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HPLC 法同时测定桃儿七中 8 个成分的含量 *
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摘要　目的：建立 HPLC 同时测定桃儿七药材中苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、4′- 去甲鬼臼

毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼毒素、鬼臼毒酮、山柰酚含量的方法。方法：采用 HyPURITY C18 色

谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以甲醇 -0.4% 磷酸水溶液为流动相，进行梯度洗脱，流速 0.8 mL·min-1， 
柱温 25 ℃，检测波长 290 nm。结果：苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、4′- 去甲鬼臼毒素、鬼臼

毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼毒素、鬼臼毒酮、山柰酚的质量浓度分别在 3.6~36、3.84~38.4、12.96~129.6、
39.69~396.9、18.8~188、113.92~1132.9、5.6~56、14.4~144 μg·mL-1 范围内与峰面积呈良好的线性关系；平

均加样回收率（n=9）均高于 98%，RSD 小于 3.0%；22 批桃儿七样品中上述 8 个成分的含量范围分别为

0.309~2.047、0.229~1.730、1.536~7.467、3.171~22.631、2.071~9.724、11.727~66.420、0.688~3.177、1.730~ 
7.331 mg·g-1。结论：本方法适用于桃儿七中有效成分的含量测定。
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Abstract　Objective：To establish an HPLC method for simultaneous determination of picropodophillotoxin-
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桃 儿 七 为 小 檗 科（Berberidaceae）植 物 桃 儿 七

Sinopodophyllum hexandrum （Royle）Ying 的根及根茎［1］；

植物桃儿七的干燥果实称为小叶莲，为常用藏药，已

被中国药典收载［2-3］。桃儿七药材具有祛风除湿、活

血止痛、祛痰止咳及调和诸药等功效［4］，民间用于风

湿痹痛、跌打损伤、月经不调、痛经、脘腹疼痛、咳嗽等

症的治疗［5］。现代药理学表明，桃儿七具有抗肿瘤、

抗病毒、杀虫等多种作用［6-7］，其根和根茎中含有大

量具有抗癌活性的木脂素类物质，其中抗癌活性最

高的鬼臼毒素（podophyllotoxin）是合成 4-［4″（2″，

2″，6″，6″四甲基哌啶氮氧自由基）氨基］-4′- 去甲

表鬼臼毒素（GP7）、依托泊苷（etoposide，VP-16）和

替尼泊苷（teniposide，VM-26）等抗癌药物的起始物

质［8-9］。目前，对桃儿七药材质量研究主要为对鬼

臼毒素、槲皮素和山柰酚的报道［10-11］，本文建立了

HPLC-PDA 梯度洗脱同时测定桃儿七药材中 5 个主

要木脂素类成分（苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、4′- 去甲

鬼臼毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、鬼臼毒素、鬼臼毒酮）

及 3 个主要黄酮类成分（山柰酚葡萄糖苷、槲皮素、

山柰酚）的含量测定方法，为完善桃儿七药材的质量

评价方法提供依据。

1　仪器和材料

沃 特 世 公 司 Waters e2695 型 高 效 液 相 色 谱 仪

（包括自动进样器，四元泵，柱温箱，2998PDA 检测

器）；美 国 热 电 公 司 Thermo HyPURITY C18 色 谱 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键合

硅胶）；上海捷呈实验仪器有限公司 101-A4 型电热

鼓风干燥箱；梅特勒托利多公司 GB204 电子天平；昆

山市超声仪器有限责任公司舒美 KQ-500DE 型超声

波清洗仪；北京科伟永兴有限公司 KEWE 电热恒温

水浴锅；上海比朗仪器有限公司 DYF-200A 型高速

万能粉碎机。甲醇、磷酸均为色谱纯，实验水为娃哈

哈纯净水。

对照品苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖

苷、4′- 去甲鬼臼毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、

鬼臼毒素、鬼臼毒酮、山柰酚均为自制，纯度经高相

液相色谱按面积归一化法测定均大于 98%，符合定

量要求。22 批桃儿七药材（见表 1）分别于 2015—

2016 年采集或购买于陕西、甘肃、四川、云南、广西、

西藏等省区，经陕西中医药大学王继涛高级实验师

鉴定为小檗科植物桃儿七 Sinopodophyllumhexandrum
（Royle）Ying 的根及根茎

4′-demethylpodophyllotoxin，podophyllotoxin-4-O-β-D-glucoside，quercetin，podophyllotoxin，podophyllotoxone 
and kaempferol in Sinopodophylli Radix et Rhzoma．Methods：The HPLC separation was performed on an
HyPURITY C18 （250 mm×4．6 mm，5 μm）column with the mobile phase of methanol-0．4% phosphoric acid solution 
wtih gradient elution at a flow rate of 0．8 mL·min-1．The column temperature was 25 ℃，and the detection 
wavelength was 290 nm．Results：The linear ranges of picropodophillotoxin-4-O-β-D-glucopyranosyl-（1 → 6）- 
β-D-glucopyranoside，kaempferol-3-O-β-D-glucoside，4 ′-demethylpodophyllotoxin，podophyllotoxin-4-O- 
β-D-glucoside，quercetin，podophyllotoxin，podophyllotoxone and kaempferol were 3．6-36 μg·mL-1，3．84-38．

4 μg·mL-1，12．96-129．6 μg·mL-1，39．69-396．9 μg·mL-1，18．8-188 μg·mL-1，113．92-132．9 μg·mL-1，

5．6-56 μg·mL-1 and 14．4-144 μg·mL-1，within the scope of good linear with peak area present relationship，

respectively；the average recoveries（n=9）for the sample preparation of the markers were more than 98．0% and RSDs 
were less than 3．0%；the content ranges of-above 8 compounds in 22 samples were 0．309-2．047 mg·g-1，0．229-
1．730 mg·g-1，1．536-7．467 mg·g-1，3．171-22．631 mg·g-1，2．071-9．724 mg·g-1，11．727-66．420 mg·g-1， 
0．688-3．177 mg·g-1 and 1．730-7．331 mg·g-1，respectively．Conclusion：The established method was suitable for 
determination of active components in Sinopodophylli Radix et Rhzoma．

Keywords：Sinopodophylli Radix et Rhzoma；lignans；flavonoids picropodophillotoxin-4-O-β-D-glucopyranosyl-
（1 → 6）-β-D-glucopyranoside；kaempferol-3-O-β-D-glucoside；4 ′-demethylpodophyllotoxin；

podophyllotoxin-4-O-β-D-glucoside；quercetin；podophyllotoxin；podophyllotoxone；kaempferol；multicomponent 
analysis of TCM；HPLC
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表 1　桃儿七药材样品来源

Tab. 1　Sources of Sinopodophylli Radix et Rhzoma samples 
样品编号

（sample No.）
来源

（origin）

S01 陕西太白（采集） ［Taibai Shaanxi（collection）］

S02 甘肃华亭（采集） ［Huating Gansu（collection）］

S03 甘肃五部（采集） ［Wubu Gansu（collection）］

S04 陕西红河谷（采集） ［Honghegu Shaanxi（collection）］

S05 陕西眉县（采集） ［Meixian Shaanxi（collection）］

S06 甘肃（购买） ［Gansu（purchase）］

S07 广西（购买） ［Guangxi（purchase）］

S08 云南（购买） ［Yunnan（purchase）］

S09 陕西太白（采集） ［Taibai Shaanxi（collection）］

S10 陕西太白（采集） ［Taibai Shaanxi（collection）］

S11 甘肃武都（采集） ［Wudou Gansu（collection）］

S12 陕西眉县（采集） ［Meixian Shaanxi（collection）］

S13 四川（购买） ［Sichuan（purchase）］

S14 四川甘孜（采集） ［Ganzi Sichuan（collection）］

S15 广西（购买） ［Guangxi（purchase）］

S16 西藏（购买） ［Xizang（purchase）］

S17 四川（购买） ［Sichuan（purchase）］

S18 广西（购买） ［Guangxi（purchase）］

S19 甘肃（购买） ［Gansu（purchase）］

S20 陕西眉县（采集） ［Meixian Shaanxi（collection）］

S21 四川（购买） ［Sichuan（purchase）］

S22 陕西眉县（采集） ［Meixian Shaanxi（collection）］

2　方法与结果

2.1　混合对照品储备液的制备　精密称取苦鬼臼

毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、4′- 去甲鬼臼

毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼毒素、鬼臼

毒酮、山柰酚的对照品适量，置同一量瓶中，用甲醇

溶解并定容成质量浓度分别为 0.18、0.192、0.648、

1.984 5、0.94、5.696、0.28、0.72 mg·mL-1 的混合溶液， 
即得。

2.2　供试品溶液的制备　精密称取桃儿七药材粉

末（过 3 号筛）约 0.50 g，置 100 mL 具塞锥形瓶中，

加入 80% 甲醇 30 mL，称量，超声（功率 250W，频率

60 kHz）45 min，放冷，称量，用甲醇补足减失的量，用

0.22 μm 微孔滤膜过滤，即得。

2.3　 色 谱 条 件　 采 用 Thermo HyPURITY C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）色 谱 柱，以 甲 醇（A）-0.4% 磷

酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱（表 2），流速 0.8  
mL·min-1，柱 温 25 ℃，检 测 波 长 290 nm，进 样 量 
10 μL。对照品和样品色谱图见图 1。

1~8. 同表 3（same as Tab.3）

图 1　对照品（A）及 S01 号样品（B）的 HPLC 色谱图

Fig. 1　HPLC chromatogram of reference substances（A）and sample No.S01（B）
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表 2　梯度洗脱的流动相比例

Tab. 2　Fluid phase proportion of gradient elution

时间

（time）/min
流动相 A

（mobile phase A）/%
流动相 B

（mobile phase B）/%

0 35 65

13 40 60

20 43 57

45 43 57

50 45 55

60 49 51

65
80

52
52

48
48

表 3　线 性 关 系

Tab. 3　Linearity

序号

（No.）
成分（compound）

回归方程
（regression equation）

r
线性范围

（linear range）

/（μg·mL-1）

定量限

（LOD）

/（μg·mL-1）

检测限

（LOQ）

/（μg·mL-1）

1
苦鬼臼毒素葡萄糖二苷（picropodophillotoxin-4-O-β-

D-glucopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranoside）
Y=3.425×106X-1.292×103 0.999 9 3.6~36 2.5 8.25

2 山柰酚葡萄糖苷（kaempferol-3-O-β-D-glucoside） Y=2.302×107X-1.322×104 0.999 8 3.84~38.4 0.32 1.05

3 4′- 去甲鬼臼毒素（4′-demethylpodophyllotoxin） Y=7.851×106X-2.315×104 0.999 8 12.96~129.6 1.27 4.21

4
鬼臼毒素葡萄糖苷（podophyllotoxin-4-O-β-D-

glucoside）
Y=5.096×106X-3.783×104 0.999 8 39.69~396.9  4.79 15.83

5 槲皮素（quercetin） Y=1.175×107X-4.015×104 0.999 8 18.8~188 5.95 19.6

6 鬼臼毒素（podophyllotoxin） Y=6.201×106X-1.094×105 0.999 8 113.92~1 132.9 0.23 0.78

7 鬼臼毒酮（podophyllotoxone） Y=1.046×107X -4.151×104 0.999 8 5.6~56 0.19  0.65

8 山柰酚（kaempferol） Y=1.571×107X-5.511×104 0.999 6 14.4~144  0.31 1.02

3　方法学验证

3.1　线性关系考察及检测限、定量限测定　精密吸

取混合对照品储备液 0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL，

分别置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即

得不同浓度的混合对照品溶液。吸取上述混合对照

品溶液 10 μL，按“2.3”项下色谱条件进行分析。以

峰面积（Y）为纵坐标，对照品质量浓度（X）为横坐

标，进行线性回归，得回归方程和线性范围，见表 3；

取混合对照品溶液适量，以甲醇逐级稀释，进样测定，

当信噪比 S/N 为 3 时测得检测限（LOD），S/N 为 10
时测得定量限（LOQ），结果见表 3。

3.2　稳定性试验　取 S01 号样品的供试品溶液，按

“2.3”项下色谱条件分别于 0、2、4、8、12、24 h 进行

测定；结果苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、

4′- 去甲鬼臼毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼

毒素、鬼臼毒酮和山柰酚峰面积的 RSD（n=6）分别

为 1.9%、1.9%、0.36%、0.47%、1.3%、0.69%、1.3% 和

1.7%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

3.3　精密度试验　取混合对照品溶液，在上述色谱

条件下，连续进样 6 次，测定峰面积值；结果苦鬼臼

毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、4′- 去甲鬼臼毒

素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼毒素、鬼臼毒酮

和山柰酚峰面积的 RSD（n=6）分别为 0.61%、1.6%、

1.2%、1.4%、1.7%、1.6%、1.5% 和 1.4%，表明仪器精

密度良好。

3.4　重复性试验　取 S01 号药材样品 6 份，按“2.2”

项下方法制备供试品溶液，以“2.3”项下的色谱条

件进样，测得苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖

苷、4′- 去甲鬼臼毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、

鬼臼毒素、鬼臼毒酮和山柰酚的平均含量（n=6）分别

为 0.938、0.933、4.588、13.099、4.419、42.032、1.523 和 
3.882 mg·g-1，RSD 分 别 为 1.9%、0.90%、1.1%、1.2%、

1.4%、1.6%、1.8% 和 1.9%，表明该方法的重复性良好。
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3.5　回收率试验　精密称取已知含量的 S01 号样品

粉末约 0.25 g，共 9 份，3 份为 1 组，按高、中、低浓度

分别精密加入混合对照品溶液适量，按“2.2”项下方

法，制成高、中、低 3 个浓度的溶液；以“2.3”项下的

色谱条件进样测定，计算平均回收率。结果（表 4）

苦鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖苷、4′- 去甲

鬼臼毒素、鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、鬼臼毒素、鬼

臼毒酮和山柰酚的平均回收率（n=9）分别为 99.8%、

99.5%、98.7%、99.4%、98.9%、98.7%、100.1%、

100.1%，说明该方法准确度较高。

表 4　回收率试验结果

Tab. 4　Results of recovery test

化合物（compound）
原有量

（original）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（found）/mg

回收率

（recovery）/%
（n=3）

平均回收率

（average recovery）/%
（n=9）

RSD/%

苦鬼臼毒素葡萄糖二苷

（picropodophillotoxin-4-O-β-
D-glucopyranosyl-（1 → 6）- 
β-D-glucopyranoside）

0.234 0.117 0.350 99.8 99.8 0.87

0.234 0.234 0.460 98.4 

0.234 0.351 0.575 98.3 

山柰酚葡萄糖苷

（kaempfero l-3-O-β-D-
glucoside）

0.233 0.117 0.354 101.1 99.5 1.5

0.233 0.233 0.463 99.2 

0.233 0.350 0.573 98.2 

4′- 去甲基鬼臼毒素

（4′-demethylpodophyllotoxin）
1.147 0.574 1.655 96.2 98.7 2.8

1.147 1.147 2.253 98.2 

1.147 1.721 2.917 101.7

鬼臼毒素葡萄糖苷

（podophyllotoxin-4-O-β-D-
glucoside）

3.275 1.637 4.822 98.2 99.4 1.1

3.275 3.275 6.572 100.4 

3.275 4.912 8.150 99.6

槲皮素

（quercetin）
1.105 0.552 1.658 100.1 98.9 1.1

1.105 1.105 2.161 97.8

1.105 1.657 2.728 98.8

鬼臼毒素

（podophyllotoxin）
10.508 5.254 15.976 101.4 98.7 2.4

10.508 10.508 20.515 97.6

10.508 15.726 25.506 97.1

鬼臼毒酮

（podophyllotoxone）
0.381 0.190 0.582 101.9 100.1 1.7

0.381 0.381 0.750 98.5

0.381 0.571 0.952 100.0

山柰酚

（kaempferol）
0.971 0.485 1.430 98.2 100.1 2.5

0.971 0.971 1.924 99.1

0.971 1.465 2.497 102.9

4　样品含量测定

分别精密称取不同产地的桃儿七样品约 0.5 g，

按“2.2”项下方法制备供试品溶液，以“2.3”项下的

色谱条件进样 10 μL 进行测定，按表 3 中的回归方

程计算样品中各成分的含量，结果见表 5。
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表 5　样品含量测定（mg·g-1，n=3）

Tab. 5　Determination results of samples

样品

编号

（sample 
No.）

苦鬼臼毒素

葡萄糖二苷

（picropodophil-
lotoxin-4-O-β-D-

glucopyranosyl-
（1 → 6）-β-D-

glucopyranoside）

山柰酚葡

萄糖苷

（kaempferol-
3-O-β-D-
glucoside）

4′- 去甲鬼

臼毒素

（4′-demethylpo

dophyllotoxin）

鬼臼毒素葡萄糖苷

（podophyllotoxin-4-
O-β-D-glucoside）

槲皮素

（quercetin）

鬼臼毒素

（podophyl-
lotoxin）

鬼臼毒酮

（podophyl-
lotoxone）

山柰酚

（kaempferol）

S01 0.927 0.895 4.382 12.193 4.405 41.463 1.524 3.438

S02 0.994 1.311 5.067 13.930 4.582 40.848 1.823 4.771

S03 1.873 1.486 9.647 22.631 4.752 47.201 1.456 6.024

S04 0.816 1.055 3.890 11.372 4.364 37.969 1.054 5.024

S05 2.047 0.883 4.024 13.057 7.018 47.510 3.177 4.760

S06 1.194 0.901 6.409 14.084 5.996 66.420 3.002 3.856

S07 0.485 0.494 3.576 3.171 5.341 17.461 0.925 4.707

S08 1.092 0.458 6.634 3.582 3.730 26.870 1.065 3.004

S09 0.909 0.652 3.497 8.224 2.269 36.325 1.580 3.108

S10 1.068 1.730 3.447 16.909 4.030 25.669 1.246 3.126

S11 0.447 0.621 1.644 4.277 2.071 35.422 3.163 1.730

S12 1.483 1.026 3.458 7.903 4.807 40.564 2.177 4.363

S13 0.469 0.229 2.567 4.034 6.187 38.605 0.864 5.120

S14 0.415 0.522 1.536 3.819 2.687 11.727 0.688 2.792

S15 0.520 0.279 2.911 3.484 4.432 43.542 2.580 3.954

S16 1.299 0.878 5.950 16.893 9.724 54.259 1.005 5.119

S17 1.013 1.566 8.467 16.914 6.627 58.441 2.670 6.082

S18 0.616 0.889 6.206 4.142 5.595 22.293 1.106 4.880

S19 0.863 1.432 6.063 18.370 6.341 60.559 2.985 5.471

S20 0.829 1.428 3.923 11.469 4.720 42.913 2.080 4.380

S21 0.309 0.775 2.671 4.920 4.805 25.590 1.597 4.112

S22 1.826 1.224 5.907 15.262 2.261 36.388 0.725 7.331

5　分析与讨论

5.1　提取方式的选择　本实验考察了加热回流法［12］、

超声提取法［13］2 种提取方法对桃儿七药材中有效成

分含量测定的影响，结果表明超声提取法比加热回

流法提取的样品成分多，色谱图峰面积较大；又考察

了不同超声时间（15、30、45、60、75 min）、不同超声

频率（40、50、60、70、80 kHz）、不同甲醇浓度（60%、

70%、80%、90%、100%）、不 同 料 液 比（40、50、60、

70、80 倍量）对桃儿七药材中有效成分含量测定的影

响，结果表明 60 倍量 80% 甲醇超声（功率 250 W，频率

60 kHz）45 min，提取效果最好。

5.2　检测波长的选择　文献报道［3，14-15］桃儿七中主

要化学成分的检测波长多采用 290 nm 和 360 nm，本

实验对 8 个物质进行紫外全波长扫描，发现在 290 nm
波长下测定杂质干扰少，灵敏度高，分离度好，因此选

择 290 nm 作为检测波长。

5.3　流动相的选择　考察了乙腈 - 磷酸水溶液、甲

醇 - 磷酸水溶液等不同比例的流动相进行梯度洗

脱，结果表明采用甲醇 -0.4% 磷酸水溶液梯度洗脱

的色谱峰，基线平直，保留时间适中，分离度均大于
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儿七药材中 8 个化学成分的含量进行了测定。结果

表明，22 批桃儿七药材中含量最高的是鬼臼毒素，含

量最低的是山柰酚葡萄糖苷，鬼臼毒素为桃儿七中主

要的化学成分。本文建立的 HPLC 含量测定法，具有

灵敏度高，准确性好，重复性好等特点，适用于桃儿七

中化学成分的含量测定。
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5.4　聚类分析结果　运用 SPSS 19.0 统计分析软件

对 22 批桃儿七样品中 8 个成分含量进行聚类分析，

采用组间联接法，以平方 Euclidean 距离法作为样品

间距离计算方法，见图 2。当判别条件距离为 15 时，

22 批 桃 儿 七 样 品 主 要 分 为 3 大 类，S1、S2、S4、S5、

S9、S11、S12、S13、S15、S20、S22 聚为第一大类，S7、

S8、S10、S14、S18、S21 聚 为 第 二 大 类，S3、S6、S16、

S17、S19 聚为第三大类；表明桃儿七药材有效成分含

量成呈明显的地域差异，提示桃儿七的药材品质与其

生长环境密切相关。

图 2　桃儿七药材 8 个成分含量的聚类分析

Fig. 2　System cluster analysis based on the content of eight in 22 
batches of Sinopodophylli Radix et Rhzoma samples

5.5　样品含量测定结果及分析　由表 5 可以看出，

桃儿七中 8 个成分含量最高的是鬼臼毒素，其他依次

是苦鬼臼毒素葡萄糖苷、槲皮素、4′- 去甲鬼臼毒素、

山柰酚、鬼臼毒酮、鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄

糖苷，其中槲皮素、4′- 去甲鬼臼毒素、山柰酚的含量

相近，鬼臼毒酮、鬼臼毒素葡萄糖二苷、山柰酚葡萄糖

苷的含量也相差不大，22 批桃儿七中 8 个成分的含

量整体上符合上述规律，但不少样品中个别成分（指

含量相近的成分）的含量并不完全遵循上述规律。

从单个化学成分来看，22 批样品中的 8 个成分含量

的最大值是最小值的 4~9 倍；从整体上看，22 批样

品中的 8 个成分总含量的最大值是最小值的 4 倍，这

可能是由于不同产地的土壤、降水、气候等因素的影

响，使药材中的化学成分的含量发生了变化。因此，

选择合适的产地尤为重要，也为临床用药提供了科学 
依据。

5.6　小结　采用本实验建立的方法对不同产地的桃
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