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微乳液相色谱法测定广东紫珠中 5 种黄酮成分 
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摘要：目的  建立微乳液相色谱法同时测定广东紫珠中 5,4′-二羟基-3,7,3′-三甲氧基黄酮、鼠李秦素、华良姜素、岳桦素、

毡毛美洲茶素 5 种黄酮成分。方法  微乳体系组成的流动相为：2.2%SDS -1.5%正辛烷-7.75%正丁醇- 0.5%三乙胺-88%水

(用 H3PO4 调节 pH3.7)，色谱柱为 Hypersil BDS C18(4.6 mm×150 mm，5 μm)柱；检测波长 350 nm；流速 0.8 mL·min1；进

样量 10 μL；柱温为 30 ℃。结果  广东紫珠中 5 种黄酮成分在 30 min 内达到完全分离，在 1.520~72.25 μg·mL1 内，5

个黄酮成分的线性相关系数 r≥0.999 5，平均回收率 99.6％~100.5％。结论  本方法可应用于中广东紫珠中 5 种黄酮成分

的含量分析。 

关键词：微乳液相色谱法；广东紫珠；黄酮 

中图分类号：R917.101       文献标志码：B       文章编号：1007-7693(2013)06-0651-04 

 
Simultaneous Determination of Five Flavonoids in Callicarpa Kwangtungensis Chun. by Microemulsion 
Liquid Chromatography  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an efficient microemulsion liquid chromatography(MELC) method and validate for 
simultaneous determination of five flavonoids (5,4′-dihydroxy-3,7,3′-trimethoxyflavone, rhamnatin, kumatakenin, ermanine and 
velutin) in Callicarpa kwangtungensis Chun.. METHODS  The MELC separation was performed on a Hypersil BDS Cl8 

column(4.6 mm×150 mm, 5 μm) with the mixture of 2.2% SDS-1.5% octane-7.75% n-butanol-0.5% triethylamine-88% water, the 

pH was adjusted to 3.7 with phosphoric acid as the mobile phase. The flow rate was set at 0.8 mL·min1 and the eluent was 

detected at 350 nm for the five flavonoids．RESULTS  The calibration curves of the five flavonoids were linear (r≥0.999 5) 

over the concentration range of 1.52072.25 μg·mL1. The mean recoveries were 99.6%100.5%. CONCLUSION  The results 
indicate that the optimized method is successfully applied to the analysis of five important flavonoids in Callicarpa 
kwangtungensis Chun.. 
KEY WORDS: microemulsion liquid chromatography; Callicarpa kwangtungensis Chun.; flavonoid 
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广东紫珠(Callicarpa kwangtungensis Chun.)为

马鞭草科紫珠属植物，具有止血、止痛之功效，

在民间主要用于治疗偏头痛、吐血、跌打肿痛、

外伤出血等[1]，药用部位为广东紫珠的干燥茎枝，

是抗宫炎片等中成药的主要原料药材。近年来，

广东紫珠的化学成分研究，发现了众多的化合物

和多方面的药理活性，其主要化学成分为二萜类、

三萜类、环烯醚萜苷、黄酮类等，其中总黄酮类

化合物主要为 5,4′-二羟基 -3,7,3′-三甲氧基黄酮

(5,4′-dihydroxy-3,7,3′- trimethoxyflavone，DT)、鼠
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李秦素(rhamnatin，RH)、华良姜素(kumatakenin，

KU)、岳桦素 (ermanine，ER)、毡毛美洲茶素

(velutin，VE)，被认为是具有抗炎镇痛功能的有效

成分[2-4]，因此通过测定黄酮含量来控制药材及其

制剂质量。目前广东紫珠及其制剂有效成分的分

析方法有高效液相色谱法[5]、紫外-可见光分光光

度法[6-7]等，由于广东紫珠有效成分较复杂，分离

条 件 难 以 达 到 理 想 效 果 。 微 乳 液 相 色 谱

(microemulsion liquid chromatography，MELC)是在

胶束液相色谱(MLC)基础上发展起来的一种新型

液相色谱技术，在 MELC 分离过程中，溶质的保

留由其在固定相、微乳分散相和水相之间的分配

平衡决定，尤其是微乳分散相(油相)对亲脂性化合

物洗脱能力更强，使其色谱分离具有新的机理，

同时其可控参数较多，易改善溶质的保留行为，

提高分离度。微乳流动相含水约 90％，减少了污

染，降低了分析成本，并缩短了分析时间，被誉

为绿色色谱。近年来微乳液相色谱技术应用主要

体现在多组分化学药物的分离、药物制剂以及生

物样品的分析，在中药分析方面报道不多[8-12]。本

实验采用微乳液相色谱技术，检测广东紫珠 5 种

黄酮成分，通过优化色谱条件，在短时间内完成

了多组分的快速检测。 

1  材料 

Agilent 1100 型高效液相色谱仪(美国 Agilent

公司)；QT-330 柱温箱(天津旗美科技有限公司)；

SB-2200 超声波仪(上海必能信超声有限公司)；

LBXZ-20 旋转式蒸发仪(上海申玻仪器公司)。 

DT(批号：111956-200405，纯度为 99%)、RH(批

号：110712-200516，纯度为 99%)、KU(批号：

110815-200302 ， 纯 度 为 99%) 、 ER( 批 号 ：

110831-200415 ， 纯 度 为 99%) 、 VE( 批 号 ：

111857-200501，纯度为 99%)，均购自中国药品生

物制品检定所；广东紫珠干燥茎枝(怀化正好制药

有限公司提供，由怀化正好制药有限公司技术部

部长宋思才高级工程师鉴定为正品广东紫珠.)；十

二烷基硫酸钠(SDS，广东汕头西陇化工公司)；甲

醇为色谱纯；正丁醇、正辛烷、三乙胺等为市售

分析纯，水为色谱用超纯水。 

2 方法与结果 

2.1  溶液的配制 

2.1.1  混合对照品溶液   取真空干燥至恒重的

DT 4.25 mg、RH 4.10 mg、KU 3.64 mg、ER 3.31 

mg、VE 3.04 mg 对照品，精密称定，置 10 mL 量

瓶中，加适量甲醇超声溶解，再加甲醇至刻度，

摇匀，作为混合对照品贮备液。 

2.1.2  供试品溶液  将广东紫珠药材干燥打粉，

取粉末(过 60 目筛)约 2 g，精密称定，置具塞烧瓶

中，精密加入甲醇 25 mL，称定重量，加热回流 1 h，

放冷，再称定重量，用甲醇补足失重，摇匀，滤

过。精密量取续滤液 5 mL，置烧瓶中，挥去溶剂，

加 8%盐酸溶液 10 mL，超声使溶解，再加氯仿 10 

mL，加热回流 1 h，放冷，转移至分液漏斗中，分

取氯仿层，挥去溶剂，残渣加少量甲醇使溶解，

定量转移至 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，

即得供试品溶液。临用前用 0.45 μm 滤膜过滤，取

续滤液进样。 

2.1.3  微乳流动相  将微乳成分表面活性剂、油

相、助表面活性剂及水按顺序和比例混合，微乳

流动相为：2.2%SDS-1.5%正辛烷 -7.75%正丁醇

-0.5%三乙胺-88%水(用 H3PO4 调节 pH 3.7)，超声

30 min，0.45 μm 滤膜过滤后，即得透明稳定的微

乳液。 

2.2  色谱条件 

色谱柱为 Hypersil BDS C18(4.6 mm×150 mm，

5 μm)柱；流动相为微乳流动相；检测波长 350 nm；

流速 0.8 mL·min1；进样量 10 μL；柱温 30 ℃。在

此色谱条件下混合对照品溶液和供试品溶液的色

谱图见图 1。 

 
图 1  微乳液相色谱图 

a混合对照品；b供试品 

Fig 1  Microemulsion liquid chromatogram  
amixed control solution; bsample 

2.3  标准曲线、定量限和检出限 

取混合对照品贮备液，用微乳流动相稀释成
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一系列浓度的混合标准溶液，DT、RH、KU、ER、

VE 的系列混合浓度分别为：1 号：2.125，2.051，

1.821，1.653，1.520 μg·mL1；2 号：6.375，6.153，

5.463，4.959，4.560 μg·mL1；3 号：10.63，10.26，

9.105，8.265，7.600 μg·mL1；4 号：21.25，20.51，

18.21，16.53，15.20 μg·mL1； 5 号：31.88，30.77，

27.32，24.80，22.80 μg·mL1；6 号：42.50，41.02，

36.42，33.06，30.40 μg·mL1；7 号：53.13，51.28，

45.53，41.33，38.00 μg·mL1；8 号：63.38，61.53，

54.63，49.59，45.60 μg·mL1；9 号：72.25，69.73，

61.91，56.20，51.68 μg·mL1。按“2.2”项下色谱

条件，进样分析，以峰面积(y)对浓度 x(μg·mL1)

进行线性回归，5 种黄酮成分的线性回归方程、定

量限 (LOQ)(n=6，RSD 分别为 DT 0.76%，RH 

0.52%，KU 0.93%，ER 0.85%，VE 0.61%)和检出

限(LOD)结果见表 1。 

2.4 仪器精密度试验 

取“2.3”项下 4 号和 5 号混合对照品溶液适

量，连续进样 6 次。各化合物峰面积的 RSD(n=6)

分别为 DT 0.65%，0.81%；RH 0.58%，0.92%；

KU 0.61%，0.85%；ER 0.72%，0.95%；VE 0.91%，

1.05%，表明仪器精密度良好。 

表 1  MELC 法测定 5 种黄酮成分的标准曲线、定量限和

检出限 

Tab 1 Calibration, LOQ and LOD data of five flavonoids 
determined by MELC 

化合物
线性范围/ 

μg·mL1 
线性方程 r 

LOQ/

μg·mL1

LOD/

μg·mL1

DT 2.125~72.25 y=95.21x6.152 0.999 6 0.85 0.27

RH 2.051~61.53 y=75.15x–5.523 0.999 5 0.62 0.16

KU 1.821~56.45 y=45.18x3.216 0.999 6 0.48 0.15

ER 1.653~46.28 y=62.35x4.152 0.999 6 0.56 0.22

VE 1.520~45.60 y=61.65x4.351 0.999 9 0.51 0.21

2.5  稳定性试验  

取同一批“2.1.2”项下方法制备的广东紫珠

供试品溶液，于 0，2，4，8，10，12 h 分别进样

一次，各化合物峰面积的 RSD(n=6)分别为 DT 

0.56%，RH 0.51%，KU 0.57%，ER 0.45%，VE 

0.62%，表明 5 种黄酮成分在 12 h 内稳定。 

2.6  加样回收率及日内、日间精密度试验  

取已知含量的样品适量，共 6 份，精密称定，

精密加入一定量的混合对照品溶液，按“2.1.2”

项下方法制备供试品溶液，按“2.2”项下色谱条

件进样分析，计算加样回收率及日内、日间误差，

结果见表 2。

表 2 广东紫珠 5 种黄酮成分的加样回收率及日内、日间精密度结果(n=6) 

Tab 2  Spiked recoveries, Intra- and interday precision for the quantitative determination of five flavonoids in Callicarpa 
kwangtungensis Chun. by MELC (n=6) 

化合物 已知量/μg·mL1 加入量/μg·mL1 测得量/μg·mL1 回收率/% RSD/% 日内精密度/% 日间精密度/%

DT 30.16 30.32 60.45  99.6 1.7 0.65 2.8 

RH 25.31 25.16 50.52 100.2 2.1 0.26 2.5 

KU 15.12 15.61 30.65  99.6 1.9 0.52 2.3 

ER 22.27 22.52 44.68  99.8 1.8 0.45 1.9 

VE 20.15 20.27 40.51 100.5 2.3 0.46 2.1 

 

2.7  重复性试验  

取同一批广东紫珠 6 份，按“2.1.2”项下方

法制备供试品溶液，按“2.2”项下色谱条件进样

分析，各黄酮成分平均含量的 RSD(n=6)分别为 DT 

0.56%，RH 0.45%，KU 0.81%，ER 0.62%，VE 

0.57%，表明本方法重复性良好。 

2.8  样品含量测定  

取不同批次广东紫珠药材干燥粉末(过 60 目

筛)约 2 g，精密称定，按“2.1.2”项下方法制备供

试品溶液，按“2.2”项下色谱条件进样分析，计

算广东紫珠中 5 种酮成分的含量，结果见表 3。 

3  讨论 

3.1  不同表面活性剂的选择   

本实验考察了 SDS、Brij35 表面活性剂对 5

种黄酮成分的分离效果，结果表明，在流动相中

加入 SDS，可使 5 种药物在较短时间内达到基线

分离，而加入 Brij35，样品的分析时间较长，故选

择 SDS 作为表面活性剂。 

3.2  表面活性剂浓度对分离的影响   

在微乳稳定区域范围内，考察 SDS 浓度在

1.5%~3.0%内变化时的试验结果，发现随着 SDS

浓度增加，分离度降低，保留时间相应缩短；当 
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表 3 广东紫珠 5 种酮成分的含量结果 

Tab 3  Contents of five flavonoids in Callicarpa kwangtungensis Chun.  

DT RH KU ER VE 

批 号 含量/ 

mg·g-1 
RSD/% 

含量/ 

mg·g-1 
RSD/% 

含量/ 

mg·g-1 
RSD/% 

含量/ 

mg·g-1 
RSD/% 

含量/ 

mg·g-1 
RSD/% 

20101201 17.25 2.6 15.16 2.1 8.51 2.5 13.27 2.3 12.05 2.6 

20101202 17.61 2.3 15.32 2.8 8.85 1.9 13.54 2.1 12.26 2.5 

20101203 17.06 1.9 15.07 2.3 8.53 2.2 13.03 1.9 12.12 2.3 

平均值 17.31  15.18  8.63  13.28  12.14  

总黄铜含量 66.54 mg·g1 

 

SDS 浓度在 2.2%时，分离效果和保留时间最为理

想，故确定 SDS 的试验浓度为 2.2%。 

3.3  助表面活性剂含量对分离的影响   

改变助表面活性剂正丁醇的含量，对保留时

间和分离效果有影响。笔者考察了正丁醇含量在

4.0%~15.0%内变化时的试验结果，发现随着正丁

醇含量的增加，保留时间相应缩短。综合考虑组

分分离度和保留时间，确定助表面活性剂正丁醇

的浓度为 7.75%。 

3.4  不同油相及含量对分离的影响   

考察了正辛醇、正庚烷、正辛烷作为油相对

分离的影响，结果表明，油相对 5 种黄酮成分的

洗脱能力为：正辛烷>正庚烷>正辛醇，故选择正

辛烷为油相。改变油相正辛烷的含量，可以改变

物质的保留时间和分离度，当正辛烷的含量为

1.5%时，分离效果最理想，故确定油相正辛烷的

含量为 1.5%。 

3.5  pH 值对分离的影响   

在微乳体系中，用磷酸调节流动相 pH 值在

2.5~6.5，考察试验结果，发现改变 pH 值影响黄酮

成分的保留时间，随着 pH 值的增加，黄酮成分的

保留时间相应缩短，当 pH 值为 3.7 时，效果最为

理想，故选择流动相 pH 值为 3.7。 

3.6  广东紫珠中黄酮成分的质量控制   

广东紫珠黄酮成分含量既受到自身的遗传

因素和生化因素的影响，也受到植物生长发育进

程及其所处的环境条件影响，使得广东紫珠不同

部位、不同采集时间，其含黄酮成分量有较大变

化[5-6]，因此广东紫珠中黄酮成分检测和控制是确

保其制剂质量的前提。本实验建立的 MELC 测定

广东紫珠中 5 种黄酮成分，不仅为广东紫珠药材

质量控制提供新的方法和思路，也为广东紫珠的

种植和管理提供了指导依据。 
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