
研究论文

食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 10 期

石雪萍，等： 高效液相色谱测定不同采收期罗布麻中黄酮含量

高效液相色谱测定不同采收期罗布麻中黄酮含量

石雪萍 1， 吴亮亮 2

（1. 江苏经贸职业技术学院 工程技术学院/江苏省食品安全工程技术研究开发中心， 江苏 南京 210007；2. 南京
野生植物综合利用研究院，江苏 南京 210042）

Simultaneous Determination of Four Flavonoids in Apocynum venetum
Gathered in Different Seasons by High Performance Liquid Chromatography

SHI Xue-ping1， WU Liang-liang2

（1. Department of Engineering and Technology of Jiangsu Institute of Economic & Trade Technology/Jiangsu Food
Safety Engineerning Research and Development Center，Nanjing 210007，China；2. Nanjing Institute for
Comprehensive Utilization of Wild Plant，Nanjing 210042，China）

Abstract： To develop a sensitive and specific high performance liquid chromatography （HPLC）
method to determine four flavonoids in Apocynum venetum gathered in different seasons，so as to
determine the optimal gathering season. The sample was extracted with ultrasonic method and then
separated on Zorbax Eclipse C18 （150 mm×4.6 mm，5 μm） with a mixture of methanol -0.4%
H3PO4（volume ratio 50∶50） as mobile phase at flow rate of 1 mL/min. The UV detective wavelength
was 360 nm，and the column temperature was set at 50 ℃. With this method，four flavonoids were
separated efficiently. The liner relation，stability and the recovery rate were all good. The four
flavonoids were determined with this method. The flavonoids content of Apocynum venetum leaves
gathered in August was the highest. The optimal gathering season of Apocynum venetum was
August. The result indicated that the proposed method was simple，rapid，accurate，sensitive，and low
cost，thus it provides an effective scientific means for assaying flavonoids in Apocynum venetum.

摘要： 采用高效液相色谱法同时测定罗布麻叶中芦丁、异槲皮苷、金丝桃苷和槲皮素 4种黄酮的
含量， 从而确定最佳的罗布麻采收期。 样品采用超声波法提取。 色谱条件为： 色谱柱：Zorbax
Eclipse C18（150 mm 4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.4%磷酸水溶液（50∶50）；流量 1.0 mL/min；
紫外检测波长 360 nm；柱温：50 ℃。 该方法对 4种黄酮能够很好分离，线性关系、精密度、稳定性
和加标回收率良好。 按照这种方法检测出不同采收季节的罗布麻叶中 4 种黄酮含量，其中 8 月
份采收的罗布麻叶中黄酮含量最高。 高效液相色谱检测法操作简单快速、定量准确、灵敏度高、
成本低，能很好地测定出罗布麻中黄酮的含量。
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罗布麻 （Apocynum venetum） 分为红麻和白麻
两种， 为夹竹桃科多年生直立半灌木草本植物，是
一种具有多种经济用途和生态用途的资源植物。 罗
布麻具有耐盐碱、耐严寒和酷暑的特性，广泛生长
在盐碱、沙荒地带，集中在新疆、内蒙、甘肃、青海等
省区，因最早发现于新疆罗布泊，故命名为罗布麻[1]。
用罗布麻叶作饮茶及药用有悠久的历史，《中国药
植图鉴》记载罗布麻：“嫩叶，蒸炒揉制后代茶，有清
凉去火，防止头晕和强心的功用。 ”《陕西中草药》记
载其具有“清凉泻火，强心利尿，降血压。 治心脏病，
高血压，神经衰弱，肾炎浮肿”的功效。 现代研究表
明，罗布麻中的有效成分主要有黄酮类、鞣质类、有
机酸类、醇类、氨基酸类等 [2-3]，具有降压、降脂、抗感
冒、镇静安神、抗抑郁等功效[4-10]。罗布麻最主要成分
为黄酮类成分。 近年来国内外关于罗布麻中黄酮的
研究甚多，主要有总黄酮的测定：范维刚等人研究
了罗布麻叶中黄酮类化合物含量的测定 [11]，刘东平
研究了罗布麻黄酮测定方法[12]；黄酮的分离：耿岩玲
等利用高速逆流色谱从罗布麻中分离得到了异槲

皮素甙 [13]；张云峰等人从罗布麻中分离得到了 8 种
化合物，3 种为黄酮类成分，其中有槲皮素和异槲皮
素甙[14]。程秀丽将罗布麻的乙醇提取物经聚酰胺柱、
Sephadex LH-20， 反复分离纯化得到几种黄酮类化
合物三叶豆苷、金丝桃苷、槲皮素、乙酰异槲皮苷与
异槲皮苷[15]。 作者以新疆阿拉泰地区的罗布红麻为
原料，利用高效液相色谱法测定不同采收期罗布麻
茶中的几种黄酮含量， 旨在寻找最佳的采收期，并
可根据需要选择不同的采收期，从而更加合理地利
用这种戈壁珍品。

1.1 材料与试剂
罗布麻样品采自新疆阿拉泰。 按照采收期分别

标记为 1#，6 月份采摘；2#，7 月份采收；3# 样品，8
月份采收；4# 样品，9 月份采收；5# 样品，8 月份采
收热水浸泡。
芦丁、金丝桃苷、异槲皮素甙、槲皮素对照品

（纯度≥98%），南京泽朗医药科技有限公司产品；甲
醇、磷酸为 HPLC 级，水为纯净水。 其它试剂均为分

析纯试剂。
1.2 仪器与设备

Agilent 1200 高效液相色谱仪、 二极管阵列检
测器 （DAD）、 安捷伦化学工作站、Zorbax 保护住
（H4033A）：安捷伦科技有限公司产品；JA3103N 分
析天平： 上海明桥精密科学仪器有限公司产品；T6
新世纪紫外-可见分光光度计： 北京普析通用仪器
有限公司产品。
1.3 实验方法
1.3.1 对照品溶液制备 精密称取 4.8 mg 异槲皮
苷，5.5 mg 金丝桃苷，5.4 mg 芦丁和 5.8 mg 槲皮素，
甲醇定容至 10 mL， 样品浓度分别为 0.48、0.55、
0.54、0.58 mg/mL，并将母液稀释成 5 个浓度梯度的
对照品溶液，待进样。
1.3.2 供试样品溶液的制备 将不同时期采摘的
罗布麻叶干燥， 粉碎过 40 目筛。 分别称取 1#、2#、
3#、4# 样品 2 g， 加入体积分数 60%乙醇溶液 100
mL，超声提取 60 min，过滤取滤液；称取 5# 样品 2
g，100 mL沸水泡制 3次，合并，过滤取滤液。滤液上
样前经 0.45 μm 膜过滤，进样。
1.3.3 色谱条件 Zorbax Eclipse C18 色谱柱 （150
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：v（甲醇）∶v（体积分数
0.4%磷酸）=50∶50； 流量：1 mL/min； 检测波长：360
nm；柱温 35 ℃；进样量 5 μL。

2.1 线性关系考察
将对照品溶液从低浓度到高浓度， 依次进样，

每个浓度进样 3 次，每次 5 μL，按 1.3.3 的色谱条件
进行 HPLC 分析，以色谱峰面积（Y ） 对进样量（X ）
进行回归，计算回归方程。 结果见表 1。
由表 1 看出，各对照品在一定的浓度范围内具

有良好的线性关系。
2.2 精密度实验
精密吸取芦丁、金丝桃苷、异槲皮素甙、槲皮素

对照品质量浓度分别为 0.48、0.55、0.54、0.58 mg/mL
的对照品混合液 5 μL， 按照 1.3.3 的色谱条件进行
HPLC分析。重复进样 6次，测定各个对照品的峰面
积，结果芦丁峰面积RSD为 1.86%，金丝桃苷峰面积

结果分析2

材料与方法1
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RSD为 2.02%，异槲皮素甙峰面积 RSD为 2.35%，槲 皮素峰面积 RSD为2.26%。 表明仪器精密度良好。

2.3 稳定性实验
精密吸取 1.3.2 的供试品溶液 5 μL，于 0、4、8、

12、16、20、24、48 h 分别进样， 测定芦丁的峰面积
RSD 为 1.91%， 金丝桃苷峰面积 RSD 为 2.18%，异
槲皮素甙峰面积的 RSD 为 2.81%， 槲皮素峰面积
RSD为 2.32%。 表明该方法稳定性良好。
2.4 重复性实验
精密称取同一批罗布麻样品 6 份， 按照 1.3.2

的方法制备，1.3.3的色谱条件测定。结果显示，芦丁
峰面积 RSD 为 3.20%， 金丝桃苷峰面积 RSD 为
4.82%，异槲皮素甙峰面积 RSD 为 3.21%，槲皮素峰
面积 RSD为 4.35%。 表明该方法的重复性良好。
2.5 回收率实验
精密吸取已知含量的罗布麻提取液， 分成 3

组，每组按照低、中、高 3 个标准准确加入对照品混
合液，按 1.3.3的色谱条件测定。 结果显示芦丁平均
回收率 99.1%，RSD 为 4.3%； 金丝桃苷的回收率为
91.7%，RSD 为 5.1%； 异槲皮素甙的平均回收率为
96.3% ，RSD 为 3.8% ； 槲皮素的平均回收率为
115.2%，RSD为 4.9%。
2.6 不同采收期罗布麻中黄酮含量测定
不同采收期的罗布麻样品按 1.3.2 供试品溶液

制备处理，在上述色谱条件下进行分析，HPLC 图谱
见图 1和图 2。
由图 1 和图 2 可以看出，4 种黄酮在所选择的

HPLC 条件下能够很好分开。 罗布麻叶提取物中的
芦丁、金丝桃苷、异槲皮素甙和槲皮素的出峰时间

分别为 5.790、6.275、6.640、18.382 min。

图 1 对照品的 HPLC 色谱
Fig. 1 HPLC Chromatogram of standard samples

图 2 样品（3#）中的 HPLC 色谱
Fig. 2 HPLC Chromatogram of flavonoids from sample

（3#）

2.7 不同采收期罗布麻中黄酮含量比较分析
参照各对照品的标准曲线，求得不同采收期的

罗布麻叶样品中黄酮质量分数， 并进行柱状图分
析。 结果见表 2和图 3。

表 1 各对照品的线性回归方程和相关系数
Table 1 Regression equation and correlation coefficient of four standard samples

异槲皮苷 金丝桃苷 芦丁 槲皮素

样品量/μg 峰面积/ mAU*s 样品量/μg 峰面积/ mAU*s 样品量/μg 峰面积/ mAU*s 样品量/μg 峰面积/ mAU*s

0 0 0 0 0 0 0 0

0.96 1 852.08 1.1 2 201.52 1.08 2 453.66 1.18 3 033.53

1.92 4 076.37 2.2 4 871.06 2.16 5 446.85 2.36 7 331.31

2.88 6 304.23 3.3 7 576.26 3.24 8 537.65 3.54 11 937.4

3.84 8 585.12 4.4 10 310.3 4.32 11 651.5 4.72 16 329.6

4.8 10 498.3 5.5 12 498.1 5.40 13 954.5 5.80 19 729.6

回归方程
Y=2 229.7x-131.97

R2=0.999
回归方程

Y=2 325.2x-151.56
R2=0.998 7

回归方程
Y=2 657.6x-168.13

R2=0.998
回归方程

Y=3 508.6x-565.04
R2=0.997
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图 3 不同采收期罗布麻中黄酮含量柱状分析图
Fig. 3 Columnar graph of flavonoids content of the

Apocynum venetum samples gathered in different
seasons
表 2 不同采收期样品中黄酮成分质量分数

Table 2 Flavonoids content of the Apocynum venetum
samples gathered in different seasons

由图 3 和表 2 可以看出，随着月份增加，罗布
麻中黄酮含量整体呈增加趋势。 这 4 种黄酮中，异
槲皮素甙含量最高，其次是芦丁。 6月份采收的罗布
麻叶中没有检测出金丝桃苷，8 月份采收的罗布麻
茶沸水泡制液中未见槲皮素，其他 3 种黄酮含量比
较高，说明沸水泡制能很好地溶出黄酮类物质。

3.1 色谱条件选择
按照甲醇磷酸不同比例作为流动相进行了比

较， 结果发现， 当流动相为 v （甲醇）∶v （体积分数
0.4%磷酸）=50∶50 时，各组分峰分离较好，且峰形对
称性良好。 在色谱柱允许的范围内，考察了温度的
影响，发现随着温度升高分离效果越好。 综合考虑，
选择了 50℃作为最佳柱温。
3.2 提取条件的选择
芦丁和金丝桃苷、异槲皮素甙极性较大，槲皮

素极性较小，溶于甲醇、乙醇、微溶于水。 考察了不
同提取溶剂，试验结果表明体积分数 60%乙醇溶液
能够兼顾这四种黄酮的极性特点，再加上乙醇作为
溶剂的安全性，因此用体积分数 60%乙醇溶液为提
取溶剂。 实验同时也研究了沸水泡制罗布麻茶，对
其黄酮的影响，结果发现，沸水泡制能溶出大部分
黄酮类成分。 因此，罗布麻叶作为茶叶用沸水泡制
是合理的，且冲泡 3 遍，基本能溶出大部分黄酮类
成分。
3.3 采收季节确定
黄酮类是一种重要的植物次生代谢产物，随着

植物的生长而呈动态变化[16]。 植物生长环境中的温
度、水分、光照、大气、盐分、养分等都会对植物的生
长产生各种各样的影响甚至胁迫，致使次生代谢产
物发生变化[17]。 从以上结果看出，8月份采收的罗布
麻叶（叶片乌绿）含有的黄酮总量最多，但槲皮素含
量甚微，可以用作加工成罗布麻茶。 9月份采收的罗
布麻叶（叶片呈金黄）金丝桃苷、槲皮素含量较高，
可以作为罗布麻发酵茶或者罗布麻提取物的最佳

原料。 由此看出，研究不同采收季节罗布麻中黄酮
含量，有利于更合理地利用罗布麻资源，创造更高
的附加值。

样品

1#（6月份
采摘）

0.173 未检出 0.306 0.078

2#（7 月份
采摘）

0.217 0.023 0.320 0.097

3#（8月份
采摘）

0.306 0.049 0.390 0.103

4#（9月份
采摘）

0.170 0.072 0.201 0.088

5#（8月份
采摘）

0.114 0.052 0.266 未检出

质量分数/%

芦丁 金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮素

讨 论3
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科 技 信 息

美国食品安全与营养中心公布未来两年的重点项目计划

据美国食品药品管理局（FDA）消息，周四美国 FDA 下属食品安全与营养中心公布了未来两年的重点项目计划。
该计划包含 6 大主要目标：减少每年食源性疾病率和化妆品受伤率；基于最佳科学、预防和公共卫生风险建立法

规、政策、指南、检验和合规策略；提高遵守新创建的农场到餐桌的预防性控制标准；通过更好的营养和膳食的选择改善

公共卫生指标；开发和迅速部署最快最有效的方法来识别、包容和消除食品和化妆品危害；实现人员和资源的最优使用。

［信息来源］U.S. Food and Drug Administration. Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN) Plan for Program
Priorities, 2013-2014 [EB/OL]. (2013-8-30). http://www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofFoods/CFSAN/WhatWeDo/
ucm366279.htm.
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