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  [ 摘要]  目的: 建立广西余甘子叶中槲皮素及山奈酚的含量测定方法。方法: 采用 HPLC法, 色谱柱为 Thermo Hypersil

BDS C18( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;流动相为乙腈-0. 1%磷酸 ( 27∶73) ; 流速为 1. 0 mL·min-1 ; 柱温为 30 ℃; 检测波长为 360

nm。结果:槲皮素在 0. 06～1. 2 μg之间; 山奈酚在 0. 021～0. 43 μg,峰面积与进样量呈良好的线性关系; 槲皮素和山奈酚的加

样回收率分别为 98. 83% , 101. 58% , RSD分别为 2. 73% ,2. 21% ( n= 6) 。结论:该方法简便可行, 重复性好, 结果准确, 可作为

广西余甘子叶中槲皮素和山奈酚的含量测定方法。
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RP-HPLC Determination of Quercetin and Kaempferol in the Leaves of
Phyllanthus emblica L
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[ Abstract]  Objective: To establish a quantification method for quercetin and kaempferol in the leaves of

Phyllanthus emblica by HPLC. Method: HPLC is applied on the determination of quercetin and kaempferol in the

leaves of P. emblica with C18 column( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) and a mixture of acetonitrile-0. 1% phosphoric

acid ( 27: 73) as a mobile phase with the flow rate at 1. 0mL·min
- 1

. Quercetin and kaempferol were detected at

360nm, column temperature was set at 30 ℃. Result: Quercetin and kaempferol were linear in the range of 0. 06 ～

1. 2 μg and 0. 021 ～0. 43 μg. The average recovery of quercetin and kaempferol was 98. 83% with RSD 2. 73%

and 101. 58% with RSD 2. 21% ( n = 6) respectively. Conclusion: The method can be applied to the quality

control of the leaves of P. emblica L.
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  余甘子叶为大戟科植物余甘子 Phyllanthus

emblica L.的叶子,具有较高的食用和药用价值,被

联合国卫生组织指定为在全世界推广种植的 3 种保

健植物之一,适用于血病、肝病、心脏病、高血压等病

症。文献报道余甘子具有抗菌
[ 1 ]
、抗肿瘤

[ 2 ]
、抗氧

化
[ 3 ]
、抗动脉粥样硬化

[ 4 -5 ]
、抗乙肝病毒

[ 6]
、保肝

[ 7 ]

等作用。槲皮素、山奈酚为余甘子叶的活性成分,测

定槲皮素、山奈酚的含量对控制该药材质量具有重

要意义。本文建立了 RP-HPLC法测定余甘子叶中

槲皮素及山奈酚含量的方法,实验结果表明,该法操

作简便可行,结果准确、重复性好,可作为余甘子叶

中槲皮素及山奈酚的含量测定方法。

1 仪器与试药

1.1 仪器  美国 Agilent1100 高效液相色谱仪,在

线真空脱气机器 ( G-1322A ) , 高压 四元泵 ( G-

1311A) ,标准自动进样器( G-1313A) ,智能化柱温箱

( G-1316A) ,可变波长检测器 ( G-1313A) ,二极管阵
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列检测器, Agilent1100 series 色谱工作站; SB3200T

超声波清洗仪 ( 上海必 能信超声有 限公司 ) ;

Millipore Simplicity-185 超纯水仪 ( 美国密里博公

司) ; BP211D电子分析天平( 德国赛多利斯) 。

1.2 试剂与试药 槲皮素对照品( 中国药品生物制

品检定所,批号 100081-200406, 供含量测定用 ) ;山

奈酚对照品(中国药品生物制品检定所,批号 11081-

200405,供含量测定用) ; 余甘子叶药材分别采自广

西桂林、广西恭城、广西贵港、广西柳州、广西南宁、

广西浦北,经广西中医学院刘寿养副教授鉴定为大

戟科叶下珠属植物余甘子 Phyllanthus emblica L.的

叶,标本存于广西中医学院药学中心实验室;乙腈为

色谱纯(天津市四友精细化学品有限公司) 、其余试

剂均为分析纯;水为超纯水。

2 实验方法与结果

2.1 色谱条件 色谱柱为 Thermo Hypersil BDS C1 8

( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;流动相为乙腈 - 0. 1%

磷酸( 27∶73) ;流速 1. 0 mL·min
-1

;柱温 30 ℃;检测

波长 360 nm;进样量 20 μL,理论塔板数以槲皮素、

山奈酚均计不少于 3 000。对照品和供试品色谱图

见图 1。

图 1 槲皮素 ( 1)、山奈酚 ( 2)、对照品 ( A)

及余甘子叶供试品 ( B) HPLC 色谱图

2.2 对照品溶液的制备 分别精密称取槲皮素对

照品 ( 3. 00 mg) 、山奈酚对照品 ( 1. 015 mg) 分别置

于 50 mL量瓶中,用甲醇溶解并定容至刻度,摇匀,

配制成浓度为 0. 06 mg·mL - 1
的槲皮素对照品溶

液、浓度为 0. 0213 mg·mL - 1
的山奈酚对照品溶液,

即得。

2.3 供试品溶液的制备  取干燥的余甘子叶药材

粗粉约 1 g,精密称定,置具塞锥形瓶中,精密加入甲

醇 25 mL,超声 45 min,放冷,用甲醇补足损失重量。

用孔径为 0. 45 μm的微孔滤膜过滤, 续滤液为供试

品溶液。

2.4 线性关系的考察  分别精密吸取上述槲皮素

对照品溶液 0. 5, 1, 2, 4, 8, 10 mL, 山奈酚对照品溶

液 0. 5, 1, 2, 4, 8, 10 mL,置 10 mL量瓶中,加入甲醇

定容至刻度,摇匀。分别取上述 6 个不同浓度的标

准溶液 20 μL注入高效液相色谱仪, 按上述色谱条

件进行分析测定其峰面积。以对照品标准溶液进样

量( μg) 为横坐标,其色谱峰面积为纵坐标, 绘制标

准工作曲线,并求出槲皮素回归方程式为 Y = 3. 29

×10
3
X - 2. 12 ×10, r = 0. 999 5;山奈酚回归方程式

为 Y = 2. 84 ×10
3
X - 10. 48, r = 0. 999 8,结果表明

槲皮素在进样量为 0. 06 ～1. 2 μg; 山奈酚在进样量

为 0. 021 ～0. 43 μg呈良好的线性关系。

2.5 精密度试验 在选定的色谱条件下,精密吸取

同一对照品溶液,进样 20 μL,连续进样 6 次,分析测

定槲皮素和山奈酚峰面积值,计算其峰面积 RSD分

别为 0. 47%和 0. 54% ,表明仪器精密度良好。

2.6 稳定性试验 取同一供试品溶液,于制备后的

0, 2, 4, 8, 12, 18, 24 h注入高效液相色谱仪,进样 20

μL,测定槲皮素、山奈酚峰面积值, 考察其稳定性,

结果槲皮素和山奈酚的峰面积 RSD分别为 1. 99%

和 1. 37% ,表明供试品溶液中槲皮素、山奈酚在 24 h

内保持稳定。

2.7 重复性试验 精密称取同一批余甘子叶样品

6 份各 1 g,分别按 2. 3项下方法制备供试品溶液,按

2.1项下色谱条件测定, 计算槲皮素、山奈酚含量,

RSD值分别为 1. 86% , 2. 17% ( n = 6) , 表明该法重

复性较好。

2.8 加样回收试验 精密称取已知槲皮素、山奈酚

含量的药材干燥粗粉 0. 5g,共 6 份。分别精密加入与

药材相当量的槲皮素对照品溶液( 0. 30 mg·mL- 1 ) 1

mL,山奈酚对照品溶液 ( 0. 048 mg·mL
- 1

) 1 mL, 按

2.3项下供试品制备方法制备,按 2.1项下色谱条件

测定,分别计算槲皮素和山奈酚的加样回收率,结果

槲皮素平均回收率为 98. 83% , RSD为 2. 73% ( n =

6) ,山奈酚平均回收率为 101. 58% , RSD为 2. 21% ( n =

6) ,结果见表 1、2,表明本方法准确度较好。
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表 1 槲皮素加样回收率测定 ( n = 6)

No.
药材称样

量 /g

药材中含

量 /mg

加入量

/mg

测得量

/ mg

回收率

/%

平均回收

率 / %

RSD

/%

1 0. 500 1 0. 301 6 0. 59 98. 34

2 0. 501 0 0. 302 1 0. 60 101. 15

3 0. 500 5 0. 301 8 0. 30 0. 59 96. 08 98. 83 2 . 73

4 0. 501 5 0. 302 4 0. 60 101. 13

5 0. 500 2 0. 301 6 0. 60 101. 04

6 0. 500 0 0. 301 5 0. 58 95. 22

表 2 山奈酚加样回收率测定 ( n = 6)

No.
药材称样

量 /g

药材中含

量 /mg

加入量

/mg

测得量

/ mg

回收率

/%

平均回收

率 / %

RSD

/%

1 0. 500 1 0. 301 6 0. 59 98. 34

2 0. 501 0 0. 302 1 0. 60 101. 15

3 0. 500 5 0. 457 4 0. 048 0. 096 104. 53 101. 58 2 . 21

4 0. 501 5 0. 045 83 0. 094 99. 59

5 0. 500 2 0. 0457 1 0. 094 100. 12

6 0. 500 0 0. 457 0 0. 096 104. 20

2.9 样品测定 分别取不同产地的余甘子叶干燥

粉末约 1 g,每批 3 份,精密称定,按 2.3项下供试品

制备方法制备,按 2. 1项下色谱条件进样,分别测定

中槲皮素、山奈酚的含量,测定结果见表 3。
表 3 余甘子叶中槲皮素和山奈酚 /%

产地 槲皮素 山奈酚

广西桂林 0. 60 0. 093

恭城 0. 68 0. 12

贵港 0. 16 0. 044

柳州 0. 25 0. 037

南宁 0. 39 0. 069

浦北 0. 12 0. 033

3 讨论

本文考察了乙醇、甲醇、50% 乙醇、50% 甲醇作

为溶剂对余甘子叶进行提取,经 HPLC测定,比较其

色谱图,结果表明以甲醇作为提取溶剂提取率较高,

且干扰少,故选用甲醇作为提取溶剂。在 200 ～400

nm波长测定槲皮素和山奈酚的吸收曲线, 在 360

nm波长处为最大吸收, 灵敏度最高, 因此采用

360nm作为检测波长。曾考察过甲醇-水、乙腈-水、

甲醇-0. 1%磷酸等流动相, 但峰形均不佳, 以乙腈-

0. 1%磷酸 ( 27∶73) 为流动相, 分离度较好 ( 大于

1. 5) ,保留时间适中,峰形亦较好而选用。

本文建立的槲皮素和山奈酚含量测定方法,可

以较好地反映余甘子叶中槲皮素和山奈酚的含量,

结果准确,重复性良好,对余甘子叶药材的质量控制

有一定意义。
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