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摘要   目的：建立加速溶剂萃取-高效液相色谱双波长法同时测定广防风中毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖

苷和木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷3种活性成分的含量。方法：通过优化加速溶剂萃取法的提

取工艺，采用Ultimate XB-C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5μm），流动相为乙腈-0.1%甲酸溶液梯

度洗脱，流速为1.0 mL·min-1，检测波长为330 nm和348 nm，柱温为35 ℃。结果：优化得到的最佳

萃取条件为以50%甲醇溶液25 mL（v/v）作为提取溶剂，于110℃，动态萃取4 min。毛蕊花糖苷、木

犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异毛蕊花糖苷进样量分别在0.02114～4.230 μg、0.02008～1.004 

μg、0.01979～1.979 μg范围内线性关系良好（r=1.0000），平均回收率分别为103.4%、99.7%、

101.6%。结论：本研究对广防风的质量标准提高具有较好的参考价值，为该药材的质量监管提供了先

进的技术支持。
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Abstract   Objective:   To establish an accelerated solvent extraction - high performance liquid chromatography 
(HPLC) dual wavelength method for the simultaneous determination of the three active components——acteoside, 
isoacteoside and luteolin-7-O-β-D-glucuronide in Epimeredi indica (L.) Rothm. Methods: The primary 
parameters of accelerated solvent extraction, including extraction temperature, hold time and extraction solvent, 
were optimized. The separation was performed on an Ultimate XB-C18 column (4.6 mm × 250 mm, 5μm), and the 
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mobile phase consisted of acetonitrile and 0.1% formic acid with gradient elution. The detection UV wavelengths 
were 330 nm and 348 nm. The flow rate was 1.0 mL·min-1. The column temperature was 35℃. Results: The 
optimized conditions of accelerated solvent extraction were extraction solvent of 50% methanol 25 mL (v/v) with 
extraction temperature of 110℃, and hold time of 4 min. The calibration curves of acteoside, luteolin-7-O-β-D-
glucuronide and isoacteoside showed good linearity over 0.02114 - 4.230 μg (r = 1.0000), 0.02008 - 1.004 μg 
(r = 1.0000), and 0.01979 - 1.979 μg (r = 1.0000) respectively. The average recoveries were 99.7% - 103.4%. 
Conclusion: This study provided a good reference for the improvement of quality standards of Epimeredi indica 
(L.) Rothm. and advanced technical support for the quality supervision of the medicinal substances.
Keywords：  Epimeredi indica (L.) Rothm.; acteoside; isoacteoside; luteolin-7-O-β-D-glucuronide; accelerated 
solvent extraction; high performance liquid chromatography

广防风为唇形科植物广防风Epimeredi indica 

（L.）Rothm. 的干燥地上部分，收录于《广西中

药材标准》1990年版中，味辛、苦，性平，祛风

湿，消疮毒，主治感冒发烧，风湿痹痛，痈肿疮

毒，皮肤湿疹，虫蛇咬伤[1]。广防风主要分布于西

南及浙江南部、福建、江西南部、湖南南部、广

东、广西及台湾地区[2]，壮药称广防风为白紫苏、

牙坏，瑶药称之为假藿香，主要用于百日咳、感

冒、鼻衄、风湿、皮肤疮、骨髓炎、上吐下泻。

含广防风的京族药浴在防城港市民间长期使用，

是京族民众传统的新生儿退黄措施[3]。现代药理研

究表明，广防风具有抗菌抗病毒[4]、抗炎镇痛[5-6]、

清除自由基[7]、抗癌[8-9]等药理活性。广防风中的主

要活性成分为毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、木犀

草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷等苯丙素苷和黄酮

苷类化合物。

目前对广防风的质量控制研究较少，有关文

献报道主要在广防风的生药学[10-11]、薄层色谱鉴

别、分子生物学[12]、化学成分及药理作用方面的

研究，王玉兰等[13]建立了以广防风根制成的广防

风颗粒中广防风苷A的含量测定方法。广防风地上

部分的含量测定未见报道。

加速溶剂萃取技术作为一种高效、精确、自

动化的前处理技术，已广泛应用于环境监测[14-15]、

食品分析[16]和药品监管[17-19]等领域，该方法具有有

机溶剂用量少、快速、基质影响小、回收率高和

重现性好等优点。由于广防风中毛蕊花糖苷及异

毛蕊花糖苷均在330 nm有最大吸收，木犀草素-7-

O-β-D-葡萄糖醛酸苷在348 nm有最大吸收，单一

波长测定存在一定的误差，为了更好地评价广防

风的质量，本文采用加速溶剂萃取-高效液相色谱

双波长法，建立广防风中毛蕊花糖苷、异毛蕊花

糖苷及木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷含量测

定方法，为合理评价民族药广防风的质量提供科

学依据。

1   仪器与试药
Agilent1260高效液相色谱仪，DAD紫外检测

器（美国Agilent公司），Millipore纯水仪（美国密

理博公司），EDGE全自动快速溶剂萃取仪（美国

CEM公司），XS205DU电子天平（上海梅特勒-托

利多仪器有限公司）。

提取用甲醇为分析纯（国药集团化学试剂有

限公司），流动相体系中所用甲酸、乙腈为色谱

纯（德国Merck公司），水为超纯水。

毛蕊花糖苷对照品（批号：111968-201301，

纯度97.0%）、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

对照品（批号：111968-201301，纯度93.0%）均

由中国食品药品检定研究院提供，异毛蕊花糖苷

（批号：PF170111-11，纯度99.53%）由Stanford 

Analytical Chemicals 公司提供。

所有样品均为野外采集，经广西壮族自治区

食品药品检验所林雀跃副主任药师鉴定为唇形科

广防风属植物广防风 Epimeredi indica（L.）Rothm.

的全草。

2   方法与结果
2.1   色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ultimate XB-C18（4.6 mm×250 

m m ， 5 μ m ） ； 流 动 相 ： 乙 腈 （ A ） - 0 . 1 % 甲

酸 水 溶 液 （ B ） 梯 度 洗 脱 （ 0 ～ 1 0  m i n ， A ：

10%→20%；10～30 min，A：20%→25%）；流

速：1.0 mL·min-1；检测波长：330 nm和348 nm；

柱温：35℃；进样量：20μL。理论塔板数按毛蕊
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A. 混合对照品（330 nm）；B. 混合对照品（348 nm）；C. 供试品（330 nm）；D. 供试品（348 nm）；

1. 毛蕊花糖苷；2. 木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸；3. 异毛蕊花糖苷。

图1   广防风HPLC色谱图

2.2   对照品储备液的制备

精密称取毛蕊花糖苷、木犀草素-7-O-β-D-

葡萄糖醛酸和异毛蕊花糖苷对照品各约10 mg，分

别置10、20、10 mL量瓶中，加50%甲醇使溶解并

稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备液。分别精密

吸取上述3种对照品储备液各2.50、1.00、0.50 mL

置同一25 mL容量瓶中，50%甲醇稀释至刻度，摇

匀，作为混合对照品溶液。

2.3   供试品溶液的制备

取广防风药材粉末（过三号筛）0.5 g，精密称

定，置加速溶剂萃取杯中，放入加速溶剂萃取架，

以25 mL体积分数50%甲醇溶液为提取溶剂，110℃

动态萃取4 min，收集萃取液至40 mL收集瓶中，萃

取液滤过，取续滤液，即得。

2.4   线性关系考察

分别精密吸取毛蕊花糖苷、木犀草素-7-O-

β-D-葡萄糖醛酸苷和异毛蕊花糖苷对照品储备液

适量，制成一系列浓度的混合对照品溶液，按上述

色谱条件测定，以对照品的进样量X（μg）为横

坐标，峰面积Y为纵坐标，绘制标准曲线，并进行

线性回归，各成分回归方程和线性范围见表1。结

果表明，3个被测成分在测定范围内均呈良好的线

性关系。

表1   各被测成分的标准曲线方程、线性范围和相关系数

成分 回归方程 线性范围 /μg r

毛蕊花糖苷 Y=37.371X+5.6026 0.02114～4.230 1.0000

木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷 Y=121.02X-41.422 0.02008～1.004 1.0000

异毛蕊花糖苷 Y=15.668X+2.3565 0.01979～1.979 1.0000

花糖苷计算应不低于5000；各峰分离度应不低于 1.5，色谱图见图1。
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2.5   精密度试验

取同一混合对照品溶液，连续进样6次，测定

峰面积，以峰面积考察精密度，结果毛蕊花糖苷、

木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异毛蕊花糖

苷峰面积的RSD分别为0.68%、0.81%、1.83%，表

明仪器精密度良好。

2.6   重复性试验

取样品粉末（批号：110103）6份，按“2.3”

节下方法制备供试品溶液，按“2.1”节下色谱

条 件 进 行 测 定 ， 结 果 毛 蕊 花 糖 苷 、 木 犀 草 素 -

7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异毛蕊花糖苷的含量

分别为2.08、0.32、1.71 mg·g-1，其RSD分别为

1.62%、2.48%、2.45%，表明本试验重复性良好。

2.7   稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液（批号：110103），

分别于制备后0、2、8、14、20、24 h，按“2.1”

节下色谱条件进行测定，毛蕊花糖苷、木犀草素-

7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、异毛蕊花糖苷的平均峰

面积分别为1536.215、725.212、522.695，其RSD分

别为1.35%、0.96%、1.81%，表明供试品溶液在24 

h内稳定。

2.8   加样回收试验

精 密 称 取 已 知 含 量 的 同 一 样 品（ 批 号：

110103）约 0.25 g，共 9 份，分别置具塞锥形瓶中，

按重复性结果计算出来的 3 个被测成分的含量分别

加入 3 个水平的对照品量各 3 份，按“2.3”节下

方法制成供试品溶液，按“2.1”节下色谱条件进

行测定，分别计算回收率，结果见表 2 ～表 4。

2.9   样品测定

取本品 7 批，按“2.3”节下方法制备供试品

溶液，按“2.1”节下色谱条件进行含量测定，结

果见表 5。

表 2   毛蕊花糖苷加样回收率试验结果（n=9）

组分 取样量 /g 含有量 / mg 加入量 /mg 测得量 /mg 回收率 /% 平均回收率 / % RSD / %

毛蕊花糖苷

0.2511 0.5217 0.2235 0.7459 100.3

103.4 1.37

0.2512 0.5219 0.2235 0.7530 103.4

0.2503 0.5200 0.2235 0.7498 102.8

0.2583 0.5366 0.4270 0.9841 104.8

0.2561 0.5320 0.4270 0.9789 104.7

0.2594 0.5389 0.4270 0.9761 102.4

0.2582 0.5364 0.6405 1.2032 104.1

0.2573 0.5345 0.6405 1.2014 104.1

0.2583 0.5366 0.6405 1.2029 104.0

表 3   木犀草素 -7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷加样回收率试验结果（n=9）

组分 取样量 /g 含有量 /mg 加入量 /mg 测得量 /mg 回收率 /% 平均回收率 / % RSD/%

木犀草素-

7-O-β-D-葡

萄糖醛酸苷

0.2511 0.0803 0.0402 0.1200 98.8

99.7 2.42

0.2512 0.0803 0.0402 0.1201 99.0

0.2503 0.0800 0.0402 0.1198 99.0

0.2583 0.0826 0.0804 0.1667 104.6

0.2561 0.0819 0.0804 0.1638 101.9

0.2594 0.0829 0.0804 0.1637 100.5

0.2582 0.0825 0.1206 0.1996 97.1

0.2573 0.0823 0.1206 0.1991 96.8

0.2583 0.0826 0.1206 0.2024 99.3
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表 4   异毛蕊花糖苷加样回收率试验结果（n=9）

组分 取样量 /g 含有量 /mg 加入量 /mg 测得量 /mg 回收率 /% 平均回收率 / % RSD / %

异毛蕊花

糖苷

0.2511 0.4285 0.1982 0.6320 102.7

101.6 1.72

0.2512 0.4286 0.1982 0.6335 103.4

0.2503 0.4271 0.1982 0.6333 104.0

0.2583 0.4408 0.3964 0.8362 99.7

0.2561 0.4370 0.3964 0.8324 99.7

0.2594 0.4426 0.3964 0.8485 102.4

0.2582 0.4406 0.5946 1.0313 99.3

0.2573 0.4391 0.5946 1.0393 100.9

0.2583 0.4408 0.5946 1.0495 102.4

表 5   广防风样品测定结果

批号 产地
毛蕊花糖苷含量 /

（mg·g-1）

木犀草素 -7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷含量 /

（mg·g-1）

异毛蕊花糖苷 /

（mg·g-1）

1 防城港 1 7.14 0.99 3.86

2 防城港 2 0.54 0.44 0.99

3 东兴 1 1.62 0.26 1.38

4 防城港 3 1.33 0.17 0.84

5 东兴 2 0.58 0.42 0.83

6 东兴 3 4.71 0.22 2.52

7 防城港 4 2.08 0.32 1.71

3   讨论
3.1   流动相的选择

分别对比了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-磷酸

水、乙腈-磷酸水及乙腈-甲酸水系统，结果发现

非酸水系统不能使3种成分达到基线分离，且峰型

拖尾；酸水系统中，以乙腈-酸水系统的分离效果

较佳，研究显示，酸度越强，色谱峰的峰型及分离

度越好，但酸度越高对色谱柱损伤越大，综合考虑

两种因素，最终选择乙腈-0.1%甲酸水溶液系统对

供试品进行梯度洗脱。

3.2   加速溶剂萃取仪提取条件优化

本文采用萃取液中3种化合物的含量作为指

标，通过单因素试验分别考察加速溶剂萃取过程中

各提取条件对广防风中3个目标组分的影响，优化

最佳提取工艺条件。

3.2.1   提取溶剂

选定甲醇为提取溶剂，并考察甲醇体积分数

对提取效果的影响（图2）。结果表明，甲醇体积

分数在50%时提取率最高，当甲醇体积分数达到

60%以上时，提取率下降，因此，确定甲醇体积分

数50%最佳。

3.2.2   提取温度

选定50%甲醇为提取溶剂，并考察提取温度对

提取效果的影响（图3）。结果表明，提取温度达

到110℃后，3种目标成分的含量变化不大，因此，

选择110℃作为提取温度。
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图2   提取溶剂的考察

图3   温度的考察

3.2.3   动态提取保持时间

考察动态提取保持时间对提取效果的影响

（图4）。结果表明，各成分的含量随着保持时间

的延长而增大，当保持时间超过4 min后基本保持

不变，因此，选择4 min作为保持时间。

图4   动态提取保持时间

30 40 50 60 70 80 90 100
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0  毛蕊花糖苷
 异毛蕊花糖苷
 木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

含
量

/（
m

g·
g-1

）
含

量
/（

m
g·

g-1
）

含
量

/（
m

g·
g-1

）

不同浓度的甲醇/%

温度/℃

保持时间/min

40 60 80 1001 20
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0  毛蕊花糖苷
 异毛蕊花糖苷
 木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

-1 0             1 2             3 4             5 6
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
 毛蕊花糖苷
 异毛蕊花糖苷
 木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷



中国药事  2020 年 3 月  第 34 卷  第 3 期 341

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

3.3   结果分析

广防风中含有毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、

广防风苷A、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷等

活性成分。试验中尝试通过HPLC分析广防风中的

广防风苷A，但样品中几乎检测不到广防风苷A的

色谱峰，可能存在以下原因：广防风苷A主要存在

于地下部分，采集的药材所含地下部分较少；中药

的化学成分受到产地、气候、环境、采收季节的影

响，不同产地的广防风的化学成分含量存在差异。

后期有必要对不同产地、不同采收期广防风药材的

化学成分含量差异进行深入研究。

本研究建立了加速溶剂萃取-高效液相双波长

法同时测定广防风中3种活性成分的方法，结果表

明，本方法操作简便、分析快速，可用于广防风中

毛蕊花糖苷、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷

和异毛蕊花糖苷3种活性成分的同时分析，对提高

该民族药材的质量控制水平具有较好的参考价值，

为该药材的质量监管提供了较为先进的技术支持。
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