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春柴胡总黄酮含量及 HPLC指纹图谱研究
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[摘 � 要 ] � 目的: 建立春柴胡总黄酮含量分析方法及黄酮类成分的高效液相色谱指纹图谱。方法: 采用可见分光光

度法测定总黄酮的含量, 采用高效液相色谱法对不同采收期及不同部位春柴胡中黄酮类成分进行分析, 建立春柴胡

的指纹图谱。结果: 4月到 5月采收的春柴胡黄酮含量较高; 总黄酮含量为叶 >全草 >茎 >根。应用 �中药色谱指纹

图谱相似度评价软件 生成了春柴胡药材的共有模式图,共有 12个共有峰, 各共有峰之间分离度较好, 精密度、重复

性和稳定性试验中各共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD均小于 3% ,符合指纹图谱要求。结论: 不同采收期

和不同药用部位春柴胡的黄酮类成分差异显著,本研究为春柴胡资源的综合利用开发提供了科学依据。
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Study of the content of f lavonoids and HPLC fingerprint
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[Abstract] � O bjective: To estab lish the method of total flavono ids and HPLC fingerprint in Bup leurum

scorzonerifolium W illd. . M ethods: The content o f flavonoids w as determ ined w ith u ltrav io let�v isible spectro�
photometry, TheHPLC was used to study of chrom atogram o f different co llect ion period and parts, The fin�
gerprint o fBup leurum scorzonerifo lium W illd. w as estab lished. Results: The better harvest t ime ofBup leu�
rum scorzonerifolium W illd. w as from A pril toM ay and flavonoids content w as tha:t leaf> whole plant>

stem > roo .t The standard f ingerpr int ofBup leurum scorzonerifolium W illd. was o rig inated from � The sim i�
larity evaluat ion system for chromatograph ic fingerprin t o fTCM  so ftw are, 12 common peaks ex isted in the

fingerprint and each peak w as separated w el.l The RSD o f precision, repeatab ility and stab ility of a llmeas�
urement w ere less than 3%. Conclusion: Therew ere sign ificant differences among d ifferent co llection peri�
od and d ifferent parts ofBup leurum scorzonerifoliumW illd. for the ir conten t of f lavono ids, and this studyw ill

prov ide a sc ientif ic basis fo r the development o f comprehensive u tilizat ion of the Rad ix Bupleur.i

[Key words] � HPLC; fingerprin;t flavono ids; Bup leurum scorzonerifo lium W illd.

� � 柴胡为常用的发散风热药,有和解表里,疏肝解

郁,升阳的功能。

在我国已有 2 000多年的应用历史。中国药典

2005年版收载的柴胡为伞形科植物柴胡 Bup leurum

chinense DC. 或狭叶柴胡 Bup leurum scorzonerifolium

W illd. 的干燥根
[ 1]
。柴胡主要以根入药, 也有以全

草为药用部位,如江苏的大部分地区和安徽的东部

习用狭叶柴胡春季采收的带根全草 (俗称 �春柴

胡 )入药 [ 2- 4]
。

江苏地区春柴胡资源丰富,但目前尚无统一的

质量控制指标, 为开发利用其资源, 完善其质量标

准, 我们对春柴胡不同采收期、不同药用部位进行了

总黄酮含量测定和 HPLC指纹图谱研究, 以期为春

柴胡资源综合利用和质量评价提供依据。



1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试药

UV22102PCS型紫外分光光度计 [尤尼柯 (上

海 )仪器有限公司 ] ; SHB�∀循环水式多用真空泵
(郑州长城科工贸有限公司 ) ; HH�S数显恒温水浴
锅。 JASCO LC1500高效液相色谱系统 (日本分光

公司 ); N2000色谱工作站 (浙江大学信息智能研究

所 ) ; METTLER AE240分析天平 (上海梅特勒 -托

利多仪器有限公司 ) ; 台式冷冻高速离心机 TGLL�
18K(江苏太仓华美生化仪器有限公司 )。甲醇为色

谱纯 (江苏汉邦科技有限公司 ), 水为娃哈哈纯净

水,其余试剂均为分析纯。芦丁 (批号: 100080 -

200306)、槲皮素 (批号: 0861 - 9901)、绿原酸 (批

号: 0753- 9708)、山柰素 (批号: 081- 9003 )、异鼠

李素 (批号: 0860- 0107)购自中国药品生物制品检

定所, 供含量测定用。

1. 2� 春柴胡药材来源

春柴胡药材采集于当地, 见表 1, 均由镇江市药

品检验所张林松主任中药师鉴定,药材均为 Bup leu�
rum scorzonerifolium W illd.。

表 1� 药材来源
Tab 1� Sources ofm ed ical material

编号 产地 性状 来源说明

1 句容 全草 自采 060319

2 句容 全草 自采 060402

3 句容 全草 自采 060416

4 句容 全草 自采 060501

5 句容 全草 自采 060514

6 句容 全草 自采 060528

7 句容 全草 自采 060720

8 句容 全草 自采 060826

9 句容 全草 自采 080420

10 句容 根 从 9分离得到

11 句容 茎 从 9分离得到

12 句容 叶 从 9分离得到

1. 3� 总黄酮含量测定

1. 3. 1� 供试品溶液的制备 � 取各批干燥的春柴胡

药材 1 g, 粉碎,过 40目筛, 精密称定,置 50m l锥形

瓶中, 精密加入 70%乙醇 15m ,l在 60# 条件下加热
回流提取 3次,每次 1 h,放冷, 过滤, 合并滤液,浓缩

后用 70%乙醇定容至 25m l量瓶中,即得。

1. 3. 2� 对照品溶液的制备 � 称取干燥的芦丁对照

品 0. 0140 g, 精密称定, 置 50 m l量瓶中,加适量甲

醇,置水浴微热使溶解, 放冷,加甲醇至刻度,摇匀,

即得 (每 1m l中含无水芦丁 0. 28 mg)。

1. 3. 3� 标准曲线绘制 � 分别取经显色后的对照品

溶液、样品溶液,在 400~ 800 nm波长范围内进行扫

描, 结果对照品溶液、样品溶液最大吸收波长均为

510 nm。

取芦丁对照品溶液 1, 2, 3, 4, 5, 6 m l ( 280 �g /

m l),分别置 25m l量瓶中,加水至 6m l。加 5%亚硝

酸钠溶液 1m ,l混匀,放置 6m in。加 10%硝酸铝溶液

1m ,l混匀,放置 6m in。加 NaOH试液 10 m ,l再加水

至刻度,摇匀,放置 15m in,在 510 nm下测定光密度

D。以浓度 C (�g /m l)为横坐标,光密度 D为纵坐标,

绘制标准曲线 (D = 0. 0124 ∃C- 0. 0145)。 r= 0. 9999

( n = 6),线性范围为 11. 2~ 67. 2 �g /m l。

1. 3. 4� 精密度试验 � 按照 � 1. 3. 1 项下的方法制

备同一批供试液,按标准曲线制备方法显色,连续测

定 6次, 测得光密度值的 RSD为 0. 89% ,说明仪器

的精密度较好。

1. 3. 5� 稳定性试验 � 按照 � 1. 3. 1 项下的方法制

备同一批供试液,按标准曲线制备方法显色,分别在

0, 5, 10, 20, 30, 60m in测定光密度, RSD为 1. 90%,

说明样品溶液在 60m in内稳定。

1. 3. 6� 重复性试验 � 按照 � 1. 3. 1 项下的方法平
行制备 6份供试液, 按标准曲线制备方法显色,并测

定光密度, RSD为 2. 07%, 说明方法的重复性较好。

1. 3. 7� 加样回收率试验 � 取已知总黄酮含量的样

品 6份各 1 g,精密称定, 分别精密加入含芦丁 10mg

的对照品溶液, 按照 � 1. 3. 1 项下的方法制备供试

液并测定总黄酮含量, 结果平均回收率为 98. 2%,

RSD为 1. 25%。

1. 3. 8� 样品测定 � 取制备好的供试品溶液, 按标准

曲线制备方法显色,于 510 nm 波长处测定光密度,

由标准曲线求得总黄酮含量,结果见表 2。

表 2� 样品中的总黄酮含量
Tab 2� Conten t of to tal f lavonoids in sam p le

编号 称样量 ( g) 总黄酮含量 (% )

1 1. 0017 1. 13

2 1. 0009 2. 91

3 1. 0020 3. 82

4 1. 0011 2. 31

5 1. 0014 2. 50

6 1. 0006 2. 64

7 1. 0022 1. 07

8 1. 0015 2. 74

9 1. 0013 2. 46

10 1. 0014 0. 51

11 1. 0008 1. 25

12 1. 0018 4. 31
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2� HPLC指纹图谱建立

2. 1� 色谱条件
色谱柱为 K romasil C18 ( 4. 6 mm ∃ 250 mm, 5

�m), 检测波长 365 nm, 柱温 40# , 流速 0. 4 m l/

m in,流动相为甲醇 �水 ( 0. 5%冰醋酸 ) ,进样体积为

20 � ,l梯度洗脱程序: 0 ~ 10 m in甲醇为 30% ~

35%, 10~ 15 m in甲醇为 35%, 15 ~ 30 m in甲醇为

35% ~ 50% , 30~ 50 m in甲醇为 50% ~ 60%, 50 ~

70 m in甲醇为 100%, 记录 70 m in。

2. 2� 对照品溶液的制备

取绿原酸、槲皮素、山柰素与异鼠李素各对照品

适量, 置 10 m l量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度,

配成混合对照品溶液,备用。

2. 3� 方法学考察

2. 3. 1� 精密度试验 � 取按 � 1. 3. 1 项制备的供试

品溶液连续进样 5次,结果 5次测定图谱中的 12个

主要色谱峰的相对保留时间 RSD 的平均值为

0. 55%, 相对峰面积 RSD的平均值为 1. 93%。

2. 3. 2� 稳定性试验 � 取按 � 1. 3. 1 项制备的供

试品溶液分别在 0, 4, 8, 12, 24 h测定,结果 5次测

定图谱中的 12个主要色谱峰的相对保留时间 RSD

平均值为 0. 14%, 相对峰面积 RSD 平均值为

2. 69%。

2. 3. 3 � 重复性试验 � 同一批样品取 5份, 按

� 1. 3. 1 项制备供试品溶液并进行检测, 结果 5次

测定图谱中的 12个主要色谱峰的相对保留时间

RSD平均值为 0. 21% , 相对峰面积 RSD平均值为

2. 26%。

2. 3. 4� 春柴胡不同采收期指纹图谱 � 按上述方法

检测 1~ 8号春柴胡样品指纹图谱 (图 1)。采用 �中

编号见表 1, R为对照指纹图

图 1� 不同采收期春柴胡样品匹配色谱图
F ig 1� M a tched chrom atogram s of d ifferen t

collec tion period

药色谱指纹图谱相似度评价系统  软件生成春柴胡

样品共有模式的对照指纹图谱, 得到 12个共有峰

(图 2)。通过与对照品图谱 (图 3 )对照, 指认其中

的 1号峰为绿原酸, 10号峰为槲皮素, 11号峰为山

柰素, 12号峰为异鼠李素。对照指纹图谱中各共有

峰的相对保留时间分别为 0. 379, 0. 517, 0. 870,

1. 000, 1. 060, 1. 124, 1. 166, 1. 197, 1. 282, 1. 378,

1. 641, 1. 708。相对峰面积分别为 0. 055, 0. 050,

0. 058, 1. 000, 0. 030, 0. 018, 0. 070, 0. 176, 0. 016,

0. 056, 0. 004, 0. 019。 8批不同采收期春柴胡样品

与共有模式对照指纹图谱的相似 度分别为

0. 975, 0. 993, 0. 997, 0. 996, 0. 991, 0. 994, 0. 979,

0. 990。

图 2� 春柴胡共有指纹图谱
F ig 2� Comm on HPLC chrom atogram ofBupleurum

scorzonerifolium W illd.

1:绿原酸; 10:槲皮素; 11:山柰素; 12:异鼠李素

图 3� 对照品 HPLC图谱

Fig 3� HPLC chrom atogram of reference substance

2. 3. 5� 春柴胡不同药用部位的指纹图谱 � 将于
2008年 4月 20号采集的春药材的根、茎、叶、全草 4

个部分进行指纹图谱分析, 结果见图 4, 由图中可以

看出, 春柴胡根、茎、叶 3个部位的指纹图谱差异较

大, 叶与全草指纹图谱的相似程度较高, 表明两者

化学成分组成差别不大。

S1�S4为 9�12号药材

图 4� 春柴胡不同药用部位的 HPLC图谱

F ig 4� HPLC chrom atogram of d ifferent par ts of

Bupleurum scorzonerifolium W illd.
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3� 讨 � 论

3. 1� 色谱条件的选择
3. 1. 1� 检测波长的选择 � 比较了 256, 270, 325 365

nm各波长下的色谱图,在 365 nm波长下色谱图基

线稳定,包含的信息量较大,峰信号强。

3. 1. 2� 柱温、流速和流动相比例的选择 � 试验中考
察了甲醇�水、甲醇 �0. 1%冰醋酸水和甲醇 �0. 5%冰
醋酸水,结果甲醇�0. 5%冰醋酸水峰形好。春柴胡
药材所含化学成分较多且结构相近, 采用等度洗脱

方式很难将色谱峰分开, 故本试验采用梯度洗脱以

实现其良好分离。同时考察了不同流速 ( 0. 3, 0. 4,

0. 5m l /m in) ,在 0. 4m l/m in时峰形及分离度较好;

对不同柱温 ( 25# , 30# , 35# , 40# )进行了比较,

在 40# 柱温条件下峰分离度较好。在此色谱条件

下考察了洗脱时间为 120 m in的图谱, 所有的指纹

峰在 70 m in内出现, 故确定记录时间为 70 m in。

3. 2� 提取条件的选择
以总黄酮含量、出峰数目、峰强度为指标,实验

中对不同浓度的提取溶剂 (甲醇、乙醇 ), 提取方法

(超声、回流、热浸、冷浸 ), 提取温度 ( 50# , 60# ,

70# , 80# ), 料液比 ( 1%8, 1%10, 1%15, 1%20), 提取

时间 ( 0. 5, 1, 1. 5, 2 h)和提取次数 ( 1, 2, 3)进行了

考察, 并通过正交试验最后确定提取条件: 70%乙

醇,料液比为 1%15, 60# 回流提取 3次, 每次 1 h的

效果最好。

3. 3� 春柴胡总黄酮含量及 HPLC指纹图谱结果分

析

� � 由表 2可以看出, 8月 26号采收的春柴胡总黄

酮含量较高,因为此时期采收样品含有柴胡果实,而

柴胡果实中总黄酮含量更高
[ 5]
,除此样品外, 4月 16

号总黄酮含量最高,在 4, 5月份采收的春柴胡均比

其他采收期样品总黄酮含量高, 明确春柴胡最佳采

收季节应为 4, 5月。由表 2和图 4可以看出春柴胡

叶样品峰强度最高,峰数目最多, 总黄酮含量为春柴

胡叶 >全草 >茎 >根。由 HPLC图谱可以看出 4号

峰为春柴胡黄酮类成分的特征成分, 占总共有峰面

积的 50%以上, 有必要对其进行分离纯化研究, 明

确其结构及其在春柴胡药效中所起的作用。

3. 4� 小结与展望
我们仅初步研究了不同采收期和不同部位的春

柴胡药材总黄酮含量测定及 HPLC指纹图谱分析。

柴胡药材中还含有皂苷、挥发油、木脂素等化学成

分, 且中药的药效是多成分的协同作用,因此还需要

对皂苷类、挥发油类等成分进行研究,才能达到对春

柴胡最佳采收期的确定和全面质量控制,从而为春

柴胡资源的综合利用开发提供依据。
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