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湖北恩施土家族药物豆板还阳中３种成分含量测定研究

张万涛 １，郑 露 ２，３，涂 星 ２，４△

（１．湖北省恩施土家族苗族自治州中心医院，湖北 恩施 ４４５０００； ２．湖北民族大学医学部，湖北 恩施 ４４５０００； ３．风湿病发
生与干预湖北省重点实验室，湖北 恩施 ４４５０００； ４．湖北民族大学武陵山中药材检验检测中心，湖北 恩施 ４４５０００）

摘要：目的 建立同时测定豆板还阳药材中３种成分含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为岛津 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为乙腈 －０．１％ 磷酸水溶液牗梯度洗脱牘，流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ３３２ｎｍ，柱温为 ３０℃，进样量为 １０μＬ。采用
ＳＰＳＳ２１．０统计学软件对８批不同产地豆板还阳药材进行聚类分析。结果 阿魏酸、槲皮素、石吊兰素在各自质量浓度范围内与峰面积

线性关系良好牗Ｒ２≥０．９９９７牘；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ≤２．３０％；平均加样回收率在１０１．３７％～１０２．５４％范围内，ＲＳＤ为２．９４％～
３．２７％牗ｎ＝６牘；８批药材中阿魏酸、槲皮素、石吊兰素总含量介于０．１４７％～０．５５３％。经聚类分析，８批药材可分为三类。结论 该方法操作简

便，结果准确，重复性和稳定性均好，可用豆板还阳药材中３种成分的含量测定，且３种成分在不同产地的药材中含量差异较大。
关键词：豆板还阳；土家族药物；石吊兰素；槲皮素；阿魏酸；高效液相色谱法；含量测定；聚类分析
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产地
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ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＬｙｓｉｏｎｏｔｉＨｅｒｂａ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｖａｒｉｅｓｇｒｅａｔｌｙｉｎＬｙｓｉｏｎｏｔｉＨｅｒｂａｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｒｅａｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｙｓｉｏｎｏｔｉＨｅｒｂａ；Ｔｕｊｉａｈｅｒｂ；ｌｙｓｉｏｎｏｔｉｎ；ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ；ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ；ＨＰＬＣ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ

表１ 湖北恩施豆板还阳样品来源信息

Ｔａｂ．１ ＳｏｕｒｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬｙｓｉｏｎｏｔｉＨｅｒｂａｉｎｔｈｅＥｎｓｈｉＣｉｔｙ，

ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

豆板还阳为苦苣苔科吊石苣苔属植物吊石苣苔

ＬｙｓｉｏｎｏｔｕｓｐａｕｃｉｆｌｏｒｕｓＭａｘｉｍ．的干燥地上部分，又称石
吊兰、石豇豆、岩泽兰、石泽兰、岩豇豆、岩石茶等，是土

家族“七十二还阳”药物之一，收载于２０２０年版《中国药
典（一部）》，含量测定以石吊兰素为指标成分，具有化痰

止咳、软坚散结功效，用于治疗咳嗽痰多、瘰疬痰核犤１－３犦。其

主要含有黄酮类、挥发油类、植物甾醇和三萜皂苷

类、苯丙素苷类等多种成分犤４－７犦，具有抗结核、抗炎、降

压、止咳化痰、清除自由基、抗粥样动脉硬化、抗肿瘤等

作用犤８－１０犦。文献犤１１－１４犦中对贵州、云南等地区的石吊
兰进行了含量测定与研究，但少见湖北恩施土家族豆板

还阳的相关报道。本研究中建立了湖北省恩施８个产地
豆板还阳药材中阿魏酸、槲皮素、石吊兰素含量的高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）法，并比较了不同产地的含量差异，为
土家族药物豆板还阳药用资源的开发、利用和保护提供

参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－２０３０Ｃ型液相色谱仪（日本岛津公司），配有二
极管阵列牗ＰＤＡ牘检测器；ＶＳ－１００ＵＥ型恒温超声提取仪
（无锡沃信仪器制造有限公司）；ＢＴ－２５Ｓ型电子分析天
平（精度为 ０．０１ｍｇ），ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ型电子分析天平
（精度为 ０．１ｍｇ），均购自德国赛多利斯公司；ＭｉｌｌｉＱ型
超纯水系统（贝徕美生物科技有限公司）。

１．２ 试药

阿魏酸对照品（批号为 １１０７７３－２０１６１４，含量为
９９．０％），槲皮素对照品（批号为１０００８１－２０１６１０，含量
为９９．１％），石吊兰素对照品（批号为１１１５５５－２００６０２，
含量为 ９８．１％牘，均为色谱纯，购自中国食品药品检定
研究院；甲醇、乙腈牗色谱纯，北京迈瑞达科技有限公
司）；水为去离子超纯水，其余试剂均为分析纯。豆板还

阳药材采自湖北恩施不同地区，采集方式均为野外采

集，去杂质，晒干，经湖北民族大学医学部朱敏英副教授

鉴定为正品。样品来源信息见表１。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：岛津ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％ 磷酸水溶液（Ｂ），梯度
洗脱牗０～２５ｍｉｎ时１５％Ａ，２５～５５ｍｉｎ时１５％Ａ→５２％Ａ牘；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３３２ｎｍ；柱温：３０℃；进样
量：１０μＬ。在此色谱条件下的色谱图见图１。

２．２ 溶液制备

取阿魏酸、槲皮素、石吊兰素对照品各１０ｍｇ，精密
称定，分别置１００ｍＬ容量瓶中，分别加７５％甲醇，制成

９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

Ａ
ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

Ｂ

３５０
３００
２５０
２００
１５０
１００
５０
０

１４．６５４
１

３９．３０３
２

５２．３６９
３

５２．２９１
３

２
３９．１９５

１
１４．５０２

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

１．阿魏酸 ２．槲皮素 ３．石吊兰素

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ２．ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３．ｌｙｓｉｏｎｏｔｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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成分

阿魏酸

槲皮素

石吊兰素

取样量

（ｇ）

１．０００１
１．００１２
１．０００８
１．００１５
０．９９９５
０．９９９０
１．０００１
１．００１２
１．０００８
１．００１５
０．９９９５
０．９９９０
１．０００１
１．００１２
１．０００８
１．００１５
０．９９９５
０．９９９０

样品含量

（ｍｇ）

１．０００１
１．００１２
１．０００８
１．００１５
０．９９９５
０．９９９０
０．５０００
０．５００６
０．５００４
０．５００８
０．４９９８
０．４９９５
１．９５０２
１．９５２３
１．９５１６
１．９５２９
１．９４９０
１．９４８０

加入量

（ｍｇ）

１．０８０９
１．０８０９
１．０８０９
１．０８０９
１．０８０９
１．０８０９
０．５００８
０．５００８
０．５００８
０．５００８
０．５００８
０．５００８
１．９４８４
１．９４８４
１．９４８４
１．９４８４
１．９４８４
１．９４８４

测得量

（ｍｇ）

２．０９９９
２．１２６３
２．１２９８
２．０６１２
２．０４３２
２．１１５８
１．０１３２
０．９９２１
０．９９３２
１．０２５６
１．０２１３
１．０２０９
３．９９０１
３．８６５５
３．８７５２
３．９８４１
３．９９０６
３．９８６２

回收率

（％）

１０１．７５
１０４．０９
１０４．４５
９８．０４
９６．５６
１０３．３２
１０２．４８
９８．１４
９８．４０
１０４．７９
１０４．１３
１０４．１１
１０４．７０
９８．１９
９８．７３
１０４．２５
１０４．７８
１０４．６１

Ｘ
（％）

１０１．３７

１０２．０１

１０２．５４

ＲＳＤ
（％）

３．２７

２．９４

３．０９

成分

阿魏酸

槲皮素

石吊兰素

回归方程

Ｙ＝５１４２０Ｘ＋１１９１２．０
Ｙ＝２０６３８Ｘ－１０２６７．０
Ｙ＝４０７４２Ｘ＋５９４０．４

Ｒ２

０．９９９７
０．９９９８
０．９９９７

线性范围（μｇ／ｍＬ）

３．００～４８．０４
２．９７～８９．１２
１２．２５～１２２．５３

表２ ３种成分线性关系考察结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（ｎ＝６）

表３ 加样回收试验结果牗ｎ＝６牘
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）

成分

阿魏酸

槲皮素

石吊兰素

总含量

Ｓ１
０．１０２
－

０．２２８
０．３３０

Ｓ２
０．０９２
－

０．２４４
０．３３６

Ｓ３
－
－

０．１８２
０．１８２

Ｓ４
０．１１２
０．０３０
０．１２４
０．２６６

Ｓ５
－
－

０．１４７
０．１４７

Ｓ６
－

０．０３２
０．２１８
０．２５０

Ｓ７
０．１００
０．０５０
０．１９５
０．３４５

Ｓ８
０．１５０
０．０５３
０．３５０
０．５５３

注：－为未检出或样品中浓度较低，不在标准曲线的线性范
围内。

Ｎｏｔｅ：－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｉｔｉｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｒｉｔｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｓｌｏｗ，ｗｈｉｃｈｉｓｎｏｔｗｉｔｈｉｎｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ

ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ．

表４ 不同产地豆板还阳中３种成分含量测定结果（％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．４ ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＬｙｓｉｏｎｏｔｉ

Ｈｅｒｂａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｒｅａｓ（％，ｎ＝３）

质量浓度为１００μｇ／ｍＬ的溶液，摇匀，即得对照品贮备
液。取粉碎后的样品粉末 ０．５ｇ，精密称定，置具塞锥形
瓶中，精密加入 ７５％甲醇 ５０ｍＬ，密塞，称定质量，超声
处理（功率为２４０Ｗ，频率为４５ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，放冷，再称
定质量，用７５％甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续
滤液，即得供试品溶液。

２．３ 方法学考察

线性关系考察：取２．２项下阿魏酸、槲皮素、石吊兰
素对照品贮备液，加入７５％甲醇，稀释为系列质量浓度
的混合对照品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定。以
对照品溶液的质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积（Ｙ）为纵
坐标，进行线性回归，并计算回归方程。结果见表２。

精密度试验：取 ２．２项下对照品贮备液，按 ２．１项
下色谱条件重复进样６次，测定峰面积。结果阿魏酸、槲
皮素、石吊兰素峰面积的 ＲＳＤ分别为０．４５％，０．４７％，
０．１７％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（编号为 Ｓ７），精密称定，依法
制备供试品溶液，分别于 ０，２，４，６，８，１０，１８，２４ｈ时进
样测定。结果阿魏酸、槲皮素、石吊兰素峰面积的 ＲＳＤ
分别为 ２．０１％，１．８２％，２．３０％（ｎ＝８），表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（编号为Ｓ７）精密称定，共６份，依
法制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定。结
果阿魏酸、槲皮素、石吊兰素峰面积的 ＲＳＤ分别为
１．７３％，１．５１％，０．９１％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取样品（编号为 Ｓ７）１ｇ，精密称定，
共 ６份，按与已知成分含量 １∶１（ｍ／ｍ）的比例分别加
入阿魏酸、槲皮素、石吊兰素对照品溶液，依法制备供试

品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定，计算加样回收
率。结果见表３。
２．４ 样品含量测定

取不同产地的豆板还阳药材，分别制备供试品溶

液，按 ２．１项下色谱条件进样测定 ３次，以峰面积计算
豆板还阳中３种成分的含量。结果见表４。
２．５ 聚类分析

将８个不同产地的豆板还阳药材含量测定结果导
入 ＳＰＳＳ２１．０统计学软件，采用聚类方法选择组间联
接，区间采用平方Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离，得到８个不同产地的
药材聚类分析树状图，详见图 ２。可见，当距离牗ｄ牘为 ８

时，可分为三类，即鹤峰县走马镇（Ｓ８）单独聚为Ⅰ类，利川
市建南镇（Ｓ５）、建始县花坪乡（Ｓ６）、宣恩县椿木营乡（Ｓ３）
聚为Ⅱ类，宣恩县长潭河乡（Ｓ１）、宣恩县七姊妹山（Ｓ２）、
咸丰县高乐山镇（Ｓ４）、宣恩县高罗镇（Ｓ７）聚为Ⅲ类。
３ 讨论

３．１ 测定条件选择

检测波长：本研究中所用的ＰＤＡ检测器可实现多波
长同步分析，经等高线图与光谱图分析后得出，石吊兰

素最大吸收波长为３３２ｎｍ，与２０２０年版《中国药典牗一
部牘》中石吊兰项下检测波长一致，槲皮素与阿魏酸在该
波长下也有较强吸收，故选择３３２ｎｍ作为检测波长。

流动相：根据文献犤２，１３－１６犦，选择不同流动相犤乙
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图２ ８个不同产地的药材聚类分析树状图
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腈－０．０５％磷酸、甲醇－１％醋酸牗梯度洗脱牘，甲醇－
１％醋酸（８５∶１５，Ｖ／Ｖ）、甲醇－水（６８∶３２，Ｖ／Ｖ）、甲醇－
０．０５％磷酸（６８∶３２，Ｖ／Ｖ）犦，通过考察并综合试验成
本、操作方法简便性等，最终选择乙腈－０．１％ 磷酸水
溶液为流动相进行梯度洗脱，检测时长较短，峰形较好，

与杂质峰分离度较好。

色谱柱：最初选择 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），试验发现所有色谱峰均拖尾，经推测可
能是由色谱柱柱头污染导致。换用新的 Ｉｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），所有色谱峰拖尾消失，但
检测时间较长，与ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）比较后，最终选择 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）。
３．２ 聚类分析结果指导产地药用资源开发与利用

对恩施地区８个产地豆板还阳药材中 ３种成分的
含量测定后发现，各产地间成分差异较大，只有咸丰县

高乐山镇（Ｓ４）、宣恩县高罗镇（Ｓ７）、鹤峰县走马镇（Ｓ８）
的样品中同时检测出阿魏酸、槲皮素、石吊兰素 ３种成
分，且阿魏酸、槲皮素含量均较低，８个产地豆板还阳中
石吊兰素的含量均达到２０２０年版《中国药典（一部）》要
求的１～３倍。结合含量测定及聚类分析结果，恩施地区
的豆板还阳以鹤峰县走马镇所产为佳，可为豆板还阳药

用资源的开发、利用和保护提供参考。

３．４ 方法评价

２０２０年版《中国药典》中以石吊兰素为指标性成分
控制豆板还阳的药材质量，质控指标单一。中药的成分

复杂多样，功效多种多样，故多成分含量测定的质控指

标较单一成分能更好地反映药材质量犤１７－１９犦。本研究中

首次建立了同时测定豆板还阳中 ３种成分含量的
ＨＰＬＣ法，并比较了不同产地 ３种成分的含量差异，可
为提高现行质量标准和全面控制豆板还阳药材质量提

供参考。值得注意的是，编号为 Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，Ｓ５豆板还阳
样品中几乎没有测出槲皮素，编号为 Ｓ３，Ｓ５，Ｓ６豆板还

阳样品中几乎没有测出阿魏酸；尤其是Ｓ３和 Ｓ５，既不
含阿魏酸，也不含槲皮素。因此，将阿魏酸和槲皮素

作为豆板还阳药材定量分析的指标性成分还值得商

榷。导致产地间成分差异的原因复杂多样，有可能与

样品的生长环境、年限、采收时间、采收后的加工贮

存、检验检测方法等因素有关，还有待进一步研究。
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