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摘要：目的　建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定异叶爬山虎中异槲皮苷含量的方法，并测定广西不同地区的异叶爬山虎中异
槲皮苷的含量。方法　采用ＩｎｅｒｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇０．０５％磷酸溶液（４６∶５４），流速１ｍＬ·

ｍｉｎ－１，检测波长２５８ｎｍ，柱温２５℃，进样量１０μＬ，分析时间３２ｍｉｎ。结果　异槲皮苷的进样量在２０～２００μｇ范围内，与峰面
积呈良好的线性关系，相关系数ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６）；异槲皮苷的平均回收率为９８．５３％（ｎ＝６），ＲＳＤ为０．７９％。结论　该法操
作简便，重复性好，可用于测定异叶爬山虎中异槲皮苷含量。
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　　异叶爬山虎为葡萄科爬山虎属异叶爬山虎
［Ｐａｒｔｈｅｎｏｃｉｓｓｕｓｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ（ＢＩ．）Ｍｅｒｒ．］的干燥茎
叶。分布于广西、安徽、浙江等地区，具有祛风除

湿，通龙路、火路，止血，解毒等功效。广西民间多

用于风湿痹痛、偏头痛、风湿疮毒、骨折等病症的治

疗［１２］。目前，仅见异叶爬山虎果皮中红色素的研

究［３］，关于其药理活性及化学成分研究报道较少。

本课题组研究发现异叶爬山虎的乙酸乙酯萃取部

位对·ＯＨ、Ｏ２
－、ＤＰＰＨ有清除作用，清除率达到

７５％以上，说明其具有抗氧化活性；对乙酸乙酯萃
取部位进行成分分离，得到芹菜素、木犀草素、槲皮

素、异槲皮苷等黄酮类化合物［４］。现代药理研究表

明异槲皮苷具有抗氧化活性，临床上还可治疗心肌

缺血、缺氧等，故选择异槲皮苷作为含量测定的指

标性成分。本实验还测定了广西不同产地的异叶

爬山中异槲皮苷的含量，为异叶爬山虎药材质量控

制提供依据。

１　仪器与试药
１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪（美国Ａｇ
ｉｌｅｎｔ）；ＸＳ２０５电子天平（梅特勒公司）；Ｂ２２００ｓ超声
波清洗器（必能信超声有限公司）。

１．２　试药　甲醇为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公司），水为娃哈
哈纯净水，其他试剂均为分析纯。异叶爬山虎均采

自广西壮族自治区内各地，异槲皮苷为自制（纯度

＞９８％，１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＩＲ、ＵＶ、ＭＳ等数据与文献
一致［５］，符合要求）。

２　方法与结果
２．１　色谱条件　ＩｎｅｒｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇０．０５％磷酸溶液（４６∶５４），流
速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２５８ｎｍ，柱温２５℃。
２．２　对照品溶液的制备　精密称取异槲皮苷对照
品约５ｍｇ，置于２５ｍＬ的容量瓶中，用甲醇超声溶
解，再用甲醇稀释到刻度。

２．３　供试品溶液的制备　取异叶爬山虎粉末（过
６０目筛）２ｇ，精密测定，置锥形瓶中，精密加入甲醇
１５ｍＬ称重，超声（８０Ｗ，５０ｋＨｚ）提取４０ｍｉｎ，取出
放冷、用甲醇补足失重，摇匀，用０．４５μｍ微孔滤膜
滤过，取续滤液，即得。

２．４　测定法　分别吸取对照品溶液、供试品溶液
及阴性样品溶液各１０μＬ进样。在上述系统适应
性的色谱条件下，供试品中异槲皮苷色谱峰与对照

品异槲皮苷色谱峰保留时间一致，并与其它共存成

分最小分离度大于１．５，理论塔板数为大于３０００，
主峰与杂质峰达到基线分离，所得色谱图见图１，２。

图１　对照品异槲皮苷色谱图

图２　异叶爬山虎药材（广西贵港）色谱图

２．５　线性关系考察　精密称取异槲皮苷对照品
５．００ｍｇ，置于２５ｍＬ的容量瓶中，加甲醇超声溶解
再用甲醇稀释到刻度，摇匀。制成浓度为 ０．２０
ｇ·Ｌ－１的对照品母液，并从上述的对照品溶液中精
密吸取０．５、１、２、４、５ｍＬ，分别置于５ｍＬ的容量瓶
中并用甲醇稀释的刻度线摇匀，即得。再分别从容

量瓶中吸取１０μＬ，注入液相色谱仪。以对照品的
进样量（μｇ）为横坐标，峰面积为纵坐标，进行回归
计算，得异槲皮苷的回归方程 Ｙ＝１４．７７４Ｘ－
１３．５２５，ｒ＝０．９９９９。结果证明，异槲皮苷的进样量
在０．０２～０．２００ｇ·Ｌ－１范围内，呈良好的线性关系。
２．６　精密度试验　精密吸取“２．２”项中的对照品
溶液１０μＬ，按“２．１”项色谱条件连续进样６次，记
录峰面积。结果，ＲＳＤ为１．４２％（ｎ＝６），表明仪器
精密度良好。

２．７　稳定性试验　取同一份供试品溶液（广西贵
港产），按照“２．３”项下方法配制在上述色谱条件下
于０、２、４、６、８、２４ｈ分别进样１０μＬ测定，记录峰面
积。结果，ＲＳＤ为０．１４％（ｎ＝６），表明供试品溶液
在２４ｈ内稳定性良好。
２．８　重复性试验　取同一批异叶爬山虎（广西贵
港产，过６０目筛）粉末６份，精密称量，按“２．３”项
下方法操作，制得６份供试品溶液，在上述色谱条
件下，分别吸取１０μＬ注入色谱仪测定含量。结果，
异槲皮苷的平均含量为０．０４％，ＲＳＤ为０．５６％，表
明该方法重复性较好。
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表１　异槲皮苷的加样回收试验结果（ｎ＝６）

取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１．０３１８ ０．３９５５ ０．４０００ ０．７９２３ ９９．６０

１．０３１８ ０．３８７０ ０．４０００ ０．７６８７ ９７．６７

１．０３１８ ０．３９０２ ０．４０００ ０．７７９９ ９９．１０ ９８．５３ ０．７９

１．０３１８ ０．３８４５ ０．４０００ ０．７７９１ ９８．６０

１．０３１８ ０．３７６８ ０．４０００ ０．７６６０ ９８．６１

１．０３１８ ０．３８９１ ０．４０００ ０．７７０５ ９７．６４

２．９　加样回收率试验　精密称取已知含量
（０．０４％）的异叶爬山虎（广西贵港产）粉末６份，每
份约 １．００００ｇ，分别精密加入对照品溶液（２００
ｍｇ·Ｌ－１）２ｍＬ，再加入 １５ｍＬ甲醇，超声（８０Ｗ，
５０ｋＨｚ）提取 ４０ｍｉｎ，用甲醇补足失重，摇匀，用
０．４５μｍ微孔滤膜滤过，制得６份供试品溶液，在上
述色谱条件下，分别取 １０μＬ注入色谱仪测定含
量，计算回收率，结果见表１。
２．１０　样品测定　取广西不同产地的异叶爬山虎，
晾干，打粉，过６０目筛，各取约２ｇ，按照“２．３”项下
方法操作，在上述的色谱条件下对样品进行测定，

记录峰面积，计算含量。结果见表２。

表２　异槲皮苷的含量测定结果

样品编号 产地来源 采集日期 异槲皮苷／％

１ 广西宁川县 ２０１４０５１７ ０．０４

２ 广西玉林１ ２０１４０５１８ ０．０２

３ 广西天峨县 ２０１４０５２１ ０．０４

４ 广西天峨县八腊乡 ２０１４０５２１ ０．０２

５ 广西玉林２ ２０１４０５２０ ０．０２

６ 广西贵港 ２０１４０６１８ ０．０６

７ 广西来宾 ２０１４０２１９ ０．０７

３　讨论
３．１　检测波长的选择　本实验对异槲皮苷对照品
进行紫外全波长扫描，结果显示在２５８ｎｍ处有最
大吸收，故选择２５８ｎｍ作为检测波长。
３．２　流动相与流速的选择　参照文献［６］，本实验
考察了不同流动相系统的洗脱效果。采用甲醇水
（５０∶５０）时，被测化合物峰形较宽，理论塔板数低，
分离度低，出现拖尾的现象；采用甲醇０．０５％磷酸
溶液（４６∶５４）时，峰形尖锐、对称，分离度高，分离效
果好。故选择甲醇０．０５％磷酸水（４６∶５４）作为流
动相。

３．３　色谱柱的选择　考察３根不同色谱柱：Ｋｒｏｍａ
ｓｉｌ１００５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）、ＡｌｌｔｉｍａＣ１８
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）、ＩｎｅｒｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×

２５０ｍｍ，５μｍ）对供试品溶液的分离效果，结果表
明供试品中异槲皮苷色谱峰与其他杂质均达到基

线分离，分离度大于１．５。其中 ＩｎｅｒｓｉｌＣ１８色谱柱柱
效最高，分离效果最好，故选择该色谱柱。

３．４　柱温的选择　在其他液相色谱条件相同（流
动相、色谱柱、流速、进样量、检测波长）的情况下，

分别考察了不同色谱柱柱温（２５、３０、３５℃）对供试
品分离度的影响。结果表明，在色谱柱温度为２５℃
时，各色谱峰分离较好，基线平稳，所以本实验选择

色谱柱温度为２５℃。
３．５　供试品制备方法的选择　分别采用渗漉法、
超声波法和热回流法制备供试品溶液，结果表明超

声波法和热回流法的提取率较高，且两者的提取率

接近，综合考虑选择超声波法；又比较了药材超声

提取３０、４０、６０ｍｉｎ异槲皮苷的提取率，结果表明超
声提取４０ｍｉｎ的提取率较高。因此，供试品制备方
法为超声提取４０ｍｉｎ。
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