	高效液相色谱法测定山楂叶总黄酮中牡荆素含量
摘要：目的：建立山楂叶总黄酮有效成分的含量测定方法，完善其质量标准。方法：应用反相高效液相色谱法测定了山楂叶总黄酮中牡荆素的含量。C18柱作为色谱柱，乙腈-3%醋酸水溶液(11∶89)为流动相，检测波长270 nm，按外标法定量。结果：样品经提取分离水解，去掉大部分杂质，使达到基线分离。6次平均加样回收率为99.09%，RSD=3.76%；重现性试验的RSD=3.66%(n=6)。结论：为山楂叶总黄酮提供了准确、灵敏的含量测定方法。
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Determination of Vitexin in Leaf of Crataegus pinnatifida Bge. by HPLC
Abstract:Aim: To establish a determination method for the content of the effective flavonoids in leaf of Crataegus pinnatifida Bge. Method: The HPLC system column, mobile phase of CH3CN-3%CH3COOH (11∶89) mixture, with detection wave at 270 nm, was used to determine the content of vitexin in Leaf of Crataegus pinnatifida Bge. The mean recovery of 99.09%, RSD=3.76% for vitexin were obtained. Result: The method is sensitive and accurate with good reproducibility.
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　　山楂主产于我国北方，是一种常用中药。临床上用于消食化滞、活血化瘀。近年来，更广泛用于治疗心血管疾病和抗菌消炎，引起国内外学者的注意和重视。同时在研究山楂的基础上，对叶也进行了化学、药理、临床等方面的研究，发现其主要化学成分为黄酮类及黄酮甙类，有降压、增加冠脉血流量、降低血脂、耐缺氧、强心等作用，并有山楂叶总黄酮制剂—益心酮胶囊上市。为此，建立山楂叶总黄酮有效成分的含量测定方法，完善其质量标准，是非常必要的。
　　我们用反相高效液相色谱法，对山楂叶总黄酮中的牡荆素进行了含量测定方法学的研究。结果表明，该测定方法准确、灵敏、重现性好，获得了满意的结果。
1　仪器、试药与试验用品
1.1　仪器：Waters Delta prep 3 000 高效液相色谱仪，Lambda-Max Mode 481 可变波长检测器，741型数据处理仪。UV-2201紫外-分光光度计，MILLIPORE-2型超纯水仪。
1.2　试药：甲醇、盐酸和冰醋酸均为分析纯，乙腈为一级色谱纯，水为超纯水。
1.3　试验样品：由山楂叶提取分离得到的总黄酮。山楂叶加95%乙醇回流提取3次，2 h/次，合并乙醇提取液，回收至无醇味，加10倍量水搅拌冷藏放置24 h，水溶液过大孔树脂柱，以乙醇作洗脱液，合并乙醇洗脱液，减压回收至干即得。
1.4　牡荆素对照品：由山楂叶中提取分离精制而得。
2　方法与结果
2.1　对照品溶液的制备：精密称取牡荆素对照品5.91 mg，置50 ml 容量瓶中，加流动相使溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液(每1 ml 含牡荆素0.118 2 mg)。
2.2　供试品溶液的制备：取山楂叶总黄酮200 mg，精密称重，置250 ml 容量瓶中，加甲醇-25%盐酸(4∶1)150 ml，水浴加热40 min，放冷至室温，挥干，残渣加流动相溶解，移入200 ml容量瓶，稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
2.3　最大吸收波长的选择：取对照品溶液，用流动相稀释后，用UV-2201紫外-可见分光光度计测定，测得牡荆素最大吸收波长为270 nm。本试验选用270 nm 作为检测波长。
2.4　色谱条件：色谱柱为 Waters C18柱(8 mm×100 mm)；柱温为室温；流动相为乙腈-3%醋酸水(11∶89)；流速1.2 ml/min；纸速0.25 cm/min；检测波长270 nm；灵敏度0.100 0 Aufs；保留时间7.7～7.8 min；衰减32。
2.5　标准曲线的绘制：准确吸取对照品溶液0.591　 0，0.709　2，1.182 0，1.418 4，1.891 2 μg，按上述色谱条件测定，以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。回归方程为：Y=644 515.2 X－82 590，γ=0.999 9。牡荆素在0.591 0～1.891 4 μg 范围内与峰面积呈良好的线性关系。试验结果见表1。

表1　回归曲线数据表


	进样量C/μg
	峰面积 A
	进样量C/μg
	峰面积 A

	0.591 0
	295 637
	1.418 4
	827 127

	0.709 2
	379 289
	1.891 2
	　1 138 763

	1.182 0
	679 136
	
	


	2.6　精密度试验：准确吸取对照品10 μl，重复进样6次，6次测得峰面积的RSD=0.66%，说明本试验方法精密度高。实验结果见表2。
2.7　重复性试验：为考察本试验的重复性，我们按上述方法重复本次试验，计算供试品中牡荆素的含量和相对标准偏差(RSD)。RSD为3.66%，表明本试验方法重复性相当好。实验结果见表3。
2.8　加样回收试验：采用加样回收法，取已知含量的山楂叶总黄酮，添加牡荆素对照品，按上述方法进行含量测定。以下式计算回收率，回收率为99.09%。结果见表4。


	表2　精密度实验结果


	进样次数
	峰面积A
	平均峰面积
	RSD(%)

	1
	676 353
	　
	

	2
	671 836
	　
	

	3
	681 377
	679 136
	0.66

	4
	680 693
	　
	

	5
	672 037
	　
	

	6
	686 518
	
	


	表3　重复性实验结果


	样品号
	样品量
C/mg
	峰面积
A
	牡荆素含量
(%)
	平均含量
(%)
	RSD%

	1
	201.2
	574 608
	10.20
	
	

	2
	201.8
	598 395
	10.57
	
	

	3
	200.0
	598 563
	10.43
	10.24
	3.66

	4
	198.3
	526 548
	　9.45
	　
	

	5
	201.6
	581 503
	10.30
	
	

	6
	200.2
	595 071
	10.51
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结果表明：本方法分析误差小，操作过程损失少，回收率高，方法可靠。
2.9　样品含量测定：按含量测定方法，分别精密称取山楂叶总黄酮供试品溶液，按色谱条件进行测定，外标法计算含量。结果见表5。
3　小结与讨论
　　牡荆素是山楂叶总黄酮中的主要成分，对心血管系统有明显的药理作用，因此，山楂叶总黄酮中牡荆素含量的测定方法及其质量控制标准的研究是非常必要的。
　　山楂叶总黄酮成分复杂，直接用高效液相色谱法(HPLC)不易分离，根据 C 甙难水解而 O 甙易水解的规律，本试验对样品进行水解以除去 O 甙成分的干扰。

表4　回收率试验结果


	样品
号
	样品中牡荆
素量m/mg
	加入牡荆素
量m/mg
	测得牡荆素
量m/mg
	回收率
(%)
	平均回收率
(%)
	RSD
(%)

	1
	0.316 4
	0.318 6
	0.642 5
	102.37
	
	

	2
	0.316 4
	0.318 6
	0.639 3
	101.35
	
	

	3
	0.316 4
	0.212 4
	0.516 6
	　96.14
	99.09
	3.76

	4
	0.316 4
	0.212 4
	0.516 1
	　95.99
	　
	

	5
	0.316 4
	0.424 8
	0.723 4
	　94.40
	　
	

	6
	0.316 4
	0.421 8
	0.764 8
	104.29
	
	


	表5　山楂叶总黄酮中牡荆素的含量%


	样品序号
	牡荆素含量
	RSD
	样品序号
	牡荆素含量
	RSD*

	1
	10.21
	2.66
	4
	10.68
	1.56

	2
	　9.82
	2.10
	5
	11.23
	2.11

	3
	　9.98
	1.89
	
	
	


