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摘要：为建立滇柴胡中槲皮素和异鼠李素含量测定方法．采用高效液相色谱法测定其含量，检测波长
３６０ｎｍ，流动相为 Ｖ（甲醇）∶Ｖ（０４％磷酸）＝４５∶５５，流速 １０ｍＬ／ｍｉｎ．结果表明：槲皮素在 ５１８～
２０７２０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９８）有良好线性关系，检出限０１２６０μｇ／ｍＬ，定量限０４２０１μｇ／ｍＬ，加标回收
率９２４％，ＲＳＤ为０５１％；异鼠李素在１０２６～２０５２０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９７）有良好线性关系，检出限
０１６５４μｇ／ｍＬ，定量限０５５１６μｇ／ｍＬ，加标回收率９４２％，ＲＳＤ为１３８％．由此说明，ＨＰＬＣ法能快
速、准确地测定滇柴胡中槲皮素和异鼠李素的含量．
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　　滇柴胡为伞形科植物竹叶柴胡 （Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ
ｍａｒｇｉｎａｔｕｍＷａｌｌ．ｅｘＤＣ．）和小柴胡 （Ｂ．ｈａｍｉｌｔｏｎｉｉ
Ｎ．Ｐ．Ｂａｌａｋ．）的干燥全草．夏、秋两季花初开时
采收．前者习称 “竹叶柴胡”，后者称为 “小柴

胡”，现收载于２００５年版 《云南省中药饮片标准》

（第１册）［１］，系云南省地方常用习用品种之一，但
２０１５年版 《中国药典》［２］未收载该品种．为与国家
标准药材名称相区别，将 “竹叶柴胡”和 “小柴

胡”统一命名为 “滇柴胡”．其主要用于治疗少阳

病、寒热往来、口苦咽干、胸肋胀满、头痛目眩、

月经不调、中气下陷等症．滇柴胡产于云南的德钦、
丽江、鹤庆、宾川、大理、砚山、宜良、昆明等地．

滇柴胡的地上部分主要含有槲皮素、异鼠李

素、槲皮素３ＯβＤ葡萄糖苷、芦丁等黄酮类、
皂苷类以及其他甾体类成分［３］，而黄酮类和皂苷

类是滇柴胡的主要化学成分．因此，本研究拟采用
ＨＰＬＣ法测定滇柴胡中槲皮素和异鼠李素的含量，
以期为进一步控制滇柴胡的内在质量，以及开发利



用滇柴胡的药用价值提供参考．

１　材料与方法

１１　试剂
实验用的５批市售不同批次的柴胡药材品种，经

检验均为滇柴胡．异鼠李素对照品 （中国食品药品检
定研究院，批号：１０００８１２００９０７）；槲皮素对照品
（中国食品药品检定研究院，批号：１１０８６０２００４０６）；
甲醇、磷酸、乙醇、三氯甲烷、石油醚、正丁醇、甲

苯、甲酸乙酯、甲酸等均为分析纯或以上规格；硅胶

Ｇ板 （青岛海洋化工厂分厂，１００ｍｍ×２００ｍｍ，批
号：２０１７０５１８）；水为超纯水．
１２　仪器

高效液相色谱仪 （美国安捷伦科技公司，

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０），高效液相色谱仪 （美国赛默飞世尔科

技公司，ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００），高效液相色谱仪 （美国沃

特世科技公司，ｅ２６９５）；电子分析天平 （梅特勒公

司，ＡＬ２０４）；恒温水浴锅 （北京市永光明医疗仪器

有限公司，ＤＺＫＷＤ６）；高速万能粉碎机 （温岭市

林大机械有限公司，ＤＦＹ２００）；薄层成像系统
（ＣＡＭＡＧ公司，ＴＬＣＶｉｓｕａｌｉｚｅｒ）；半自动点样仪
（ＧＡＭＡＧ公司，Ｌｉｎｏｍａｔ５）；数控超声波清洗器 （昆
山市超声仪器有限公司，ＫＱ５２００ＤＢ）；自动标准溶液
配制仪 （睿科仪器有限公司，ＡｕｔｏＰｒｅｐ２００）．
１３　方法
１３１　混合对照品溶液制备

１）精密称取槲皮素、异鼠李素对照品适量，分
别用甲醇溶解制成每１ｍＬ含５００μｇ的槲皮素母液和
每１ｍＬ含５０μｇ的异鼠李素母液，然后用自动标准

溶液配制仪分别吸取槲皮素和异鼠李素母液适量，

制成每１ｍＬ含槲皮素５μｇ、异鼠李素１μｇ的混合
对照品溶液１．２）同发制备每１ｍＬ含槲皮素１０μｇ、
异鼠李素３μｇ的混合对照品溶液２；每１ｍＬ含槲皮
素５０μｇ、异鼠李素５μｇ的混合对照品溶液３；每１
ｍＬ含槲皮素１００μｇ、异鼠李素７μｇ的混合对照品
溶液４；每１ｍＬ含槲皮素２００μｇ、异鼠李素１０μｇ
的混合对照品溶液５．
１３２　供试品溶液的制备

分别精密称取５批次滇柴胡药材粉末各２５ｇ，
每批次平均制备３份平行样品，各精密加入９５％
乙醇５０ｍＬ，加热回流 ６０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，
残渣加水 ２５ｍＬ溶解，用正丁醇提取 ３次 （２０，
１５，１５ｍＬ），取正丁醇层蒸干，残渣加甲醇溶解，
定容至２５ｍＬ容量瓶中，作为供试品溶液．
１３３　色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ），ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），
ＳｙｎｃｒｏｎｉｓＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；ＵＶＷ
检测器，检测波长３６０ｎｍ，流动相为Ｖ（甲醇）∶
Ｖ（０４％磷酸）＝４５∶５５，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温
４０℃，进样量１０μＬ．

２　结果与分析

２１　系统适用性及色谱柱耐用性实验
分别用与上述品牌不同的高效液相色谱仪对对照

品溶液和供试品溶液进行测定，其分离度均大于５，
理论板数均大于６０００，峰对称性良好．如图１～图３
所示．
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２２　绘制标准曲线
将 “１３１”项下制成的系列混合对照品溶液依

次进样，测定峰面积．以表１中的峰面积为纵坐标，
混合对照品质量浓度 （μｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制标

准曲线并进行回归计算，得槲皮素的标准曲线方程：

Ａ１＝２０５９４８３Ｃ１－２８０７３８９，ｒ＝０９９９８；异鼠李素
的标准曲线方程：Ａ２＝１８５１９４７Ｃ２－３７８６５４，ｒ＝
０９９９７．两者均呈现良好的线性关系．

表１　槲皮素和异鼠李素标准曲线峰面积

槲皮素
质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ５１８０ １０３６０ ５１８００ １０３６００ ２０７２００

峰面积 ６３１３４２ １７００２６４ １０１２０２１０ ２１４８６４９０ ４２２５４５４０

异鼠李素
质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） １０２６ ３０７８ ５１３０ ７１８２ ２０５２０

峰面积 １４６１６０ ５０２５３２ ８７３２８１ １３２６３３２ ３７６４８５５

２２１　检出限
将已知质量浓度样品的信号与噪声信号进行比

较，以信噪比为３∶１时的质量浓度确定检出限．经
实验测得槲皮素的检出限为０１２６０μｇ／ｍＬ，异鼠
李素的检出限为０１６５４μｇ／ｍＬ．
２２２　定量限

以信噪比为 １０∶１时的质量浓度确定定量限．
经实验测得槲皮素的定量限为０４２０１μｇ／ｍＬ，异
鼠李素定量限为０５５１６μｇ／ｍＬ．
２３　重复性实验

取同一批样品，按 “１３２”项下制备成供试
品溶液，供试品溶液进样６次，按色谱条件测定峰
面积，结果见表２．

２４　稳定性试验
２４１　溶液时间稳定性实验

精密称取同一批供试品适量，按 “１３２”项
下制备成供试品溶液，并按照色谱条件进样２次，
分别在制备后２４，４８，７２ｈ内测定峰面积，计算
其质量浓度及ＲＳＤ值，见表３．

表２　重复性实验结果

序号
　　ｗ／（ｍｇ·ｇ－１）　　 　　　　ＲＳＤ／％　　　
槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素

１ １．９８９４ ００３４８
２ １．９８９０ ００３５１
３ ２．００２０ ００３５２

０２６ ０９１４ １．９９３０ ００３５６
５ １．９９４４ ００３５５
６ ２．０００５ ００３５０

表３　稳定性实验结果

ｔ／ｈ
　　质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）　　 　　平均质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）　　 　　　　　　ＲＳＤ／％　　　　　　

槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素

２４
１８６５０８２

１８７４９４１

４１１０１

４１３１０
１８７００１１ ４１２０５

１２５ １７２
４８

１８４５８７８

１８２３４１０

３９４５０

４０５４９
１８３４６４４ ４００００

７２
１８３１８８９

１８２１３３０

３９３２６

３９８５４
１８２６６１０ ３９５８９

　　通过计算得到槲皮素的 ＲＳＤ为１２５％，异鼠
李素的 ＲＳＤ为１７２％，二者均小于２％，表明槲
皮素和异鼠李素在７２ｈ内稳定．
２４２　注温稳定性实验

精密量取同一批次供试品溶液适量，按照色谱

条件分别在 ２０℃，３０℃，４０℃的柱温条件下测定

样品峰面积，并计算质量浓度及ＲＳＤ值，见表４．
计算得到温度稳定性实验槲皮素的 ＲＳＤ为

１２４％，异鼠李素的 ＲＳＤ为１０１％，二者均小于
２％，表明在２０～４０℃范围内温度对槲皮素和异鼠
李素质量浓度影响不大．由于温度越高，出峰快，
则分离度越好，因此选取４０℃作为柱温．
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表４　柱温稳定性实验结果

温度／℃
　　质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）　　 　　平均质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）　　 　　　　　　ＲＳＤ／％　　　　　　

槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素

２０
１９６１１００

１９６０５９０

３４８５０

３４４８０
１９６０８４５ ３４６６５

１２４ １０１３０
１９１１６９０

１９１４２５０

３４３２０

３４１９０
１９１２９７０ ３４２５５

４０
１９３８５５２

１９４２９８２

３３９６０

３３９８８
１９４０７６７ ３３９７４

２５　加标回收率实验
精密称取已知质量浓度的样品 ０５ｇ，按

“１３２”项下制备成供试品溶液，分别加入槲皮
素及异鼠李素对照品适量，按照样品制备方法制备

成质量浓度为３５μｇ／ｍＬ槲皮素对照品溶液及质量
浓度为３５μｇ／ｍＬ异鼠李素溶液．同条件进样分
析，结果带入标准曲线计算质量浓度，依次计算回

收率，结果见表５．

表５　加标回收率实验结果

成分 序号 样品量／（μｇ·ｍＬ－１） 理论加入量／（μｇ·ｍＬ－１） 实测值／（μｇ·ｍＬ－１） 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

槲皮素

１ １３８８５００ ３４９５００ １７１１５７９ ０９２８４

２ １３８８５００ ３４９５００ １７０９４３７ ０９２２１

３ １３８８５００ ３４９５００ １７０８８４６ ０９２０３

４ １３８８５００ ３４９５００ １７１１１３８ ０９２７１

５ １３８８５００ ３４９５００ １７１２７６９ ０９３２０

６ １３８８５００ ３４９５００ １７１５７４０ ０９４０８

９２４０ ０５１

异鼠李素

１ 　３４０２０ 　３４３００ 　６６８９１ ０９５７４

２ ３４０２０ ３４３００ ６５９０９ ０９２８８

３ ３４０２０ ３４３００ ６６２１３ ０９３７６

４ ３４０２０ ３４３００ ６６８８３ ０９５７２

５ ３４０２０ ３４３００ ６６１９４ ０９３７１

６ ３４０２０ ３４３００ ６６１５６ ０９３６０

９４２０ １３８

２６　样品含量测定
精密称取每批次样品２５ｇ，每批次样品平行

取２份，按 “１３２”项下制备成供试品溶液．按
照色谱条件每份进样 ２次，测定峰面积并计算含
量，结果见表６．

３　讨论与结论

３１　讨论
３１１　提取方法的确定

根据 《云南省中药饮片标准》［１］，供试品溶液

有１０种提取方法．分别将这１０种方法提取出来的
１０个供试品及对照品溶液各取２μＬ，用半自动点

样仪点于同一硅胶 Ｇ板，并置于展开缸中，展开
系统为Ｖ（甲苯）∶Ｖ（甲酸乙酯）∶Ｖ（甲酸）＝１０∶８∶１，
饱和１０ｍｉｎ，展开，取出晾干，喷以 １０％硫酸乙
醇显色剂，在 １０５℃加热板上加热至斑点显色清
晰，然后分别置于日光和紫外灯光 （３６５ｎｍ）下
视检，薄层色谱图见图４（日光）和图５（３６５ｎｍ
荧光）．图 ４和图 ５中斑点从左往右看，斑点 １，
８，１５为槲皮素对照品，斑点２，９，１６为异鼠李
素对照品，斑点３～７和１０～１４分别为方法１～方
法１０提取的供试品．

由图４和图５可见，１０种提取方法中的 “方法

９”提取简便、分离效果好、杂质干扰少、专属性强，
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因此，采用 “方法９”作为供试品溶液的提取方法．
表６　样品含量测定结果

批号
ｗ／（ｍｇ·ｇ－１） ｗ平均／（ｍｇ·ｇ－１）

槲皮素 异鼠李素 槲皮素 异鼠李素

Ａ１１ ２０００２ ００３７２

１９４３４ ００３９３
Ａ１２ ２０３４６ ００３７７

Ａ２１ １８６４５ ００４１１

Ａ２２ １８７４３ ００４１３

Ｂ１１ １９４０８ ００５８７

１８８９０ ００５６２
Ｂ１２ １９９４２ ００５８７

Ｂ２１ １７９６８ ００５３１

Ｂ２２ １８２４４ ００５４４

Ｃ１１ １１８０４ ００１６３

１２６３０ ００２６４
Ｃ１２ １１６２６ ００１５７

Ｃ２１ １３４９９ ００３７２

Ｃ２２ １３５９０ ００３６４

Ｄ１１ １６２７８ ００３９４

１７２０６ ００４００
Ｄ１２ １６３１１ ００４００

Ｄ２１ １８０７５ ００４７９

Ｄ２２ １８１５９ ００４８６

Ｅ１１ ４０２８６ ０１４６６

３８５５２ ０１４３８
Ｅ１２ ４０４８４ ０１４６５

Ｅ２１ ３６７１９ ０１４１１

Ｅ２２ ３６７１８ ０１４０９

３１２　色谱条件的优化
１）流动相的选择．本实验比较了 Ｖ（甲醇）∶

Ｖ（水）、Ｖ（甲醇）∶Ｖ（０４％磷酸溶液）、Ｖ（乙腈）∶
Ｖ（０４％磷酸溶液）几种不同比例的流动相，结果
发现Ｖ（甲醇）∶Ｖ（０４％磷酸）＝４５∶５５作为流动相时，
系统对待测组分的保留时间短，且分离效果好，因

此选用Ｖ（甲醇）∶Ｖ（０４％磷酸）＝４５∶５５作为流动相．
２）检测波长的确定．由文献 ［３～１１］可知，

槲皮素和异鼠李素在３６０ｎｍ处均有最大吸收波长，
因此选用３６０ｎｍ作为检测波长．
３１３　系统适应性

本实验分别使用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，ＴｈｅｒｍｏＵ３０００
和Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪进行实验，结果
发现，槲皮素和异鼠李素的色谱柱理论塔板数均

在８０００以上，说明该色谱系统分离效能良好．
此外，待测物质色谱峰与相邻色谱峰之间的分离

度均大于５，分离度良好．
３２　结论

采用高效液相色谱法测定滇柴胡中槲皮素和异

鼠李素的含量，以３６０ｎｍ为检测波长，在流动相
Ｖ（甲醇）∶Ｖ（０４％磷酸）＝４５∶５５条件下，槲皮素的
标准曲线Ａ１＝２０５９４８３Ｃ１－２８０７３８９，ｒ＝０９９９８，
呈现良好线性关系，检出限为０１２６０μｇ／ｍＬ，定量
限为０４２０１μｇ／ｍＬ，重复性为０２６％，时间稳定性
为１２５％，温度稳定性为 １２４％，加标回收率为
９２４％；异鼠李素的标准曲线为Ａ２＝１８５１９４７Ｃ２－
３７８６５４，ｒ＝０９９９７，呈现良好线性关系，检出限
为０１６５４μｇ／ｍＬ，定量限为０５５１６μｇ／ｍＬ，重复
性为０９１％，时间稳定性为１７２％，温度稳定性为
１０１％，加标回收率为９４２％．由上述可知，实验
达到了预期的验证目的．因此，ＨＰＬＣ法能够快速、
准确地测定滇柴胡中槲皮素和异鼠李素的含量，可

为滇柴胡的进一步开发利用提供可靠的质量控制

依据．
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式压缩性，支持数据的顺序传输、使用和存储，所

以可以适用于多线程、低内存、序列式的数据传输

与使用需求的场合，比如手机、ＰＤＡ等，也可以
用于网络多媒体的快速传递与播放，以及图书馆的

海量电子图书的压缩存放．
５２　小结

通过对图像压缩算法与哈夫曼编码的分析，

提出一种基于标识的变位对折无损压缩算法，该

算法结合了两种算法的各自最优环境，并构建适

合的策略，实现两种算法的优化组合，解决了实

际环境中遇到的数据大量顺序传输、使用和存储

问题．
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