
!"#" 年 #! 月 !"#$ !$ %"$ #!
&’(’)*’+ !"#" !"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2 ##%" & ##%’

研究论文 &,-：#" $ ’(!) . /0$ 1$ ##!’ $ !"#" $ "##%"

!通讯联系人：沈征武，研究员，博士生导师，研究方向为天然产物分离鉴定与合成 $ 2’#：（"%#’）$!#*$""’，34)56#：7’88+9:’;+#***
, <5:""$ (")$

基金项目：国家人事部 !""( 年留学回国人员优秀项目资助 $
收稿日期：!"#" 4"* 4"-

反相高效液相色谱法测定药用植物

大红袍中的两个生物活性成分

谭 . 青# ，. 寿清耀# ，. 张 . 盛# ，. 沈征武#，!!

（# $ 上海中医药大学中药学院，上海 !"#!"’；! $ 巴塞利亚药业（ 中国）有限公司，江苏 海门 !!-#""）

摘要：建立了反相高效液相色谱 4二极管阵列检测器（=04>0?@4&A&）测定药用植物大红袍中具有抗菌活性的异黄

酮类化合物 ’B4C’+5;<#4%，(，)B4D+6:<E+"F<69"8#5G";’（ 化合物 #）及 具 有 良 好 免 疫 抑 制 活 性 的 紫 檀 烯 类 化 合 物 $，* 4
E6:<E+"F<4# 4)’D:"F<4［-B，-B4E6)’D:<#H<+5;"（!B，’B：!，’）］HD’+"(5+H’;’（ 化 合 物 !）含 量 的 方 法。采 用 的 色 谱 柱

为 AC6#’;D I"+*5F /J4@#$ 柱（!%" )) / )0 - ))，% !)），以乙腈 4"0 #K 甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，流速为

#0 " )? . )6;；柱温 ’" L 。化合物 # 和化合物 ! 分别在 )0 ) & #’0 ! !C 和 "0 )!$ & #0 !$) !C 范围内呈线性关系；平均

回收率分别为 **0 -%K 和 **0 ##K，相对标准偏差分别为 #0 $’K 和 !0 %*K（! 1 %）。该方法快速简便，灵敏度和分离

度好，适用于大红袍药材中活性黄酮类成分的测定。
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. . 大红袍，常用名为大红袍，俗称锈钉子、山黄豆、

大和红，硬毛秔子梢、山皮条、地油根、白蓝地花，为

豆科秔 子 梢 属 植 物 毛 秔 子 梢（).0=1’&5/&=*, %*/>

5+’’.（S+5;(:$ ）/(:6;E#$ ）的干燥根，主要分布于我

国的云南、四 川、广 东、广 西 等 地 区。 本 品 为《 中 国

药典》#*(( 年版收载品种，性涩微苦，微温，具 有 活
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血、调经、理气、止痛等作用，常用于治疗月经不调、

闭经、痛经、血崩、白带、胃及十二指肠溃疡、扭伤、外

伤出血、烫伤［"］。大红袍中含有单宁［#］、三萜［$］、木

脂素［% & ’］、香豆素［(］、黄酮［) & "%］等化合物。目前，该

药材的质量标准比较简略，也未见对大红袍中的化

学成分进行含量测定的研究报道。本文运用反相高

效液 相 色 谱!二 极 管 阵 列 检 测 器（ "#!$#%&!’(’）

技术对大红袍中具有高度抗菌活性的异黄酮类化合

物 $)!*+,-./0!*，(，%)!1,23/4,56/27580-95.+［"$］（ 化合

物 "）及具有良好细胞免疫抑 制 活 性 的 黄 酮 类 紫 檀

烯类化合 物 )，+ !423/4,56/!" !:+1356/!［’)，’)!42:!
+13/0;/,-.5（#)，$)：#，$）］;1+,5<-,;+.+［"%］（ 化合物

#）（ 结构见图 "）的含量进行测定，为该药材有效成

分的 检 测 和 控 制 及 其 质 量 标 准 的 建 立 提 供 实 验

依据。

图 !" 化合物 ! 及化合物 # 的化学结构

!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’, 01 )0(20/34, ! *34 #

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

! ! =-1+,7 #’+* > #++) %& > ’(’ 系 列 高 效 液 相 色

谱仪（ 含在线真空脱气机、低压四元梯度泵、自动进

样器、柱温箱、二 极 管 阵 列 检 测 器，=-1+,7 ?:;5@!
+,# 7581@-,+ 色谱工作站，美国 =-1+,7 公司）。

! ! 化合物 "、化合物 # 对照品由本课题组 从 大 红

袍中分离得到，经紫外光谱、红外光谱、高效液相色

谱!质谱、核磁共振氢谱、碳谱及二维核磁共振谱鉴

定，$#%& 归一化法测定其含量 在 +)A 以 上。乙 腈

为色谱纯，甲酸、乙醇为分析纯，水为超纯水。

! ! 实验用药材购于云南楚雄。经上海中医药大学

周秀佳教授鉴定为毛秔子梢 !"#$%&’()’$*+ ,*)(-&.
&"（B,-.<3C ）D<32.40C 的 根。生 药 样 品 经 粉 碎 后，

过 %, 目筛，置于干燥器中备用。

! $ #" 对照品溶液的制备

! ! 精密称取 ""- ,, :* 化合物 " 、"- ,( :* 化合物

#，用乙腈!水（(,. $,，9 > 9）溶解并定容至 ", :%，制

成质量浓度分别为 "- ",, * > % 和 ,- ",( * > % 的对照

品溶液，备用。

! $ $" 样品溶液的制备

! ! 取干燥大红袍药材粉末 " *，精密称定，置于具

塞锥形瓶中，精密加入 +*A 乙醇 #, :%，称定质量，

超声 $, :2.，放冷后再称 定 质 量，用 +*A 乙 醇 溶 液

补足减失的 质 量，摇 匀，过 滤。 取 续 滤 液 # :%，用

,- %* !: 微孔滤膜过滤，滤液作为供试品溶液。

! $ %" 色谱条件

! ! 色 谱 柱：(*20+.1 E5,F-6 DG!&") 柱（#*, :: /
%- ’ ::，* !:）。流 动 相：乙 腈（(）和 ,- "A 甲 酸

水溶液（G）。梯度洗脱程序：, 0 * :2.，%,A (；* 0
"* :2.，%,A ( 0 ’*A (；"* 0 $, :2.，’*A ( 0
)*A (；$, 0 $* :2.，)*A ( 0 ",,A (；$* 0 %,
:2.，",,A (。 流 速："- , :% > :2.。 柱 温：$, H。

检测波长：#$, .:。进 样 量：", !%。 记 录 时 间：%,
:2.。滞留时间：#- " :2.。

#" 结果与讨论

# $ !" 样品预处理方法的优化

! ! 试验比较了 %, I$J 超声提取和回流提取，结果

发现对大红袍中化学成分的提取效果差不多，故本

文采用简便快捷的超声提取法。还试验比较了甲醇

和不同浓度（",,A、+*A、(*A、*,A，体积分数）乙醇

溶液的提取效果，结果发现 +*A 乙醇对化合物 " 和

# 的提取效 率 和 纯 乙 醇、甲 醇 一 样。考 虑 溶 剂 的 毒

性和挥发性，本文选择以 +*A 乙醇作提取溶剂。

# $ #" 色谱条件的选择

! ! 化合物 " 和 # 因均含有酚羟基而具有一定的酸

性和极性，易解离出质子，在流动相中添加适当比例

的酸可抑制解离以获得稳定的色谱峰。故本研究采

用 ,- "A 甲酸水溶液和乙腈作为流动相。

! ! 用 ’(’ 检测对照品化合物 " 和 # 溶液，在 "+,
0 %,, .: 范围内进行扫描。化合物 " 在 #’" .: 处

出现 了 一 个 吸 收 峰，化 合 物 # 在 #$" .:、#), .:、

$%’ .: 处出现吸收峰（ 见图 #）。为减少溶剂、流动

相及样品中其他成分的干扰，确保目标物含量测定

结果的准确性，根据化合物 "、# 的紫外吸收谱图，选

择 #’" .: 作为化合物 " 的检测波长，#), .: 作为

化合物 # 的检测波长。

# $ $" 线性关系

! ! 精密吸取质量浓度为 "- ",, * > % 的化合物 " 对

·"*""·
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图 !" （!）化合物 # 和（"）化合物 ! 的紫外吸收谱图

#$%& !" ’( )*+,-.! /0（!）,/1*/234 #
!34（"）,/1*/234 !

照品储备溶液，加乙腈!水（#$% &$，" # "）溶液配制得

到 $’ !!$、$’ &&$、$’ (($、$’ ))$、$’ **$ $ # % 的对照品

溶液。精密吸取质量浓度为 $’ +$# $ # % 的化合物 !
对照品储备溶液，加入乙腈!水（#$% &$，" # "）溶液配

制 得 到 $’ $!+ (、$’ $&! +、$’ $(! "、$’ $)& )、$’ $*( !
$ # % 的对照品溶液，摇匀。分别进样 !$ !% 分析，记

录各自峰面积。以对照品峰面积 ! 为纵坐标，进样

量 " 为横坐标进行线性回归，得到的线性回归方程

为：化合物 +，! , +"- "*(’ !" . )$ +$(，# , $’ --- (
（$ , )）；化合物 !，! , +-! )#(’ !" / +!( !$$，# ,
$’ --- -（$ , )）。结果表明，化合物 + 在 (’ ( 0 +&’ !
!$、化合物 ! 在 $’ (!" 0 +’ !"( !$ 范围内呈良好的

线性关系。

! & $" 精密度、重复性和稳定性

1 1 分别精密吸取稀释后的化合物 +、化合 物 ! 对

照品溶液，重复进样 * 次，以峰 面 积 计，化 合 物 +、!
峰面 积 测 定 值 的 相 对 标 准 偏 差（ &’(）分 别 为

$’ &"-) 和 $’ #$")，表明系统的精密度较好。

1 1 分别从 & 批大红袍药材粉末中各取 + $，每批取

! 份，共 * 份，精 密 称 定，按 +’ & 节 方 法 制 备 供 试 品

溶液并分析，化合物 + 和 ! 在 & 批药材中的平均含

量分别 为 +’ !"-) 和 +’ )+!)（ 质 量 分 数，下 同 ），

&’( 分别为 +’ "&() 和 &’ #)!)，表明方法的重复性

较好。

1 1 取同一份供试品溶液，分别于 $、+、!、(、+!、!( *
进样，化合物 + 和化合物 ! 峰面积测定值的 &’( 分

别为 $’ "+!) 和 $’ -(#)，表明供试品溶液在 !( * 内

稳定。

! & %" 加标回收率

1 1 取已知含量的大红袍药材粉末约 + $，共 * 份，

精密称定，分别精密加入化合物 + 和化合物 ! 对照

品 + + +$$ ,$ 和 $ + !+( ,$，按 +’ & 节方法制备供试

品溶液并进行分析测定，得到化合物 +、化合物 ! 的

平均回收率分别为 --’ *)) 和 --’ ++)，&’( 分别为

+’ "&) 和 !’ )-)。

! & &" 实际样品测定

1 1 采用建立的方法对某批大红袍药材进行分析测

定，在 该 批 药 材 中 化 合 物 + 的 含 量 为（ +’ !"- 2
$’ $!-）)（ $ , &），化 合 物 ! 的 含 量 为（ $’ +)! 2
$’ $$*）)（$ , &）。色谱图见图 &。

图 ’" 大红袍样品的色谱图

#$%& ’" 56./1!-/%.!1) /0 ! )!1*7+ /0 !"#$%&’()’$*+
,*)(-&&"（#.!3,6& ）8,6$347

1 (-.-/.012 34"-5-2$.*6：4+ !*+ 2,；7+ !"$ 2,+
1 + + /1,8192: +；! + /1,8192: ! +

’" 结论

1 1 采用 &;!<;%=!(>( 技术测定了大红袍中具有

抗菌活性的 异 黄 酮 类 化 合 物 &?!$-@42A5!)，#，(?!.@0!
*A:@1BA061C54"12- 及 具 有 良 好 细 胞 免 疫 抑 制 活 性

的紫檀 烯 类 化 合 物 "，- !:0*A:@1BA!+ !,-.*1BA!［*?，
*?!:0,-.*A58A@421（ !?，&?：!，& ）］8.-@1/4@8-2-。

该方法所用流动相系统和样品预处理方法简单、快

速，能准确有效地测定大红袍中主要黄酮类成分的

含量，为该药材质量标准的建立提供实验依据，也为

进一步研究开发大红袍药材提供了参考。

·!)++·
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