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摘要# 目的!建立一测多评法同时测定脑心清片 "柿叶提取物$ 中金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅素’ 槲皮素’
山柰酚的含有量& 方法!该药物甲醇提取液的分析采用J=40/EF1704ZL/B0PLC"(色谱柱 "#+’ 22f%<* 22# + "2$( 流
动相乙腈)’<"!磷酸# 梯度洗脱( 体积流量 "<’ 2M>24E( 检测波长 &*’ E2( 柱温 &’ d& 以槲皮素为内标# 计算金丝
桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅素’ 山柰酚的相对校正因子# 并测定其含有量& 结果!* 种黄酮在各自范围内线性关
系良好 "1)’<--- %$# 平均加样回收率 --<+-!e"’"<"*!# ÂV"<#(!e#<+%!# 一测多评法所得结果与外标法接
近& 结论!该方法简便’ 准确’ 可靠# 可用于脑心清片的质量控制&
关键词! 脑心清片( 金丝桃苷( 异槲皮苷( 槲皮苷( 杨梅素( 槲皮素( 山柰酚( 一测多评
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!!中药及其制剂中的有效成分复杂多样# 仅利用
单一成分难以对其质量进行全面准确的评价和控
制# 故多成分’ 多指标质量评价方式成为必然趋
势)"* & 传统的多指标质量评价模式需要有相应的
多个对照品# 但部分对照品因不稳定’ 难以分离’

价格昂贵等问题限制了在实际生产’ 科研和监管领
域中的应用和普及)#* & 一测多评法通过只测定 " 种
成分 "相应对照品价廉易得$# 并利用中药有效成
分的内在函数和比例关系进行计算# 从而实现多种
成分 "相应对照品价高难得$ 的同步测定# 是 "
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种符合中药特点的多指标质量评价新模式)&* # 而
且与同样作为多指标质量评价手段的中药指纹图谱
相比# 该方法的研究思路侧重从量上阐明主要成分
或药效成分间的相互关系# 在指纹图谱整体控制的
基础上进一步明确个别成分的量# 从而弥补了中药
指纹图谱技术模糊性的缺陷)%* & 目前# 一测多评法
已广泛应用于中药质量控制中# 继 #’"’ 年版 +中国
药典,)+*中首次收录了一测多评法测定黄连中多种
生物碱成分的含有量后# #’"+ 年版又新增 ( 个使用
该方法的品种# 并其将应用扩展至提取物’ 制剂的
多指标质量控制# 是该版药典重点推广的技术
之一)** &

柿叶为柿科植物柿 F&+3@71+3R(R&.HPE\$的
叶# 具有清肺止咳’ 止渴生津’ 凉血止血等多种功
效),* # 主要含有黄酮’ 三萜’ 酚酸类化合物# 其
中黄酮苷是其主要药效成分)(* & 现代药理研究证
实# 柿叶黄酮具有保护心脑血管系统’ 止血’ 抗氧
化’ 降血糖’ 降血脂’ 降血压’ 抑制特异性皮炎’
增强免疫’ 抗菌’ 抗癌等多种药理作用# 临床应用
价值高)-* # 而且该成分易于工业化提取制备# 可
为其开发利用提供良好的基础)"’* &

脑心清片是以柿叶提取物为原料加工制成的制
剂# 具有活血化瘀’ 通络的功效# 用于治疗脉络淤
阻’ 眩晕头痛’ 肢体麻木’ 胸痹心痛’ 胸中憋闷’
心悸气短及冠心病’ 脑动脉硬化症)""* & 但现行
+中国药典, 中其质量控制手段仅采用 @BMC法测
定经盐酸水解后的黄酮苷元类成分槲皮素’ 山柰酚
总含有量# 不仅操作繁复# 而且难以全面反映和评
价黄酮苷和苷元含有量# 同时也无法测定苷元结构
与槲皮素’ 山柰酚不同的成分含有量& 虽然前期也
有文献报道脑心清片中多种有效成分含有量同时测
定的方法)"#* # 但不仅需要同时使用多个相应对照
品# 而且所采用的高效液相色谱)质谱联用
"@BMC)]̂ >]̂ $ 法在实际生产和质量控制中更加
难以广泛普及和应用& 因此# 本实验通过一测多评
法同时测定脑心清片中金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮
苷’ 杨梅素’ 槲皮素’ 山柰酚的含有量# 为该制剂
的质量控制和评价提供科学依据&
GH材料
"<"!仪器!J=40/EF"#*’ NEY4E4F:高效液相色谱仪#
配置 Q"&""C型 四 元 泵’ Q"&#-c型 进 样 器’
Q"&"*J型柱温箱’ Q"&"+V型二极管阵列检测器
"美国安捷伦公司$( .H/X28R0F4]3F/&’’’ 高效液相
色谱仪# 配置 MBQ)&%’’^VG型四元泵’ DB̂)

&’’’^M型进样器’ .CC)&’’’Â 型柱温箱’ VJV)
&’’’ 型检测器 "美国赛默飞公司$( UJ&’’& 电子
分析天平 "上海天平仪器厂$( ^c#+)"#V.V超声
波清洗器 "宁波新芝生物科技股份有限公司$&
"<#!试药!金丝桃苷 "批号 ]R̂.)"*"’#*’+# 含
有量 --<,*!$’ 异槲皮苷 "批号 ]R̂.)",’+"’’+#
含有量 --<,%!$’ 槲皮苷 "批号 ]R̂.)"*"#’+"’#
含有量 --<"-!$’ 杨梅素 "批号 ]R̂.)",’##+’%#
含有量 -(<&"!$’ 槲皮素 "批号 ]R̂.)"*"""""%#
含有量 --<&+!$ 对照品均购自成都曼思特生物科
技有限公司( 山柰酚 "批号 ""’(*")#’"*""# 含有量
-+<+!$ 对照品购自中国食品药品检定研究院& 柿
叶乙酸乙酯提取物 "批号 @"*B’’*)"’ @"*B’’*)#’
@"*B’’*)&$ 由广州白云山和记黄埔中药有限公司提
供& 乙腈为色谱纯 "美国./943公司$( 其他试剂均
为分析纯 "广州化学试剂厂$( 水为超纯水&
LH方法与结果
#<"!色谱条件!J=40/EF1704ZL/B0PLC"(色谱柱
"#+’ 22f%<* 22# + "2$( 流动相乙腈 "J$ )
’<"!磷酸 "c$# 梯度洗脱 "’ e%’ 24E# ,! e
#+!J( %’ e*’ 24E# #+! e+’!J$( 体积流量
"<’ 2M>24E( 检测波长 &*’ E2( 柱温 &’ d( 进样
量 "’ "M&
#<#!对照品溶液制备!精密称取金丝桃苷’ 异槲
皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅素’ 槲皮素’ 山柰酚对照品适
量# 置于 #+ 2M量瓶中# 甲醇定容至刻度# 摇匀#
制成质量浓度分别为 ’<("" *’ ’<,’- #’ ’<,(# ’’
’<(&& #’ ’<,+- #’ ’<,-( ’ 2=>2M的对照品贮备
液# 分别精密吸取 +<’’ &<’’ #<’’ "<’’ ’<+’
’<" 2M# 置于 #+ 2M量瓶中# 甲醇定容至刻度# 摇
匀# 即得&
#<&!供试品溶液制备!取片剂 "’ 片# 除去包衣#
研细# 精密称取约 " =# 置于 +’ 2M具塞锥形瓶中#
精密加入 #+ 2M甲醇# 密塞# 称定质量# 超声
"#+’ D’ %+ ?@l$ &’ 24E# 取出# 放冷# 甲醇补足
减失的质量# 摇匀# 过滤# 取续滤液# 即得&
#<%!阴性对照品溶液制备!按照处方及工艺# 制
备不含柿叶提取物的阴性对照品# 按 -#<&. 项下
方法制备# 即得&
#<+!方法学考察
#<+<"!专属性试验!取对照品’ 供试品’ 阴性对
照品溶液# 在 -#<". 项色谱条件下进样测定# 结
果见图 "& 由图可知# * 种成分色谱峰分离度良好#
阴性对照在相同保留时间处未见相应色谱峰# 表明
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阴性无干扰# 方法专属性良好&

"$金丝桃苷!#$异槲皮苷!&$槲皮苷!%$杨梅素
+$槲皮素!*$山柰酚
"$H:Z/X8L49/!#$4L86P/X74FX4E!&$6P/X74FX4E!%$2:X47/F4E

+$6P/X7/F4E!*$?3/2ZY/X80

图 GH各成分?4B;色谱图
N#&JGH?4B;.2+"6)*"&+)6/"-[)+#"’/."3/*#*’%3*/

#<+<#!线性关系考察!精密吸取 -#<#. 项下对
照品溶液各 "’ "M# 在 -#<". 项色谱条件下进样
测定& 以对照品进样量为横坐标 "X$# 峰面积为
纵坐标 "8$ 进行回归# 结果见表 "# 可知各成分
在各自范围内线性关系良好&

表 GH各成分线性关系
:)IJGHB#3%)++%()*#"3/2#5/"-[)+#"’/."3/*#*’%3*/

成分 回归方程 1 线性范围>"=
金丝桃苷 8n" (-,<&%#Xm(<+-& ’<--- + ’<’&# + e"<*#& #
异槲皮苷 8n# #"%<&+(Xm+<&&% ’<--- + ’<’#( % e"<%"( %
槲皮苷 8n" **+<"(-Xm,<-&% ’<--- % ’<’&" & e"<+*% ’
杨梅素 8n& ’%(<-"+Xm’<’*( ’<--- ( ’<’&& & e"<*** %
槲皮素 8n% ’#,<%**Xm-<%#- ’<--- , ’<’&’ % e"<+"( %
山柰酚 8n& (*+<*+’Xm""<(+( ’<--- * ’<’&" - e"<+-* ’

#<+<&!精密度试验!精密吸取同一供试品溶液
"批号C",J’’&$# 在 -#<". 项色谱条件下进样测
定 * 次# 测得金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅
素’ 槲皮素’ 山柰酚峰面积 ÂV分别为 ’<,,!’
’<(%!’ ’<**!’ "<,-!’ ’<%+!’ ’<*"!# 表明
仪器精密度良好&
#<+<% ! 重 复 性 试 验 ! 取 同 一 样 品 "批 号
C",J’’&$# 按 -#<&. 项下方法平行制备 * 份供试
品溶液# 在 -#<". 项色谱条件下进样测定# 测得
金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅素’ 槲皮素’
山柰酚含有量 ÂV 分 别 为 "<+"!’ "<&(!’
"<%%!’ "<("!’ "<"&!’ "<#*!# 表明该方法重
复性良好&
#<+<+!稳定性试验!精密吸取同一供试品溶液
"批号 C",J’’& $# 于 ’’ #’ %’ *’ (’ "’’ "#’
#% H 在 -#<". 项色谱条件下测定# 测得金丝桃
苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅素’ 槲皮素’ 山柰酚
峰面积 ÂV分别为 "<’*!’ ’<-%!’ ’<,"!’
"<(*!’ ’<%*!’ ’<*&!# 表明供试品溶液在 #% H
内稳定性良好&
#<+<*!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
同一样品 "批号 C",J’’&$ 约 ’<+ =# 共 * 份# 加
入等量对照品# 按 -#<&. 项下方法制备供试品溶
液# 在 -#<". 项色谱条件下进样测定# 计算回收
率& 结果# 金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨梅
素’ 槲皮素’ 山柰酚平均加样回收率分别为
"’’<+"!’ "’’<#*!’ "’’<"*!’ --<+-!’ "’’<#(!’
"’’<#+!# ÂV 分 别 为 "<*"!’ "<%,!’ "<%+!’
#<+%!’ "<#(!’ "<,’!&
#<*!相对校正因子的计算!取 -#<#. 项下对照
品溶液# 在 -#<". 项色谱条件下进样 "’ "M测
定# 以槲皮素为内标# 计算其他 + 种成分的相对校
正因子)"&* & 结果见表 #&

表 LH各成分相对校正因子
:)IJLH$%()*#[%."++%.*#"3-).*"+/"-[)+#"’/."3/*#*’%3*/

编号 金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚
" ’<%(+ & ’<+++ ’ ’<%#* + ’<,+* ( ’<-** +
# ’<%(% & ’<+%( " ’<%#- % ’<,+- ’ ’<-*’ &
& ’<%(* # ’<++, + ’<%#* % ’<,+- , ’<-,# ’
% ’<%,% - ’<+%& - ’<%"( + ’<,,& % ’<-*’ ,
+ ’<%,+ * ’<++& % ’<%"( # ’<,,, " ’<-*% "
* ’<%," ( ’<+%- % ’<%"% # ’<,(, # ’<-+- -
, ’<%,* % ’<++( - ’<%"% & ’<,(- & ’<-%# *

平均值 ’<%,- # ’<++# & ’<%#" " ’<,," ( ’<-*’ -
ÂV>! "<"& ’<-" "<&( "<*& ’<((
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#<,!耐用性考察
#<,<"!不同仪器’ 色谱柱!考察 J=40/EF"#*’’
.H/X28R0F4]3F/&’’’ 色谱仪# 以及 J=40/EF1704ZL/
B0PLC"(’ J=40/EF1704ZL/‘Vc)C"(’ J=40/EF1;F/E9)

C"(色谱柱 "#+’ 22f%<* 22# + "2$ 对相对校正
因子的影响# 结果见表 && 由表可知# 不同仪器’
色谱柱对相对校正因子无明显影响# ÂV为
"<%&!e#<((!&

表 MH不同仪器( 色谱柱对相对校正因子的影响
:)IJMH>--%.*/"-!#--%+%3*#3/*+’6%3*/)3!."(’63/"3+%()*#[%."++%.*#"3-).*"+/

仪器 色谱柱
相对校正因子

金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚
J=40/EF"#*’ J=40/EF1704ZL/B0PLC"( ’<%,- # ’<++# & ’<%#" " ’<,," ( ’<-*’ -

J=40/EF1704ZL/‘Vc)C"( ’<%*& & ’<+%% , ’<%’+ ( ’<,+* ’ ’<-+& *
J=40/EF1;F/E9)C"( ’<%*" & ’<+*" ( ’<%’% & ’<,(’ # ’<-*( ’

.H/X28R0F4]3F/&’’’ J=40/EF1704ZL/B0PLC"( ’<%(# % ’<+** ( ’<%#" % ’<,#’ & ’<-,- &
J=40/EF1704ZL/‘Vc)C"( ’<%-" ’ ’<+(- ’ ’<%&* ’ ’<,%& % ’<--# &
J=40/EF1;F/E9)C"( ’<%(* + ’<+(* " ’<%#& # ’<,#( * ’<-(, &
平均值 ’<%,, & ’<+** ( ’<%"( * ’<,+’ " ’<-,& *
ÂV>! #<&+ #<(, #<+- #<(( "<%&

#<,<#!柱温!考察柱温 #(’ &’’ &# d对相对校正因
子的影响# 结果见表 %& 由表可知# 不同柱温对相对
校正因子无明显影响# ÂV为 ’<##!e’<+*!&

表 VH不同柱温对相对校正因子的影响
:)IJVH>--%.*/"-!#--%+%3*."(’63*%65%+)*’+%/"3+%()*#[%

."++%.*#"3-).*"+/

柱温>d
相对校正因子

金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚
#( ’<%,* + ’<++% & ’<%## " ’<,*- # ’<-+( ,
&’ ’<%,- # ’<++# & ’<%#" " ’<,," ( ’<-*’ -
&# ’<%(# & ’<++, " ’<%#+ % ’<,,- % ’<-*& (
平均值 ’<%,- & ’<++% * ’<%## - ’<,,& + ’<-*" "
ÂV>! ’<%- ’<&+ ’<%& ’<+* ’<##

#<,<&!体积流量!考察体积流量 ’<-’ "<’’
"<" 2M>24E对相对校正因子的影响# 结果见表 +&
由表可知# 不同体积流量对相对校正因子无明显影

响# ÂV为 ’<%#!e’<(%!&
表 RH不同体积流量对相对校正因子的影响

:)IJRH>--%.*/"-!#--%+%3*["(’6%*+#.-("Y+)*%/"3+%()*#[%
."++%.*#"3-).*"+/

体积流量>

"2M/24E i"$
相对校正因子

金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚
’<- ’<%,+ % ’<+%- * ’<%", + ’<,*% * ’<-+, &
"<’ ’<%,- # ’<++# & ’<%#" " ’<,," ( ’<-*’ -
"<" ’<%(% " ’<++* , ’<%#% - ’<,(’ + ’<-*, ’
平均值 ’<%,- * ’<++# - ’<%#" # ’<,,# & ’<-*" ,
ÂV>! ’<,% ’<+& ’<,# ’<(% ’<%#

#<(!待测成分色谱峰定位""%#!取 -#<&. 项下供
试品溶液# 分别采用 # 种色谱仪和 & 种色谱柱计算
相对保留时间# 结果见表 *& 由表可知# 不同仪
器’ 色谱柱对相对保留时间无明显影响# ÂV为
’<,%!e&<#-!&

表 ZH不同仪器( 色谱柱对相对保留时间的影响
:)IJZH>--%.*/"-!#--%+%+3*#3/*+’6%3*/)3!."(’63/"3+%()*#[%+%*%3*#"3*#6%

仪器 色谱柱
相对保留时间

金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚
J=40/EF"#*’ J=40/EF1704ZL/B0PLC"( ’<*&( " ’<*++ ( ’<,+% - ’<(#- * "<"’( &

J=40/EF1704ZL/‘Vc)C"( ’<*&, & ’<*++ - ’<,+, , ’<(&% ’ "<"’- %
J=40/EF1;F/E9)C"( ’<+(( , ’<*’* % ’<,’, ’ ’<,,- - "<"#* "

.H/X28R0F4]3F/&’’’ J=40/EF1704ZL/B0PLC"( ’<*"% & ’<*&" " ’<,#* # ’<,-- ( "<""* ,
J=40/EF1704ZL/‘Vc)C"( ’<*’# , ’<*"- # ’<,"& ( ’<,-& + "<""- ,
J=40/EF1;F/E9)C"( ’<+-’ & ’<*’, # ’<,’% + ’<,,( # "<"&" ’
平均值 ’<*"" - ’<*#- & ’<,#, % ’<(’# + "<""( +
ÂV>! &<#- &<#* #<-, #<,+ ’<,%

#<-!样品含有量测定!取 * 批样品# 按 -#<&.
项下方法制备供试品溶液# 在 -#<". 项色谱条件
下进样测定# 分别采用一测多评法和外标法计算含
有量# 结果见表 ,& 由表可知# # 种方法所得结果
无显著性差异&

MH讨论
&<"!检测波长选择!本实验采用VJV检测器对混
合对照品溶液进行全波长扫描# 发现金丝桃苷’ 异
槲皮苷’ 槲皮苷最大吸收波长为 #+%’ &++ E2# 杨
梅素为 #+%’ &,+ E2# 槲皮素为 #+%’ &,’ E2# 山

%%%#
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!!! 表 ^H各成分含有量测定结果 $6&X&&
:)IĴH$%/’(*/"-."3*%3*!%*%+6#3)*#"3"-[)+#"’/."3/*#*’%3*/$6&X&&

批号 槲皮素
金丝桃苷 异槲皮苷 槲皮苷 杨梅素 山柰酚

一测多评法 外标法 一测多评法 外标法 一测多评法 外标法 一测多评法 外标法 一测多评法 外标法
C",J’’& ’<-+% # "<+%, ’ "<+&( , #<&** , #<&,# % &<##( % &<""" * ’<"#’ % ’<"’% - "<#’" + "<#"& "
C",J’’% "<’-" # "<+(( & "<+*% # #<+’% ’ #<%(+ + &<#,- " &<#"% " ’<"&( , ’<"&+ % "<%+( * "<%+* (
V",J’’* "<%,’ & "<+*( " "<+%* + #<#%% ( #<#&" ( #<(-% % #<(%# # ’<"+# + ’<"%- ’ "<(&" & "<(#- *
1",J’’& "<*&, - "<%’, - "<&-’ # #<’*& , #<’+& # #<**( - #<*## ( ’<"+, - ’<"+% & #<’,* ’ #<’,% ’
Q",J’’" "<*(# % "<&## # "<&’* & "<(’% + "<,-* " #<+*, * #<+#& - ’<"&+ ’ ’<"&# " #<&#* - #<&#& -
Q",J’’# "<,(# ’ "<#"- ( "<#’* & "<*,% , "<**, , #<%"- " #<&,- " ’<"%& " ’<"&- - #<+#+ % #<+#" -

柰酚为 #*%’ &*+ E2& 由于这 * 种成分在 &*’ E2波
长处均有较大吸收# 干扰较少# 而且峰形良好# 基
线平稳# 故选择其作为检测波长&
&<#!供试品溶液制备方法选择!本实验对提取溶
剂 "+’!’ ,+!’ "’’!甲醇$’ 用量 " "+’ #+’
&+ 2M$’ 超声时间 "#’’ &’’ %’ 24E$ 进行比较#
发现 #’ 2M甲醇超声 &’ 24E 时# 各成分提取率较
高# 故选择该方法制备供试品溶液&
VH结论

本实验以槲皮素为内标# 建立一测多评法同时
测定脑心清片中金丝桃苷’ 异槲皮苷’ 槲皮苷’ 杨
梅素’ 槲皮素’ 山柰酚 * 种黄酮的含有量# 并对耐
用性进行了考察# 以实现多指标质量评价的需求&
同时# 还比较了该方法与外标法所得结果# 发现两
者无显著差异& 综上所述# 该方法不仅操作简便#
而且具有较高的重复性’ 稳定性和可行性# 可为脑
心清片质量评价提供参考依据&
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