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成分分析

HPLC 同时测定鸡血藤中芒柄花素和美迪紫檀素等 6 个黄酮类成分 *
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摘要　目的：建立 HPLC 同时测定鸡血藤中原儿茶酸、儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素含

量的方法，为鸡血藤药材质量标准改进提供参考。方法：采用 ZORBAX SB-C18 色谱柱（4.6 mm×150 mm，

5 μm），以乙腈（A）-0.2% 磷酸（B）为流动相进行梯度洗脱，流速 1 mL·min-1，检测波长为 260 nm（检测

原儿茶酸、芒柄花素）和 280 nm（检测儿茶素、表儿茶素、甘草素、美迪紫檀素），柱温 30 ℃。结果：原儿茶

酸、儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的质量浓度分别在 2.286~228.6 μg·mL-1（r=0.999 9）、 
2.174~217.4 μg·mL-1（r=0.999 9）、2.79~279 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.424~42.4 μg·mL-1（r=0.999 9）、

2.426~242.6 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.339~33.92 μg·mL-1（r=0.999 8）的范围内线性关系良好，加样回收 
率分别为 99.8%（RSD=1.0%）、99.8%（RSD=2.5%）、101.2%（RSD=2.3%）、100.8%（RSD=1.8%）、100.9%

（RSD=2.3%）、100.6%（RSD=2.4%）。11 批药材中原儿茶酸、儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫

檀素含量范围分别为 0.250~0.898、1.447~5.662、1.759~11.925、0.035~0.134、0.218~0.535、0.065~0.585 mg·g-1。

结论：该方法可用于同时测定鸡血藤中 6 个黄酮类成分的含量，为该药材的质量标准改进提供参考。
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Abstract　Objective：To establish an HPLC method for simultaneous determination of protocatechuic acid，
catechol，L-epicatechin，liquiritigenin，formononetin and medicarpinin Spatholobi Caulis，and to offer reference  
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for improvement of the standard of the drug．Methods：Separation was performed on a ZORBAX SB-C18 column
（4.6 mm×150 mm5 μm）and the mobile phase was acetonitrile-0.2% phosphoric acid with gradient elution．

The flow rate was 1 mL·min-1 and the wavelength was set at 260 nm for protocatechuic acid and formononetin 
and at 280 nm for catechol，L-epicatechin，liquiritigenin and medicarpin．The column temperature was 30 ℃ . 
Results：The linear ranges of protocatechuic acid，catechol，L-epicatechin，liquiritigenin，formononetin and medicarpin 
were 2.286-228.6 μg·mL-1（r=0.999 9），2.174-217.4 μg·mL-1（r=0.999 9），2.79-279μg·mL-1（r=0.999 9），

0.424-42.4 μg·mL-1（r=0.999 9），2.426-242.6 μg·mL-1（r=0.999 9）and 0.339-33.92 μg·mL-1（r=0.999 8）， 
respectively．The average recoveries（n=6）were 99.8%（RSD=1.0%），99.8%（RSD=2.5%），101.2%

（RSD=2.3%），100.8%（RSD=1.8%），100.9%（RSD=2.3%）and 100.6%（RSD=2.4%），respectively．The 
content ranges of protocatechuic acid，catechol，L-epicatechin，liquiritigenin，formononetin and medicarpinin 
Spatholobi Caulis were 0.250-0.898 mg·g-1，1.447-5.662 mg·g-1，1.759-11.925 mg·g-1，0.035-0.134 mg·g-1，

0.218-0.535 mg·g-1 and 0.065-0.585 mg·g-1，respectively．Conclusion：The developed method is suitable for 
simultaneous determination of 6 components in Spatholobi Caulis，thus providing reference for the improvement of 
the standard of the drug.
Keywords：Spatholobi Caulis；protocatechuic acid；catechol；L-epicatechin；liquiritigenin；formononetin；
medicarpin；HPLC

鸡血藤是常用的活血化瘀中药，中国药典（2015 年

版）收载其为豆科植物密花豆 SpatholobussuberectusDunn 
的干燥藤茎，常用于治疗月经不调、痛经、经闭、风湿

痹痛、麻木瘫痪、血虚萎黄等症［1］，主产于广东、广西

两地；正品药材生长慢，少有人工种植；随着药用需

求量的增加，野生资源蕴藏量逐渐减少，目前商品药

材多从越南、缅甸、柬埔寨、老挝等国家进口。另外，

其基原植物除中国药典记载的密花豆外，还有 6 个属

15 种和变种的植物，如丰城鸡血藤、大血藤、常春油

麻藤等，它们的化学成分、主治功效各不相同，临床上

不可混淆［2］。

鸡血藤主要含有黄酮类、萜类、木脂素类、甾醇

类、酚酸类及其苷类等化学成分［3-4］，现代药理研究表 
明［5］，鸡血藤具有改善造血系统［6］，抗血栓［7］，抗肿瘤［8］， 
抗病毒［9］，抗关节炎［10］，抑制络氨酸酶［11］等多种药理

作用。中国药典（2015 年版）中仅规定了显微鉴别、

水分灰分检查和醇溶性浸出物的测定项目，无含量测

定项。目前大多学者只测定了鸡血藤中的 1 个或 2
个指标性成分的含量［12-14］，不能全面地为鸡血藤的质

量控制提供科学依据。因此本实验建立了 HPLC 同时

测定原儿茶酸、儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄花素和

美迪紫檀素 6 个黄酮类化合物的方法，并比较 11 批不

同产地鸡血藤中这 6 个黄酮类化合物的含量差异，为

综合评价鸡血藤药材提供科学依据。

1　仪器与试药

沃特世公司 Waters 2695 高效液相色谱仪（包括

2695 四元梯度泵，在线脱气机，自动进样器，柱温箱，

2489 紫外检测器，Empower 色谱工作站）；安捷伦公

司 AgilentZORBAX SB-C18 色谱柱（4.6 mm×150 mm，

5 μm；填料：二异丁基稳定键合十八烷基硅烷键合硅

胶）；昆山市超声仪器有限公司 KQ-250DE 型医用数控

超声仪；梅特勒 - 托利多公司 NewClassic MF 电子分析

天平；上海爱朗仪器有限公司 N-1000 型旋转蒸发仪。

对 照 品 原 儿 茶 酸（批 号 PS001118，纯 度 ＞

98.0%）、儿茶素（批号 PS1000-002，纯度＞ 99.0%）、

表儿茶素（批号 PS000001，纯度＞ 99.0%）、芒柄花

素（批号 PS0215-0025，纯度＞ 98.0%）均购自成都

普思生物科技有限公司，甘草素（批号 CHB160309，
纯度≥ 98.0%）、美迪紫檀素（批号 CHB160910，纯度

≥ 98.0%）均购自成都克洛玛生物科技有限公司；乙

腈为色谱纯，磷酸为色谱纯，其他试剂均为分析纯，蒸

馏水为广州屈臣氏公司生产。1~11 号样品为产自广

西、广东、越南、云南的鸡血藤药材，经北京中医药大学

中药学院中药鉴定系刘春生老师鉴定为鸡血藤正品。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　供试品溶液　鸡血藤干燥药材粉碎过 40 目

筛，取约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入三
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氯甲烷 - 甲醇（4∶1）50 mL，称量，控温 28 ℃超声处

理（功率 120 W，频率 100 kHz）60 min，放冷，再称量，

用三氯甲烷 - 甲醇（4∶1）补足减失的量，摇匀，过滤，

减压浓缩至干，甲醇溶解并定容至 5 mL，0.22 μm 微

孔滤膜过滤，即得。

2.1.2　对照品储备液　 精密称取原儿茶酸、儿茶素、表

儿茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的对照品适量，

分别用甲醇超声（功率 200 W，频率 100 kHz）溶解并

定容，制得上述 6 个成分质量浓度分别为 1.143、1.087、
1.395、0.530、1.213、0.424 mg·mL-1 的对照品储备液。

2.1.3　混合对照品溶液　 分别精密量取原儿茶酸、

儿茶素、表儿茶素、芒柄花素的对照品储备液各 5 mL，
甘草素、美迪紫檀素的对照品储备液各 2 mL，置同一

25 mL 量瓶中，甲醇定容至刻度，即得。

2.2　色谱条件

采用 Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱（4.6 mm×150 
mm，5 μm），柱温 30 ℃，以乙腈（A）-0.2% 磷酸（B）
为流动相，梯度洗脱，洗脱程序见表 1，流速 1 mL·min-1，

进样量 10 μL，检测波长 260 nm（检测原儿茶酸、芒

柄花素）、280 nm（检测儿茶素、表儿茶素、甘草素、美

迪紫檀素）；各峰分离度均大于 1.5，理论塔板数均大

于 10 000。对照品及 1 号样品色谱图见图 1。
 表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　 Gradient elution program
时间

（time）/min
流动相比例（ratio of mobile phase）/%

A B

0 3 97
5 9 91

15 11 89
28 15 85
35 20 80
85 41 59

2.3 　线性关系考察

精密量取混合对照品溶液 0.10、0.25、0.50、1.00、
2.00、2.50、5.00、10.00 mL，分别置 10 mL 量瓶中，甲醇

定容，按“2.2”项下色谱条件测定，以对照品质量浓度

X 为横坐标，峰面积 Y 为纵坐标，绘制标准曲线，得回

归方程、相关系数及线性范围，结果见表 2。
2.4　稳定性试验

取 1 号样品的供试品溶液，按“2.2”项色谱条

件，分别在供试品溶液制备后 0、4、8、14、20、24 h
进样测定，记录峰面积，计算原儿茶酸、儿茶素、表儿

茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的 RSD 分别为

3.9%、4.5%、2.8%、2.7%、2.9%、2.4%。结果表明供

试品溶液在 24 h 内稳定性良好。

1．原儿茶酸（protocatechuic acid）　2．儿茶素（catechol）　3．表儿茶素

（L-epicatechin）　4．甘草素（liquiritigenin）　5．芒柄花素（formononetin）　

6．美迪紫檀素（medicarpin）

图 1 　混合对照品（A、B）和鸡血藤样品（C、D）色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances（A，B）
and Spatholobi Caulis samples（C，D）

 表 2　6 个黄酮类成分的线性关系实验结果

Tab. 2　Linarites of the six flavonoids

化合物

（compound）
回归方程 

（regressionequation）
r

线性范围 
（linearity range）/ 

（μg·mL-1）

原儿茶酸

　（protocatechuic acid）
Y=30 494X+5 974.5 0.999 9 2.286~228.6

儿茶素

　（catechol）
Y=6 243.5X+887.9 0.999 9 2.174~217.4

表儿茶素

　（L-epicatechin）
Y=7 582.8X+5 096.3 0.999 9 2.79~279

甘草素

　（liquiritigenin）
Y=30 206X+768.55 0.999 9 0.424~42.4

芒柄花素

　（formononetin）
Y=54 684X+22 537 0.999 9 2.426~242.6

美迪紫檀素

　（medicarpin）
Y=11 298X-53 21.5 0.999 8 0.339~33.92
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2.5　精密度试验

取混合对照品溶液，按“2.2”项下色谱条件连续

进样 6 次，记录峰面积，计算原儿茶酸、儿茶素、表儿

茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的 RSD 分别为

2.0%、2.1%、2.1%、2.1%、2.0%、1.9%。结果表明仪

器精密度良好。

2.6　重复性试验

取 1 号样品粉末约 1 g 共 6 份，精密称定，分别

按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”项下

色谱条件进行分析，结果原儿茶酸、儿茶素、表儿茶

素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素含量平均值（n=6）

分别为 0.250、1.430、1.711、0.034、0.240、0.113 mg·g-1，

RSD 分别为 2.6%、2.8%、2.7%、1.9%、3.8%、3.4%。

结果表明方法的重复性较好。

2.7　加样回收率试验

取同一批已测知含量的 1 号样品粉末约 0.5 g
共 6 份，精密称定（分别为 0.499 8、0.499 6、0.500 1、
0.499 8、0.500 4、0.500 3 g），分别精密加入原儿茶酸、

儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的

对照品溶液一定量，按“2.1.1”项下方法制成供试溶

液，按“2.2”项下色谱条件进样测定，计算加样回收

率，结果见表 3。

 表 3　加样回收率试验结果（n=6）
Tab. 3　Recoveriesof the six flavonoids

成分

（compound）
样品含量

（content）/μg
加入量

（added）/μg
测得量

（detected）/μg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/

%
原儿茶酸（protocatechuic acid） 125.05 125.00 247.86 98.2 99.8 1.0 

125.00 125.00 250.21 100.2
125.13 125.00 246.71 97.3
125.05 125.00 249.22 99.3 
125.20 125.00 251.32 100.9 
125.18 125.00 253.67 102.8

儿茶素（catechol） 714.56 714.90 1 446.44 102.4 99.8 2.5
714.28 714.90 1 459.23 104.2 
714.99 714.90 1 435.98 100.8 
714.56 714.90 1 423.65 99.2
715.42 714.90 1 360.45 90.2 
715.28 714.90 1 442.70 101.8

表儿茶素（L-epicatechin） 855.16 855.50 1 714.32 100.4 101.2 2.3
854.82 855.50 1 761.35 106.0
855.67 855.50 1 725.69 101.7 
855.16 855.50 1 684.66 97.0
856.18 855.50 1 671.76 95.3 
856.01 855.50 1 767.71 106.6

甘草素（liquiritigenin） 17.19 17.20 34.52 100.8 100.8 1.8
17.19 17.20 35.42 106.0
17.20 17.20 33.63 95.5 
17.19 17.20 34.14 98.6
17.21 17.20 34.78 102.2
17.21 17.20 34.73 101.9

芒柄花素（formononetin） 119.85 119.90 238.21 98.7 100.9 2.3
119.80 119.90 240.03 100.3
119.92 119.90 251.65 109.9
119.85 119.90 236.53 97.3 
120.00 119.90 237.92 98.4
119.97 119.90 241.17 101.1

美迪紫檀素（medicarpin）
　

56.43 56.50 118.20 109.3 100.6 2.4 
56.40 56.50 114.12 102.2
56.46 56.50 112.76 99.6 
56.43 56.50 110.01 94.8 
56.50 56.50 112.95 99.9 
56.48 56.50 111.76 97.8 　 　



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(12)        ·2143· 

2.8　样品测定　

取 11 批不同产地鸡血藤药材，按“2.1.1”项下方

法制备供试品溶液，按“2.2”项色谱条件测定，采用

回归方程法计算，结果见表 4。

 表 4　鸡血藤中 6 个成分的含量测定结果（mg·g-1，n=3）

Tab. 4　Results of content determination of six flavonoids inSpatholobi Caulis

样品编号

（sample No.）
产地 

（habitat）
原儿茶酸

（protocatechuic acid）
儿茶素

（catechol）
表儿茶素

（L-epicatechin）
甘草素

（liquiritigenin）
芒柄花素

（formononetin）
美迪紫檀素

（medicarpin）

1 广西（Guangxi） 0.250 1.447 1.759 0.035 0.240 0.117
2 广东（Guangdong） 0.561 1.820 9 2.050 0.085 0.392 0.085 7
3 越南（Vietnam） 0.569 3.083 3.210 0.052 0.226 0.117
4 越南（Vietnam） 0.279 2.905 4.327 0.118 0.245 0.179
5 广西（Guangxi） 0.450 3.712 0 11.925 0.134 0.458 0.113
6 越南（Vietnam） 0.316 1.636 2.170 0.108 0.218 0.065
7 越南（Vietnam） 0.531 3.687 5.173 0.048 4 0.535 0.108
8 云南（Yunnan） 0.507 2.086 4.387 6 0.086 0.247 0.585
9 广西（Guangxi） 0.898 5.021 9.230 0.052 0.417 0.104

10 广西（Guangxi） 0.380 5.662 7.958 0.054 0.510 0.076
11 云南（Yunnan） 0.438 2.398 4.814 0.053 0.276 0.096

3　 讨论

3.1 　提取条件的优化

鸡血藤中所含的化学成分极性差别较大，分别

选择了三氯甲烷、乙酸乙酯、不同浓度甲醇水（50%、

70%、90%、100%）、乙醇以及不同比例三氯甲烷与甲

醇、不同比例二氯甲烷与甲醇为提取溶剂为提取溶

剂，发现以三氯甲烷 - 甲醇（4∶1）为提取溶剂时，色

谱峰基线较为平稳，提取率最高，杂质干扰较少。因

此选择三氯甲烷 - 甲醇（4∶1）为提取溶剂。

实验测得的儿茶素与表儿茶素互为同分异构体，

据文献报道［15］，表儿茶素经长时间加热易发生差向

异构化效应，即向儿茶素转化。因此本实验不适合加

热回流的方法，分别比较超声（控温 28 ℃）和冷浸 2
种提取方法，结果表明超声处理法测得的各成分含量

较冷浸法高，且冷浸法时间较长，因此本实验选择超

声处理（控温 28 ℃）。

以三氯甲烷 - 甲醇（4∶1）为提取溶剂的前提

下，分别比较了超声 30、45、60、75、90 min 不同提取

时间，提取 1、2、3 次，通过比较 6 个成分含量，结果

表明超声 60 min，提取 1 次即可提取完全。

3.2　流动相的选择

由于鸡血藤中含有的化学成分种类较多，极

性跨度较大，等度洗脱不能有效地分离药材中的所

有化学成分，因此本实验选择梯度洗脱。比较了甲 
醇 - 水、乙腈 - 水、甲醇 - 甲酸水、乙腈 - 甲酸水、甲

醇 - 磷酸水、乙腈 - 磷酸水等流动相系统，实验结果

表明乙腈 - 磷酸水的分离效果较好；本实验又进一

步比较了乙腈 -0.1% 磷酸水、乙腈 -0.2% 磷酸水、乙 
腈 -0.3% 磷酸水的影响，发现乙腈 -0.2% 磷酸水作为

流动相时，色谱峰的分离度及对称性最好。因此本实

验选择乙腈 -0.2% 磷酸水作为流动相进行梯度洗脱。

3.3 　检测波长的选择

本实验利用 PDA 检测器在 210~400 nm 范围内

扫描，发现原儿茶酸、儿茶素、表儿茶素、甘草素、芒柄

花素、美迪紫檀素的最大吸收波长分别为 260、279、
279、249、277、280 nm，因此本实验选择在 260 nm 下

对原儿茶酸和芒柄花素 2 个成分进行测定，在 280 nm
下对儿茶素、表儿茶素、甘草素、美迪紫檀素 4 个成分

进行测定。

3.4 　不同生药样品含量的比较

从表 4 数据可以看出，不同产地药材中各成

分的含量有一定的差异，同一产地不同批次药材中

各成分也有一定的差异。原儿茶酸、儿茶素、表儿

茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的含量分别

为 0.250~0.898、1.447~5.662、1.759~11.925、0.035~ 
0.134、0.218~0.535、0.065~0.585 mg·g-1。表儿茶素

和儿茶素的含量较高，均已高达 1 mg·g-1，其他 4 个

成分含量相对较低。

3.5　小结

本实验建立的 HPLC-UV 分析方法成功地用于

定量分析 11 批鸡血藤药材中原儿茶酸、儿茶素、表儿

茶素、甘草素、芒柄花素、美迪紫檀素的含量，对该分
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析方法的方法学进行了验证，其精密度、稳定性、重复

性、回收率等均符合中国药典相关要求［16］。中国药

典（2015 年版）中尚未规定含量测定项，此方法不仅

可为综合评价鸡血藤药材的质量提供参考，也可为中

国药典收载该药提供科学数据。
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