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中药研究

ＨＰＬＣ法同时测定护肝颗粒中的槲皮素、
山柰素和异鼠李素的含量

王建平　汪铜芳　陈晓峰　张咏梅　王建春　蒋志涛
（张家港市中医医院，江苏省企业研究生工作站，张家港，２１５６００）

摘要　目的：建立护肝颗粒中槲皮素、山柰素、异鼠李素的含量测定方法。方法：采用高效液相色谱法测定护肝颗粒中槲
皮素、山柰素、异鼠李素的含量，色谱柱ＨｅｄｅｒａＯＤＳ２柱（４６ｍｍ×２００ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇０４％磷酸，梯度洗脱，
流速１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长３６０ｎｍ，柱温为３５℃。结果：槲皮素、山柰素、异鼠李素分别在００７６８～１９２μｇ，００２００４～
０５０１μｇ，００２１～０５２５μｇ范围内进样量与峰面积积分值线性关系良好，ｒ分别为０９９９９、０９９９８、０９９９９，加样回收率分
别为９７４％、９８１％、９７９％，ＲＳＤ分别为１４％、１８％、１３％。结论：该方法准确、稳定，可以用来同时测定护肝颗粒中槲
皮素、山柰素、异鼠李素的含量。
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　　护肝颗粒由垂盆草、虎杖、茵陈、黄柏、金钱草等
七味中药组成，是根据我院名中医长期的临床经验

方制备而成的复方中药制剂。具有清热利湿、益肝

化瘀、疏肝止痛的功效，临床常用于治疗急慢性肝

炎，疗效确切。处方中君药垂盆草具有清热解毒、清

热利湿的功效，是本制剂发挥其保肝降酶临床疗效

的重要组成部分，化学成分研究表明，垂盆草中主要

有效成分是以槲皮素、山柰素、异鼠李素等为代表的

各种黄酮类成分及蛋白质、氨基酸、糖类、皂苷类、生

物碱类和氰苷类等成分［１２］。护肝颗粒在我院生产

及临床应用中，质量控制方面只做了粒度及装量差

异等方面的要求，未对其有效成分进行含量测定及

限度要求，为确保临床使用中安全有效，提高制剂质

量，本文参考有关文献，建立使用高效液相色谱仪同

时测定护肝颗粒中的槲皮素、山柰素、异鼠李素３种
主要的黄酮类成分的含量测定的方法，为全面控制

药品质量，也为我院该医院制剂的质量控制及质量

标准的制定和提高提供一定的参考依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ
２９９８紫外检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（美国Ｗａｔｅｒｓ
公司）、ＡＧ１３５型电子天平（瑞士梅特勒公司）。
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１２　试剂　甲醇为色谱纯（德国默克）；水为娃哈哈
纯净水；盐酸为分析纯。

１３　分析样品　槲皮素对照品（批号１３１２２５０６），
山柰素对照品（批号 １４０１０７０１），异鼠李素对照品
（批号１３０５３００７），均购于成都曼斯特科技开发有限
公司；护肝颗粒由本院制剂室自制（批号：１５０３２３、
１５０４０８、１５０６１２）。
２　方法与结果
２１　色谱条件　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充
剂，色谱柱为 ＨｅｄｅｒａＯＤＳ２（４６ｍｍ×２００ｍｍ，５
μｍ）；以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，选用不同
比例的０４％磷酸溶液（Ａ）∶甲醇（Ｂ）为流动相，梯
度洗脱［３］。条件见表１。

表１　流动相梯度洗脱程序

Ｔ（ｍｉｎ） Ｖ（ｍＬ·ｍｉｎ－１） Ａ（％） Ｂ（％）

０～１２ １ ４５ ５５
１４～２４ １ ５０ ５０
２６～３６ １ ２０ ８０
３８～４８ １ ４５ ５５

２２　对照品溶液的制备　精密称取槲皮素、山柰
素、异鼠李素１９２０ｍｇ、５０１ｍｇ、５２５ｍｇ，分别置于
不同的１０ｍＬ容量瓶中，加适量甲醇溶解，并用甲醇
定容至刻度，摇匀备用。分别取１ｍＬ上述对照品溶
液置于２５ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释定容至刻度，制
成每１ｍＬ分别含槲皮素、山柰素、异鼠李素分别为
００７６８ｍｇ、００２００４ｍｇ、００２１ｍｇ的混合对照品溶
液。

２３　供试品溶液的制备取本品颗粒适量，研细，精
密称取约３０ｇ，置于具塞锥形瓶中，精密量取甲醇
２５％盐酸溶液（４∶１）混合溶液２５ｍＬ，称定重量，加
热回流１ｈ，放冷，用上述混合溶液补足重量，摇匀，
过０４５μｍ微孔滤膜，取续滤液，即得。
２４　专属性试验　分别吸取混合对照品溶液、供试
品溶液和阴性对照液各１０μＬ，注入液相色谱仪，按
上述“２２”项下色谱条件分别进行测定，结果发现槲
皮素、山柰素、异鼠李素三者分离度良好，符合分析

要求；在供试品溶液中槲皮素、山柰素、异鼠李素与

对照品有相同的保留时间，与供试品中其他成分的

分离度较好，阴性对照对槲皮素、山柰素、异鼠李素

均无干扰。色谱图见图１。
２５　线性关系考察　精密吸取混合对照品溶液各
１、２、４、６、１０、１２μＬ进样，测定峰面积，以槲皮素、山
柰素、异鼠李素的进样量（μｇ）为横坐标 Ｘ，以三者
峰面积为纵坐标Ｙ，各自进行线性回归，槲皮素线性

回归方程为：Ｙ＝３０７３０２９８Ｘ１３３９４３，ｒ＝０９９９９；
山柰素的线性回归方程为Ｙ＝３０６３６３０５Ｘ６１９６７，ｒ
＝０９９９８；异鼠李素的线性回归方程为：Ｙ＝
２５９４６３２９Ｘ９２８５８，ｒ＝０９９９９。结果表明槲皮素、
山柰素、异鼠李素分别在００７６８～１９２μｇ，００２００４
～０５０１μｇ，００２１～０５２５μｇ线性范围内，线性关
系良好。

图１　对照品、供试品、阴性对照溶液的ＨＰＬＣ图
　　注：Ａ混合对照品；Ｂ供试品；Ｃ阴性样品（１槲皮素；２山
柰素；３异鼠李素）。

２６　中间精密度试验　精密吸取每１ｍＬ分别含槲
皮素、山柰素、异鼠李素分别为００７６８ｍｇ、００２００４
ｍｇ、００２１ｍｇ的混合对照品溶液按照上述“２２”项
下色谱条件，重复进样６次进行分析测定，进样量均
为１０μＬ。分别测定槲皮素、山柰素、异鼠李素峰面
积，结果计算得出槲皮素、山柰素、异鼠李素的峰面

积的ＲＳＤ分别为０６％、０９％、１１％，该试验结果
表明精仪器的精密度良好，可用于进一步试验分析。

２７　供试品溶液稳定性试验　取同一批样品，按
“２１”项下供试品溶液的制备方法制成供试品溶液，
于室温下放置，分别于０、２、４、６、８、１０、１２ｈ后吸取
１０μＬ进样分析测定，在“２２”项下色谱条件进行测
定供试品中槲皮素、山柰素、异鼠李素峰面积，结果

槲皮素、山柰素、异鼠李素峰面积的 ＲＳＤ分别为
０８％、１２％、１３％，试验结果表明，按此方法制备
的供试品溶液稳定性良好。

２８　重复性试验　取同一批样品，平行制备６份供
试品溶液，按“２１”项下供试品溶液的制备方法，精
密吸取供试品溶液１０μＬ进样，在“２２”项下色谱条
件进行分析测定，结果槲皮素、山柰素、异鼠李素的

平均含量分别为１１５ｍｇ／ｇ、０３１ｍｇ／ｇ、０４７ｍｇ／ｇ，
各成分含量的 ＲＳＤ分别为１３％、１０％、１２％，均
符合要求，试验结果表明该方法重复性良好。

２９　回收率试验　取已知含量样品（批号为
１４０４０８，槲皮素、山柰素、异鼠李素的含量分别为
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１１５ｍｇ／ｇ、０３１ｍｇ／ｇ、０４７ｍｇ／ｇ）６份，分别精密加
入一定量的槲皮素对照品溶液（１９２ｍｇ／ｍＬ）、山柰
素对照品溶液（０５０１ｍｇ／ｍＬ）、异鼠李素对照品溶
液（０５２５ｍｇ／ｍＬ），上述溶液按“２１”项下供试品溶
液的制备方法分别制备６份供试品溶液，按“２２”项
下色谱条件进样，分析测定，测定方法的回收率。测

定结果见表２、表３、表４。

表２　槲皮素的加样回收率试验结果（ｎ＝６）

取样量

／ｇ
原有量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

％
平均值

／％
ＲＳＤ
／％

１５３２１ １７６１９ １９２ ３６２９０ ９７０
１５３２６ １７６２５ １９２ ３６８４３ １００１
１４９９８ １７２４８ １９２ ３６００１ ９７４ ９７４ １４
１５１５１ １７４２４ １９２ ３５９４４ ９６１
１５１４３ １７４１４ １９２ ３６１２６ ９７２
１５４３４ １７７４９ １９２ ３６３６３ ９６７

表３　山柰素的加样回收率试验结果（ｎ＝６）

取样量

／ｇ
原有量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

％
平均值

／％
ＲＳＤ
／％

１５３２１ ０４７５０ ０５０１ ０９６５６ ９７８
１５３２６ ０４７５１ ０５０１ ０９５４７ ９５５
１４９９８ ０４６４９ ０５０１ ０９５８９ ９８５ ９８１ １８
１５１５１ ０４６９７ ０５０１ ０９６１３ ９８０
１５１４３ ０４６９４ ０５０１ ０９６０５ ９７９
１５４３４ ０４７８４ ０５０１ ０９８４７ １０１１

表４　异鼠李素的加样回收率试验结果（ｎ＝６）

取样量

／ｇ
原有量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

％
平均值

／％
ＲＳＤ
／％

１５３２１ ０７２０１ ０５２５ １２２９３ ９７８
１５３２６ ０７２０３ ０５２５ １２１７９ ９６２
１４９９８ ０７０４９ ０５２５ １２２００ ９８６ ９７９ １３
１５１５１ ０７１２１ ０５２５ １２２８６ ９８８
１５１４３ ０７１１７ ０５２５ １２３１７ ９９３
１５４３４ ０７２５４ ０５２５ １２２４３ ９６４

２１０　样品测定结果　分别取 ３个批号（１５０３２３、
１５０４０８、１５０６１２）的护肝颗粒，按“２１”项下的供试品
溶液的制备方法，分别制得３批供试品溶液。各精
密吸取１０μＬ溶液，分别进样，进而计算槲皮素、山
柰素、异鼠李素的含量，槲皮素、山柰素、异鼠李素的

平均含量分别为 １１５、０３１、０４７ｍｇ／ｇ，结果见
表５。

表５　样品测定结果

批号 槲皮素（ｍｇ／ｇ） 山柰素（ｍｇ／ｇ） 异鼠李素（ｍｇ／ｇ）

１５０３２３ １１５６５ ０３１５６ ０４７４３
１５０４０８ １１５４３ ０３１２１ ０４７２１
１５０６１２ １１６１８ ０３１６９ ０４８０６

平均值（ｍｇ／ｇ） １１５７５ ０３１４７ ０４７５７

３　讨论
通过比较不同的提取方式发现，相同的提取时

间，回流提取的提取率高于超声提取法，且回流提取

的方法重复性高，所以本文采取回流法提取样品。

通过比较不同的回流提取时间，结果发现，回流１ｈ
后３种成分的总含量较高，继续增加回流时间３种
成分的总量不再增加，反而有所减少，可能是因为持

续加热对黄酮类成分的稳定性有影响，因此最终选

择回流１ｈ提取［４６］。

本实验最初考察了不同流动相进行液相试验，

先参考了《中华人民共和国药典》一部中垂盆草药

材项下的含量测定方法，采用流动相条件为甲醇
０４％磷酸溶液（４５∶５５）进行试验研究，结果发现，该
液相条件下，异鼠李素色谱峰的保留时间太长，因

此，笔者考察了其他流动相系统。在流动相的选择

中，笔者分别考察了甲醇磷酸溶液系统、乙腈磷酸
溶液系统及各种系统不同比例的流动相，结果发现

使用甲醇０４％磷酸为流动相时，槲皮素、山柰素、
异鼠李素能与溶液中其他组分色谱峰较好地分开，

但山柰素和异鼠李素两者的峰相聚太近，因此 １２
ｍｉｎ后增加磷酸的比例［７］，增加洗脱极性，调整后结

果显示山柰素和异鼠李素色谱峰能够较好地分开，

且峰形较好。

经化学研究表明，垂盆草中主要有效成分是以

槲皮素、山柰素、异鼠李素为代表的各种黄酮类成分

及蛋白质、氨基酸、糖类、皂苷类、生物碱类和氰苷类

等成分［８］。黄酮类成分是垂盆草发挥临床疗效的主

要活性成分［９１１］，其中黄酮类成分主要包括槲皮素、

山奈素和异鼠李素等。因此，试验研究中选择垂盆

草中的槲皮素等３种主要的黄酮类成分作为质量控
制的指标成分［１２］。

本实验通过比较不同的提取方法、时间及提取

溶剂，最终选择最佳的回流提取方法，参考相关文献

采用甲醇磷酸按不同比例梯度洗脱的方法建立高
效液相色谱同时测定护肝颗粒中３种主要的黄酮类
成分槲皮素、山柰素、异鼠李素的含量的方法。槲皮

素、山柰素、异鼠李素分别在 ００７６８～１９２μｇ，
００２００４～０５０１μｇ，００２１～０５２５μｇ范围内进样
量与峰面积积分值线性关系良好，ｒ分别为０９９９９、
０９９９８、０９９９９，加样回收率分别为９７４％、９８１％、
９７９％，ＲＳＤ分别为１４％、１８％、１３％。表明该方
法线性关系良好。仪器的精密度、方法重复性、样品

稳定性、加样回收率等均符合相关要求，该方法可为

（下接第９０８页）
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中医学中无胃肠功能障碍的名称，但根据其临

床表现，可归属于中医学“肠痹”“腹痛”“腹胀”“痞

满”“呕吐”等范畴。腹部手术患者因禁食、灌肠、麻

醉、腹腔脏器暴露等，导致脾胃功能障碍，升降失常，

气机紊乱，气血生化乏源，肠失温煦濡养，运化传导

无力，腑内浊气壅滞，有形之邪阻塞，腑气不通。脾

失健运，清阳不升，浊阴不降，水湿内阻，气机不畅。

加之手术损伤，致血溢脉外，古人谓“离经之血便是

瘀”，瘀血内停。因此，本病主要的病机为气滞血瘀。

故方中选用辛、温之木香、厚朴行气宽中，开郁导滞，

消胀除满，使清阳得升，浊阴得降，二药共为君药。

臣药选用桃仁、乌药、莱菔子，桃仁不仅活血祛瘀，又

能润肠通便，使肠中糟粕得泄，积滞得除。木香、厚

朴配桃仁，气行则血行，瘀血去则气机运行无阻。

乌药行气止痛，且与厚朴合用以散寒除湿。莱菔子

配木香以健脾消食除胀，配厚朴以燥湿消痰，降气

除满。佐以赤芍、番泻叶，赤芍活血化瘀止痛，番

泻叶泻下通便。诸药合用，具有行气止痛、活血祛

瘀、降气除满的功效，使气血运行正常，腑气通，

积滞除。

经过前期香朴顺气颗粒中每个药进行筛选，本

文确定选用赤芍、厚朴进行定性鉴别，结果显示该方

法稳定可靠，重现性好，与对照品在相同位置有相同

颜色的斑点，且阴性对照无干扰。本实验仅对药材

进行了定性鉴别，应当建立定量分析方法，测定主药

含量，更好地控制药品质量，但由于条件所限，定量

分析方法有待于进一步的探讨和研究。
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