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摘要：目的：建立高效液相色谱法同时测定湘莲中芦丁、

金丝桃苷及槲皮素的含量。方法：采用ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ

ＳＢＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以甲醇—０．６％

磷酸水溶液为流动相，梯度洗脱，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温

３０℃，检测波长２５５ｎｍ。结果：２０批湘莲样品中芦丁、金

丝桃苷及槲皮素含量分别为１．３２～２．０６，１．３６～２．４３，

１．４１～３．２６ｍｇ／ｋｇ；芦丁、金丝桃苷和槲皮素检测质量浓

度线性范围均为５～２００μｇ／ｍＬ（犚
２＝０．９９９９），在相应的

线性范围内，３种黄酮类物质线性关系好，灵敏度高，精密

度、稳定性、重复性及回收率试验相对标准偏差（ＲＳＤ）均

小于４．０％；芦丁、金丝桃苷及槲皮素的平均加标回收率

分别为９６．６％，９６．９％，９７．４％。结论：该方法操作便捷且

结果准确，可用于湘莲中黄酮类成分的含量测定和质量

评价。
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莲（犖犲犾狌犿犫狅狀狌犮犻犳犲狉犪Ｇａｅｒｔｈ．）为莲科莲属多年水生

草本植物，在中国南北各省均有种植，主要产于湖南、浙

江等地，尤以湘莲最为著名，被誉为“中国第一莲子”［１］。

莲子富含淀粉、蛋白质、脂肪、多种维生素、糖类、钙、磷、

铁和钾等营养成分［２］，具有抑菌、抗炎、抗氧化等药理作

用［３］。其药用有效成分以生物碱和黄酮类化合物为主，

其中黄酮类化合物主要包括芦丁、金丝桃苷及槲皮素。

有研究发现，金丝桃苷对肾组织具有保护作用［４］；芦丁可

通过下调ＮＦκＢ信号通路缓解右旋葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）

诱导的大鼠溃疡性结肠炎（ＵＣ）
［５］；槲皮素具有抗氧化、

抗病毒、抗炎及保护心、脑和肝脏的作用［６］。

黄酮的测定方法主要有超高效液相色谱法［７］、荧光

分光光度法［８］、紫外—可见分光光度法［９］、高效液相色谱

法［９］、超高效液相色谱—串联质谱法［１０］等。其中，高效液

相色谱法对中药材中的目标成分及杂质有很好的分离效

果、高灵敏度、结果稳定和操作简单等优点，在黄酮分析

检测中的应用较广。李静等［１１］曾采用高效液相色谱法同

时测定分心木中芦丁、金丝桃苷及槲皮素的含量，但未见

采用高效液相色谱法同时测定湘莲中芦丁、金丝桃苷及

槲皮素含量的报道。研究拟建立采用高效液相色谱同时

测定湘莲中芦丁、金丝桃苷和槲皮素含量的定量分析

方法。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂

芦丁对照品：含量９８．２４％，斯坦福石油化工有限

公司；

金丝桃苷对照品：含量９４．９％，中国食品药品检定研

究院；

槲皮素对照品：含量９９．１％，中国食品药品检定研

究院；

乙腈、甲醇：色谱纯，美国默克公司；

磷酸、甲酸：分析纯，国药集团化学试剂公司；

超纯水：实验室自制；

湘莲：采自湖南省１４个地市州，采摘时间为２０２２年

７—９月，晒干。

１．２　主要仪器设备

高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓａｌｌｉａｎｃｅｅ２６９５型，带自动进

样器，２９９６ＰＤＡ检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

电子分析天平：ＭＥＴＴＬＥＲＸＳ２０５ＤＵ型，瑞士梅特

勒—托利多公司；

纯化水系统：ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ８型，美国密理

博公司。

１．３　方法

１．３．１　高效液相色谱条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ

ＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），二元流动相，流动相Ａ

为甲醇，流动相Ｂ为０．６％磷酸，采用梯度洗脱（洗脱程

序：０ ｍｉｎ，１８％ Ａ，８２％ Ｂ；３５ ｍｉｎ，３３％ Ａ，６７％Ｂ；

４０ｍｉｎ，３４％ Ａ，６６％Ｂ；４５ｍｉｎ，３５％ Ａ，６５％ Ｂ；５０ｍｉｎ，

４０％ Ａ，６０％Ｂ），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长

２５５ｎｍ，进样量２０μＬ。

１．３．２　供试品溶液的制备　湘莲样品干燥粉碎，取湘莲

干燥粉末（粒径１８０～２５０μｍ），精密称取约５０ｇ，置于

１０００ｍＬ锥形 瓶 中，加 ７５％ 乙 醇 约 ５００ ｍＬ，超 声

（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ）处理１ｈ，蒸发溶剂至约１００ｍＬ，离心

（８０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ，收集上清液，用６０ｍＬ氯仿萃取

２次，收集乙醇层，蒸发溶剂至近干，加甲醇溶解并定容至

１ｍＬ，用０．２μｍ 微孔滤膜过滤，取续滤液作为供试品

溶液。

１．３．３　对照品溶液的制备　精密称取芦丁２５．３１ｍｇ，金

丝桃苷２５．８３ｍｇ，槲皮素２６．５５ｍｇ，置２５ｍＬ容量瓶中，

用甲醇（８０％）—乙腈（２０％）溶解并稀释至刻度，摇匀，制

成约１ｍｇ／ｍＬ的标准储备液。精密量取标准储备液０．２，

０．５，１．０，２．０，５．０，１０．０，２０．０ｍＬ分别置１００ｍＬ容量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，摇匀，得到３种成分的系列浓度的标

准曲线工作液，每１ｍＬ含芦丁、金丝桃苷及槲皮素约为

２，５，１０，２０，５０，１００，２００μｇ。

１．３．４　高效液相色谱条件优化

（１）吸收波长：使用紫外分光光度计，对芦丁、金丝桃

苷及槲皮素３种待测成分在２００～４００ｎｍ范围扫描，选

择最佳吸收波长。

（２）流动相的优化：采用色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ

ＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），ＰＤＡ检测器，最佳检测

波长，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长２５５ｎｍ，进

样量 ２０μＬ。比 较 不 同 流 动 相：乙 腈—磷 酸 水 溶 液

（０．２％，０．４％，０．６％）、甲醇—磷酸水溶液（０．２％，０．４％，

０．６％）对３种黄酮类物质的分离效果。

（３）溶剂的选择：采用色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ

ＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），ＰＤＡ检测器，最佳检测

波长，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长２５５ｎｍ，进

样量２０μＬ。比较不同溶剂配比（犞甲醇 ∶犞乙腈 分别为

１００∶０，８０∶２０，６０∶４０，５０∶５０，４０∶６０，０∶１００）对３种

黄酮类物质的分离效果。

１．３．５　湘莲中芦丁、金丝桃苷及槲皮素提取方法的优化

（１）湘莲粉末粒径选择：取３种不同粒径（＞３５５，

１８０～２５０，＜１５０μｍ）的湘莲干燥粉末，采用超声提取

（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ），提 取 时 间 为 １ｈ，蒸 发 溶 剂 至 约

１００ｍＬ，离心（８０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ，收集上清液，最优

ＨＰＬＣ条件测定３种黄酮类物质含量。

（２）提 取 时 间 选 择：取 湘 莲 干 燥 粉 末 （１８０～

２５０μｍ），采用超声提取（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ），提取时间分别

为０．５，１．０，１．５，２．０ｈ，分别蒸发溶剂至约１００ｍＬ，离心

（８０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ，收集上清液，最优 ＨＰＬＣ条件测定

３种黄酮类物质含量。

（３）提 取 溶 剂 选 择：取 湘 莲 干 燥 粉 末 （１８０～

２５０μｍ），采用超声提取（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ），提取时间１ｈ，

选择不同体积分数的甲醇和乙醇（５０％甲醇、５０％乙醇、

６０％甲醇、６０％乙醇、７５％甲醇、７５％乙醇、９０％甲醇、

９０％乙醇）作为溶剂提取湘莲中３种黄酮，考察提取溶剂

对湘莲中３种黄酮类物质定量的影响。

（４）料液比选择：取湘莲干燥粉末（１８０～２５０μｍ），

采用超声提取（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ），提取时间１ｈ，提取溶剂

为７５％ 乙醇，考察料液比［１∶２，１∶５，１∶１０，１∶

１５（ｍｇ／ｍＬ）］对湘莲中３种黄酮类物质提取效果的

影响。

（５）提 取 方 法 选 择：取 湘 莲 干 燥 粉 末 （１８０～

２５０μｍ），提取时间１ｈ，提取溶剂为７５％乙醇，料液比

１∶１０（ｍｇ／ｍＬ），分别采用超声（８４０Ｗ，４０ｋＨｚ）和热回

流提取湘莲中３种黄酮类物质，考察提取方法对湘莲中

３种黄酮类物质定量的影响。

１．４　数据处理

将仪器测得的数据结果使用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件记录、

处理计算。提取色谱图通过仪器软件导出ｃｓｖ数据文件，
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使用Ｏｒｉｇｉｎ８．５绘图软件重新绘制。

２　结果与分析
２．１　高效液相色谱图

如图１所示，按１．３．１的色谱条件进样，芦丁、金丝桃

苷和槲皮素的保留时间分别为４１．０７，４２．８１，４７．９２ｍｉｎ。

样品中的目标峰具有良好的峰型和分离度，杂质峰对目

标峰的含量测定没有干扰。因此，在该色谱条件下所测

得的结果可以代表芦丁、金丝桃苷和槲皮素的含量。

图１　混合对照品和样品 ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅａｎｄｓａｍｐｌｅ

２．２　色谱条件优化

２．２．１　波长选择　精密量取１．３．１项下供试品溶液

０．１ｍＬ，加甲醇定容至１０ｍＬ容量瓶，摇匀。取芦丁、金

丝桃苷及槲皮素对照品，加甲醇溶液（浓度适量）作对照，

在紫外可见光分光光度计２００～４００ｎｍ 进行全波长扫

描，以甲醇为空白溶剂。结果供试品和芦丁、金丝桃苷及

槲皮素对照品均在２５５ｎｍ处有最大吸收，故确定其为检

测波长。

２．２．２　溶剂选择和优化　如图２所示，当溶剂中乙腈体

积分数＞４０％时，槲皮素含量明显降低；以甲醇（６０％）—

乙腈（４０％）为溶剂时，槲皮素的色谱峰拖尾严重；以纯甲

醇为溶剂时，芦丁及金丝桃苷分离度＜１．５，而且芦丁色谱

峰存在前延和变形问题。综合考虑目标物质峰的响应

值、拖尾因子、分离度和峰宽，最终选择甲醇（８０％）—乙

腈（２０％）作为溶剂溶解稀释标准品。

２．２．３　流动相的选择和优化　芦丁和金丝桃苷的极性相

似，但槲皮素的极性与二者相差较大，故选择梯度洗脱。

如图３所示，当流动相为甲醇—０．２％磷酸水溶液和甲

图２　不同溶剂的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ
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图３　不同流动相的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ

醇—０．４％磷酸水溶液时，３种黄酮类物质的分离效果差，

可能是流动相的酸度不够；以甲醇—０．６％磷酸水溶液为

流动相时，３种物质的目标峰分离效果较好，分离度均大

于１．５，且峰形较好。０．６％磷酸水溶液ｐＨ为２．３，考虑到

ｐＨ≤２时会缩短色谱柱的使用寿命，因此不再选用更高

酸度的磷酸水溶液作为流动相。与甲醇相比，乙腈作为

流动相时，３种黄酮类物质的保留时间靠前，湘莲药材的杂

质峰可能会干扰目标物质的测定，综合考虑目标峰洗脱时

间和分离效果，选择甲醇—０．６％磷酸水溶液作为流动相。

２．３　提取条件优化

２．３．１　湘莲粉末粒径对３种目标物含量的影响　由表１

可知，湘莲粉末粒径＞３５５μｍ或＜１５０μｍ时３种黄酮类

物质的提取率均比粒径为１８０～２５０μｍ的低，原因可能

是粉末粒径过大，与溶剂接触的比表面积小，有效成分渗

出少；粉末过细，颗粒表面积大，其吸附作用强，会影响

３种目标物质的扩散速度，同时杂质提取量也会增加，干

表１　粉末粒径对３种目标物含量的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｏｗｄｅｒｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｔｈｒｅｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

粉末粒径／

μｍ

芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

＞３５５ １．５６ １．６２ ２．７４

１８０～２５０ ２．０１ ２．３８ ３．１３

＜１５０ １．８７ ２．１１ ３．０４

扰目标物质的定量。故湘莲粉末粒径选择１８０～２５０μｍ。

２．３．２　提取时间对３种目标物含量的影响　由表２可

知，提取时间为０．５ｈ时，３种黄酮类物质的提取率较低；

提取时间为１．０ｈ与提取时间为１．５ｈ的芦丁、金丝桃苷

及槲皮素的提取率相近；提取时间为２ｈ时，３种黄酮类

物质虽然提取率较高，但杂质峰较多。综合分析，提取时

间选择１．０ｈ。

表２　提取时间对３种目标物含量的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｔｈｒｅｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

提取时

间／ｈ

芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

０．５ １．４３ １．５０ ２．６１

１．０ １．９１ ２．３３ ３．０６

１．５ １．９６ ２．３８ ３．１４

２．０ ２．０５ ２．４２ ３．２５

２．３．３　提取溶剂对３种目标物含量的影响　由表３可

知，乙醇溶液提取效果优于甲醇溶液，可能是乙醇与３种

黄酮类物质的极性相近。不同体积分数的乙醇溶液中，

７５％乙醇的提取效果最佳，乙醇体积分数过高会使湘莲

粉末中的糖类物质、脂溶性物质大量析出，导致３种目标

物质的定量受到影响；当乙醇体积分数过低时，湘莲粉末

中３种目标物的含量明显降低。因此，提取溶剂选择

７５％乙醇溶液。
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表３　提取溶剂对３种目标物含量的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｓｏｆｔｈｒｅｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

提取溶剂
芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

５０％甲醇 １．４０ １．５８ ２．５７

５０％乙醇 １．４５ １．６５ ２．６２

６０％甲醇 １．５６ １．７７ ２．６８

６０％乙醇 １．６６ １．８２ ２．７６

７５％甲醇 １．９２ ２．３７ ３．０２

７５％乙醇 ２．０６ ２．４２ ３．２４

９０％甲醇 １．９２ ２．３１ ２．９９

９０％乙醇 ２．００ ２．３９ ３．２０

２．３．４　料液比对３种目标物含量的影响　由表４可知，

随着液料比值的增大，３种目标物质的提取率先增大后趋

于平衡。考虑到耗材用量、人力及时间，料液比选择１∶

１０（ｍｇ／ｍＬ）。

２．３．５　提取方法对３种目标物含量的影响　由表５可

知，采用热回流法时芦丁及金丝桃苷的提取率较超声法

的低，可能是因为芦丁及金丝桃苷受热易分解，而且超声

法设备简单、操作方便、耗时短。因此，选择超声法。

２．４　线性关系、检出限及定量限考察

以目标物质量浓度为横坐标（犡），峰面积为纵坐标

表４　料液比对３种目标物含量的影响

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏｏｎｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｒｅｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

料液比

（ｍｇ／ｍＬ）

芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

１∶２ ０．８５ ０．８８ １．４１

１∶５ １．６６ １．９６ ２．８３

１∶１０ ２．０２ ２．３３ ３．２２

１∶１５ ２．０５ ２．３７ ３．２６

表５　提取方法对３种目标物含量的影响

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｓｏｆｔｈｒｅｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

提取方法
芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

超声　 ２．０３ ２．４１ ３．２６

热回流 ２．０１ ２．４０ ３．２４

（犢）绘制标准曲线，芦丁、槲皮素及金丝桃苷在质量浓度

为５～２００μｇ／ｍＬ的范围内线性良好，相关系数犚
２均大

于０．９９９。以信噪比犛／犖≥３确定检出限，以信噪比

犛／犖≥１０确定定量限，如表６所示，芦丁、金丝桃苷及槲

皮素均有较低的检出限及定量限，有较好的灵敏度。

表６　３种组分线性范围与检测限

Ｔａｂｌｅ６　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

组分 回归方程 相关系数（犚２） 线性范围／（μｇ·ｍＬ
－１） 检出限／（μｇ·ｍＬ

－１） 定量限／（μｇ·ｍＬ
－１）

芦丁　　 犢＝２５２７犡－１１３６ ０．９９９９ ５～２００ ０．１０ ０．４２

金丝桃苷 犢＝４８１８．６犡－３７１２ ０．９９９９ ５～２００ ０．１０ ０．４０

槲皮素　 犢＝２８０９．８犡－１０８．４ ０．９９９９ ５～２００ ０．１０ ０．４０

２．５　稳定性试验

取湘莲供试品溶液分别于０，４，８，１６，２４，３６，４８ｈ进

样，各时间点平行２次，测定湘莲供试品溶液中３种黄酮

的平均峰面积。由表７可知，芦丁、金丝桃苷及槲皮素的

均小于２％（狀＝７），表明湘莲供试品溶液在４８ｈ内稳定，

但超过７２ｈ，３种黄酮类物质的峰面积明显降低。

２．６　精密度试验

取混合对照品溶液，按１．３．１的色谱条件，平行进样

６次，测定３种成分的峰面积。由表８可知，芦丁、金丝桃

苷及槲皮素峰面积的ＲＳＤ均小于２％，表明该方法具有

良好的精密度。

２．７　重复性试验

按１．３．２的供试品溶液制备方法平行处理６份样品，

按１．３．１的色谱条件测定。由表９可知，芦丁、金丝桃苷

和槲皮素峰面积的ＲＳＤ分别为１．８％，１．１％，１．５％，表明

表７　稳定性试验

Ｔａｂｌｅ７　Ｔｈｅｔｅｓｔｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙ（狀＝２）

进样时间／

ｈ

含量

芦丁／

（μｇ·ｍＬ
－１）

金丝桃苷／

（μｇ·ｍＬ
－１）

槲皮素／

（μｇ·ｍＬ
－１）

０ １０８．６ ９６．７ １００．１

４ １０９．２ ９６．９ ９９．８

８ １０４．７ ９４．６ ９６．１

１６ １０４．２ ９４．６ ９６．１

２４ １０７．１ ９５．８ ９８．４

３６ １０４．７ ９４．７ ９６．３

４８ １０５．９ ９５．４ ９７．４

ＲＳＤ／％ １．９ １．０ １．７
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表８　精密度试验

Ｔａｂｌｅ８　Ｔｈｅｔｅｓｔｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（狀＝６）

组分
含量／（μｇ·ｍＬ

－１）

平行１ 平行２ 平行３ 平行４ 平行５ 平行６
ＲＳＤ／％

芦丁　　 １０３．２ １０３．５ １０４．７ １０７．６ １０７．９ １０４．８ １．９

金丝桃苷 １００．２ １００．５ １０１．１ １０４．４ １０３．７ １０１．５ １．８

槲皮素　 ９９．３ １００．７ １０１．０ １０４．１ １０３．７ １０１．０ １．８

表９　重复性试验

Ｔａｂｌｅ９　Ｔｈｅｔｅｓｔｏｆｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ（狀＝６）

组分
含量／（μｇ·ｍＬ

－１）

平行１ 平行２ 平行３ 平行４ 平行５ 平行６
ＲＳＤ／％

芦丁　　 １３６．０ １４０．１ １４２．４ １４２．８ １４１．７ １４１．１ １．８

金丝桃苷 １３６．１ １３９．５ １３９．６ １３９．９ １３８．０ １３７．９ １．１

槲皮素　 １７１．６ １７８．１ １７８．２ １７８．６ １７５．６ １７５．４ １．５

该方法的重复性良好。

２．８　回收率试验

取已知含量的湘莲样品９份，每份约２５ｇ，精密称

定，按１．３．２的方法处理之前，在９份湘莲样品中分别加

入高、中、低３种不同浓度的芦丁、金丝桃苷及槲皮素高、

中、低混合的对照品溶液１ｍＬ，质量浓度分别为６０，５０，

４０μｇ／ｍＬ，置振荡器中混匀。按１．３．１的色谱条件测定，

计算各对照品的平均加样回收率和ＲＳＤ值。由表１０可

知，芦丁、金丝桃苷、槲皮素的平均加标回收率分别为

９６．６％，９６．９％，９７．４％，ＲＳＤ值分别为１．３％，１．５％，１．５％

（狀＝９），表明该方法的加样回收率符合要求，对结果的准

确度影响小。

表１０　回收率试验

Ｔａｂｌｅ１０　Ｔｈｅｔｅｓｔｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（狀＝３）

参数 水平
加标

量／μｇ

样品中含量／μｇ

平行１ 平行２ 平行３

测得量／μｇ

平行１ 平行２ 平行３

回收率／％

平行１ 平行２ 平行３

平均回收

率／％

ＲＳＤ／

％

芦丁　　 低 ４０．１ ５３．５ ５３．２ ５２．８ ９１．２ ９０．１ ８９．０ ９７．４ ９６．６ ９５．８ ９６．６ １．３

中 ５１．３ ５４．１ ５４．０ ５３．７ １０３．１ １０１．０ ９９．５ ９７．８ ９５．９ ９４．８

高 ６０．５ ５３．６ ５３．３ ５３．２ １１２．７ １１０．５ １０８．６ ９８．８ ９７．１ ９５．５

金丝桃苷 低 ４０．３ ６０．８ ６０．５ ６０．１ ９９．８ ９７．３ ９６．１ ９８．７ ９６．５ ９５．７ ９６．９ １．５

中 ５０．９ ６１．６ ６１．２ ６０．９ １０９．２ １０６．８ １０５．５ ９７．１ ９５．３ ９４．４

高 ６０．４ ６１．０ ６０．８ ６０．３ １１９．２ １１８．８ １１８．０ ９８．２ ９８．０ ９７．８

槲皮素　 低 ３９．８ ８０．６ ８０．１ ７９．５ １１６．２ １１４．１ １１３．３ ９６．５ ９８．０ ９７．８ ９７．４ １．５

中 ５０．２ ８１．４ ８１．１ ８１．０ １２８．５ １２７．７ １２６．０ ９７．６ ９７．３ ９６．０

高 ５９．７ ８０．８ ８０．４ ８０．０ １３９．０ １３９．０ １３７．５ ９９．５ ９９．２ ９８．４

２．９　耐用性试验

按１．３．２的方法平行处理２份样品，更改柱温条件

（２５，３０，３５，４０℃）、流动相ｐＨ值（２．０，２．５，３．０，３．５）及色

谱柱（ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱、ＷａｔｅｒｓＣ１８柱、ＴｈｅｒｍｏＣ１８柱），其他

条件参照１．３．１。由表１１～表１３可知，同一供试品在改

变柱温条件下，芦丁、金丝桃苷和槲皮素的 ＲＳＤ分别为

２．８％，２．２％，２．４％；同一供试品在改变流动相ｐＨ值条件

下，芦丁、金丝桃苷和槲皮素的ＲＳＤ分别为２．１％，１．８％，

１．９％；同一供试品在改变色谱柱的条件下，芦丁、金丝桃

苷和槲皮素的ＲＳＤ分别为１．７％，０．９％，１．４％。湘莲供

试品溶液在柱温、流动相ｐＨ 值及色谱柱条件微小变化

后，３种黄酮类物质色谱峰分离良好，对结果的测定没有

较大的影响，说明该方法具有良好的耐用性。

２．１０　重现性

不同的分析人员在不同的实验室取同一批次湘莲样

品，各按１．３．２的方法平行处理５份样品，按１．３．１的色谱

条件进样检测。由表１４可知，该方法具有良好的重

现性。
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表１１　柱温耐用性试验

Ｔａｂｌｅ１１　Ｔｈｅｓｅｒｖｉｃｅａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（狀＝２）

柱温／℃

含量／（μｇ·ｍＬ
－１）

芦丁

平行１ 平行２

金丝桃苷

平行１ 平行２

槲皮素

平行１ 平行２

２５ ９２．０ ９１．９ ９７．０ ９７．０ １３６．０ １３６．５

３０ ９２．３ ９２．４ ９９．２ ９９．９ １３５．２ １３４．８

３５ ９２．２ ９２．２ ９６．７ ９８．３ １３５．８ １３６．４

４０ ９７．５ ９７．９ ９４．１ ９３．８ １２９．０ １２９．１

ＲＳＤ／％ ２．８ ２．２ ２．４


表１２　ｐＨ值耐用性试验

Ｔａｂｌｅ１２　ＴｈｅｓｅｒｖｉｃｅａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

ｖａｌｕｅｓ（狀＝２）

ｐＨ值

含量／（μｇ·ｍＬ
－１）

芦丁

平行１ 平行２

金丝桃苷

平行１ 平行２

槲皮素

平行１ 平行２

２．０ ９３．２ ９３．５ ９５．５ ９４．６ １２６．８ １２５．４

２．５ ９４．２ ９３．８ ９７．０ ９７．０ １３０．０ １３１．６

３．０ ９３．３ ９３．２ ９９．４ ９８．４ １２８．６ １３１．１

３．５ ９７．８ ９７．５ ９４．４ ９５．８ １３１．９ １３２．０

ＲＳＤ／％ ２．１ １．８ １．９


表１３　色谱柱耐用性试验

Ｔａｂｌｅ１３　Ｔｈｅｓｅｒｖｉｃｅａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ（狀＝２）

色谱柱

含量／（μｇ·ｍＬ
－１）

芦丁

平行１ 平行２

金丝桃苷

平行１ 平行２

槲皮素

平行１ 平行２

色谱柱１ １０２．８ １００．６ ９７．０ ９７．４ １３１．７ １２８．３

色谱柱２ ９８．０ ９９．１ ９４．９ ９６．２ １２６．９ １２８．０

色谱柱３ ９９．５ １００．６ ９６．５ ９６．９ １３０．０ １３０．７

ＲＳＤ／％ １．７ ０．９ １．４


表１４　重现性试验

Ｔａｂｌｅ１４　Ｔｈｅｔｅｓｔｏｆｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ（狀＝５）

试验

芦丁／

（μｇ·ｍＬ
－１）

人员１ 人员２

金丝桃苷／

（μｇ·ｍＬ
－１）

人员１ 人员２

槲皮素／

（μｇ·ｍＬ
－１）

人员１ 人员２

１ ９０．２ ８９．１ ９６．５ ９５．２ １３３．２ １３１．１

２ ８９．６ ８９．６ ９５．３ ９５．５ １３２．５ １３１．２

３ ９０．５ ９０．０ ９６．２ ９６．１ １３３．６ １３２．９

４ ９１．２ ９１．０ ９７．１ ９６．２ １３３．８ １３３．０

５ ９２．５ ９０．７ ９８．０ ９５．２ １３４．２ １３２．７

ＲＳＤ／％ １．２ ０．９ １．０ ０．５ ０．５ ０．７


总ＲＳＤ／％ １．０ ０．９ １．０

２．１１　样品的含量测定

取２０批湖南省１４个地市州的湘莲样品粉末各５０ｇ，

先按１．３．２项下的样品处理方法制备，再按照１．３．１项下

的色谱条件测定样品中芦丁、金丝桃苷及槲皮素含量。

由表１５可知，２０批湘莲样品中芦丁、金丝桃苷及槲皮素

含量的平均值分别为１．６２，１．７８，２．２９ｍｇ／ｋｇ，不同产地和

采收季节均会对湘莲中的芦丁、金丝桃苷及槲皮素含量

有一定程度的影响。从产地看，湘潭的莲子中芦丁、金丝

桃苷及槲皮素的含量最高，可能是因为湘潭位于湘江下

游，气候湿润，年平均气温为１７℃左右，形成了湘莲生产

的有利地理条件；从采收季节看，湘潭、永州、怀化、衡阳

和娄底地区８月份采收的莲子３种黄酮类物质的含量均

比７月份的高，可能与阳光照射温度有关，因为南方地区

８月份气候温度比７月份高，大部分地区的温度在３４℃

左右，有些地区可能会超过３９℃，甚至达到４０～４１℃，

因此推测夏季三伏天的中伏和末伏期间为莲子比较适合

的采收季节。

３　结论
研究建立了高效液相色谱法测定湘莲中芦丁、金丝

表１５　样品测定结果

Ｔａｂｌｅ１５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ（狀＝１）

样品 来源 采摘日期
芦丁／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

金丝桃苷／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

槲皮素／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

１ 湘潭　２０２２年７月 １．９７ ２．２０ ３．０５

２ 湘潭　２０２２年８月 ２．０６ ２．４３ ３．２６

３ 湘潭　２０２２年９月 ２．０１ ２．３１ ３．１１

４ 永州　２０２２年７月 １．３８ １．５１ １．８７

５ 永州　２０２２年８月 １．４９ １．７５ ２．０９

６ 怀化　２０２２年７月 １．７４ １．９３ ２．９５

７ 怀化　２０２２年８月 １．８２ ２．０６ ３．０３

８ 衡阳　２０２２年７月 １．７１ １．８８ ２．６７

９ 衡阳　２０２２年８月 １．８３ ２．０４ ２．９７

１０ 张家界２０２２年８月 １．７０ １．８９ ２．６６

１１ 邵阳　２０２２年９月 １．４２ １．６１ １．９０

１２ 益阳　２０２２年９月 １．３２ １．３６ １．４１

１３ 郴州　２０２２年８月 １．７０ １．８０ ２．０５

１４ 株洲　２０２２年８月 １．５０ １．６２ １．８０

１５ 长沙　２０２２年８月 １．３５ １．４０ １．７４

１６ 常德　２０２２年８月 １．４５ １．５１ １．７６

１７ 湘西　２０２２年８月 １．４８ １．５２ １．７９

１８ 岳阳　２０２２年９月 １．４０ １．５１ １．７０

１９ 娄底　２０２２年７月 １．４３ １．５５ １．８１

２０ 娄底　２０２２年８月 １．５６ １．７７ ２．１３

平均值 １．６２ １．７８ ２．２９
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桃苷及槲皮素含量的方法。该法采用色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ

ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动

相：Ａ相为甲醇，Ｂ相为０．６％磷酸，梯度洗脱（洗脱程序：

０ｍｉｎ，１８％ Ａ，８２％ Ｂ；３５ｍｉｎ，３３％ Ａ，６７％ Ｂ；４０ｍｉｎ，

３４％ Ａ，６６％Ｂ；４５ｍｉｎ，３５％ Ａ，６５％Ｂ；５０ｍｉｎ，４０％ Ａ，

６０％Ｂ），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测波长２５５ｎｍ；

进样 量 ２０ μＬ。芦 丁、金 丝 桃 苷 及 槲 皮 素 在 ５～

２００μｇ／ｍＬ（犚
２＝０．９９９９）范围内均有良好的线性关系，

回归方程分别为犢＝２５２７犡－１１３６、犢＝４８１８．６犡－

３７１２和犢＝２８０９．８犡－１０８．４。

研究对湘莲中芦丁、金丝桃苷及槲皮素３种黄酮类

物质的分析方法进行了改进，３种黄酮标准品的色谱峰得

到了很好的分离且出峰时间适宜。湘莲中有较多黄酮类

化合物以及其他类别化合物，试验只对湘莲中３种黄酮

类化合物进行了定量分析，尚未对湘莲中其他活性成分

做进一步的分离分析，其主要活性成分有待于进一步

研究。
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