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HPLC法分别测定大苞荆芥中 2种黄酮及其
糖苷的含量

帕尔哈提·多力坤1，买买提江·阿布都瓦克2，朱金芳1, *，刘　烨1，买尔当·艾尼瓦尔1

（1.新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830052；
2.新疆维吾尔医学专科学校药学系，新疆和田 848000）

摘　要：目的：建立 HPLC 法分别定量测定大苞荆芥中木犀草素、芹菜素及其糖苷木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

（LGCRP）、芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷（AGCRP）的方法。方法：采用 C18 柱（250 mm×4.6 mm, 5 μm），以乙

腈-0.1% 磷酸水溶液（0.1:99.9，v/v）为流动相进行梯度洗脱，检测波长 347 nm，流速 1 mL/min，柱温 30 ℃；优

化了提取溶剂、溶剂加入量、提取时间等药材前处理方法；通过系统适用性试验，线性关系、检出限及定量限考

察，精密度、重复性、稳定性及加标回收率试验，验证方法的适用性。结果：木犀草素、芹菜素和 LGCRP、
AGCRP 分别在 3.080~12.321、4.753~19.010、5.67~22.68、9.97~39.86 μg/mL 范围内与各自峰面积呈良好的线性关

系，r 值均大于 0.9993；检出限分别为 0.11、0.08、0.03、0.03 μg/mL，定量限分别为 0.35、0.23、0.09、0.10 μg/mL，
精密度、稳定性和重复性均良好，加标回收率范围分别为 98.8%~102.8%、92.9%~98.1%、93.9%~97.9%、93.7%~
97.3%。结论：两套方法操作简便、灵敏度高、稳定性好、准确度高、适用性强，可用于大苞荆芥中 2 个黄酮及其

糖苷类成分的定量测定，从而为大苞荆芥药材质量标准的制定提供依据。

关键词：大苞荆芥，木犀草素，芹菜素，木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷，芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸

苷，高效液相色谱法
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Abstract：Objective: To establish two HPLC methods for determination content of luteolin, apigenin, and their glucosides
such  as  luteolin-7-O-β-D-glucuronide  (LGCRP),  apigenin-7-O-glucuronide  (AGCRP)  in Nepeta  bracteata.  Methods:  The
determination  was  performed  on  C18 column（250  mm×4.6  mm,  5  μm）with  mobile  phase  consisted  of  acetonitrile-0.1%
phosphoric  acid  solution  (0.1:99.9,  v/v)  at  the  flow rate  of  1.0  mL/min.  The  detection  wavelength  was  347  nm,  and  the
column temperature was 30 ℃. The methods of pretreatment such as extraction solvent, amount of solvent, extraction time
were  optimized.  Then,  applicability  of  methods  was  investigated  by  system  suitability  test,  linear  relationship,  limit  of
detection and limit of quantification inspection, precision, repeatability, stability, recovery test. Results: The linear ranges of
luteolin,  apigenin,  LGCRP,  AGCRP  were  3.080~12.321,  4.753~19.010,  5.67~22.68,  9.97~39.86  μg/mL, r≥0.9993,  the
limit of detection were 0.11, 0.08, 0.03, 0.03 μg/mL, and the limit of quantification were 0.35, 0.23, 0.09, 0.10 μg/mL. The  
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precision,  repeatability  and  stability  were  good,  the  recovery  were  in  the  range  of  98.8%~102.8%,  92.9%~98.1%,
93.9%~97.9%, 93.7%~97.3%. Conclusion: Both methods can be used for the quantitative determination of two flavonoids
and their glycosides in Nepeta bracteata because there are simple operation, high sensitivity, good stability, high accuracy
and strong applicability. Thus, it provide a basis for the formulation of the quality standard of Nepeta bracteata.

Key  words： Nepeta  bracteata Benth； luteolin； apigenin； luteolin-7-O-β-D-glucuronide； apigenin-7-O-glucuronide； high

performance liquid chromatography (HPLC)

 

大苞荆芥为唇形科（Labiatae）荆芥属大苞荆芥

（Nepeta bracteata Benth）的干燥全草，维吾尔名为

“祖发印地”，收载于《阿力卡农》《依合提亚拉提拜地

依》《买克散艾地维》等古籍中，其生干生热、温肺平

喘、祛寒止咳、燥湿祛痰、发汗解毒、消炎退肿[1−2]。

《维吾尔药志》中记载大苞荆芥全草具有止咳平喘、

清热利湿的作用，用于治疗气管炎、咳嗽气喘、感冒

发烧等症[3]。由于荆芥属植物营养丰富、气味独特，

常被用作食品调味剂和保鲜剂使用[4−5]。但目前尚无

专门针对大苞荆芥的质量研究报道，大多数文章都是

将大苞荆芥作为神香草或硬尖神香草的混淆品进行

性状鉴别[6]、薄层色谱鉴别[7]、HPLC 法测定齐墩果

酸与熊果酸含量及指纹图谱的对比研究[8]。因此，建

立大苞荆芥的含量测定方法，进而制定其质量标准，

对于大苞荆芥原料质量的控制及其在保健食品中的

应用具有重要的现实意义。

虽然大苞荆芥在民间使用较为广泛，但国内外

有关大苞荆芥的研究报道较少，张萌等[9] 报道大苞荆

芥总多糖对哮喘大鼠有明显的干预效果，其作用主要

表现在大苞荆芥总多糖对 Th1/Th2 细胞相关细胞因

子（IFN-γ 和 IL-4）失衡等免疫学改变的逆转作用以

及对 IL-6 和 IL-17 等炎症细胞因子表达的抑制；阿

不都热依木·玉苏甫等[2] 研究发现，大苞荆芥总黄酮

具有抗菌消炎、止咳、祛痰、平喘作用。由文献可

知，大苞荆芥的活性成分应该为多糖和黄酮类成分，

但大苞荆芥总多糖与大多数植物多糖一样，主要通过

调节机体免疫系统而发挥作用，其特征性不强。而黄

酮类化合物大多数具有显著的消炎、抗过敏、抗菌、

抗病毒、止咳、祛痰、抗自由基氧化等作用，并广泛

应用于食品药品中[10−11]，与大苞荆芥的功能作用吻

合。故本实验选择黄酮类成分作为大苞荆芥含量测

定的指标成分。ABDUWAKI 等[12] 从大苞荆芥总黄

酮中分离得到木犀草素、芹菜素、芹菜素-7-O-葡萄

糖醛酸苷（Apigenin-7-O-glucuronide, AGCRP）、木

犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷（Luteolin-7-O-β-D-
glucuronide,  LGCRP）、木犀草素-7-0-β-半乳糖苷、

香叶木素-7-0-β-D-葡萄糖苷等多种黄酮及黄酮苷类

成分。本课题组通过前期预实验发现大苞荆芥中木

犀草素、芹菜素、LGCRP、AGCRP 含量相对较高且

分离度较好，故选择定量测定以上黄酮及其糖苷类成

分。另外，由于大苞荆芥中木犀草素、芹菜素与其糖

苷的性质、含量相差较为悬殊，且出峰时间间隔较

远，若在一个条件下同时测定四个成分，则会导致有

效成分提取不充分、单次测定耗时较长、峰形及分离

度不好等问题，故采用两套方法分别测定木犀草素、

芹菜素及 LGCRP、AGCRP 的含量。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

15 批 大 苞 荆 芥 药 材 生 产 批 号 分 别 为

S1（ 20151029） 、 S2（ 20170830） 、 S3（ 20171030） 、

S4（ 20181211） 、 S5（ 20190117） 、 S6（ 20190207） 、

S7（ 20190523） 、 S8（ 20191119） 、 S9（ 20191209） 、

S10（20200507）、S11（20200526）、S12（20200530）、
S13（20200601）、S14（20200715）、S15（20200826）
  S3~S9 购自新疆新绿宝药业有限公司，其他均购自

新疆麦迪森维药有限公司。15 批药材经新疆维吾尔

自治区药品检验研究院艾买提江·阿依甫别克副主任

药师鉴定为唇形科荆芥属大苞荆芥的干燥全草。木

犀草素　中国食品药品鉴定研究院，批号：111520-
200504，纯度≥98%；芹菜素　上海源叶生物科技有

限公司，批号：TO4S8F43072，纯度≥98%；LGCRP　
中国食品药品鉴定研究院，批号：111968-201602，纯
度 97.7%；AGCRP　广州隽沐生物科技股份有限公

司，批号：DM21032005，纯度 99.48%；乙腈　色谱

纯，Sigma 公司；所有试剂如未特殊标明均为分析纯；

水为纯净水。

AL204-IC 型电子天平　梅特勒-托利多仪器上

海有限公司；KQ5200 型超声波清洗仪　昆山市超声

仪器有限公司；TG16B 型高速离心机　盐城市凯特

实验仪器有限公司；LC-16 高效液相色谱仪　苏州市

岛津仪器有限公司。 

1.2　木犀草素、芹菜素含量测定方法学研究 

1.2.1   对照品溶液的制备　精密称取木犀草素

11.1 mg、芹菜素 10.9 mg，分别置于 10 mL 量瓶中，加

甲醇定容至刻度，分别配成浓度为 1.11、1.09 mg/mL
的对照品储备液。 

1.2.2   供试品溶液的制备　称取大苞荆芥药材（粉

粹，过 20 目筛，制成粗粉）约 2.00 g，置于 50 mL 具

塞锥形瓶中，加 70% 乙醇，摇匀，称定重量，固定超声

波功率为 300 W，超声提取 30 min，用 70% 乙醇补

足减失重量，摇匀，过滤，离心 10 min（14000 r/ min），
上清液作为供试品溶液待测。 

1.2.3   色 谱 条 件 　 色 谱 柱 ： InertSustion  C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A：乙腈溶液，流动

相 B：0.1% 磷酸水溶液（0.1:99.9，v/v） [13−14]；流速：

1.0 mL/min；检测波长：347 nm；柱温 30 ℃；进样量

20 μL，按表 1 洗脱程序进行洗脱[15−16]。 
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1.2.4   样品前处理方法的考察　 

1.2.4.1   提取溶剂的考察　称取同一批大苞荆芥药

材粉末，分为 6 组，每组 3 份，每份约 2.00 g，按“1.2.2”
项下方法制备供试品溶液，每组分别加入甲醇、

70% 甲醇、50% 甲醇、无水乙醇、70% 乙醇、50% 乙

醇溶剂[17−19]，使用液相色谱仪测定，并按公式（1）计算

木犀草素、芹菜素含量。

含量(μg/g) =
C×D

m
式（1）

式中：C 表示供试品浓度，μg/mL，由峰面积代入

标准曲线计算得出；D 表示溶液稀释体积，mL；m 表

示药材取样量，g。 

1.2.4.2   溶剂加入量的考察　称取同一批大苞荆芥

药材粉末，分为 5 组，每组 3 份，每份约 2.00 g，按
“1.2.2”项下方法制备供试品溶液，每组分别加入

70% 乙醇 20、30、40、50、60 mL，使用液相色谱仪

测定[20]，并按公式（1）计算木犀草素、芹菜素含量。 

1.2.4.3   提取时间的考察　称取同一批大苞荆芥药

材粉末，分为 5 组，每组 3 份，每份约 2.00 g，按“1.2.2”
项下方法制备供试品溶液，每组分别超声提取 10、
20、30、40、50 min，使用液相色谱仪测定[21−23]，并按

公式（1）计算木犀草素、芹菜素含量。 

1.2.5   方法学考察　 

1.2.5.1   系统适用性试验　在上述色谱条件下，取各

对照品、供试品及溶剂空白溶剂依次进样，检测

HPLC 条件是否符合要求。 

1.2.5.2   线性关系、检出限及定量限　分别精密吸取

对照品储备液用 70% 乙醇制成含木犀草素 3.080~
12.321 μg/mL，芹菜素 4.753~19.010 μg/mL 的混合

对照品溶液，以对照品浓度 X（μg/mL）为横坐标，峰

面积 Y 为纵坐标，分别计算对照品木犀草素、芹菜素

的线性回归方程和线性范围，按信噪比（S/N）约为

3 计算检出限（LOD），以 S/N 约为 10 计算定量限

（LOQ）。 

1.2.5.3   精密度试验　吸取同一对照品连续进样

5 次，在“1.2.3”色谱条件下测定峰面积并计算 RSD 值。 

1.2.5.4   稳定性试验　称取同一批大苞荆芥药材粉

末参照“1.2.2”的方法进行制备，于 0、2、4、6、8、
12、18、24 h 进样并测定峰面积，计算 RSD 值。 

1.2.5.5   重复性试验　称取同一批大苞荆芥药材粉

末 6 份照参“1.2.2”的方法进行制备，于“1.2.3”色谱

条件进样检测，确定峰面积并计算含量与 RSD 值。 

1.2.5.6   加标回收率试验　精密称取已知含量样品

约 1.00 g，按低、中、高浓度分别加入木犀草素、芹菜

素对照品储备液，置于 50  mL 具塞锥形瓶中，加

70% 乙醇，摇匀，称定重量，固定超声波功率为 300 W，

超声提取 30 min，用 70% 乙醇补足减失重量，摇匀，

过滤，离心 10 min（14000 r/ min），进样测定，按供试

品处理方法得溶液，记录峰面积，并按公式（2）计算加

标回收率。

加标回收率(%) =
测得量−样品加入量
对照品加入量

×100

式（2）
 

1.2.5.7   大苞荆芥药材中木犀草素、芹菜素含量测定

　称取 15 批大苞荆芥药材粉末制成供试品溶液，并

按“1.2.3”色谱条件进样检测，并按公式（1）计算各批

次大苞荆芥中木犀草素、芹菜素的含量。 

1.3　LGCRP、AGCRP 含量测定方法学研究 

1.3.1   对照品溶液的制备　精密称取 LGCRP
11.5 mg、AGCRP 11.6 mg，分别置于 10 mL 量瓶中，加

甲醇定容至刻度，分别配成浓度为 1.15、1.16 mg/mL
的对照品储备液。 

1.3.2   供试品溶液的制备　称取同一批大苞荆芥药

材粉末 0.25 g，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，加 50% 甲

醇，摇匀，称定重量，固定超声波功率为 300 W，超声

提取 20 min，用 50% 甲醇补足减失重量，摇匀，过滤，离

心 10 min（14000 r/min）上清液作为供试品溶液待测。 

1.3.3   色谱条件　按照“1.2.3”项的方法，按表 2 洗

脱程序进行洗脱[24−27]。
  

表 2    洗脱程序
Table 2    Elution program

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%） 洗脱方法

0~10 18→24.5 82→75.5 线性洗脱

10~15 24.5→24.9 75.5→75.1 线性洗脱

15~20 24.9→24.5 75.1→75.5 线性洗脱

20~25 24.5→18 75.5→82 线性洗脱

25~30 18 82 等度
  

1.3.4   样品前处理方法的考察　 

1.3.4.1   提取溶剂的考察　称取同一批大苞荆芥药

材粉末，分为 6 组，每组 3 份，每份约 0.25  g，同
“1.2.4.1”的方法制备供试品溶液，并按 1.2.4.1 方法，

注入液相色谱仪测定，并按公式（1）计算 LGCRP、
AGCRP 含量。 

1.3.4.2   溶剂加入量的考察　称取同一批大苞荆芥

药材粉末，分为 5 组，每组 3 份，每份约 0.25 g，同
“1.2.4.2”的方法制备并注入液相色谱仪测定，并按公

式（1）计算 LGCRP、AGCRP 含量。 

1.3.4.3   提取时间的考察　称取同一批大苞荆芥药

材粉末，分为 5 组，每组 3 份，每份约 0.25  g，同

 

表 1    洗脱程序

Table 1    Elution program

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%） 洗脱方法

0~15 25→32 75→68 线性洗脱

15~20 32→33 68→67 线性洗脱

20~25 33→41.5 67→58.5 线性洗脱

25~30 41.5→25 58.5→75 线性洗脱

30~35 25 75 等度
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“1.2.4.3”的方法制备并注入液相色谱仪测定，并按公

式（1）计算 LGCRP、AGCRP 含量。 

1.3.5   方法学考察　 

1.3.5.1   系统适用性试验　在上述色谱条件下，取各

对照品、供试品及溶剂空白溶剂依次进样，检测

HPLC 条件是否符合要求。 

1.3.5.2   线性关系、检出限及定量限　分别精密吸取

对照品储备液用 50% 甲醇制成含 LGCRP  5.67~
22.68  μg/mL，AGCRP 9.97~39.86  μg/mL 的混合对

照品溶液二，以对照品浓度 X（μg/mL）为横坐标，峰

面积 Y 为纵坐标，分计算到对照品 LGCRP、AGCRP
的线性回归方程和线性范围，按信噪比（S/N）约为

3 计算检测限（LOD），以 S/N 约为 10 计算定量限

（LOQ）。 

1.3.5.3   精密度试验、稳定性试验、重复性试验　方

法同“1.2.5”。 

1.3.5.4   加标回收率试验　分别精密称取已知含量

样品约 0.125 g，按低、中、高浓度分别加入 LGCRP、
AGCRP 对照品储备液，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，

加 50% 甲醇，摇匀，称定重量，固定超声波功率为

300 W，超声提取 20 min，用 50% 甲醇补足减失重

量，摇匀，过滤，离心 10 min（14000 r/ min），进样测

定，按供试品处理方法得溶液，记录峰面积，并按公式

（2）计算加样回收率。 

1.3.5.5   大苞荆芥药材中 LGCRP、AGCRP 含量测

定　称取 15 批大苞荆芥药材粉末制成供试品溶液，

采用“1.3.3”色谱条件进样检测，并按公式（1）计算各

批次大苞荆芥中 LGCRP、AGCRP 的含量。 

1.4　数据处理

X

通过与 SHIMADZU LC-16 仪器配套的 LabSo-
lutions 色谱处理软件完成数据采集分析，采用 Excel、
Origin 2018 软件进行图形绘制及处理，每组重复

3 次，结果用 ±SD 表示。 

2　结果与分析 

2.1　木犀草素、芹菜素含量测定结果 

2.1.1   样品前处理方法的考察　考虑木犀草素、芹

菜素具有易溶于甲醇及乙醇的水溶液的特点[28]。本

实验对 6 种提取溶剂进行考察。结果显示，随着甲

醇或乙醇在水中比例的增加，木犀草素、芹菜素的含

量呈上升趋势，用 70% 乙醇提取时木犀草素、芹菜

素含量均最高，但用纯甲醇及无水乙醇提取时木犀草

素、芹菜素含量均最低，因木犀草素、芹菜素属于极

性化合物，根据中药化学成分与溶剂间“极性相似相

容”的原理，选择对有效成分溶解度大的溶剂作为提

取溶剂[29]，因此，选择 70% 乙醇作为提取溶剂，结果

见图 1a。
图 1b 中可以看出，随着溶剂加入量的增加，木

犀草素、芹菜素的含量呈上升趋势，当加入量为 50 mL
时，木犀草素、芹菜素的含量均达到最高，但再增加

到 60 mL 时，其含量略有下降，因为溶剂的溶解性

能、溶解能力，通过溶剂的溶解度来确定，合适的溶

剂用量能提高有效成分的溶解度，而溶解度达到全溶

解状态后，再增加溶剂用量时会降解有效成成分的含

量。说明加入 50 mL 溶剂就能充分提取药材中 2 种

黄酮，故确定溶剂加入量为 50 mL。
由于超声提取比常规提取效率高并节省时间，

通常药材进行超声处理 20~45 min 即可获得较好的

提取效果，图 1c 显示，提取时间从 10 min 增加到

20 min 时，木犀草素、芹菜素含量未发生明显变化，

到 30 min 时其含量有所提高，而提取时间增加到

40 min 之后其含量开始下降，这是因为超声提取可

使生物分子解聚，使细胞壁上的有效成分更快地溶解

于溶剂中，一般提取时间在 20~40 min 即可获得最

佳提取效率，而提取时间过长影响提取效率会降低有
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图 1    不同提取条件对大苞荆芥中木犀草素、芹菜素含量的
影响（n=3）

Fig.1    Effects of different extraction conditions on the content
of luteolin and apigenin in Nepeta bracteata (n=3)

注：a：提取溶剂；b：溶剂加入量；c：提取时间；图 3 同。
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效成分的含量，故选择超声提取时间为 30 min。 

2.1.2   方法学考察　 

2.1.2.1   系统适应性试验　确定色谱条件时参考了

多篇测定木犀草素、芹菜素含量的文献[30−34]。最终

确定色谱条件为乙腈溶液：0.1% 磷酸水溶液为流动

相，流速 1.0 mL/min，检测波长 347 nm。此条件下

色谱峰出峰时间快且对称性好，分离度>1.5，理论塔

板数>5000，空白溶剂无干扰，符合实验要求。结果

见图 2。
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图 2    木犀草素和芹菜素系统适用性试验 HPLC 图谱
Fig.2    System suitability test HPLC pattern of luteolin and

apigenin
注：a：空白溶剂；b：混合对照溶液；c：供试品溶液；1：木犀草
素；2：芹菜素。
  

2.1.2.2   线性关系、检出限及定量限　结果表明，木

犀草素和芹菜素浓度分别在 3.080~12.321、4.753~
19.010 μg/mL 范围内与峰面积具有良好的线性关

系，相关系数达到 0.9993 以上。木犀草素和芹菜素

的 LOD 分别为 0.11 和 0.08 μg/mL，木犀草素和芹

菜素的 LOQ 分别为 0.35 和 0.23 μg/mL。结果见表 3。 

2.1.2.3   精密度试验　取混合对照品溶液按色谱条

件连续进样 6 次，记录峰面积。求得木犀草素、芹菜

素峰面积的 RSD 值分别为 0.62%、0.73%，表明仪器

的精密度良好。 

2.1.2.4   稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于

0、2、4、6、8、12、18、24 h 按色谱条件进样检测峰

面积。求得木犀草素、芹菜素含量的 RSD 值分别

为 0.90%、1.33%，表明制备的供试品溶液在 24 h 之

内较为稳定。 

2.1.2.5   重复性试验　取同一大苞荆芥药材，平行制备

6 份供试品溶液，进样测定峰面积。求得木犀草素、

芹菜素平均含量分别为 109.825、170.621 μg/g，RSD
值分别为 1.39%、1.39%，说明该方法重复性良好。 

2.1.2.6   加标回收率试验　木犀草素、芹菜素加标回

收率范围分别为 98.8%~102.8%、92.9%~98.1%，RSD
值范围分别为 0.97%~2.25%、0.24%~2.94%，表明方

法准确度高，结果见表 4。
 
 

表 4    加标回收率试验结果（n=3）
Table 4    Standard recovery test results (n=3)

黄酮类
化合物

分组
称样量
（g）

样品中
量（mg）

加入量
（mg）

测得量
（mg）

回收率
（%）

平均回
收（%）

RSD
（%）

木犀草素

低
1.0026 110.110 88.8 201.128 102.5

101.83 0.971.0021 110.050 88.8 200.906 102.3
1.0021 110.050 88.8 199.481 100.7

中
1.0028 110.133 111 224.202 102.7

100.10 2.251.0028 110.133 111 219.806 98.8
1.0025 110.100 111 219.872 98.8

高
1.0020 110.046 132 243.228 100.8

101.23 1.381.0027 110.123 132 245.91 102.8
1.0022 110.068 132 242.869 100.1

芹菜素

低
1.0026 171.060 135.16 303.660 98.1

96.13 2.941.0021 170.970 135.16 302.748 97.4
1.0021 170.970 135.16 296.527 92.9

中

1.0028 171.099 168.95 333.201 95.9
95.63 0.241.0028 171.099 168.95 332.48 95.5

1.0025 171.048 168.95 332.497 95.5

高

1.0020 170.962 202.74 365.321 95.8
94.17 1.501.0027 171.081 202.74 360.420 93.4

1.0022 170.996 202.74 360.332 93.3
  

2.2　LGCRP、AGCRP 含量测定结果 

2.2.1   样品前处理方法的考察　本实验对 6 种提取

溶剂进行考察。结果显示，使用 50% 甲醇或 70% 乙

醇提取时，LGCRP、AGCRP 的含量均较高，且用

50% 甲醇提取 LGCRP、AGCRP 含量均最高，但用

 

表 3    木犀草素和芹菜素的回归方程、相关系数、线性范围、
检出限及定量限

Table 3    Regression equation, correlation coefficient, linear
range, limit of detection and limit of quantification of luteolin

and apigenin

黄酮类
化合物

线性范围
（μg/mL）

线性回归方程
相关系
数（r）

LOD
（μg/mL）

LOQ
（μg/mL）

木犀草素 3.080~12.321 y=114535x−5573.7 0.9993 0.11 0.35
芹菜素 4.753~19.010 y=118650x+8346.3 0.9997 0.08 0.23
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纯甲醇及无水乙醇提取时 LGCRP、AGCRP 含量均

最低，因此，选择 50% 甲醇作为提取溶剂，结果见

图 3a。
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图 3    不同提取条件对大苞荆芥中 LGCRP、AGCRP 含量的
影响（n=3）

Fig.3    Effects of different extraction conditions on the content
of LGCRP and AGCRP in Nepeta bracteata (n=3)

 

图 3b 中可以看出，随着溶剂加入量的增加，

LGCRP、AGCRP 的含量呈上升趋势，当加入量为

50 mL 时，LGCRP、AGCRP 的含量均达到最高，但

再增加到 60 mL 时，其含量明显下降，说明加入 50 mL
溶剂能充分提取药材中 2 种黄酮苷，故确定溶剂加

入量为 50 mL。
图 3c 显示，与提取 10 min 相比，提取时间为

20 min 时 LGCRP、AGCRP 含量均明显提高，而提

取时间增加到 30 min 之后其含量明显下降，故选择

超声提取时间为 20 min。 

2.2.2   方法学考察　 

2.2.2.1   系统适用性试验　最终确定色谱条件为乙

腈溶液：0.1% 磷酸水溶液为流动相，流速 1.0 mL/min，

检测波长 347 nm。此条件下色谱峰出峰时间快且对

称性好，分离度>1.5，理论塔板数>5000，空白溶剂无

干扰，符合实验要求。结果见图 4。
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图 4    LGCRP、AGCRP 系统适用性试验 HPLC 图谱
Fig.4    System suitability test HPLC pattern of LGCRP and

AGCRP
注：a：空白溶剂；b：混合对照溶液；c：供试品溶液；1：LGCRP；
2：AGCRP。
  

2.2.2.2   线性关系、检出限及定量限　结果表明，

LGCRP 和 AGCRP 浓度分别在 5.67~22.68、9.97~
39.86 μg/mL 范围内与峰面积具有良好的线性关系，

相关系数达到 0.9997 以上。LGCRP 和 AGCRP 的

LOD 均为 0.03  μg/mL，LGCRP 和 AGCRP 的 LOQ
分别为 0.09 和 0.10 μg/mL。结果见表 5。 

2.2.2.3   精密度试验取　混合对照品溶液按色谱条

件连续进样 6 次，记录峰面积。求得 LGCRP、AGCRP
峰面积的 RSD 值分别为 0.67%、0.83%，表明该方法

精密度良好。 

2.2.2.4   稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于

0、2、4、6、8、12、18、24 h 按色谱条件进样检测峰
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面积。求得 LGCRP、AGCRP 含量的 RSD 值分别

为 1.23%、1.07%，表明制备的供试品溶液在 24 h 之

内较为稳定。 

2.2.2.5   重复性试验　取同一大苞荆芥药材，平行制

备 6 份供试品溶液，进样测定峰面积。求得 LGCRP、
AGCRP 含量分别为 2.147、4.194  mg/g 的 RSD 值

分别为 1.10%、0.79%，说明该方法重复性良好。 

2.2.2.6   加标回收率试验　LGCRP、AGCRP 加标回

收率范围分别为 93.9%~97.9%、93.7%~97.3%，RSD
值范围分别为 1.01%~1.65%、1.12%~1.74%，表明方

法准确度高，结果见表 6。 

2.2.3   样品含量测定　检测 15 批大苞荆芥中的木犀

草素、芹菜素、LGCRP、AGCRP 含量，结果见表 7，
15 批样品木犀草素含量为 63.501~126.337 μg/g，芹
菜素含量为 44.964~321.198  μg/g，LGCRP 含量为

1.556~3.051 mg/g，AGCRP 含量为 2.533~7.154 mg/g。
建议大苞荆芥药材中木犀草素、芹菜素、LGCRP、
AGCRP 的含量限度分别不得少于 60.00  μg/g、
40.00 μg/g、1.50 mg/g、2.50 mg/g。

不同生产批号大苞荆芥中芹菜素含量差异较

大，最高含量与最低含量相差近 7 倍。且大苞荆芥

中芹菜素含量随储藏时间的延长存在降低的趋势，

与文献报道一致。丁春光等[35] 认为不同储藏年限广

陈皮黄酮类化合物含量随储藏时间延长而降低。含

量降低的原因比较复杂，既可能与药材储藏过程中相

关酶的活性变化有关[36]，也可能与药材挥发性成分的

散失有关[37]。 

3　结论
本实验优化了提取溶剂、溶剂加入量、提取时间

等药材前处理方法，并通过系统适用性试验，线性关

系、检出限及定量限考察，精密度、重复性、稳定性

及加标回收率试验进行了含量测定方法学验证，建立

了 HPLC 法分别定量测定大苞荆芥中木犀草素、芹

菜素及其糖苷木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

（LGCRP）、芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷（AGCRP）的

方法。结果显示木犀草素、芹菜素和 LGCRP、AGCRP

分 别 在 3.080~12.321、 4.753~19.010、 5.67~22.68、

9.97~39.86 μg/mL 范围内与各自峰面积呈良好的线

 

表 5    LGCRP、AGCRP 的回归方程、相关系数、线性范围、
检出限及定量限

Table 5    Regression equation, correlation coefficient, linear
range, limit of detection and limit of quantification of LGCRP,

AGCRP

黄酮苷类
化合物

线性范围
（μg/mL）

线性回归方程
相关系
数（r）

LOD
（μg/mL）

LOQ
（μg/mL）

LGCRP 5.67~22.68 y=86579x−95679 0.9997 0.03 0.09
AGCRP 9.97~39.86 y=79161x−70048 0.9997 0.03 0.10

 

表 6    加标回收率试验结果（n=3）
Table 6    Standard recovery test results (n=3)

黄酮苷类
化合物

分组
称样量
（g）

样品中
量（mg）

加入量
（mg）

测得量
（mg）

回收率
（%）

平均回
收（%）

RSD
（%）

LGCRP

低
0.1253 0.269 0.216 0.475 95.3

95.11 1.190.1252 0.269 0.216 0.476 96.1
0.1257 0.270 0.216 0.472 93.9

中
0.1259 0.270 0.270 0.529 95.9

96.96 1.010.1250 0.268 0.270 0.533 97.9
0.1259 0.270 0.270 0.532 97.1

高
0.1255 0.269 0.324 0.576 94.6

95.88 1.650.1257 0.269 0.324 0.586 97.7
0.1252 0.269 0.324 0.578 95.4

AGCRP

低
0.1253 0.526 0.420 0.924 94.8

95.02 1.520.1252 0.526 0.420 0.931 96.6
0.1257 0.527 0.420 0.921 93.7

中

0.1259 0.528 0.525 1.022 94.1
94.54 1.120.1250 0.524 0.525 1.027 95.7

0.1259 0.528 0.525 1.020 93.7

高

0.1255 0.526 0.630 1.120 94.2
95.43 1.740.1257 0.527 0.630 1.124 94.8

0.1252 0.525 0.630 1.138 97.3

 

X表 7    样品含量测定结果（n=3， ±SD）

XTable 7    Sample content determination results (n=3, ±SD)

样品号 生产批号 供应商 木犀草素（μg/g） 芹菜素（μg/g） LGCRP（mg/g） AGCRP（mg/g）

S1 20151029 新疆麦迪森维药有限公司 77.944±4.2303 44.964±1.0538 1.834±0.2779 2.533±0.5686

S2 20170830 新疆麦迪森维药有限公司 91.835±4.8588 68.458±1.5975 3.009±0.0159 7.154±0.1171

S3 20171030 新疆新绿宝药业有限公司 64.639±3.5139 70.554±1.6110 1.845±0.0540 3.476±0.0512

S4 20181211 新疆新绿宝药业有限公司 94.873±2.4680 57.844±0.4318 2.001±0.0222 3.758±0.0805

S5 20190117 新疆新绿宝药业有限公司 126.028±4.1160 89.599±0.5231 2.872±0.0571 4.764±0.0246

S6 20190207 新疆新绿宝药业有限公司 97.726±1.0098 95.019±0.8707 2.212±0.0819 4.874±0.0897

S7 20190523 新疆新绿宝药业有限公司 126.337±4.6965 81.602±0.5320 2.341±0.0284 3.628±0.2395

S8 20191119 新疆新绿宝药业有限公司 63.501±2.0144 86.549±0.7141 1.779±0.0063 4.568±0.0847

S9 20191209 新疆新绿宝药业有限公司 107.539±4.9277 90.288±1.4263 3.051±0.1072 5.560±0.0775

S10 20200507 新疆麦迪森维药有限公司 121.375±1.3216 114.537±0.7888 2.022±0.0422 5.314±0.0756

S11 20200526 新疆麦迪森维药有限公司 115.866±2.2057 99.303±1.9857 2.743±0.1030 5.679±0.1027

S12 20200530 新疆麦迪森维药有限公司 65.932±0.4287 109.539±0.7033 1.556±0.0248 3.323±0.1071

S13 20200601 新疆麦迪森维药有限公司 65.859±0.9382 239.109±2.8767 2.019±0.0254 6.319±0.1757

S14 20200715 新疆麦迪森维药有限公司 109.826±1.3531 170.621±1.8052 2.147±0.0025 4.194±0.0181

S15 20200826 新疆麦迪森维药有限公司 108.714±0.6129 321.198±1.4197 2.045±0.0455 5.871±0.1480
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性关系，r 值均大于 0.9993；检出限分别为 0.11、0.08、
0.03、0.03 μg/mL，定量限分别为 0.35、0.23、0.09、
0.10 μg/mL，精密度、稳定性和重复性均良好，加标回

收率范围分别为 98.8%~102.8%、 92.9%~98.1%、

93.9%~97.9%、93.7%~97.3%。表明两套方法操作简

便、灵敏度高、稳定性好、准确度高、适用性强，可用

于大苞荆芥中 2 个黄酮及其糖苷类成分的定量测

定，为大苞荆芥药材质量的控制及其在成方制剂中的

应用奠定了基础。
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