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摘要　目的：建立ＨＰＬＣ法同时测定不同产地芫花药材中７个具有抗肿瘤活性的瑞香烷型二萜［ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），ｙｕａｎｈｕａ
ｆｉｎｅ（２），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７）］的含量。方法：芫花以
７５％乙醇水溶液提取；色谱柱为ＺｏｒｂａｘＥｅｌｉｐｓｅＳＢＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙睛０１％冰醋酸水，检测波长：
２３０ｎｍ，柱温：４０℃，流速：０８ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：１０μＬ，洗脱梯度：采用二元梯度洗脱系统，溶剂 Ａ（乙睛），Ｂ（水、０１％冰
醋酸）。结果：上述７个瑞香烷型二萜的线性关系良好（ｒ≥０９９４１），平均加样回收率为９８１％～１０４５％。不同生长环境
的芫花中的７个成分各自含量有所差别。结论：该方法可用于中药芫花中瑞香烷型二萜的含量测定研究。
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　　芫花（ＤａｐｈｎｅｇｅｎｋｗａＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ）为瑞香科
（Ｔｈｙｍｅｌａｅａｃｅａｅ）瑞香属（ＤａｐｈｎｅＬ）植物，又名杜
芫，老鼠花，棉花条，头痛花，药鱼草（河北），黄阳花

（陕西），野丁香花（山东），山麻皮（浙江）［１］。芫花

功能与主治为泻水逐饮，解毒杀虫，用于水肿胀满，

胸腹积水，痰饮积聚，气逆喘咳，二便不利，外治疥癣

秃疮，冻疮［２３］，富含二萜类化合物，主要为瑞香烷型

二萜，同时富含黄酮及双黄酮类化合物，还有香豆素

类、木脂素类，绿原酸类等多种化学成分。芫花的主

要活性成分具有利尿泻下和抗生育作用［４５］，其中抗

肿瘤作用为目前研究芫花的热点，而瑞香烷型二萜

正是发挥其抗肿瘤作用的主要物质基础［６８］。现在

关于瑞香烷型二萜的报道，多集中于分离和抗肿瘤

活性研究，在质量控制方面的研究较为薄弱，缺乏系

统评价质量的成分研究。

本实验对芫花中主要的活性成分瑞香烷型二

萜：ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），ｙｕａｎｈｕａｆｉｎｅ（２），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ
（３），ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ
（６），ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７）进行含量测定研究，建立有
效的ＨＰＬＣ方法，同时测定７个具有抗肿瘤活性的
二萜，并对采摘自６个不同地区的芫花中的７个二
萜进行含量测定分析，为以后芫花中瑞香烷型二萜

的质量控制提供参考依据。分子式见图１。
１　仪器与试药
１１　仪器　Ｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪（四元
泵、ＡＬＳ、ＴＣＣ、ＶＷＤ和Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ工作站），色谱
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图１　芫花中７个瑞香烷型二萜

柱：ＺｏｒｂａｘＥｅｌｉｐｓｅＳＢＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），
ＳａｒｔｏｉｕＳＣＰ２２５Ｄ型电子分析天平（Ｓａｒｔｏｉｕｓ有限公
司），ＢＵＣＨＩ旋转蒸发仪（瑞士），金利牌超生波清洗
器（浙江象山县石浦海天电子仪器厂），ＡＬＣ１１００
型电子分析天平（北京 Ｓａｒｔｏｉｕｓ科学仪器有限公
司）。

１２　试剂　Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２）对照品，批号 ＡＳＤ
０００３２０３１，纯度９５７％，购自上海迈瑞尔化学技术
有限公司，ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），
ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（４），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），
ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７），对照品（１，３７）为实验室通过对
芫花分离得到，其纯度分别为 ９４２％（１），９８１％
（３），９２９％（４），９４１％（５），９３７％（６），９３９％
（７），无水乙醇、磷酸均为分析纯，甲醇、乙腈为色谱
纯（山东禹王实业有限公司禹城化工厂）。

１３　分析样品　采集６批芫花药材（河北、山西、陕
西、甘肃、山东、江苏），经广州中医药大学中药学院

中药鉴定教研室李小翠副教授鉴定为瑞香科瑞香属

芫花Ｄａｐｈｎｅｇｅｎｋｗａ。
２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＥｅｌｉｐｓｅＳＢＣ１８（２５０
ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙睛０１％冰醋酸
水，检测波长２３０ｎｍ，进样量１０μＬ，流速０８ｍＬ／
ｍｉｎ，柱温４０℃，采用二元梯度洗脱系统，溶剂Ａ（乙
睛），Ｂ（水、０１％冰醋酸）梯度洗脱。见表１。

表１　流动相梯度

时间（ｍｉｎ） Ａ（％） Ｂ（％）

０ １６ ８４
１５ ３６ ６４
２４ ５０ ５０
３３ ８０ ２０

２２　对照品溶液的制备　将对照品加适量甲醇溶

解，并稀释成浓度为０６３２１，５０２２，１２，３３，２４６６，
８０１ｍｇ／ｍＬ，混合放置于４℃冰箱冷藏保存备用。
参照物的选择：Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２）为芫花的主要有效
成分之一，且Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２）与其他成分的色谱峰
分离度较好，因此选择Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２）为参照物。
２３　供试品溶液的制备　将粉碎的芫花过四号筛
混匀，精密称取芫花粉末０２５ｇ，放置于带塞的锥形
瓶中，精密加入７５％乙醇３０ｍＬ并称定重量，超声
处理６０ｍｉｎ后再称定重量，用７５％乙醇补足减失的
重量，滤过并取续滤液约 ６ｍＬ，过 Ｃ１８固相萃取小
柱，弃去约２ｍＬ滤液，其余滤液用０４５μｍ的滤膜
滤过即得。

２４　提取溶剂的筛选　提取溶剂的选择：采用超声
提取法，分别用水、９０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇和
同样浓度的甲醇进行提取，结果７５％甲醇和７５％乙
醇在上述色谱条件下，进样检测并记录色谱图，所含

峰数较多，分离度良好，而且７５％甲醇和７５％乙醇
提取的效率无明显差异，考虑到甲醇具有毒性，因此

选用７５％乙醇作为芫花的提取溶剂。
２５　线性关系考察　取“２４”项下各对照品储备
液适量，以甲醇依次稀释成系列对照品溶液，分别吸

取１０μＬ注入 Ｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪进行
检测，以各成分峰面积与对照品的进样量（μｇ）进行
线性回归，得到各对照品的回归方程和线性范围，具

体见表２。
２６　中间精密度试验　取同一供试品溶液（河北
采集样品）１０μＬ，连续进样５次，结果 ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ
（１），Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），ｙｕａｎｈｕａ
ｃｉｎｅ（４），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），ｉｓｏｙｕａｎ
ｈｕａｄｉｎｅ（７）峰面积的 ＲＳＤ分别为 ２５１％、３８４％、
２７７％、２１２％、３３１％，１３５％和３１４％表明本法
日内精密度良好；取同一供试品溶液连续３ｄ每天
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进样３次，结果 ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），
ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（４），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ
（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７）峰面积的
ＲＳＤ 分 别 为 ２６５％、３９１％、４１１％、２５７％、
１７８％、４０７％和 ２４６％，表明本法日间精密度良
好。

２７　供试品溶液稳定性试验　取供试品溶液，分别
于２４ｈ、１２ｈ、８ｈ、４ｈ、２ｈ和０ｈ进样１０μＬ进行检
测，ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈ
ｎｉｎｅ（３），ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（４），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａ
ｌｉｎｅ（６），ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７）峰面积的 ＲＳＤ分别为
３１１％、２５８％、２１９％、２１４％、２８１％、３４５％和
２１１％，结果显示供试品溶液在制备后２４ｈ内保持
稳定。

２８　重复性试验　取芫花样品（河北采集样品）５
份，精密称定并按“２４”项下方法制备供试品溶液，

按“２２”项下条件进样检测，结果测得 ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ
（１），Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），ｙｕａｎｈｕａ
ｃｉｎｅ（４），ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），ｉｓｏｙｕａｎ
ｈｕａｄｉｎｅ（７）的平均含量分别为 ４６４、８１６、２３９４、
１２４４、４１２、９１２和２１４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为０５％、
０７％、０６％、２２％和０５％，表明该方法重复性良
好。

２９　回收率试验　精密称取已知含量的芫花样品
（河北采集样品）５份，每份０２５ｇ，精密加入各自对
照溶液适量，按“２４”项下方法制备供试溶液，按
“２２”项下条件进样测定并计算加样回收率，结果
见表２。
２１０　样品测定结果　取 ６批不同产地的芫花样
品，按“２４”项下方法制备供试品溶液，精密吸取１０
μＬ进样测定，采用外标法计算芫花样品含量，具体
结果见表３，色谱图见图２。

表２　７个二萜的线性、精密度、重复性和稳定性考察（ｎ＝５）

二萜
线性

线性范围（ｎｇ／ｍＬ） 回归方程式 ｒ值
日间精密度

（ＲＳＤ％）
日内精密度

（ＲＳＤ％）
再现性

（ＲＳＤ％）
稳定性

（ＲＳＤ％）
回收

平均值（％） ＲＳＤ（％）
１ ０２８－２８０ Ｙ＝１８０３Ｘ＋０２６８ ０９９４１ ２５１ ２６５ ３６７ ３１１ １０４５ ３５６
２ ０３０－１５０ Ｙ＝１３１２Ｘ＋０１１ ０９９６７ ３８４ ３９１ ４４５ ２５８ ９８７ ３４５
３ ０２９－２９７ Ｙ＝１５５６Ｘ＋０８３２ ０９９６８ ２７７ ４１１ ４１８ ２１９ １０３４ ３９８
４ ０３４－１７１ Ｙ＝２２１５７＋０７１７ ０９９７１ ２１２ ２５７ ３５２ ２１４ ９８２ ３７６
５ ０２６－２６１ Ｙ＝２２７７Ｘ＋０７８３ ０９９５２ ３３１ １７８ ５７１ ２８１ ９８１ ２９７
６ ０２０－１７１ Ｙ＝１０４７３Ｘ＋０２９５ ０９９６７ １３５ ４０７ ４３４ ３４５ １０３４ ２１３
７ ０３１－３１０ Ｙ＝１３００３Ｘ＋０４３１ ０９９７１ ３１４ ２４６ ３１４ ２２１ １０２８ ３６７

表３　不同产地芫花中７个瑞香烷型二萜的含量差异

产地
二萜

化合物１ 化合物２ 化合物３ 化合物４ 化合物５ 化合物６ 化合物７ 总含量

河北 ４６４ ８１６ ２３９４ １２４４ ４１２ ９１２ ２１４ ６４５６
山西 ５５１ ７２６ ２２０７ １８９６ ５４３ １１４３ ５３５ ７６０１
陕西 ２４２ ８５６ １８３２ １５４６ １４３ １９１７ ８２２ ７３５８
甘肃 ７６３ ２５３２ ２０９０ ２０３９ １１２３ １３７０ ６７５ １０５９２
山东 ３６５ １２９０ ２２５０ １５１２ ２１４ ７６３ １０８７ ７４８１
江苏 ４２１ ９６４ ７８５ ４３２ ２７０ ４８８ ８４１ ４２０１

图２　中药芫花瑞香烷型二萜的ＨＰＬＣ图谱
　　注：１ｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（１），２Ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（２），３ｇｅｎｋｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３），４ｙｕａｎｈｕａｃｉｎｅ（４），５ｙｕａｎｈｕａｈｉｎｅ（５），６ｙｕａｎｈｕａｌｉｎｅ（６），７ｉｓｏｙｕａｎｈｕａｄｉｎｅ（７）
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３　讨论
本人在做全波长扫描，考察不同吸收波长的图

谱时，重点考察了２１０μｍ、２３０μｍ、２５４μｍ、２８０μｍ
和３６０μｍ处的图谱特征。在２３０μｍ处各成分具
有较好的紫外吸收，基线平稳，分离度较好。因此，

选择２３０μｍ为芫花中抗肿瘤成分瑞香烷型二萜的
检测波长。有研究显示挥发性成分多存在于职务的

根、茎、叶中，多数为萜类、芳香族类，其中萜类及其

衍生物含有浓度较高的挥发油，查阅大量文献［９１３］

我们发现目前关于萜类及其衍生物的提取方法多

样，有蒸馏法、超声提纯法、醇提法等，在流动相的选

择方面，本人分别选了甲醇水、甲醇冰醋酸水作为
流动相进行检测，结果发现分离效果不理想，在采用

乙睛水进行检测时，分离效果进一步提高，再尝试
加入冰醋酸改善分离效果，结果发现有更好的分离

效果，故选择乙睛０１％冰醋酸水作为检测芫花的
流动相。

从测定结果来看，７个瑞香烷型二萜的含量均
很大，而且文献报道这７个测试化合物均具有较好
的抗肿瘤活性，说明我们测定的７个化合物具备较
强的代表性；从６个不同产地的芫花药材测定结果
来看，７个二萜均可以被检测到，且化合物 ｇｅｎｋ
ｗａｄａｐｈｎｉｎｅ（３）在６个产地的含量均较高，可以为以
后深入研究芫花的质量控制提供参考依据；从总含

量上看，来自甘肃的芫花药材中７个瑞香烷型二萜
含量明显高于其他产地，提示二萜的含量可能和地

域有关，并且我们还可以看到在地处平原气候的地

区如：河北、山西、陕西、山东产地的药材中瑞香烷型

二萜含量较接近，而处于较为南部的江苏省产地的

芫花中瑞香烷型二萜则较少，结合文献报道的相关

依据，我们可以推测作为次级代谢产物的瑞香烷型

二萜的含量是和产地、环境因素有关的［１４１６］。

本文通过色谱条件的探索研究，建立了简单、有

效的测定芫花中抗肿瘤活性成分瑞香烷二萜的方

法，能够检测出芫花中抗肿瘤活性成分瑞香烷型二

萜较高的含量，为后续更好的对这类二萜的质量控

制提供了理论依据。
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