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　　摘要：通过超高效液相色谱 －二极管阵列检测法（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｄｉｏｄｅａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｏｒ，简
称ＵＰＬＣ－ＤＡＤ）测定忍冬叶中芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素５种黄酮类成分的含量。使用 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＥｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ１８反向色谱柱（４．６ｍｍ１００ｍｍ，３．５ｍ），用乙腈（Ａ）－０．１％甲酸水溶液（Ｂ）进行梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ，

１４％Ａ；２０～５０ｍｉｎ，１４％～１７％Ａ；５０～６０ｍｉｎ，１７％～３２％ Ａ；６０～６１ｍｉｎ，３２％～９０％Ａ），流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，进样体
积为４Ｌ，柱温为３０℃，检测波长为３５０ｎｍ。结果表明，芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素分别在０．２８～
２７．６８、０．４３～４３．２８、０．８０～５３．２７、０．２７～２７．４８、０．１６～１６．４６μｇ／ｍＬ时与其峰面积呈良好的线性关系，平均回收率分
别为９７．３９％、９９．０３％、９９．１９％、９８．８８％、９７．０３％，相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ０．９６％、０．２７％、０．８８％、０．６４％、
１３９％，说明仪器的精密度及方法的重复性均良好，符合定量测定的要求。综合研究结果得出，该方法操作简单、分离
效果好、灵敏度高，可为忍冬叶的开发利用和质量控制提供方法学基础。
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　　药用植物忍冬有花（金银花）、藤（忍冬藤）两大
药用部位，其中金银花具有清热解毒、疏散风热的

功效，忍冬藤具有清热解毒、疏风通络的功效。研

究发现，作为非药用部位的忍冬叶，同样具有抗菌、

抗炎、抗氧化等多种生物活性［１－２］。研究还发现，忍

冬叶中含有有机酸、黄酮和环烯醚萜苷等多类活性

成分［３－４］，并且其绿原酸含量接近金银花，有时甚至

高于金银花［５］；忍冬叶中的黄酮含量则明显高于金

银花和忍冬藤［６－８］。结合忍冬叶高产量、低价格的

特点［９］来开发利用忍冬叶具有巨大的经济意义和

社会效益。

　　２０１５年版《中华人民共和国药典》中规定，绿原
酸和木犀草苷为金银花的含量控制指标［１０］，可以参

照此标准对忍冬叶进行质量控制，但是由于指标成

分略显单一，难以全面衡量忍冬叶的质量。关于忍

冬叶成分含量检测的报道较多［１１－１３］，并且目前的研

究已经具有同时测定多种活性成分的优势。本试验

首次建立了用超高效液相色谱－二极管阵列检测法
（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｄｉｏｄｅａｒｒａｙ
ｄｅｔｅｃｔｏｒ，简称ＵＰＬＣ－ＤＡＤ）同时测定忍冬叶中芸香
苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷及木犀草素５种黄
酮类活性成分的检测方法，以期为忍冬叶的开发利

用和多指标质量控制提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验仪器、试剂与材料
１．１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ超高效液相色谱仪（型号
６４００，配备自动进样器、四元梯度泵和二极管阵列检
测器）；分析天平 （型号为 ＡＵＷ２２０Ｄ），购自
ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司。
１．１．２　药品与试剂　对照品芸香苷（纯度为
９１９％，批号为１０００８０－２０１４０９），购自中国食品药
品检定研究院；木犀草苷（纯度≥９８％，批号为
ＭＵＳＴ－１３０６０９０８），购自成都曼斯特生物科技有限
公 司；野 漆 树 苷 （纯 度 ≥ ９８％，批 号 为

ｗｋｑ９１６０２１８０２）、木犀草素（纯度≥９８％，批号为
ｗｋｑ９１６０５１２０１）和忍冬苷（纯度≥９８％，批号为
ｗｋｑ１８０７２７０１），均购自四川省维克奇生物科技有限
公司；甲醇、乙腈、甲酸均为色谱级试剂，购自
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ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。
１．１．３　试验样品　６批忍冬叶采自河南省的不同
地区，经河南中医药大学陈随清教授鉴定，这些样

品均 为 忍 冬 科 忍 冬 属 忍 冬 （Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ．）的干燥叶片，标本存放于河南省科学院天
然产物重点实验室，标本编号依次为 １５０５０３、
１７０５０４、１７０５０５、１７０５０６、１７０５０７、１７０７０８。
１．２　试验方法
１．２．１　样品的制备
１．２．１．１　对照品溶液的制备　分别精确称取适量
芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素对

照品，并分别置于５个２５ｍＬ棕色量瓶中，用甲醇溶
解并定容，分别制成质量浓度为 ２７６．８０、２２６．３８、
５３２．６８、２７４．７９、１６４．６４μｇ／ｍＬ的对照品储备液。
于４℃储存、备用。
１．２．１．２　供试品溶液的制备　精确称取约０．１５ｇ
忍冬叶粉末，过三号筛，置于２５ｍＬ棕色量瓶中，加
约２４ｍＬ色谱级甲醇，超声处理１ｈ，自然冷却后用
甲醇定容至刻度，摇匀，用微孔滤膜（０．２２μｍ）过
滤，取续滤液，即得供试品溶液。

１．２．２　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＥｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８
柱（４．６ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－
０．１％甲酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ，１４％
Ａ；２０～５０ｍｉｎ，１４％ ～１７％ Ａ；５０～６０ｍｉｎ，１７％ ～
３２％ Ａ；６０～６１ｍｉｎ，３２％ ～９０％ Ａ），流速为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为３５０ｎｍ，进
样体积为４μＬ。
１．２．３　方法学考察
１．２．３．１　线性关系、检出限及定量限［１４］的考察　
精确吸取各２．５ｍＬ芸香苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀
草素对照品溶液及５ｍＬ木犀草苷对照品溶液，置于
２５ｍＬ棕色量瓶中，用含量≥９９．５％的甲醇溶液溶
解，定容，制成芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树

苷、木犀草素质量浓度分别为２７．６８、４５．２８、５３．２７、
２７．４８、１６．４６μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。分别吸取
２、１．６、１．２、０．８、０．４、０．１、００５、０．０２ｍＬ混合对照
品溶液置于２ｍＬ棕色量瓶中，用甲醇定容。按照
“１．２．２”节的色谱条件进行测定，以质量浓度为横
坐标（ｘ）、峰面积为纵坐标（ｙ）进行线性回归分析，
并计算各对照品的检出限［信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３∶１］和
定量限（Ｓ／Ｎ＝１０∶１）。
１．２．３．２　精密度试验　取适量稀释后的混合对照
品溶液，按照“１．２．２”节的色谱条件进行检测，连续

进样６次，记录各峰面积。
１．２．３．３　重复性试验　取任一忍冬叶样品６份，按
照“１．２．１．２”节的方法制备６份供试品溶液，按照
“１．２．２”节的色谱条件进行检测，记录各峰面积。
１．２．３．４　稳定性试验　取任一忍冬叶的同一供试
品溶液，分别于０、４、８、１２、２４、４８、７２ｈ进样，记录各
峰面积。

１．２．３．５　加样回收率试验　精确称取９份已知黄
酮含量的忍冬叶样品，随机分为３组，分别加入高、
中、低３个浓度的芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树
苷、木犀草素对照品溶液，先按照“１．２．１．２”节的方
法制备９份供试品溶液，再按照“１．２．２”节的色谱
条件进行检测，计录各峰面积，计算回收率及相对

标准偏差（ＲＳＤ）。
１．２．４　样品测定与数据分析　取不同产地或批次
的忍冬叶，按照“１．２．１．２”节的方法分别平行制备３
份供试品溶液，按照“１．２．２”节的色谱条件进行检
测。根据不同样品检测结果中各个化合物的峰面

积，用线性方程计算出所检测溶液中各个化合物的

浓度，再结合检测过程中稀释倍数等其他因素，最

终求得待测样品中各个化合物的含量。

２　结果与分析

２．１　标准曲线的绘制
　　依据“１．２．３．１”节的不同对照品溶液浓度对检
测结果进行线性回归，得到５种待测黄酮化合物的
回归方程，并计算其检出限与定量限，结果见表１。
２．２　方法学考察结果
２．２．１　精密度试验　通过计算得出，标准品溶液中
芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素峰

面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为１．１２％、０．７０％、０．７８％、
０．７６％、０．７３％，表明仪器的精密度良好，符合定量
测定要求。

２．２．２　重复性试验　取６份忍冬叶１７０７０８样品，
制成供试品溶液后进行检测，计算得出芸香苷、木

犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素含量分别为

４０６．７、１４７５．０、７０６０．４、５７７．６、１７４．０μｇ／ｇ，ＲＳＤ
（ｎ＝６）分别为 ２．８９％、１．８８％、２．８７％、１．１５％、
２３３％。说明该方法的重复性良好，符合定量测定
的要求。

２．２．３　稳定性试验　取忍冬叶１７０７０８的同一供试
品溶液，分别于０、４、８、１２、２４、４８、７２ｈ进样，计算得
出，芸香苷、木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素
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表１　忍冬叶中５种黄酮类成分的回归方程及其检出限与定量限

化合物 回归方程 ｒ２ 线性范围

（μｇ／ｍＬ）
检出限

（μｇ／ｍＬ）
定量限

（μｇ／ｍＬ）

芸香苷　 ｙ＝５．５９２７ｘ＋０．１３３５ ０．９９９１ １．３８～２７．６８ ０．２３７３ ０．７８０１

木犀草苷 ｙ＝１１．８２７１ｘ＋０．６４１７ ０．９９９１ ０．４５～４５．２８ ０．１３４４ ０．４４３５

忍冬苷　 ｙ＝５．９８７２ｘ＋１．７３０６ ０．９９９１ １．３３～５３．２７ ０．２６５５ ０．８７６２

野漆树苷 ｙ＝７．００６２ｘ＋１．３５０３ ０．９９９２ １．３７～２７．４８ ０．２４３９ ０．８０４９

木犀草素 ｙ＝１７．９１８９ｘ－１．０６７６ ０．９９９３ ０．１６～１６．４６ ０．０２９９ ０．０９８７

含量的ＲＳＤ（ｎ＝７）分别为０．９８％、１．２４％、０．６９％、
１．２０％、０．３３％，表明所测５种黄酮成分在７２ｈ内
的稳定性良好。

２．２．４　加样回收率试验　精确称取９份已知含量

的忍冬叶样品（忍冬叶１７０７０８），随机分为３组后，
在每组中分别加入高、中、低３个浓度的混合对照品
溶液，制成９份供试品溶液后进行检测。由表２可
以看出，该检测方法的准确度较高。

表２　忍冬叶中５种黄酮类成分的加样回收结果（ｎ＝３）

成分
称样量

（ｇ）
样品中含量

（μｇ）
加入量

（μｇ）
测得量

（μｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

芸香苷 ０．０８０２ ３２．１ ２７．７ ５７．６ ９６．３２ ９７．３９ ０．９６

０．０８０１ ３２．０ ３３．２ ６３．７ ９７．７０ ９７．３９ ０．９６

０．０７９８ ３１．９ ３８．７ ６９．３ ９８．１６ ９７．３９ ０．９６

木犀草苷 ０．０８０２ １２０．３ ９７．４ ２１５．３ ９８．９０ ９９．０３ ０．２７

０．０８０１ １２０．２ １１９．０ ２３７．６ ９９．３３ ９９．０３ ０．２７

０．０７９８ １１９．７ １４０．７ ２５７．４ ９８．８５ ９９．０３ ０．２７

忍冬苷 ０．０８０２ ５６９．４ ４５２．８ １０１８．８ ９９．６７ ９９．１９ ０．８８

０．０８０１ ５６８．７ ５８６．０ １１３３．７ ９８．１８ ９９．１９ ０．８８

０．０７９８ ５６６．６ ６８１．８ １２４５．１ ９９．７４ ９９．１９ ０．８８

野漆树苷 ０．０８０２ ４８．１ ３８．５ ８５．７ ９８．９６ ９８．８８ ０．６４

０．０８０１ ４８．１ ４６．７ ９４．３ ９９．４７ ９８．８８ ０．６４

０．０７９８ ４７．９ ５７．７ １０３．７ ９８．２０ ９８．８８ ０．６４

木犀草素 ０．０８０２ １６．０ １６．５ ３１．２ ９６．００ ９７．０３ １．３９

０．０８０１ １６．０ １８．１ ３２．９ ９６．４８ ９７．０３ １．３９

０．０７９８ １６．０ １９．８ ３５．３ ９８．６０ ９７．０３ １．３９

２．３　样品测定结果
　　６份不同产地或批次的忍冬叶的液相色谱结果
见图１，计算结果见表３。可以看出，忍冬叶中这５
种黄酮含量差别较大，其中芸香苷和木犀草素的含

量较低，木犀草苷、忍冬苷和野漆树苷的含量较高，

而且不同产地的每种黄酮成分的含量差异也较大。

３　讨论与结论

　　在对流动相体系进行筛选的过程中［１５－１６］，笔者

先后考察了甲醇－水、甲醇 －０．１％甲酸水溶液、乙
腈－水和乙腈－０．１％甲酸水溶液４种体系，结果表

明，乙腈－０．１％甲酸水溶液体系下的色谱峰分离度
较好，基线也较稳定。采用二极管阵列检测器对５
个黄酮成分在波长为１９０～４００ｎｍ的范围内进行扫
描，发现芸香苷分别在２５６、３５３ｎｍ处有最大、较大
吸收，而木犀草苷、忍冬苷、野漆树苷、木犀草素依

次在３４７、３５０、３４０、３５０ｎｍ处有最大吸收。分析比
较得出，在３５０ｎｍ波长下得到的色谱峰较好且检测
结果稳定，因此统一选择３５０ｎｍ作为检测波长。对
提取溶剂（甲醇、５０％甲醇、７０％乙醇）的考察结果
表明，用甲醇超声提取１ｈ后，待测化合物的色谱峰
响应值相对较大。
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　　对忍冬叶中５种黄酮类成分（芸香苷、木犀草
苷、忍冬苷、野漆树苷和木犀草素）含量的测定结果

显示，不同产地或批次的忍冬叶中５种黄酮类成分
含量不一。总体来说，木犀草苷和忍冬苷的含量相

对较高，芸香苷和木犀草素的含量相对较低。本检

测方法操作简单，分离效果好，灵敏度高，重现性

好，可以为忍冬叶的进一步开发利用及质量控制提

供试验依据。
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