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一测多评法测定白背叶中 3 个黄酮碳苷成分的含量 *
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摘要　目的：建立一测多评法测定白背叶药材中 3 个黄酮碳苷成分葫芦巴苷Ⅱ、夏佛托苷和异夏佛托苷的

含量，并验证其准确性及可行性。方法：采用高效液相色谱法，使用 C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），

柱温 25 ℃，流动相为甲醇 -0.1% 乙酸水溶液，梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1，检测波长 336 nm。以葫芦巴

苷Ⅱ为内参物，建立其与夏佛托苷和异夏佛托苷的相对校准因子，计算白背叶药材中夏佛托苷、异夏佛托

苷的含量，实现一测多评。同时采用外标法测定白背叶药材中 3 个黄酮碳苷成分的量，比较计算值与测

定值之间的差异，以验证一测多评法在测定中的准确性及可行性。结果：在一定线性范围内，葫芦巴苷Ⅱ

与夏佛托苷、异夏佛托苷的相对校正因子分别为 1.315、1.022。一测多评法测得 6 批样品中葫芦巴苷Ⅱ的

含量范围为 0.75~7.51 mg·g-1，夏佛托苷的含量范围为 1.24~7.56 mg·g-1，异夏佛托苷的含量范围为 1.03~ 
5.99 mg·g-1，与外标法测定结果无显著性差异。结论：所建立的同时测定葫芦巴苷 II、夏佛托苷和异夏佛托

苷含量的一测多评法准确、可行，可用于白背叶药材的定量分析。
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Abstract　Objective：To develop a method for the simultaneous determination of three flavone C-glycosides
（vicenin Ⅱ，schaftoside and isoschaftoside）in the leaves of Mallotus apelta（Lour．）Muell．Arg．by quantitative 
analysis of multi-components by single-marker（QAMS），and to verify accuracy and feasibility of the method． 
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Methods：HPLC was performed on a C18 analytical column（4．6 mm×250 mm，5 μm）at 25 ℃ with methanol 
and 0．1% acetic acid as the mobile phase with gradient elution．Vicenin Ⅱ was used as the internal reference 
substance．The relative correlation factors（RCFs）of schaftoside and isoschaftoside to vicenin Ⅱ were determined．

The contents of these three flavone C-glycosides were determined by the external standard method（ESM）and 
QAMS method．The QAMS method was validated through comparison of the results obtained by the two different 
methods．Results：RCFs of schaftoside and isoschaftoside to vicenin Ⅱ were 1.315 and 1.022 respectively．The 
content ranges of vicenin Ⅱ，schaftoside and isoschaftoside by the QAMS method were 0.75-7.51 mg·g-1，1.24-
7.56 mg·g-1 and 1．03-5．99 mg·g-1 ，respectively．The two methods did not show significant difference in assay 
results and the RCFs were reliable．Conclusion：The QAMS method for simultaneous determination of vicenin Ⅱ，

schaftoside and isoschaftoside is feasible，accurate，and can be used to determine three flavone C-glycosides in the 
leaves of M．apelta．

Keywords：Mallotus apelta；flavone C-glycosides；common structure of apigenin；vicenin Ⅱ；schaftoside；

isoschaftoside；quantitative analysis of multi-components by single-marker（QAMS）

中药成分复杂，单一成分含量指标难以全面反映

中药的内在质量。多成分含量指标质量评价模式是

中药现代化发展的要求，但由于对照品难以分离获得

所致市场供应量有限，多指标测定所需费用较高等原

因，限制了多组分分析在质量控制中的实际应用。一

测多评（quantitative analysis of multi-components by 
single-marker，QAMS）法是多指标质量控制的模式

之一，通过建立一个成分标准曲线，同时实现多个同

类成分含量测定，克服了对照品紧缺和检测成本高的

困难，成为一种适合中药及其复方制剂特点的多指标

质量评价新模式，并已应用于中药及其制剂的质量控

制［1-6］。白背叶为大戟科野桐属植物白背叶 Mallotus 
apelta（Lour.）Muell. Arg. 的干燥叶，为华南地区常用

草药［7］，具有柔肝活血、健脾化湿、收敛固脱、消炎止

血等功效，主要用于慢性肝炎、肝脾肿大、子宫脱垂、

脱肛、白带、妊娠水肿、耳炎、疖肿、跌打损伤、外伤出

血等疾病［8］。白背叶中富含黄酮类成分，在前期研

究中，作者对白背叶的化学成分进行了研究，分离鉴

定了葫芦巴苷Ⅱ、夏佛托苷、异夏佛托苷 3 个黄酮碳

苷类成分，并建立 HPLC 法测定白背叶中这 3 个黄

酮碳苷类成分的含量［9］。据相关文献报道，葫芦巴 
苷Ⅱ、夏佛托苷、异夏佛托苷具有较强的抗菌、保肝等

作用［10］。白背叶药材中所含 3 个黄酮碳苷类成分化

学结构母核均为芹菜素，具有一致的紫外吸收光谱，

适合建立 QAMS 含量测定方法。因此，本研究将通

过外标法（ESM）建立白背叶药材中葫芦巴苷Ⅱ、异

夏佛托苷、夏佛托苷的 HPLC 含量测定方法，再以葫

芦巴苷Ⅱ为内标，探讨白背叶药材中 3 个黄酮碳苷成

分 QAMS 同步测定的可行性。

1　仪器与试药

1.1　仪器 
UltiMate 3000 型高效液相色谱仪（Thermo Sci-

entific），Chromeleon 7 色谱工作站；Agilent 1260 型高

效 液 相 色 谱 仪（Agilent Technologies），Agilent Chem 
Station 工 作 站；Agilent Eclipse XDB-C18 色 谱 柱（4.6 
mm×250 mm，5 μm），依 利 特 Hypersil BDS-C18 色 谱

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），Phenomenex Synergi  
Polar-RP C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，4  μm）；METTLER  
TOLEDO AG-204 电子分析天平（METTLER TOLEDO）；

Millipore Simplicity-UV 超纯水器（美国密里博）。

1.2　试药 
葫芦巴苷Ⅱ、夏佛托苷、异夏佛托苷的对照品为

自行从白背叶药材中分离、精制而得，经 MS、H1 和

C13-NMR 确定结构，HPLC 峰面积归一化法测得其

纯度均大于 98%。水为超纯水，甲醇、乙腈为色谱

纯（Fisher 公司），其余试剂均为分析纯。白背叶药

材经广西食品药品检验所韦家福副主任药师鉴定为

大戟科植物白背叶 Mallotus apelta（Lour.）Muell. Arg.
的干燥叶，标本存放于广西食品药品检验所中药标 
本室。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合对照品溶液　精密称取 105 ℃干燥至恒

重的葫芦巴苷Ⅱ、夏佛托苷、异夏佛托苷对照品适量，
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加 70% 甲醇水配制成每 1 mL 含葫芦巴苷Ⅱ 0.528 
mg，异夏佛托苷 0.452 mg 和夏佛托苷 0.476 mg 的混

合溶液，即得。

2.1.2　供试品溶液　取白背叶药材细粉约 1.0 g，精

密称定，精密加入 70% 甲醇水 20 mL，称量，加热回

流提取 1.5 h，放冷，用 70% 甲醇水补足减失的量，滤

过，取续滤液经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得。

2.2　色谱条件

仪 器：Thermo Scientific UltiMate 3000 型 高 效 液 
相 色 谱 仪；色 谱 柱：Agilent Eclipse XDB-C18（4.6 
mm×250 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A）-0.1% 乙酸

水溶液（B），梯度洗脱（0~10 min，20%A；10~50 min，

20%A → 80%A；50~51 min，80%A → 20%A）；流速：

1.0 mL·min-1，检测波长：336 nm；柱温：25 ℃ ；进样

量：10 μL。

分 别 吸 取 混 合 对 照 品 溶 液、供 试 品 溶 液 各 
10 μL，按上述色谱条件进样测定，结果见图 1。由图

1 可知，3 个黄酮碳苷类成分与其他成分之间分离 
良好。

1. 葫芦巴苷Ⅱ（vicenin Ⅱ）　2. 异夏佛托苷（isoschaftoside）　3. 夏佛托

苷（schaftoside）

图 1　混合对照品（A）和白背叶药材（B）HPLC 色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances（A）and 
leaves of Mallotus apelta（B）

2.3　方法学验证

2.3.1　线性关系考察　精密吸取“2.1.1”项下混合对

照品溶液（每 1 mL 中含葫芦巴苷Ⅱ 0.528 mg，异夏

佛托苷 0.452 mg，夏佛托苷 0.476 mg）0.5、1、2、3、5
和 10 mL，分别置 10 mL 量瓶中，用 70% 甲醇水定容

至刻度，摇匀，分别进样 10 μL 进行测定，以进样量

（X）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，绘制曲线，计算

回归方程，葫芦巴苷Ⅱ、异夏佛托苷、夏佛托苷的线性

回归方程分别为：

Y=10.39X+0.281 9　r=0.999 6
Y=11.13X+0.164 2　r=0.999 7
Y=10.32X+0.019 8　r=0.999 5

线性范围分别为 0.264~5.28、0.226~4.52、0.238~ 
4.76 μg，表明各成分进样量在各自范围内与峰面积

呈良好的线性关系。

2.3.2　精密度试验　取白背叶药材（批号 011198）

粉 末 约 1.0 g，精 密 称 定，按“2.1.2”项 下 方 法 制 备

供试品溶液，连续进样测定 6 次，记录峰面积；结果

葫芦巴苷Ⅱ、异夏佛托苷、夏佛托苷峰面积的 RSD
（n=6）分别为 0.52%、0.65%、0.74%。再取同一份白

背叶供试品溶液，分别于溶液制备后第 1、2、3、4、5、

6 d 同法进样，记录峰面积；结果葫芦巴苷Ⅱ、异夏佛

托苷、夏佛托苷峰面积的 RSD（n=6）分别为 0.69%、

0.48%、0.76%。表明仪器在日内和日间精密度良好。

2.3.3　稳定性试验　取同一份白背叶供试品溶液

（批号 011198），分别于溶液制备后 0、2、4、12、24 h
进样，测定，记录各成分峰面积的 RSD；结果葫芦巴

苷Ⅱ、异夏佛托苷、夏佛托苷峰面积的 RSD（n=5）分

别为 0.99%、1.1%、0.82%，表明供试品溶液在 24 h 内

稳定。

2.3.4　重复性试验　取同一批白背叶药材粉末（批

号 011198）6 份，每份约 1.0 g，精密称定，按“2.1.2”项

下方法制备供试品溶液，分别进样 10 μL，记录峰面积，

并计算含量。葫芦巴苷Ⅱ的平均含量为 3.31 mg·g-1，

RSD 为 1.9%；异夏佛托苷的平均含量为 4.09 mg·g-1，

RSD 为 2.1%；夏佛托苷的平均含量为 3.21 mg·g-1，

RSD 为 2.0%；表明该方法的重复性良好。

2.3.5　加样回收率试验　精密称取对照品葫芦巴 
苷Ⅱ 16.8 mg，异夏佛托苷 19.89 mg，夏佛托苷 15.9 
mg，置同一 200 mL 量瓶中，加适量甲醇超声使溶解

并稀释至刻度，摇匀，即得混合对照品储备液；另取

已测定含量（每 1 g 中含葫芦巴苷Ⅱ 3.31 mg，异夏

佛托苷 4.09 mg，夏佛托苷 3.21 mg）的白背叶药材粉

末（批号 011198）6 份，每份约 0.5 g，精密称定，分别

精密加入上述混合对照品储备液 20 mL，按“2.1.2”

项下方法制备供试溶液，按“2.2”项下色谱条件进

样，测定峰面积，计算葫芦巴苷Ⅱ、异夏佛托苷、夏佛

托苷的平均回收率（n=6）分别为 98.6%、101.3% 和
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99.5%，RSD 分别为 2.9%、2.2%、1.8%。

3　相对校正因子（RCF）和相对保留时间的测定

3.1　待测组分相对校因正子计算　

精密吸取“2.1.1”项下混合对照品溶液（每 1 mL
中含葫芦巴苷Ⅱ 0.528 mg，异夏佛托苷 0.452 mg，夏

佛托苷 0.476 mg）0.5、1、2、3、5 和 10 mL，分别置 10 
mL 量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，按“2.2”项下

色谱条件进样分析，以葫芦巴苷Ⅱ（S）为内参物，计

算待测成分异夏佛托苷和夏佛托苷的相对校正因子，

结果见表 1。相对校正因子的计算公式为［11］：

fg/i= ×
fs

fi

Ci×As

Cs×Ai

式中 As 为内参物峰面积，Cs 为内参物的浓度，Ai

为待测组分 i 的峰面积，Ci 为待测组分 i 的浓度。

根据所测定的相对校正因子，可计算出待测组分

i 的浓度，其计算公式为［7］：

Ci=fs/i×
Cs×Ai

As

式中 Ci 为待测组分 i 的浓度，fs/i 为待测组分 i 的

相对校正因子，As 为内参物的峰面积，Cs 为内参物的

浓度，Ai 为待测组分 i 的峰面积。

表 1　异夏佛托苷和夏佛托苷的相对校正因子

Tab. 1　The relative correction factors of  

isoschaftoside and schaftoside

进样序号

（sample No.）

相对校正因子（relative correction factor）

异夏佛托苷

（isoschaftoside）

夏佛托苷

（schaftoside）

1 1.034 1.312

2 1.021 1.323

3 1.012 1.302

4 1.023 1.331

5 1.031 1.313

6 1.012 1.311

均值（mean） 1.022 1.315

RSD/% 0.92 1.0

3.2　相对校正因子的重现性考察

取 混 合 对 照 品 溶 液，分 别 考 察 UltiMate 3000、

Agilent 1260 高 效 液 相 色 谱 仪 和 Agilent Eclipse 
XDB-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）、依利特

Hypersil BDS-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）、

Phenomenex Synergi Polar-RP C18 色谱柱（250 mm×4.6 

mm，4 μm）对相对校正因子的影响，结果见表 2。结

果表明，不同高效液相色谱仪及色谱柱对相对校正因

子无显著影响。

表 2　待测组成分在不同仪器及色谱柱测定的相对校正因子

Tab. 2　Relative correction factors obtained by different 

instruments and chromatographic columns

仪器

（instrument）
色谱柱

（column）

相对校正因子 
（relative correction factor）

异夏佛托苷

（isoschaftoside）

夏佛托苷

（schaftoside）

UltiMate
3000

Agilent Eclipse XDB-C18 1.022 1.315

Hypersil BDS-C18 1.044 1.398

Phenomenex Synergi C18 1.098 1.383

Agilent 
1260

Agilent Eclipse XDB-C18 1.073 1.359

Hypersil BDS-C18 1.052 1.382

Phenomenex Synergi C18 1.102 1.374

均值（mean） 1.065 1.368

RSD/% 3.2 2.9

3.3　待测组分色谱峰的定位

相对保留时间（relative retention time）是 QAMS
法中待测色谱峰的定位方法之一［7］。本研究考察了

在不同品牌仪器和色谱柱中待测组分相对保留时间

的重现性，测得异夏佛托苷和夏佛托苷相对保留时间

的 RSD 分别为 1.9% 和 2.4%。结果表明相对保留时

间的波动相对较小，可以用于定位待测组分色谱峰，

测定结果见表 3。

表 3　待测组分在不同仪器及色谱柱测定的相对保留时间值

Tab. 3　Relative retention time obtained by different 

instruments and chromatographic columns

仪器

（instrument）
色谱柱

（column）

相对保留时间 
（relative retention time）

异夏佛托苷

（isoschaftoside）

夏佛托苷

（schaftoside）

UltiMate 
3000

Agilent Eclipse XDB-C18 1.119 1.148

Hypersil BDS-C18 1.122 1.135

Phenomenex Synergi C18 1.097 1.148

Agilent  
1260

Agilent Eclipse XDB-C18 1.134 1.193

Hypersil BDS-C18 1.151 1.186

Phenomenex Synergi C18 1.142 1.174

均值（mean） 1.128 1.164

RSD/% 1.9 2.4
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4　QAMS 法与 ESM 测定结果的比较

取 6 批不同批号的白背叶药材粉末，按“2.1.2”

项下方法制备供试品溶液；分别精密吸取供试品溶

液 10 μL，按“2.2”项下色谱条件进样，测定峰面积。

采用 ESM 和 QAMS 法计算白背叶药材中异夏佛托

苷和夏佛托苷的含量，结果见表 4。表明 2 种含量测

定方法无显著性差异，相对误差（相对误差 =（QAMS
计算值 -ESM 实测值）/ESM 实测值 ×100%）在可接

受范围。

表 4　QAMS 法与 ESM 测得白背叶中 2 种成分的含量（n=3）

Tab. 4　Determination of two flavonoid glycosides in Mallotus apelta by QAMS and ESM

批号

（lot No.）

葫芦巴苷Ⅱ含量

（vicenin Ⅱ content）/
（mg·g-1）

异夏佛托苷含量 
（isoschaftoside content）/ 

（mg·g-1）

相对误差

（relative error）/ 
%

夏佛托苷含量 
（schaftoside content） 

/（mg·g-1）

相对误差

（relative error）/ 
%

ESM ESM QAMS ESM QAMS

011987 1.88 1.41 1.45 2.84 1.11 1.14 2.70

011991 1.83 1.27 1.24 -2.36 1.06 1.03 -2.83

011993 7.51 7.61 7.56 -0.66 5.92 5.99 1.18

011995 5.22 5.54 5.59 0.90 4.44 4.32 -2.70

011996 0.75 1.40 1.43 2.14 1.02 1.04 1.96

011998 3.31 4.09 4.02 -1.71 3.21 3.14 -2.18

5　讨论

5.1　内标参照物的选择

据相关文献报道，葫芦巴苷Ⅱ、夏佛托苷、异夏

佛托苷具有较强的抗菌、保肝等作用，在白背叶药材

中含量也较高，适用于作为白背叶质量控制的评价指

标。目前，葫芦巴苷Ⅱ比其他黄酮碳苷成分较易于

分离获得，其在 HPLC 分析中相对较为稳定，故选择

葫芦巴苷Ⅱ作为内标参照物，建立 QAMS 含量测定 
方法。

5.2　仪器与色谱柱对测定结果的影响

通过考察 2 种高效液相色谱系统和 3 种不同品

牌色谱柱对待测成分相对校正因子和相对保留时间

的影响，结果显示待测成分的相对校正因子具有良好

的重现性，其色谱峰相对保留时间的波动相对较小，

可以用于定位待测组分色谱峰。

5.3　QAMS 法与 ESM 测定结果的比较

本研究将 QAMS 应用于白背叶药材中黄酮碳苷

成分质量评价，采用 ESM 和 QAMS 法得到的含量值

之间无显著性差异。从含量测定结果来看，6 批不同

来源白背叶中 3 个黄酮碳苷类成分的含量具有一定

的差异，可能受产地和采收期影响所致，但并不影响 
QAMS 测定结果，说明 QAMS 用于白背叶药材质量评

价是可行的。

5.4　小结

QAMS 法应用于多成分含量测定，具有简便、准

确、节约成本等特点，适合中药材及其制剂中多成分

特别是同类型成分的质量评价。
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