谱分析的检测波长，从而提高了检
测方法的灵敏度。

３．３　ＨＰＬＣ流动相的确定
通过ＨＰＬＣ分析条件的筛选，有利于在最短的时间内将

复杂组份完全分离，特别是有多个样品需要分析时。用甲

醇－水、乙腈－水对凤仙花的叶子提取物进行分析，结果显示
乙腈－水分离效果优于甲醇－水，缩短了分离时间，将２．５％
醋酸加入到水中，可以将欲分离的萘醌类物质与黄酮类物质

达到基线分离，同时进行定量测定。

从总体来看，白色凤仙花的萘醌类和黄酮类物质含量较

高，国外大量研究也是围绕白色凤仙花开展的，但紫色、粉紫色

及多重瓣茶凤仙中也含有较高的活性物质，可以作为药用植物

进行研究与应用。生长环境、采收时间、种植资源等因素都会

影响植物次生代谢产物的含量，可以利用能增加次生代谢产物

的有利因素，进行组织培养，增加次生代谢产物的含量。

本试验建立了ＨＰＬＣ同时测定凤仙花中指甲花醌、２－甲
氧基－１，４萘醌、槲皮素、山奈酚含量的方法，该方法可同时
测定萘醌、黄酮２类成分，可用于凤仙花药材的质量控制。
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