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RP-HPLC 法同时测定翅碱蓬中四种黄酮化合物的含量 

郭丽霞, 宁寰宇, 曹  苇, 李  慧, 孔  亮, 谭成玉 

(大连海洋大学 海洋科技与环境学院, 辽宁 大连 116023) 

摘要: 建立 RP-HPLC(反相高效液相色谱法)同时测定翅碱蓬中四种黄酮化合物-芸香苷、槲皮素 3-β-D-

葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素的含量。采用 Kromasil C18 色谱柱( 4.6 mm × 250 mm, 5 μm) , 检测波长为

361 nm, 柱温为 30℃, 流动相为甲醇-0.4%冰乙酸(55︰ 45), 流速 1.0 mL/min, 四种黄酮类化合物得到

很好的分离。芸香苷、槲皮素 3-β-D-葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素浓度均为 0.001~0.01 mg/mL 范围内呈

现良好线性关系, 相关系数 R2 在 0.999 0~0.999 6, 加标回收率(n=3)范围为 82.39%~99.03%。该方法简

单、快速、高效, 可以用于翅碱蓬中四种黄酮化合物的含量分析。 
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翅碱蓬 (Suaeda heteroptera Kitag.), 亦称黄蓿

菜、黄须菜、盐地碱蓬等, 为被子植物藜科(Cheno-

podiaceae)碱蓬属(Suaeda)的一年生盐生植物 , 也是

一种典型的盐碱指示植物。现代医学研究表明, 碱蓬

属植物具有降血糖、降血压、保护心脏、增强免疫

等作用[1-2]。目前对该属植物研究较多的为生理生长

及耐盐方面 [3-4], 而对其化学成分的研究报道较少 , 

主要含有黄酮类化合物[5-7]、脂肪酸类、萜类、多酚

类[8]以及脂类[9]等活性成分, 包括具有较好生物活性

的黄酮类化合物芸香苷、水仙苷、槲皮素-3-O-β-D-

吡喃葡萄糖苷、槲皮素等。 

近几年 , 滨海湿地的翅碱蓬呈现明显的退化趋

势 , 每年都有大面积的翅碱蓬非自然性死亡 , 甚至

很多地方都已经变为了滩涂, 对当地的湿地功能和

生态旅游价值造成了极大影响。赵肖依[10]、何洁等[11]

研究了外界条件——盐度、铜离子及农药胁迫对翅碱

蓬发芽率和生长的影响, 本文通过建立 RP-HPLC 对

翅碱蓬黄酮类化合物的含量分析方法, 对盘锦滨海

湿地的翅碱蓬植株样本中的黄酮类化合物含量进行

测定, 为分析翅碱蓬退化原因及充分利用翅碱蓬植

物的药用价值提供一定的理论参考。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

高效液相色谱仪 Waters 600(Waters 2487 双波长

检测器, Empower 工作站), Kromasil C18(大连中汇达

科学仪器有限公司), 旋转蒸发仪 RE201C(上海亚荣

生化仪器厂), 闪式提取器 JHBE-50T(河南金鼐科技

发展有限公司 ), 紫外 -可见光分光光度仪 Lambda 

35(Perkin Elmer), 电子分析天平 AB104-N(梅特勒-

托利多仪器公司), 超声波清洗器 SB-5200D(宁波新

芝生物科技有限公司), 超纯水净化仪 CM-230(帕恩

特公司)。 

1.2  试药 

翅碱蓬(Suaeda Heteroptera)植株, 于 2018 年 10

月在辽宁盘锦红海滩湿地的接官厅(40°54′01.21″N, 

121°49′33.16″E)、廊桥爱梦(40°48′42.21″N, 121°52′45.71″E)、

小岛闲情(40°51′48.53″N, 121°49′59.12″E)、依水云舟

(40°55′11.80″N, 121°55′34.92″E)四个景观点采集, 经

粉碎、过筛待用。标准品芸香苷和槲皮素为本实验

室从槐米中分离纯化、精制得到(纯度 98%), 标准

品槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷和水仙苷购于阿拉丁(上

海)有限公司。所用甲醇为色谱纯, 其余试剂均为分

析纯。  
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2  方法和结果 

2.1  溶液制备 

2.1.1  标准品储备液 

精密称取芸香苷、槲皮素-3-β-D 葡萄糖苷、水

仙苷和槲皮素各 2.5 mg, 分别置于 4 个小烧杯中加

适量甲醇溶解 , 移入容量瓶 , 并定容至刻度 , 摇匀 , 

制成含上述四种黄酮标准品储备溶液。各取上述储

备液 5 mL, 混匀, 制得四种黄酮混合溶液。 

2.1.2  供试品溶液 

精密称取四个不同采样点的翅碱蓬植株各 5 g, 

加入 250 mL 甲醇进行闪式破碎提取 5 min, 70℃下水

浴加热 1.5 h, 回流两次, 倾出上清液, 用四层纱布

过滤, 获得翅碱蓬提取液, 摇匀, 0.45 m 有机针式

滤膜过滤, 取滤过液为供试品溶液。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: Kromasil C18(I.D. 4.6×250 mm, 5 μm), 

流动相: 甲醇-0.4%冰乙酸(55︰45), 流速: 1 mL/min, 

检测波长: 361 nm, 柱温: 30℃, 进样量: 20 μL。在此

色谱条件下 , 四种黄酮化合物——芸香苷、槲皮素

3-β-D 葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素的色谱峰得以较好

分离, 其色谱图见图 1a。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性回归分析 

分别吸取如 2.1.1 中配制的四种黄酮混合储备液

适量, 置于容量瓶中, 色谱级甲醇稀释至刻度线, 摇

匀 , 滤膜过滤 , 制得芸香苷、槲皮素-3-β-D-葡萄糖

苷、水仙苷、槲皮素浓度均为 0.001、0.002、0.004、

0.006、0.008、0.01 mg/mL 的标准混合溶液。 

 

图 1  标准品(a)及样品(b)的 HPLC 谱图 

Fig. 1  HPLC spectrum of four flavonoids for standards (a) and samples (b) 

注: 1: 芸香苷; 2: 槲皮素-3-β-D 葡萄糖苷; 3: 水仙苷; 4: 槲皮素 

 
按照上述的色谱条件进样检测分析 , 以四种黄

酮化合物的质量浓度(X)为横坐标, 吸收峰面积(Y)为

纵坐标, 分别绘制四种黄酮化合物的标准曲线, 得到

线性回归方程(见表 1), 可以看出四种黄酮化合物在

浓度为 0.001~0.01 mg/mL 时呈现良好的线性关系。 

2.3.2  精密度试验 

分别精密吸取 2.3.1 中同一标准混合溶液 20 L, 

在 2.2 色谱条件下连续进样 6 次, 通过峰面积 6 次积
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分, 求得芸香苷、槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷、水仙苷、

槲皮素各峰面积的 RSD 值分别为 3.54%、2.69%、

2.20%、3.37%, 表明该条件下色谱仪器的精密度良好。 

 
表 1  峰面积与浓度的线性关系 
Table 1  Linear relationship of peak areas and concen-

trations 

黄酮化合物 线性回归方程 
相关 

系数 

检出限/

g 

芸香苷 Y=2106X+3 949.5 0.999 2 0.28 

槲皮素-3-β-D-

葡萄糖苷 
Y=5.57105X+826.36 0.999 6 6.7 

水仙苷 Y=1106X–1 079.6 0.999 0 0.57 

槲皮素 Y=934 512X+887.19 0.999 4 1.4 

 
2.3.3  重现性试验 

平行制备 6 份供试样品的溶液, 在 2.2 色谱条件

下连续进样 6 次, 测定供试品中芸香苷、槲皮素-3- 

β-D-葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素峰面积积分值, 外标

法计算其含量。通过计算得出芸香苷、槲皮素-3-β-D-

葡萄糖苷、水仙苷、槲皮素的 RSD 分别为 3.48%、

4.23%、3.85%、1.55%, 表明该检测方法重现性良好。 

2.3.4  稳定性试验 

分别在 0、3、6、9、12、24、48 小时精密吸取

同一供试品溶液进行分析。记录峰面积, 并计算出芸

香苷、槲皮素-3-β-D-葡萄糖苷、水仙苷、槲皮素的

RSD 值, 依次为 2.34%、3.80%、4.04%、3.96%。表

明供试品溶液在制备后的 48 h 内稳定性良好。 

2.3.5  最低检测限试验 

用色谱纯甲醇逐级稀释浓度均为 0.001 mg/mL

的芸香苷、槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素

的混合标准品溶液, 逐一注入 HPLC 中进行检测, 记

录色谱峰, 以到样品峰响应信号为噪声 3 倍(S/N≈3)

时作为最小可检测信号, 此时的进样量为样品的最

低检测限, 记录四种黄酮化合物的最低检测限度。实

验结果显示, 芸香苷、槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷、水仙

苷、槲皮素标准品的最低检测限分别为 0.28、6.7、

0.57、1.4 g。 

2.3.6  加样回收率实验 

取同一景观采样点翅碱蓬植株 9 份, 各约 0.5 g, 

分别向其中加入高、中、低三个水平的芸香苷、槲

皮素-3-β-D-葡萄糖苷、水仙苷、槲皮素), 依照 2.1.2

项下进行提取, 获得供试液。将得到的 9 份滤液供试

品, 按照 2.2 色谱条件, 测得峰面积, 计算四种黄酮

化合物的平均回收率和 RSD 值(见表 2)。 

表 2  加样回收率实验结果 
Table 2  Experimental results of sample recovery 

黄酮化合物 加入量/mg 回收率/% RSD/% 

1 92.32 0.51 

0.5 95.79 1.72 芸香苷 

0.25 98.43 1.60 

1 75.19 5.30 

0.5 81.29 4.24 
槲皮素 3-β-D

葡萄糖苷 
0.25 90.70 1.61 

1 97.73 4.89 

0.5 99.63 1.92 水仙苷 

0.25 99.74 1.70 

1 91.97 5.13 

0.5 95.78 1.62 槲皮素 

0.25 98.24 1.72 

 

2.4  样品含量测定 

精密吸取 2.1.2 下的供试品溶液各 20 L, 按 2.2

项下的色谱条件进样测定样品中四种黄酮峰面积的

积分值, 外标法测定其含量, 色谱图见图 1b, 计算

结果见表 3。根据表 3 可以得出, 翅碱蓬中的芸香苷、

槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素的含量在不

同的采样点各有不同, 有的甚至差异极大。其中, 廊

桥爱梦、小岛闲情两个采样点的翅碱蓬中四种黄酮

化合物的含量均较高, 而接官厅和依水云舟两处的

翅碱蓬植株中黄酮类成分的含量较少, 这与采集的

翅碱蓬植株的新鲜度有一定关系。 

 
表 3  四个采样点的四种黄酮化合物的含量 
Table 3  Contents of four flavonoid compounds at four 

sampling sites 

采样点

芸香苷/

(mg/g 植

物干重)

槲皮素-3-β- 

D-葡萄糖苷/ 

(mg/g 植物干重) 

水仙苷/

(mg/g 植

物干重)

槲皮素/

(mg/g 植

物干重)

接官厅 0.000 9 0.210 5 0.064 2 0.062 4

廊桥爱梦 0.379 8 1.110 2 0.239 1 0.132 0

小岛闲情 0.333 9 0.558 6 0.756 6 0.386 1

依水云舟 0.088 0 0.006 0 0.212 4 0.120 7
 

3  讨论 

黄酮类化合物具有抗氧化性、抗肿瘤、抗肝炎

病毒、消炎、解痉、抑菌、抑制异常的毛细血管通

透性增加及阻力下降、增加冠脉流量、扩张冠状动

脉、影响血压、改善微循环、改变体内酶活性等重

要生物活性[5, 12-15]。滨海湿地植物翅碱蓬中富含黄酮



 

114 海洋科学  / 2020 年  / 第 44 卷  / 第 4 期 

类化合物, 本实验建立了 RP-HPLC 法定量分析翅碱

蓬样品中的芸香苷、槲皮素 3-β-D 葡萄糖苷、水仙苷

和槲皮素的含量。在选择检测波长时, 采用紫外-可见

光分光光度计在 200~700 nm 波长扫描, 确定 361 nm

为其最大吸收波长。另外, 在配制流动相中向甲醇-

水体系加入一定量的冰乙酸 [16], 主要是考虑四种黄

酮化合物在结构上存在较多的酚羟基, 具有一定的酸

性, 故加入一定量的冰乙酸可以减小色谱峰的拖尾; 

因此本实验中选择 Kromasil C18 色谱柱, 甲醇-0.4%

冰醋酸(55︰45)为流动相 , 出峰时间控制在 20 min

以内, 色谱峰峰形较好, 芸香苷、槲皮素 3-β-D 葡萄

糖苷、水仙苷和槲皮素在此条件下能与样品中其他

杂质峰有效分离。 

本文实验中廊桥爱梦和小岛闲情两个采样点采

到的翅碱蓬植株新鲜 , 呈紫红色 ; 接官厅和依水云

舟两处采集的植株干枯, 为深褐色。实验结果显示采

样点不同 , 新鲜程度不同 , 翅碱蓬中四种黄酮化合

物的含量差异较大 , 翅碱蓬越鲜活 , 黄酮化合物含

量越高, 这也为滨海湿地植物翅碱蓬的退化作用机

制研究提供一定的思路 , 是否考虑后续设计实验 , 

在翅碱蓬植株生长的重要时期, 喷洒一定浓度的黄

酮类化合物, 来看是否对翅碱蓬植株的生长有一定

作用, 是否会对翅碱蓬的正常生长具有一定的促进

作用及能否在一定程度上降低翅碱蓬种群的退化。 

4  结论 

建立了简单、快速、高效的 RP-HPLC 法同时测

定翅碱蓬中四种黄酮化合物-芸香苷、槲皮素 3-β-D-

葡萄糖苷、水仙苷和槲皮素的含量。使用 Kromasil 

C18 色谱柱, 在检测波长 361 nm, 柱温 30C, 流动

相为甲醇-0.4%冰乙酸(55:45), 流速 1.0 mL/min 的条

件下, 四种黄酮类化合物得到很好的分离。在此条件

下对采自辽宁盘锦红海滩湿地四个景观点的翅碱蓬

植株体内四种黄酮类化合物进行了含量分析, 发现

植株越鲜活, 其中的黄酮化合物含量越高。本实验亦

可以为翅碱蓬中黄酮类化合物的后续研究与应用提

供一定的科学参考。 
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Simultaneous determination of four flavonoids in Suaeda He-
teroptera by RP-HPLC 

GUO Li-xia, NING Huan-yu, CAO Wei, LI Hui, KONG Liang, TAN Cheng-yu 
(College of Marine Science and Environment, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China) 
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Key words: Suaeda Heteroptera; RP-HPLC; flavonoids; rutin; quercetin 3-β-D-glucoside; narcissoside; quercetin 
 

Abstract: In this study, we established a reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) 

method for the simultaneous determination of four flavonoids—rutin, quercetin 3-β-D-glucoside, narcissoside, and 

quercetin—in Suaeda Heteroptera. The separation was achieved using a Kromasil C18 column (4.6 mm × 250 mm, 

5 μm) at 30℃, with methanol-0.4% glacial acetic acid (55︰45) as the mobile phase at a flow rate of 1.0 mL.min–1 

and a detection wavelength of 361 nm. The correlation coefficients ranged between 0.999 0 and 0.999 6 with cali-

bration curves in the range of 0.001–0.01 mg·mL–1 for the four flavones. The average recoveries (n = 9) obtained 

were 82.39%–99.03%. This method is simple, rapid, and efficient, and can be used for the simultaneous determina-

tion of rutin, quercetin 3-β-D glucoside, narcissoside, and quercetin in Suaeda Heteroptera samples. 
 

 (本文编辑: 杨  悦) 
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