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蒲黄为香蒲科植物水烛香蒲 ＴｙｐｈａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＬ．、
东方香蒲 Ｔ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＰｒｅｓｌ或同属植物的干燥花粉，通
常夏季采收，筛取花粉，作为药用犤１犦。临床主要用生品蒲

黄和蒲黄炭，二者作用稍有不同，生品主要用于活血化

瘀，蒲黄炭主要用于外伤出血犤２－３犦。蒲黄的主要活性成

分为黄酮苷及苷元犤４－５犦。２０１５年版《中国药典牗一部牘》中
采用薄层色谱和液相色谱对其苷元香蒲新苷和异鼠李

素－３－Ｏ－新橙皮苷进行测定犤１犦。黄酮苷和苷元在药理

中都具有活性，黄酮苷类化合物也具有活血化瘀作

用 犤６－７犦。目前，对于黄酮苷类的测定方法主要有紫外光

谱法犤８－９犦、毛细管电泳法犤１０犦、高效液相色谱法犤１１－１２犦等，

本研究中根据黄酮苷的化学性质并参考文献犤１３犦建立
高效液相色谱法，测定不同产地蒲黄中３种黄酮苷元的

含量并比较其差异，为优化蒲黄的质量和临床使用提供

参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｕｌｉｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪，包括四元洗脱

泵，ＤＡＤ检测器和变色龙工作站（美国赛默飞世尔仪器
公司）；ＢＳＡ－１２４Ｓ型电子天平（十万分之一，德国赛多
利斯公司）。

１．２ 试药
槲皮素对照品（批号为１０００８１－２０１４０８，质量分数

为９９．１％），山柰素对照品（批号为１１０８６１－２０１３１０，质
量分数为 ９３．２％），异鼠李素对照品（批号为 １１０８６０－
２０１１０９，质量分数为 ９９．０％），均购于中国食品药品检

高效液相色谱法测定不同产地蒲黄药材中３种黄酮苷元含量
杨棣华，梁文能

（广州中医药大学第一附属医院，广东 广州 ５１０４０５）
摘要：目的 建立测定不同产地蒲黄药材中槲皮素、山柰素和异鼠李素３种黄酮苷元含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱采用

ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－０．４％磷酸溶液（５０∶５０，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波
长为 ３６０ｎｍ，进样量为 １０μＬ。结果 蒲黄药材中槲皮素、山柰素、异鼠李素进样量线性范围分别为 ４０．１２～１００２．８９ｎｇ（ｒ＝１．００００），

２１．７０～５４２．４２ｎｇ（ｒ＝０．９９９９），５９．９０～１４９７．３８ｎｇ（ｒ＝１．００００），平均回收率分别为 ９６．４５％，９４．０８％，９９．１１％，ＲＳＤ分别为

２．４９％，１．２５％，１．３２％牗ｎ＝６牘。不同产地蒲黄中３种黄酮苷元的含量差异较大，其中广西桂林产最高，槲皮素为０．３７２１ｍｇ／ｇ，山柰素
为０．４１７３ｍｇ／ｇ，异鼠李素为１．７０２８ｍｇ／ｇ；内蒙古包头和宁夏固原产相对较低。结论 该方法快速、准确，可用于蒲黄药材中３种黄酮
苷元的含量测定。
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中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８４．１；Ｒ２８６．０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０１９牘１９－００２７－０３

ＣｏｎｔｅｎｔＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＴｈｒｅｅＦｌａｖｏｎｏｉｄＡｇｌｙｃｏｎｅｓｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎｆｒｏｍ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＨａｂｉｔａｔｓｂｙＨＰＬＣ
ＹＡＮＧＤｉｈｕａ，ＬＩＡＮＧＷｅｎｎｅｎｇ

（ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ５１０４０５）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｆｌａｖｏｎｏｉｄａｇｌｙｃｏｎｅｓ（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｋａｅｍｐｆｅｒｉｎａｎｄ
ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ）ｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓｂｙＨＰＬＣ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ－Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｍｅｔｈａｎｏｌ－０．４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（５０∶５０，Ｖ／Ｖ），ｔｈｅｆｌｏｗ ｒａｔｅｗａｓ
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ３６０ｎｍ，ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｗａｓ４０．１２－１００２．８９ｎｇ（ｒ＝１．００００）ｆｏｒｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，２１．７０－５４２．４２ｎｇ（ｒ＝０．９９９９）ｆｏｒｋａｅｍｐｆｅｒｉｎａｎｄ５９．９０－
１４９７．３８ｎｇ（ｒ＝１．００００）ｆｏｒｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｋａｅｍｐｆｅｒｉｎａｎｄｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎｗｅｒｅ９６．４５％，９４．０８％
ａｎｄ９９．１１％，ａｎｄｔｈｅｉｒＲＳＤｓｗｅｒｅ２．４９％，１．２５％ ａｎｄ１．３２％（ｎ＝６）．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｒｅｅｆｌａｖｏｎｏｉｄａｇｌｙｃｏｎｅｓｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎ
ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓｗｅｒｅｑｕｉｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｒｅｅｆｌａｖｏｎｏｉｄａｇｌｙｃｏｎｅｓｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎｆｒｏｍＧｕｉｌｉｎ，Ｇｕａｎｇｘｉ
ｗｅｒｅｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ：ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｗａｓ０．３７２１ｍｇ／ｇ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｉｎｗａｓ０．４１７３ｍｇ／ｇ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎｗａｓ１．７０２８ｍｇ／ｇ．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄａｇｌｙｃｏｎｅｓｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎｆｒｏｍＢａｏｔｏｕ，ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａａｎｄＧｕｙｕａｎ，Ｎｉｎｇｘｉａ
ｗｅｒｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｒａｐｉｄａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ａｇｌｙｃｏｎｅｓｉｎＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ；ＴｙｐｈａｅＰｏｌｌｅｎ；ｈａｂｉｔａｔｓ；ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ；ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ；ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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编号

１
２
３
４
５
６

产地

浙江湖州

江苏盐城

江苏南京

内蒙古包头

陕西汉中

陕西商洛

生长方式

野生

野生

野生

野生

野生

野生

来源

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

编号

７
８
９
１０
１１
１２

产地

安徽亳州

四川绵阳

宁夏固原

湖北宜昌

广西百色

广西桂林

生长方式

野生

野生

野生

野生

野生

野生

来源

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲

水烛香蒲
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表１ 不同产地蒲黄药材样品
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Ａ Ｂ

１．槲皮素 ２．山柰素 ３．异鼠李素

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

表２ 方法学考察结果

成分 线性方程 ｒ牗ｎ＝５牘 线性范围（ｎｇ）
ＲＳＤ牗％，ｎ＝６牘

槲皮素

山柰素

异鼠李素

Ｙ＝３．９４２７Ｘ－２．７１６７
Ｙ＝４．０８７４Ｘ＋９．０７７６
Ｙ＝３．８４７９Ｘ－４．１９６１

１．００００
０．９９９９
１．００００

４０．１２～１００２．８９
２１．７０～５４２．４２
５９．９０～１４９７．３８

精密度

０．８７
１．２８
０．６６

稳定性

１．０２
２．１７
０．９３

重复性

２．０３
２．６８
１．３６

定研究院；甲醇（色谱纯，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）；水为超纯水
（美国Ｍｉｌｌｉ－Ｑ公司）；磷酸（分析纯，国药试剂化学有限
公司）；蒲黄药材分别来源于江苏、内蒙古、陕西、安徽、

宁夏、湖北、四川、广西８个不同产地的１２批药材牗见表１牘，
经我院梁文能副主任药师鉴定为香蒲科植物水烛香蒲

ＴｙｐｈａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＬ．的干燥花粉，均符合药典要求。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：甲醇 －０．４％磷酸溶液（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：３６０ｎｍ；进样
量：１０μＬ。在此色谱条件下，理论板数按槲皮素峰计不
低于 ３６９０，拖尾因子为 ０．９５～１．０５，各色谱峰分离度
均大于１．５。色谱图见图１。

２．２ 溶液制备
取置五氧化二磷干燥１２ｈ以上的槲皮素１０．１２ｍｇ，

精密称定，置 ２５ｍＬ容量瓶中，山柰素 ５．８２ｍｇ置
２５ｍＬ容量瓶中，异鼠李素 ６．０５ｍｇ置 ５０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇分别稀释至刻度，摇匀，作为对照品贮备液。

分别精密吸取上述槲皮素对照品贮备液 １ｍＬ、山柰素
对照品贮备液１ｍＬ和异鼠李素对照品贮备液５ｍＬ，置
同一 １０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为
对照品混合溶液（每 １ｍＬ含槲皮素 ４０．４８μｇ、山柰素
２３．２８μｇ、异鼠李素６０．５０μｇ）。取浙江湖州产的蒲黄药
材粉碎，过４号筛，取粉末１．０ｇ，精密称定，精密加入甲
醇－２５％盐酸溶液（４∶１，Ｖ／Ｖ）的混合溶液 ２５ｍＬ，加
热回流提取１ｈ，迅速冷却至室温，转移至５０ｍＬ容量瓶

中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，用 ０．４５μｍ微孔滤膜滤
过，取续滤液，作为供试品溶液。

２．３ 方法学考察
线性关系考察：精密吸取对照品混合溶液 １，２，５，

１０，２５μＬ，分别注入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样
测定，以进样量（Ｘ，ｎｇ）为横坐标、相对应的峰面积（Ｙ）
为纵坐标进行线性回归。结果见表２。

精密度试验：取对照品混合溶液，按拟订色谱条件

进样１０μＬ，重复６次，记录峰面积。结果见表２，表明仪
器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品（批号为１８０５０１）溶液，
按拟订色谱条件分别于 ０，１，２，４，８，１２，２４ｈ时进样测
定，进样量为１０μＬ，记录色谱峰面积。结果见表２，表明
供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同一批蒲黄药材（批号为１８０５０１），
依法制备供试品溶液，平行 ６份，按拟订色谱条件进样
测定。结果见表２，表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密称取已知含量的蒲黄药材（批

号为 １８０５０１）粉末 ０．５０ｇ，平行制备 ６份供试品；分
别精密吸取槲皮素贮备液３ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中（每
１ｍＬ含槲皮素０．１２１４ｍｇ）作为待加溶液，分别精密量
取上述槲皮素待加对照品溶液 １ｍＬ，山柰素对照品贮
备液１ｍＬ，异鼠李素对照品贮备溶液３ｍＬ，加入６份供
试品中，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测

定，分别计算回收率。结果见表３。
２．４ 样品含量测定

取上述不同产地的样品，依法制备供试品溶液并测

定，用标准曲线法计算含量牗以干燥品计牘。结果见表４。
３ 讨论

按《中国药典牗一部牘》蒲黄含量测定的取样量进行
考察，分别取样 ０．５，１．０，２．０ｇ。当取样量少时，色谱峰
面积较小，基线噪音干扰较大；取样量太大，则对照品称

样需要增大，易造成对照品浪费。故选择 １．０ｇ作为取
样量。参照银杏叶中３种黄酮苷的测定方法对供试品溶
液的制备方法进行考察，考察了盐酸的不同比例（甲醇－
１０％盐酸溶液、甲醇 －２５％盐酸溶液、甲醇 －３５％盐酸
溶液）、不同提取方式（超声、回流、索氏提取）、不同

提取时间（３０，６０，９０ｍｉｎ）。结果发现，甲醇和盐酸的用量
对３种黄酮苷元的含量影响很大。盐酸浓度低，水解不
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称样量（ｍｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．５０２３
０．５０１５
０．５００９
０．５０３１
０．５０４６
０．５０２７

Ｂ
０．５０２３
０．５０１５
０．５００９
０．５０３１
０．５０４６
０．５０２７

Ｃ
０．５０２３
０．５０１５
０．５００９
０．５０３１
０．５０４６
０．５０２７

Ａ
０．１２２１
０．１２１９
０．１２１７
０．１２２３
０．１２２６
０．１２２２

Ｂ
０．２０４０
０．２０３７
０．２０３５
０．２０４４
０．２０５０
０．２０４２

Ｃ
０．３５８５
０．３５８０
０．３５７５
０．３５９１
０．３６０２
０．３５８８

Ａ
０．１２１４
０．１２１４
０．１２１４
０．１２１４
０．１２１４
０．１２１４

Ｂ
０．２３２８
０．２３２８
０．２３２８
０．２３２８
０．２３２８
０．２３２８

Ｃ
０．３６３０
０．３６３０
０．３６３０
０．３６３０
０．３６３０
０．３６３０

Ａ
０．２３９６
０．２３５６
０．２４１２
０．２３８９
０．２３６７
０．２４３３

Ｂ
０．４２１８
０．４１９６
０．４２０７
０．４２３５
０．４２５６
０．４２７７

Ｃ
０．７１０２
０．７１５６
０．７２０８
０．７１８３
０．７２２１
０．７２３７

Ａ
９６．７９
９３．６６
９８．４３
９６．０５
９３．９９
９９．７５

Ｂ
９３．５６
９２．７４
９３．３０
９４．１２
９４．７６
９６．０１

Ｃ
９６．８９
９８．５１
１００．０８
９８．９５
９９．７０
１００．５２

Ａ

９６．４５

Ｂ

９４．０８

Ｃ

９９．１１

Ａ

２．４９

Ｂ

１．２５

Ｃ

１．３２

产地

浙江湖州

江苏盐城

江苏南京

内蒙古包头

陕西汉中

陕西商洛

槲皮素

０．２４３０
０．３５６２
０．３３２５
０．２６５８
０．３１２７
０．３００４

山柰素

０．４０６２
０．３５６４
０．２５８２
０．１７６３
０．２２８１
０．２３６７

异鼠李素

０．７１３８
１．５５３６
１．３２１８
０．９９２６
１．３１２３
１．２８５９

产地

安徽亳州

四川绵阳

宁夏固原

湖北宜昌

广西百色

广西桂林

槲皮素

０．２５２６
０．２９１８
０．１９０３
０．３６１５
０．３４５７
０．３７２１

山柰素

０．３０５２
０．３３２７
０．２１２５
０．３６１６
０．３３５８
０．４１７３

异鼠李素

１．０２７１
０．８３２４
０．７２１５
１．５０２３
１．３７８２
１．７０２８

·研究·
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注：Ａ为槲皮素，Ｂ为山柰素，Ｃ为异鼠李素。

表４ 不同产地蒲黄药材中３种黄酮苷含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝２）

表３ ３种黄酮苷元的加样回收结果（ｎ＝６）

完全，提取率低；盐酸浓度大，对液相色谱的管路有腐蚀

作用，同时酸浓度过大对色谱柱的要求较高，影响其适

用性。综合考虑，采用 ２５％盐酸溶液进行水解，同时对
甲醇－２５％盐酸溶液不同体积比（１∶１，２∶１，４∶１，８∶１，
１０∶１，Ｖ／Ｖ）进行考察，结果甲醇－２５％盐酸溶液（４∶１，
Ｖ／Ｖ）提取效率最高，回流和索氏提取效率基本一致，
均高于超声，由于回流方法简单，故采用回流提取。提取

时间在 ６０ｍｉｎ以后含量基本不变，故采用提取时间为
６０ｍｉｎ，综合考虑选择甲醇－２５％盐酸溶液（４∶１，Ｖ／Ｖ），
回流提取６０ｍｉｎ作为供试品溶液的制备方法。

参考２０１５年版《中国药典牗一部牘》银杏叶药材及其
制剂犤１３犦项下含量测定条件，对色谱条件中的流动相和检测

波长进行了考察，采用 ＤＡＤ检测器在 ２００～４００ｎｍ波
长内进行全波长扫描，分别结合槲皮素、山柰素和异鼠

李素３种对照品的光谱图进行比较，最后选择检测波长
为 ３６０ｎｍ。考察流动相的组分，分别以甲醇－０．４％磷
酸溶液、乙腈－０．４％磷酸溶液、乙腈－水和甲醇－水作
为流动相，结果发现以甲醇－水和乙腈－水作为流动相
时，异鼠李素的峰均有拖尾现象，对称因子较低，而采用甲

醇－０．４％磷酸溶液为流动相时，供试品中３种成分的色
谱法峰形良好，基线平稳，对称因子为 ０．９５～１．０５内，
理论板数高，阴性对照无干扰。故确定甲醇 －０．４％磷
酸溶液为流动相，检测波长为 ３６０ｎｍ，与《中国药典
牗一部牘》中银杏叶项下色谱条件一致。
本研究结果显示，不同产地的蒲黄药材中３种黄酮

苷的含量差异较大，广西桂林产的蒲黄药材中３种黄酮
苷类成分含量最高，槲皮素为 ０．３７２１ｍｇ／ｇ，山柰素为
０．４１７３ｍｇ／ｇ，异鼠李素为 １．７０２８ｍｇ／ｇ，这可能与当

地气候和生长环境有关。蒲黄多生长在沼泽湖泊周围等

水量充足的地方，宁夏固原产和内蒙古包头产的蒲黄药

材中３种黄酮苷元成分含量最低，可能与当地降雨量少
有关。可见，不同产地蒲黄药材中３种黄酮苷类成分差
异较大，故建议增加黄酮苷类化合物作为蒲黄药材的质

控指标。不同产地蒲黄药材对其临床使用具有一定影

响，临床使用蒲黄药材应多采购广西、江苏、湖北等地

的，可保证药效的最大限度发挥，同时为开发和利用蒲

黄药材的药用价值提供参考。
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