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摘要　目的：对水翁花中的熊果苷和２′，４′二羟基６′甲氧基３′５′二甲基查耳酮进行含量测定研究，建立药材的质量标
准。方法：采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法：以ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，２５０×４６ｍｍ）为色谱柱，以乙腈００５％磷酸（６０：４０）为
流动相进行梯度洗脱，检测波长２５４ｎｍ，流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２５℃；结果：采用ＨＰＬＣ法建立了８批药材的指标性成分
指纹图谱并进行准确定量；结论：该方法快速、高效、准确，能够全面、有针对性地对水翁花药材的质量优劣进行评价。
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　　水翁花（ＦｌｏｓＣｌｅｉｓｔｏｃａｌｙｃｉｓＯｐｅｒｃｕｌａｔｉ）为桃金娘
科植物水翁（Ｃｌｅｉｓｔｏｃａｌｙｘｏｐｅｒｃｕｌａｔｕｓ（Ｒｏｘｂ）ＭｅｒｒＥｔ
Ｐｅｒｒｙ）的花蕾，始载于《岭南采药录》，为《广东省中
药材标准》（第一册）收载品种［１］。主分布于广东、

海南、广西、福建等省区。具有清热解暑、生津止渴、

去湿消滞之功效，用于夏天暑湿食滞所致的发热、咽

干、口渴腹胀或呕吐泄泻［１２］。常作为夏季消渴解暑

的中药复方“清热凉茶”的主要原料之一，在民间使

用非常广泛。是岭南地区的代表药之一。

迄今为止，对于水翁花的相关研究中，除有成分

提取分离。陈建等［２］利用水蒸汽蒸馏（ＳＤＥ）和超临
界ＣＯ２萃取技术（ＳＦＥ）提取水翁花的挥发油。

ＣｈｕｎＬｉｎＹｅ等［３］运用气相色谱以及气质联合色谱

等分析技术从水翁花中提取分离５种黄酮类化合
物。还有药理学方面的研究，除了传统的清热解暑

的疗效外，水翁花还具有其他药理活性。罗清等［４］

通过研究表明，水翁花具有镇痛，抗内毒素的作用；

程少璋等［５］的研究证实，其具有抗炎镇痛解热的作

用；叶春林［６］等通过研究表明，水翁花中的成分２′，
４′二羟基６′甲氧基３′５′二甲基查耳酮（２′，４Ｄｉ
ｈｙｄｒｏｘｙ３Ｍｅｔｈｏｘｙｃｈａｌｃｏｎｅ，ＤＭＣ）能够诱导肝癌细胞
ＳＭＭＣ７７２１凋亡，为水翁花在抗肿瘤方向提供了一
定的试验和理论基础［７］。熊果苷则具有抗菌、镇咳、

平喘、祛痰、抗氧化、利尿、抗溃疡、抗肿瘤、抑制胰岛
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素降解、增强免疫等作用［８１１］。根据预实验结果和

文献报道，上述２种成分在水翁花中有较高的含量，
因此可以作为控制该药材质量的指标性成分。但是

有关水翁花的药理作用仍停留在其传统功效“清热

解暑”，并未得到很好的利用。除提取分离与含量测

定外，对水翁花中所含化学成分也无相关深入性的

研究报道［１２］。罗清［１３］虽然对水翁花所含的活性成

分进行了大致的分离和鉴定，但仍未对这些化合物

中与疗效关系最为密切的化合物进行筛选和确定，

与此同时，也没有以此为基础形成与现有技术条件

相适宜的质量标准。综上所述，选取熊果苷和 ＤＭＣ
作为水翁花质量标准的指标性成分，能够更为贴近

其功效主治，并准确反应其内在的质量信息。

本文对水翁花的主要有效成分进行提取分离及

对其质量标准进行研究，通过运用柱色谱、薄层色

谱、高效液相色谱等现代化分离分析技术，寻找并准

确测定相关的活性化合物。同时，根据现有文献报

道的各类活性成分提取工艺［１３，１５１７］，结合其所含化

合物理化性质，完善相关化合物的提取工艺并最终

形成质量标准。建立全面、实用、专属性强、能够反

映水翁花质量控制标准，使其得到更多的使用和发

展，进一步促进地方特色药材与常见病治疗药材的

资源保护和可持续利用。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５２４８９）；
色谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，２５０×４６ｍｍ）；旋转蒸
发器（ＲＥ５２ＡＡ）；ＭｉｌｌｉＰｏｒｅＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０自动纯水
机；ＭｅｔｔｌｅｒＸＳ２０５ＤＵ电子分析天平；ＡＤＡＭＣＢ１０１
天平（１０００ｇ×０１ｇ）；ＣＡＭＡＧＡＴＳ４型薄层自动点
样仪；ＣＡＭＡＧＲＥＰＲＯＳＴＡＲ３薄层色谱自动成像系
统；ＨＨ系列数显恒温水浴锅；电ＤＨＧ９２０３Ａ热恒温
古风干燥箱；ＫＱ７００ＤＥ超声波清洗器。
１２　试药和试剂　熊果苷对照品（批号：１１０７４２
２００３１４）、２′，４′二羟基６′甲氧基３′５′二甲基查耳
酮（ＤＭＣ）单体为自制、Ｄ１０１大孔树脂，由广东省中
医药工程技术研究院提供。提取和液相色谱所使用

的水均为ＭｉｌｌｉＰｏｒｅ超纯水，其他试剂均属于（广州化
学制剂厂）分析纯。流动相磷酸（Ｆｉｓｈｅｒ）、甲醇
（Ｍｅｒｃｋ）、乙腈（Ｍｅｒｃｋ）等为色谱纯。
１３　分析样品　水翁花药材（产地批号见表１）共８
批，均购于广州市中芝源中药有限公司，经广西中医

药研究院赖茂祥研究员鉴定为桃金娘科植物水翁。

２　方法与结果
２１　色谱条件　以 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，２５０×４６

ｍｍ为色谱柱，以乙腈（Ｂ）００５％磷酸（Ｄ）为流动
相，采用梯度洗脱，梯度程序为０～１０ｍｉｎ，１０％Ｂ：
９０％Ｄ；１０～２０ｍｉｎ，３０％ Ｂ：７０％Ｄ；２０～５０ｍｉｎ，
６０％ Ｂ：４０％Ｄ；５０～６０ｍｉｎ，１０％Ｂ：９０％Ｄ。所检测
波长２５４ｎｍ；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温２５℃；所有样
品进样量均为１０μＬ。对照品色谱图见图１。

图１　熊果酸和ＤＭＣ对照品色谱图
　　注：１为熊果酸，２为ＤＭＣ，含量均为２０μｇ／ｍＬ

２２　对照品溶液的制备　分别取熊果酸对照品、
ＤＭＣ对照品各１０ｍｇ，精密称定，置同一１０ｍＬ量瓶
中，加甲醇定容至刻度，即得含 ２种化合物均为 １
ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。
２３　供试品溶液的制备　取本品３ｇ，加入７０％甲
醇７５ｍＬ，室温下静置提取１ｄ。过滤，取续滤液作
为供试品溶液。

２４　线性关系考察　精密吸取２３项下２种对照
品溶液适量，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，
分别配制成５、１０、２０、５０、１００μｇ／ｍＬ的溶液。分别
精密吸取上述溶液１０μＬ进样，记录各浓度点色谱
峰峰面积积分值，结果如表３、表４所示。以对照品
溶液浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标 Ｘ，峰面积积分值为纵
坐标Ｙ，绘制标准曲线，如图６、图７，回归方程为：熊
果酸：Ｙ＝２２０４５Ｘ２７６７６，ｒ２＝０９９９３；ＤＭＣ：Ｙ＝
１００１８Ｘ＋２６５６５ｒ２＝０９９９１。２种对照品溶液浓
度在５～１００μｇ／ｍＬ范围内线性良好。能够对水翁
花药材中的２个目标化合物进行准确定量。
２５　精密度和准确度　精密吸取同一批号药材供
试品溶液１０μＬ，照 ４１项下色谱条件连续进样 ６
次，记录熊果酸、ＤＭＣ峰面积积分值，并计算回收率
和ＲＳＤ。结果显示，方法准确度和精密度良好。

表１　准确度和精密度试验结果（ｎ＝６）

化合物
日内

回收率（％） ＲＳＤ（％）
日间

回收率（％） ＲＳＤ（％）

熊果苷 １０３１３ １３０ １０２０４ １９８
ＤＭＣ ９８９７ １５２ １００６９ １７２

２６　重复性试验　称取同一批号的样品（批号：
１４１００１—５）６份，按２２项供试品溶液的制备方法
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处理，分别进样１０μＬ，测定峰面积并计算 ＲＳＤ。结
果显示，熊果酸和 ＤＭＣ的 ＲＳＤ分别为 １５％和
１３％，表明该方法重复性良好。
２７　加样回收实验　取同一批已知含量的药材样
品（批号：１４１００１—４）３ｇ，精密称定 ５份，按照 ２２
项供试品溶液的制备方法进行处理，精密吸取续滤

液５ｍＬ，再精密加入１００μｇ／ｍＬ对照品溶液１ｍＬ，
用甲醇稀释至刻度。精密吸取上述溶液１０μＬ，进
ＨＰＬＣ，照４２项下色谱条件分析，测定峰面积，计算
含量及回收率，结果显示（表２，表３），方法回收率良
好，能够对水翁花中的熊果酸和 ＤＭＣ进行准确定
量。

表２　熊果酸加样回收实验结果（ｎ＝３）

样品
取样量

（ｇ）

加入熊果酸

对照品量

（μｇ／ｍＬ）

测得熊果酸

含量

（μｇ／ｍＬ）

回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ３０２６ １０ ４０５３１ １０１５１
２ ３０４４ １０ ４０６７９ １０２９９
３ ３０９６ １０ ３９８８３ ９５０３ １０１１１ ３４２
４ ３０７ １０ ４０６５２ １０２７２
５ ３１３８ １０ ４０７０８ １０３２８

表３　ＤＭＣ加样回收实验结果

样品
取样量

（ｇ）

加入ＤＭＣ
对照品量

（μｇ／ｍＬ）

测得ＤＭＣ
含量

（μｇ／ｍＬ）

回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ３０２６ １０ １５８７５ １００４５
２ ３０４４ １０ １５９３１ １０１０１
３ ３０９６ １０ １５７９６ ９９６６ １００２６ ２４７
４ ３０７ １０ １６１８３ １０３５３
５ ３１３８ １０ １５４９７ ９６６７

２８　样品含量测定结果　取不同产地，批次的水翁
花药材，共８批（表４），按照４２项下供试品溶液制
备方法处理，得供试品溶液，分别精密吸取上述供试

品溶液１０μＬ，注入 ＨＰＬＣ，按２４项下色谱条件进
行分析，记录熊果酸和ＤＭＣ峰面积并计算含量。含
量测定结果见表４，８批药材的ＨＰＬＣ指纹图见图２。

表４　不同产地、批次水翁花含量测定给结果

产地批次
含量（ｍｇ／ｇ）

熊果酸 ＤＭＣ

广东１４１００１—１ １３５１ ０１８９
广东１４１００１—２ １５４５ ０２７３
广东１４１００１—３ １２２４ ０１８９
广东１４１００１—４ １３１２ ０２０５
广东１４１００１—４ １５１９ ０２９１
广西１４１００１ １１２６ ０２０８
海南１４１００１ ０５５０ ０１３４
云南１４１００１ １０２１ ００７５

图２　８批药材供试品色谱图

３　讨论
３１　提取分离条件的考察和优化　为确保水翁花
的目标化合物成分能在指纹图谱中体现，本文根据

其理化性质以及查阅文献［１５１６］，分别采用了７０％甲
醇、乙醇、水等溶剂对其进行提取。最后选用 ７０％
甲醇作为溶剂，再利用柱色谱的原理，将提取液用不

同比例的甲醇水溶液进行洗脱，分离有效成分，进
行测定，可知其提取液中目标化合物提取率较高，色

谱峰信息较丰富。

３２　ＨＰＬＣ指纹图谱的建立和优化　本课题根据文
献调研结果发现，水翁花中所含活性成分多为黄酮

类，结合预实验结果，我们发现，有机相采用乙腈时，

较甲醇分离效果更佳，且出峰时间较短，故选用；在

水相选择方面，研究发现，向水相中加入一定浓度的

磷酸能够有助于改善峰型，提高分离度，但磷酸浓度

过高易对色谱柱产生损伤，因此，经过反复试验，将

磷酸浓度固定在０５％（ｖ／ｖ）。
洗脱程序选择方面，鉴于水翁花中所含活性成

分较多，且结构较为类似，单纯的等度洗脱很难将待

测物与其他干扰性成分成功区分，因此选择梯度洗

脱。经反复试验，２４项下所述的色谱条件能够成
功区分待测物与其他干扰性成分，故选用。

３３　不同产地、批次药材指纹图谱及质量信息研究
　　由２５项下各不同批次、产地药材中熊果酸和
ＤＭＣ的测定结果可知，广东产水翁花药材中上述成
分含量最高，海南产药材中上述成分含量最低。提

示水翁花可能受种植地气候、土壤、地理环境等因素

的影响，造成上述差异，在后续的规范化种植及药材

选用中，应谨慎选择产地，确保药材质量。

３４　结论　本研究采用柱层析和 ＨＰＬＣ法，对水翁
花中的活性成分进行了分离和测定，该方法快速、高

效，能够较为准确全面地反映水翁花中活性成分的

含量信息，并用于对不同来源、产地和采收时节的药

材质量进行评价。
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