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摘要　目的：建立高效液相色谱法测定芪红水煎剂中２种主要有效成分花旗松素和槲皮素的含量。方法：采用 Ｗａｔｅｒｓ
ＳｕｎｆｉｒｅＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以甲醇０５％磷酸溶液为流动相梯度洗脱，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２９０ｎｍ
（花旗松素）、３６５ｎｍ（槲皮素）。结果：花旗松素和槲皮素线性范围分别为００７５５～０１２０８μｇ（ｒ＝０９９９４）和００３０８～
００９２４μｇ（ｒ＝０９９９９）；平均加样回收率（ｎ＝６）分别为１０２７４％（ＲＳＤ＝１７１％）和１０２４５％（ＲＳＤ＝１５２％）。结论：本
法简便、准确，重复性好，可用于芪红水煎剂中花旗松素和槲皮素的含量测定。亦可作为芪红水煎液质量控制方法之一。
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　　芪红水煎剂是“全国名老中医药专家钱英教授
传承工作室”和中医络病研究北京市重点实验室基

于肝纤维化络病“虚”“瘀”并存的基本病机及结合

国家级名老中医药专家钱英教授多年的临床经验总

结，选用水红花子：黄芪 ＝１∶４相配伍制成的用于治
疗肝纤维化的中药方剂［１２］。此配伍与中医学对肝

纤维化气虚血瘀、正虚邪恋的病机认识相一致。文

献调研和前期的药理研究表明，水红花子、黄芪及芪

红水煎剂对免疫肝纤维化大鼠的肝组织纤维化程度

有明显改善作用［３８］。为保证药物质量可控，芪红水

煎剂亟待建立稳定、可靠的质量控制方法。水红花

子为蓼科植物红蓼（ＰｏｌｙｇｏｎｕｍｏｒｉｅｎｔａｌｅＬ）的成熟
果实。味辛、咸，性微寒。归肝、脾、胃经。具有散血

消?，消积止痛的功效。在临床上可用于急慢性肝

病中的各期的治疗。花旗松素和槲皮素是水红花子

的主要有效成分［９１４］，花旗松素也是２０１５版药典中

水红花子含量测定的指标性成分［１５］。因此，研究芪

红水煎剂中花旗松素和槲皮素的含量测定方法具有

重要意义。本实验采用ＨＰＬＣ法建立芪红水煎剂中
花旗松素和槲皮素的含量测定方法，为系统建立芪

红水煎液的质量控制方法提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪（ｗａｔｅｒｓ科
技有限公司），２９９８ＰＤＡ检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站，自
动进样；ＳａｒｔｏｒｉｏｕｓＡＧＭＥ２３５５型 １／１０００００电子分
析天平（北京赛多利斯仪器有限公司）；ＫＱ５００ＤＥ
型超声波清洗器（昆山超声仪器有限公司）；ＨＨＳ
型电热恒温水浴锅（北京市长风仪器仪表公司）。

水红花子药材购自北京同仁堂有限公司（批号：

０９１１１７，产地：辽宁本溪）；黄芪购自北京同仁堂有限
公司（批号：１００９１８，产地：甘肃渭原）。槲皮素（批
号：１０００８１２０１４０８，纯度：９９１％）和花旗松素（批
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号：１１１８１６２０１１０２，纯度：９８９％）对照品均购自中
国食品药品检定研究院。甲醇、乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ公司，
色谱纯）；娃哈哈纯净水；磷酸（北京试剂厂，分析

纯）。其他试剂均为分析纯。

１２　试验方法
１２１　溶液制备　对照品溶液制备：精密称取花旗
松素７５５ｍｇ、槲皮素７７０ｍｇ，分别置于２５ｍＬ容
量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，作为对照品储备

液。花旗松素对照品储备液浓度０３０２ｍｇ／ｍＬ，槲
皮素对照品储备液浓度０３０８ｍｇ／ｍＬ。供试品溶液
制备：称取水红花子１００ｇ，黄芪４００ｇ，置于圆底
烧瓶中，加８倍量蒸馏水，回流提取１５ｈ，过滤，滤
渣继续加６倍量蒸馏水，回流提取１ｈ，过滤。合并
滤液，浓缩干燥成干粉，备用。精密称取芪红水煎剂

样品粉末约４００ｍｇ，置于三角瓶中，精密量取甲醇
１０ｍＬ，称重，超声３０ｍｉｎ，放至室温后再称重，补足
至原重量，０４５μｍ微孔滤膜过滤，即得供试品溶
液。

１２２　色谱条件与系统适应性试验　色谱柱：Ｗａ
ｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；检测波长
２９０ｎｍ（花旗松素）、３６５ｎｍ（槲皮素）；流速：１０
ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：２０μＬ。流动相：甲醇
（Ａ）０１％磷酸（Ｂ），梯度洗脱：３０％ ～３９％甲醇
（０—１０ｍｉｎ），３９％ ～４７％甲醇（１０—２０ｍｉｎ），４７％
甲醇（２０—３０ｍｉｎ），４７％～５８％甲醇（３０—４０ｍｉｎ）。
依上述色谱条件，分别精密吸取花旗松素和槲皮素

对照品溶液各１０μＬ、供试品溶液２０μＬ分别进样，
进行系统适应性试验。

１２３　线性关系考察　精密吸取一定量的花旗松
素和槲皮素对照品储备液，置于１０ｍＬ容量瓶中，甲
醇定容摇匀，配制成６份不同浓度的混合对照品溶
液。６份混合对照品溶液中花旗松素对照品浓度为
０００７５５、００１５１、００３０２、００６０４、００９０６、
０１２０８ｍｇ／ｍＬ，槲皮素对照品浓度为 ０００３０８、
０００７７、００１５４、００３０８、００６１６、００９２４ｍｇ／ｍＬ。
分别取以上对照品溶液，用自动进样器进样１０μＬ，
按“２１”项下色谱条件测定色谱峰峰面积。以对照
品进样量为横坐标，以色谱峰峰面积为纵坐标绘制

标准曲线，并分别进行线性回归。

１２４　精密度考察　精密吸取同一混合对照品溶
液１０μＬ，注入高效液相色谱仪，按“２１”项下色谱
条件测定色谱峰峰面积，连续测定６次，计算花旗松
素和槲皮素色谱峰面积ＲＳＤ。
１２５　稳定性试验　精密吸取同一芪红水煎剂样品

溶液，分别于样品溶液制备后０、２、４、６、８、１２、２４ｈ样，
每次进样２０μＬ，按“２１”项下色谱条件测定色谱峰峰
面积。计算花旗松素和槲皮素色谱峰面积ＲＳＤ。
１２６　重复性试验　精密称取同一批芪红水煎剂
样品粉末６份，每份约４００ｍｇ。按“２１２”项下方
法制成供试品溶液，按“２１”项下色谱条件，分别进
样２０μＬ，记录花旗松素和槲皮素峰面积。计算芪
红水煎剂样品中花旗松素和槲皮素的平均含量和

ＲＳＤ。

图１　芪红水煎剂样品与对照品高效液相色谱图
　　注：Ａ花旗松素对照品（２９０ｎｍ）；Ｂ槲皮素对照品（３６５
ｎｍ）；Ｃ芪红水煎剂样品溶液（２９０ｎｍ）；Ｄ芪红水煎剂样品溶
液（３６５ｎｍ）。１花旗松素；２槲皮素。

１２７　加样回收率试验　精密称取同一批芪红水煎
剂样品粉末（花旗松素和槲皮素的平均含量为０５４８
ｍｇ／ｇ和０４３８ｍｇ／ｇ）６份，每份约２００ｍｇ，置于三角
瓶中，分别加入花旗松素对照品溶液０３５ｍＬ（浓度为
００３０２ｍｇ／ｍＬ）、槲皮素对照品溶液０３ｍＬ（浓度为
０３０８ｍｇ／ｍＬ），精密量取甲醇５ｍＬ，称重，超声 ３０
ｍｉｎ，放至室温后再称重，补足至原重量，０４５μｍ微
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孔滤膜过滤，制成供试品溶液，按“２１”下色谱条件，
进样２０μＬ，记录花旗松素和槲皮素峰面积。计算
花旗松素和槲皮素的平均回收率和ＲＳＤ。
２　结果
２１　系统适应性试验　依上述色谱条件，花旗松素
的洗脱时间为１５８ｍｉｎ，槲皮素的洗脱时间为３９５
ｍｉｎ，在对照品溶液和供试品溶液色谱图相应位置
上，有相同保留时间且有相同紫外吸收的色谱峰，且

与其他成分分离良好。结果见图１。
２２　线性关系考察　花旗松素回归方程为：Ｙ＝３４
８０１５２８７５Ｘ＋１５９０９９６，ｒ＝０９９９４（ｎ＝６）；槲皮
素回归方程为：Ｙ＝５９５２９６５４６９Ｘ＋２１３８７７８，ｒ＝
０９９９９（ｎ＝６）。结果表明，花旗松素、槲皮素分别
在００７５５～０１２０８μｇ和００３０８～００９２４μｇ质

量范围内与色谱峰面积呈良好的线性关系。

２３　精密度考察　花旗松素和槲皮素色谱峰面积
ＲＳＤ分别为０６８％、１０７％。表明该方法精密度良
好，符合定量分析要求。

２４　稳定性试验　花旗松素和槲皮素色谱峰面积
ＲＳＤ分别为１７１％和１３６％。表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定。
２５　重复性试验　计算得芪红水煎剂样品中花旗
松素和槲皮素的平均含量分别为 ０５４８ｍｇ／ｇ和
０４３８ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为１９８％和２２１％。表明该
方法重复性良好。

２６　加样回收率试验　计算得花旗松素和槲皮素
的平均回收率（ｎ＝６）分别为１０２７４％和１０２４５％，
ＲＳＤ分别为１７１％和１５２％。具体结果见表１。

表１　加样回收率试验结果（ｎ＝６）

成分 称样量（ｍｇ） 样品中对照品含量（ｍｇ） 对照品加入量（ｍｇ） 检出量（ｍｇ） 回收率（％） 均值（％） ＲＳＤ（％）

花旗松素 ２００７０ ０１１００ ０１０５７ ０２１９４ １０３５４ １０２７４ １７１
２０１０２ ０１１０２ ０１０５７ ０２１９６ １０３５６
１９９２２ ０１０９２ ０１０５７ ０２１８１ １０３１０
２００５５ ０１０９９ ０１０５７ ０２２０５ １０４６１
２００９９ ０１１０１ ０１０５７ ０２１７８ １０１８９
２００２８ ０１０９８ ０１０５７ ０２１５２ ９９７６

槲皮素 ２００７０ ００８７９ ００９２４ ０１８３５ １０３４１ １０２４５ １５２
２０１０２ ００８８０ ００９２４ ０１８３８ １０３６７
１９９２２ ００８７３ ００９２４ ０１７９５ ９９８６
２００５５ ００８７８ ００９２４ ０１８３９ １０４００
２００９９ ００８８０ ００９２４ ０１８２２ １０１９０
２００２８ ００８７７ ００９２４ ０１８１８ １０１８６

２７　样品含量测定　按芪红水煎剂处方比例（水
红花子：黄芪 ＝１∶４）将药材混合，共５０ｇ，８倍量水
回流提取１５ｈ，过滤，滤渣继续用６倍量水回流１
ｈ，过滤，合并滤液，浓缩干燥成干粉，同时制备３批。
精密称取每批芪红水煎剂样品粉末约４００ｍｇ，分别
置于三角瓶中，精密量取甲醇１０ｍＬ，称重，超声３０
ｍｉｎ，放至室温后再称重，补足至原重量，０４５μｍ微
孔滤膜过滤，进样２０μＬ，按“２１”项下色谱条件测
定色谱峰峰面积。计算花旗松素和槲皮素含量。结

果见表２。

表２　芪红水煎剂中花旗松素和槲皮素含量（ｎ＝３）

样品号 花旗松素含量（ｍｇ／ｇ） 槲皮素含量（ｍｇ／ｇ）

１ ０５４８ ０４３８
２ ０５５４ ０４４４
３ ０５３９ ０４３４

３　讨论
本试验首次采用高效液相色谱法测定芪红水煎

剂中花旗松素和槲皮素的含量，所建立的方法简单、

准确、可靠，可作为芪红水煎剂质量控制方法之一。

为保持与临床药理实验的一致性，本试验所采

用的提取方法与临床药理实验样品一致。流动相选

择时，曾考察了乙腈０５％甲酸水溶液、乙腈０５％
磷酸水溶液、甲醇０５％甲酸水溶液、甲醇０５％磷
酸水溶液等，结果用甲醇０５％磷酸水溶液进行梯
度洗脱分离度较好。
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现出很好的单系性，而肾唇虾脊兰的 ｍａｔＫ序列只
有网上一条，在此并不能否定 ｍａｔＫ序列对虾脊兰
属植物的鉴定效率，所以利用ＩＴＳ２＋ｍａｔＫ基因组序
列能够对虾脊兰属植物进行快速鉴别。而 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列 ＮＪ树的表明，虾脊兰属大部分植物不能
被区分，其鉴定准确率太低，不适于虾脊兰属植物的

鉴定。
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