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黄牛木叶质量标准提升研究*

刘特津 1，辛晓芳 1，曾繁伟 2

（1. 广东省中山市中医院，广东 中山 528401； 2. 广东药科大学，广东 中山 528401）
摘要：目的 建立定性鉴别黄牛木叶和测定其总黄酮及芒果苷含量的方法。方法 采用薄层色谱法对黄牛木叶进行定性鉴别；以芦丁

为对照品，采用紫外分光光度计于 510 nm 波长处测定黄牛木叶中总黄酮含量；采用高效液相色谱法测定黄牛木叶中芒果苷含量，色

谱柱为 Agilent C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为乙腈 - 0. 1%冰醋酸水溶液（15∶85，V / V），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为

258 nm，柱温为 25 ℃，进样量为 10 µL。结果 薄层色谱斑点清晰，分离度良好。紫外分光光度法中，芦丁的质量浓度在 0. 020 4～
0. 102 0 mg / mL 范围内与吸光度线性关系良好（r = 0. 999 0，n = 5），平均加样回收率为 102. 88%，RSD 为 1. 11%（n = 6）；高效液相色

谱法中，芒果苷的质量浓度在 13. 00～130. 00 µg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（r = 0. 999 4，n = 6），平均加样回收率为

101. 10%，RSD 为 2. 55%（n = 9）。2种方法精密度和重复性试验的 RSD 均小于 5. 0%（n = 6）。结论 所建立的方法简便、准确、重复性

好，可用于黄牛木叶的质量控制。

关键词：黄牛木叶；总黄酮；芒果苷；高效液相色谱法；薄层色谱法；紫外分光光度法

中图分类号：R932；R284.1；R286.0 文献标志码：A 文章编号：1006 - 4931（2022）11 - 0066 - 04
Improvement of Quality Standard of Leaves of Cratoxylum Cochinchinense
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AbstractAbstract：：Objective To establish methods for the qualitative identification of leaves of Cratoxylum cochinchinense and the content
determination of total flavonoids and mangiferin in the leaves of Cratoxylum cochinchinense. Methods Leaves of Cratoxylum
cochinchinense were identified qualitatively by the thin - layer chromatography（TLC）method. The content of total flavonoids in the
leaves of Cratoxylum cochinchinense was determined by the ultraviolet （UV） spectrophotometer at 510 nm with rutin as the
reference substance. The content of mangiferin in the leaves of Cratoxylum cochinchinense was determined by the high - performance
liquid chromatography（HPLC）method. The chromatographic column was Agilent C18 column（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile
phase was acetonitrile - 0. 1% glacial acetic acid aqueous solution（15∶85，V / V），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection
wavelength was 258 nm，the column temperature was 25 ℃ and the injection volume was 10 µL. Results The TLC chromatograms
had clear spots and good separation. In the UV spectrophotometry method，the mass concentration of rutin had a good linear
relationship with the absorbance in the range of 0. 020 4 - 0. 102 0 mg / mL（r = 0. 999 0，n = 5），and the average recovery of rutin
was 102. 88% with an RSD of 1. 11%（n = 6）. In the HPLC method，the mass concentration of mangiferin had a good linear
relationship with the peak area in the range of 13. 00 - 130. 00 µg / mL（r = 0. 999 4，n = 6），and the average recovery of mangiferin
was 101. 10% with an RSD of 2. 55%（n = 9）. The RSDs of the precision and repeatability tests of the UV spectrophotometry and
HPLC methods were less than 5. 0%（n = 6）. Conclusion The established methods are simple，accurate and reproducible，which can
be used for the quality control of leaves of Cratoxylum cochinchinense.
Key wordsKey words：：leaves of Cratoxylum cochinchinense；total flavonoids；mangiferin；HPLC；TLC；UV spectrophotometry
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黄牛木来源于藤黄科黄牛木属的黄牛木 Cratoxylum
cochinchinense（Lour.）Blume，以根、茎皮或叶入药，为岭

南地区特色中草药，多见于广东、广西、海南等地［1］。黄
牛木具有清热解表、消滞化湿、消肿、止血、去毒等功

效，主要用于治疗泄泻、腹痛、感冒发热、咳嗽声嘶、肝

著、黄疸病等症［2 - 4］。《广西壮族自治区壮药质量标准：

第二卷（2011年版）》［5］仅对黄牛木叶的性状鉴别、浸出

物等项进行了规定，标准简单，不能满足对黄牛木叶质

量控制的要求。黄牛木叶含有多种黄酮类成分，具有抗

菌、抗氧化自由基、保肝护肝等活性［6 - 8］。本研究中采用

薄层色谱法对黄牛木叶进行定性鉴别，采用紫外分光光

度法测定黄牛木叶中总黄酮含量［9 - 11］，采用高效液相色

谱法测定黄牛木叶中芒果苷含量［12］。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（美国安捷伦公

司）；UV - 2550型紫外分光光度计（日本岛津公司）；

JJ200型电子天平（常熟市双杰测试仪器厂，精度为百分

之一）；BS224S型电子天平（北京赛多利斯仪器系统有

限公司，精度为万分之一）；CH1006型电热恒温槽（上

海衡平仪表厂）；KQ5200E型超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司，功率为200 W，频率为40 kHz）。

1. 2 试药

黄牛木叶（样品 1，中山市同心药业有限公司，批号

为 20210201；样品 2，国药集团冯了性 < 佛山 > 药材饮

片有限公司，批号为 20201106；样品 3，广州康圣药业有

限公司，批号为 20201101）；黄牛木叶对照药材（上海鸿

永生物科技有限公司，批号为 280102 - 202006）；芦丁

对照品（批号为 100080 - 201811，纯度为 92. 4%），芒果

苷对照品（批号为 111607 - 201704，纯度为 98. 1%），均

购自中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈（色谱纯，德

国默克公司）；其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 薄层色谱鉴别

取不同批号（批号分别为 20210201 < 样品 1 > ，

20201106 < 样品 2 > ，20201101 < 样品 3 >）的黄牛木

叶粉末各 2 g，加甲醇 30 mL，浸泡 0. 5 h，水浴加热回流

30 min，用滤纸滤过，滤液在通风橱内水浴蒸干，再加蒸

馏水 15 mL使充分溶解，滤过，滤液加 15 mL乙酸乙酯

提取 2次，蒸干乙酸乙酯，残渣加 2 mL甲醇溶解，作为

供试品溶液，分别贴上标签，备用［13］；取黄牛木叶对照

药材 2 g，按供试品溶液制备方法制备对照药材溶液。在

温度为25℃、相对湿度为 68%的环境下，分别吸取样品1、
样品 2、样品 3供试品溶液和对照药材溶液各 10 µL，点
于同一硅胶G薄层板上，以异辛烷 - 乙酸乙酯 - 甲酸

（2. 5∶7. 5∶0. 2，V / V / V）为展开剂，展开，取出，晾干，在

薄层板上喷以 5% FeCl3溶液至斑点显色清晰。供试品

溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置显相同

颜色的斑点。色谱图见图1。

1 2 3 4 5 6 7 8
1，2. 供试品溶液（样品1） 3，4. 对照药材溶液 5，6. 供试品

溶液（样品2） 7，8. 供试品溶液（样品3）
图1 薄层色谱图

1，2. Test solution（sample 1） 3，4. Reference medicinal material solu‐
tion 5，6. Test solution（sample 2） 7，8. Test solution（sample 3）

Fig. 1 TLC chromatograms

2. 2 总黄酮含量测定

2. 2. 1 检测波长选择

采用紫外分光光度计分别对芦丁对照品溶液、供

试品溶液进行光谱扫描。结果供试品溶液与芦丁对照

品溶液的紫外吸收光谱一致，且均于 510 nm波长处有

最大吸收，故选择510 nm作为检测波长。

2. 2. 2 溶液制备

对照品溶液：取芦丁对照品 10. 200 mg，精密称定，

置 10 mL容量瓶中，加甲醇适量，超声使溶解，摇匀；精

密量取 5 mL，置 25 mL容量瓶中，用甲醇定容，摇匀，得

质量浓度为0. 204 mg / mL的对照品溶液，备用。

供试品溶液：取黄牛木叶（批号为 20201101）粗粉

4. 943 g，置锥形瓶中，加石油醚适量，加热回流 20 min，
弃去石油醚。加入 100 mL甲醇，称定质量，再加热回流

提取 20 min，称定质量，补足减失的质量，摇匀，滤过，取

续滤液 25. 0 mL，置 50 mL容量瓶中，加蒸馏水定容，摇

匀，即得。

2. 2. 3 方法学考察

线性关系考察：分别取 2. 2. 2项下对照品溶液 1. 0，
2. 0，3. 0，4. 0，5. 0 mL，置10 mL容量瓶，加入5% NaNO2溶
液 0. 2 mL，混匀，反应 6 min后加入 10% Al（NO3）3溶液

0. 2 mL，混匀，反应6 min后加入4% NaOH溶液2mL［14］，
加入50%甲醇10 mL，摇匀，制成质量浓度分别为0. 020 4，
0. 040 8，0. 061 2，0. 081 6，0. 102 0 mg / mL的标准溶

液。以 50%甲醇加显色剂为空白溶液，用紫外分光光度

计于 510 nm波长处测定吸光度，以对照品溶液质量浓

度（X，mg / mL）为横坐标、吸光度（Y）为纵坐标进行线性
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回归，得回归方程 Y = 10. 39 X + 0. 051 8（r = 0. 999 0，
n = 5）。结果表明，芦丁对照品溶液质量浓度在0. 020 4～
0. 102 0 mg / mL范围内与吸光度线性关系良好。

精密度试验：精确吸取 2. 2. 2项下供试品溶液

5. 0 mL，置 50 mL容量瓶中，于 510 nm波长处测定吸光

度，重复测定 6次，计算平均吸光度值。结果 RSD为

0. 35%（n = 6），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取黄牛木叶药材 4 g，平行 6份，按

2. 2. 2项下方法制备供试品溶液，以空白溶液作对照，

分别测定其吸光度值。计算得黄牛木叶总黄酮平均含

量为 32. 73 mg / g，RSD为 0. 73%（n = 6），表明方法重复

性良好。

加样回收试验：精密吸取 2. 2. 2项下供试品溶液

0. 3 mL，共 6份，分别置 10 mL容量瓶中，再加入 2. 2. 2
项下对照品溶液 1. 0 mL，于 510 nm波长处测定供试品

溶液的吸光度，计算黄牛木叶样品的平均加样回收率。

结果见表1。
表1 总黄酮加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 1 Results of the recovery test of total flavonoids（n = 6）

取样量（mg）
0. 429 8
0. 429 8
0. 429 8
0. 429 8
0. 429 8
0. 429 8

样品含量（mg）
0. 225 8
0. 225 8
0. 225 8
0. 225 8
0. 225 8
0. 225 8

加入量（mg）
0. 204 0
0. 204 0
0. 204 0
0. 204 0
0. 204 0
0. 204 0

测得量（mg）
0. 433 0
0. 436 0
0. 439 0
0. 433 0
0. 437 0
0. 436 0

回收率（%）

101. 57
103. 04
104. 51
101. 57
103. 53
103. 04

X（%）

102. 88

RSD（%）

1. 11

2. 2. 4 样品含量测定

精密吸取 2. 2. 2项下供试品溶液 1. 0 mL，置 10 mL
容量瓶中，于 510 nm波长处测定黄牛木叶样品的吸光

度，并按 2. 2. 3项下线性关系考察项所得回归方程计算

总黄酮含量。结果黄牛木叶总黄酮含量为30. 43 mg / g。
2. 3 芒果苷含量测定

2. 3. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Agilent C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm）；

流动相：0. 1%冰醋酸水溶液 - 乙腈（85∶15，V / V）；流

速：1. 0 mL / min；检测波长：258 nm；柱温：25 ℃；进样

量：10 µL。取对照品溶液和供试品溶液各适量，按拟订

色谱条件进样测定，色谱图见图2。
2. 3. 2 溶液制备

对照品溶液：取芒果苷对照品 13. 0 mg，精密称定，

置 10 mL容量瓶，加稀乙醇适量，超声处理 10 min，使
芒果苷完全溶解，再加稀乙醇定容。精密吸取 1. 0 mL，
置 10 mL 容量瓶，加稀乙醇定容，制成质量浓度为

130. 0 µg / mL的溶液，摇匀，滤过，即得［10］。
供试品溶液：取样品 2. 010 g，精密称定，置锥形瓶，

加稀乙醇 20 mL，称定质量，超声 20 min，冷却，再次称

定质量，加稀乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过，弃去初

滤液，取续滤液5. 0 mL，置25 mL容量瓶中，加稀乙醇定

容，摇匀，即得。

2. 3. 3 方法学考察

线性关系考察：精密吸取 2. 3. 2项下对照品溶液

1. 0，1. 5，2. 5，5. 0，7. 5，10. 0 mL，分别置 10 mL容量瓶

中，加稀乙醇定容，摇匀，用 0. 45 µm微孔滤膜滤过，依

次吸取 10 µL进样测定［10］，平行测定 2次，以进样质量

浓度（X，µg / mL）为横坐标、峰面积平均值（Y）为纵坐标

进行线性回归，得回归方程 Y = 20. 202 X + 39. 532（r =
0. 999 4，n = 6）。结果表明，芒果苷对照品溶液质量浓度在

13. 00～130. 00 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 2. 3. 2项下芒果苷对照品溶

液适量，按 2. 3. 1项下色谱条件重复进样测定 6次。结

果峰面积的 RSD为 0. 40%（n = 6），表明仪器精密度

良好。

重复性试验：取药材样品适量，共 6份，按 2. 3. 2项
下方法制备供试品溶液，按 2. 3. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积，并计算含量。结果芒果苷平均含量为

45. 11 µg / mL，RSD为 4. 44%（n = 6），表明方法重复性

良好。

稳定性试验：取药材样品适量，按 2. 3. 2项下方法

制备供试品溶液，分别于室温下放置 0，2，4，6，8，12 h
时按 2. 3. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果

峰面积的 RSD为 1. 35%（n = 6），表明供试品溶液在常

mAU200
175
150
125
100
75
50
25
0

2 4 6 8 10
t / min

1 6. 029

A
mAU
706050403020100

2 4 6 8 10
t / min

1 6. 183

B
1. 芒果苷

A. 对照品溶液 B. 供试品溶液

图2 高效液相色谱图

1. Mangiferin
A. Reference solution B. Test solution

Fig. 2 HPLC chromatograms
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温下放置12 h内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的黄牛木叶样品，平行

9份，按 2. 3. 2项下方法制备供试品溶液，各取 1. 0 mL，
置 5 mL容量瓶中，分为 3组，分别加入芒果苷对照品溶

液0. 5，1. 0，1. 5 mL，加稀乙醇定容，每组各进样测定3次，

取平均值，记录峰面积并计算回收率。结果见表2。
表2 芒果苷加样回收试验结果（n = 9）

Tab. 2 Results of the recovery test of mangiferin（n = 9）

取样量（µg）
120. 34
120. 34
120. 34
200. 34
200. 34
200. 34
280. 34
280. 34
280. 34

样品含量（µg）
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34
40. 34

加入量（µg）
80. 00
80. 00
80. 00
160. 00
160. 00
160. 00
240. 00
240. 00
240. 00

测得量（µg）
125. 38
122. 52
120. 71
195. 53
199. 89
199. 97
281. 53
282. 39
286. 64

回收率（%）

106. 30
102. 72
100. 46
96. 99
99. 72
99. 77
100. 50
100. 85
102. 62

X（%）

101. 10

RSD（%）

2. 55

2. 3. 4 样品含量测定

取3批（批号分别为20210201，20201106，20201101）
样品，依法制备供试品溶液，分别精密吸取 10 µL，按
2. 3. 1项下色谱条件进样测定 2次，测得黄牛木叶样品

溶液的平均峰面积，计算得 3批样品的芒果苷平均含量

为2. 19 mg / g。
3 讨论

黄牛木叶作为岭南地区的特色中药，在临床和民

间应用广泛，使用量大，常配伍茯苓、广藿香、白术、佩

兰、布渣叶等用于治疗湿热内蕴、脾虚泄泻、湿热下注、

肝郁脾虚等证［4］，治疗肝病疗效显著，具有应用开发前

景［8］。黄酮类成分是黄牛木叶的主要成分，其中芒果苷

能改善炎性因子水平和肝组织病理状态，从而改善肝

功能［13］，故对黄牛木叶中总黄酮和芒果苷开展研究。

薄层色谱鉴别中考察了苯 -乙酸乙酯（7∶3，V / V）［15］
和乙醇 - 水（1∶1，V / V）2种展开剂，结果分离效果均

差，比移值较小，且拖尾现象较严重。参考文献［6］，采用

异辛烷 -乙酸乙酯 -甲酸（2. 5∶7. 5∶0. 2，V / V / V）为展

开剂，并控制合适的进样量。新的展开剂极性在前 2种
展开剂的极性之间，且因黄牛木叶样品溶液呈酸性，加

入甲酸后成功分离出 2个清晰斑点，比移值分别为 0. 58
和0. 82，改进了拖尾现象，符合薄层色谱鉴别要求。

采用紫外分光光度法测定总黄酮含量时，依据黄

酮类化合物在中性或弱碱性及与NaNO2共存时最大吸

收波长红移，准确性和灵敏度均可提高，一定程度地消

除了杂质的干扰，有利于含量测定。故本研究中在测定

时加入了 NaOH溶液，选用NaNO2 - Al（NO3）3 - NaOH
为黄酮显色剂。

采用高效液相色谱法测定含量时，由于芒果苷易

受其他成分干扰，出现了对应特征峰及与前峰部分重
叠和较严重的拖尾现象，增加了检测难度，后通过更换
柱效更高的C18柱，流动相由 0. 1%冰醋酸水溶液（A）-
乙腈（B）和梯度洗脱（0～10 min时 8%B～12%B，10～
40 min时 12%B～35%B［16］）调整为乙腈 - 0. 1%冰醋酸
水溶液（15∶85，V / V），增加了水相的比例，特征峰与其
他杂质峰分离度良好，拖尾现象也得到良好改善。

综上所述，本研究中建立的方法简便、准确、重复
性好，可用于黄牛木叶的质量控制，有利于进一步推动
黄牛木叶资源的利用和复方制剂的开发。
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