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摘要：本文建立了土茯苓中五种多酚成分：5-O-咖啡酰莽草酸、落新妇苷、花旗松素、黄杞苷及白藜芦醇的高效液相色谱分析

方法。色谱柱为 Agilent Zorbax SB C18 柱（250 mm×4.6 mm i.d., 5 μm），流动相为乙腈（A）及 0.1%醋酸水溶液（B），线性梯度洗脱

程序为 0~15 min，16~21% A；15~40 min，21~40% A。五种成分线性良好（r>0.998），保留时间相对标准偏差介于 0.22~0.76%，峰面

积相对标准偏差介于 2.67~4.64%，加标回收率介于 96.5~103.7%。对 18 批土茯苓样品分析结果表明，落新妇苷是土茯苓中最主要黄

酮成分，含量范围为 5.48~25.75 mg/g；花旗松素、黄杞苷、异黄杞苷、落新妇苷及其三种异构体(以落新妇苷计)等七种黄酮总量介于

6.72~35.3 mg/g，平均含量为 18±8.5 mg/g；5-O-咖啡酰莽草酸含量也较高，含量范围为 0.97~6.29 mg/g，该成分在土茯苓中的含量测

定为首次报道。但花旗松素和白藜芦醇含量较低，在一些样品中未检测到。 
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Abstract: A HPLC quantitative method for simultaneous determination of 5-O-caffeoylshikimic acid, astilbin, taxifolin, engeletin and 

trans-resveratrol in Rhizoma Smilacis Glabrae (RSG) was developed. An Agilent Zorbax SB C18 column (250 mm×4.6 mm i.d., 5 μm) was 

used. The mobile phase consisted of acetonitrile (A) and 0.1% acetic acid aqueous solution (B) with linear gradient program of 16~21% (A) in 

0~15 min, 21~40% (A) in 15~40 min. The calibration curve of each analyte was constructed under six concentrations. The correlation 

coefficients were all >0.998, and the RSD values of tR and the peak area ranged from 0.22 to 0.76% and from 2.67 to 4.64%, respectively. 

Among 18 RSG samples, astilbin was the most dominant constituent with content ranged from 5.48 to 25.75 mg/g. The total amount of seven 

flavonols including taxifolin, engeletin, isoengeletin, astilbin and its three isomers (quantified as astilbin) was in the range of 6.72~35.3 mg/g, 

with average of 18±8.5 mg/g. 5-O-caffeoylshikimic acid was the second dominant component with content ranged from 0.97 to 6.29 mg/g, 

while the contents of taxifolin and trans-resveratrol were relatively low, and in some samples was even undetected. 
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土茯苓是百合科菝葜属植物光叶菝葜（Smilax 

glabraRoxb.）的干燥根茎，是中国药典收录的常用中

药，也是卫生部允许在保健品中使用的中草药之一。

土茯苓富含淀粉，可以充饥，因此在一些地方也作为

食品，如广东就有用其煲汤的习惯。目前市场上以其
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为主要原料的功能食品有龟苓膏、土茯苓凉茶等。《中

国药典》描述其功能主治包括解毒，除湿及利通关节，

用于治疗梅毒及汞中毒所致的肢体拘挛，筋骨疼痛；

及疥癣等皮肤疾病[1]。现代药理研究显示土茯苓提取

物有抗氧化[2]、降血糖[3]、抑制肝癌细胞增殖和诱导调

亡作用[4]。在三硝基氯苯引发的肝损伤模型中,土茯苓

水提物可通过诱导浸润至肝脏的 CD4+T 细胞凋亡，

从而抑制其对肝细胞的杀伤作用[5]。在大鼠佐剂性关

节炎模型研究中发现土茯苓水提物通过下调过度活化

的巨噬细胞活性,上调炎症后期低下的 T 细胞功能而
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发挥抗慢性炎症的功能[6~8]。 

化学成分研究表明二氢黄酮醇类物质落新妇苷、

黄杞苷、异黄杞苷、花旗松素等是土茯苓主要活性成

分；另外，它也含有白藜芦醇、丁香酸、莽草酸、5-O-

咖啡酰莽草酸等芪类及酚酸类物质[9~10]。为更好的开

发利用土茯苓资源及控制其质量，建立其功能成分的

定量分析方法非常有必要。2010 版《中国药典》仅以

落新妇苷含量来评估土茯苓质量，要求含量不低于

0.45%[1]。李磊等建立了土茯苓中落新妇苷和白藜芦醇

的含量的 HPLC 测定方法[11]。但一或两种有效成分的

定量并不能很好的反应土茯苓的质量。在前期建立土

茯苓 HPLC 指纹图谱的研究基础上[12]，本文建立了土

茯苓中五种主要成分，5-O-咖啡酰莽草酸、落新妇苷、

黄杞苷、白藜芦醇及花旗松素的HPLC 分析方法。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与原料 

HPLC 级 乙 腈购 自 RCI Labscan (Bangkok, 

Thailand)。HPLC 级醋酸购自 International Laboratory 

(San Bruno, USA)。使用水为 Milli-Q 水。白藜芦醇

（>98%），花旗松素（>85%）购自Sigma (St. Louis, MO, 

USA)。5-O-咖啡酰莽草酸，落新妇苷，黄杞苷由本实

验室从土茯苓中纯化，经 UV、IR、MS and NMR 鉴

定，纯度>98%。18 批次土茯苓样品购自广州清平药

材市场，香港九升街药材市场，由香港浸会大学赵中

振教授鉴定为土茯苓。 

1.2  主要仪器设备 

HPLC 系统为 Waters 600，配备双波长检测器及

在线脱气系统。色谱柱为 Agilent Zorbax SB C18 柱

（250 mm×4.6 mm i.d., 5 μm）。 

1.3  HPLC分析方法 

HPLC 使用线性梯度洗脱，流动相为乙腈（A）

及 0.1%醋酸水溶液（B）。线性梯度程序为 0~15min，

16~21%A；15~40 min，21~40% A。流速为 1 mL/min。

进样量为 10 μL。检测波长为 291 nm。 

1.4  土茯苓样品液制备 

精密称取土茯苓药材粉末 0.5 g（过 40目筛），置

具塞锥形瓶中，精密加 25 mL 60%乙醇，密塞后称定

重量。超声（功率为500 W，频率为 40 kHz）处理 20 

min，再称重，用60%乙醇补足减失的重量，经 0.45 μm

滤膜滤过，作为供试品溶液。 

1.5  数据统计 

数据统计和作图软件为 Origin7.0。每个样品平行

测定三次，结果表示为平均值±标准偏差。 

2  结果与讨论 

2.1  分离条件优化 

比较了甲醇和乙腈作为流动相的分离效果。结果

表明，甲醇作为流动相的分离时间要比乙腈偏长。比

较了不同线性梯度洗脱程序下的分离效果，提高有机

溶剂在流动相中比率可缩短分离时间，当初始乙腈浓

度大于 30%，所有成分在 8分钟内被洗出，但分离度

非常差。经过比较，最佳的分离条件是以乙腈（A）

及 0.1%醋酸水溶液（B）作为流动相，线性梯度程序

为 0~15 min，16~21% A；15~40 min，21~40% A，流

速为 1 mL/min。样品分离结果见图 1，可以看到整个

分离可以在 40 分钟内完成，峰与峰之间可以完全分

开。 

 
图 1 土茯苓样品(a)及标准品色谱图(b)  

Fig.1 The HPLC chromatography of Rhizoma smilacis Glabrae 

sample (a) and standard markers (b) 

注：1:5-O-咖啡酰莽草酸；3:落新妇苷；4:花旗松素；7:

黄杞苷；9:白藜芦醇。 

根据与标准品保留时间对照，色谱图中峰 1、3、

4、7、9 分别鉴定为 5-O-咖啡酰莽草酸、落新妇苷、

花旗松素、黄杞苷、白藜芦醇。根据我们前期

HPLC-DAD-MS/MS 分析结果，峰 2、5、6 与落新妇

苷具有完全相同的分子量及碎片，因此这三个峰鉴定

为落新妇苷三种异构体；峰 8 与黄杞苷具有完全相同

的分子量及碎片，因此鉴定为异黄杞苷[12]。根据 DAD

给出的各色谱峰 UV光谱[12]，土茯苓中 7 个黄酮物质

的最大吸收波长均在 291 nm 左右，5-O-咖啡酰莽草酸

的最大吸收波长为 327 nm，而白藜芦醇的最大吸收波

长为 320 nm。因此，本研究选定检测波长为 291 nm。 
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2.2  定量分析方法学考察 

建立了 5-O-咖啡酰莽草酸、落新妇苷、花旗松素、

黄杞苷及白藜芦醇的定量分析方法，方法学考察结果

见表一。在线性范围内，均匀取 6 个浓度，测定其峰

面积，以峰面积对浓度进行线性回归，得到标准曲线。

各化合物线性关系良好，相关系数 r均大于0.998。方

法精密度：连续测定浓度为 10 μg/mL的标准品 6次，

计算各标准品保留时间及峰面积的相对标准偏差。由

表 1 知，保留时间相对标准偏差介于0.22~0.76%，峰

面积的相对标准偏差介于 2.67~4.64%之间，表明方法

稳定性很好。回收率：往已知浓度的样品溶液中加入

等体积的 20 μg/mL的标准品溶液，根据标准曲线，测

定各物质含量。回收率=100×(测定浓度-初始浓度)/加

样浓度。测试结果表明五种化合物的加标回收率介于

96.5~103.7%。检出限(LOD)和定量限(LOQ)分别定义

为 3 倍和 10 倍空白样品信号所对应的待测物浓度，由

表 1 知，五种化合物的定量限都低于 1 μg/mL。方法

学考察结果表明本 HPLC 方法具有很好的准确性和重

现性，可以用于实际样品分析。 

表1 检测方法线性、精密度及回收率实验结果 

Table 1 Precision, linearity and recovery of HPLC method of different analytes 

待测物 
RSD/% 

回归方程a 
线性范围 

/(μg/mL) 
r 回收率/%b 

LOD 

/(μg/mL) 

LOQ 

/(μg/mL) tR 峰面积 

5-O-咖啡酰莽草酸 0.76 3.95 Y=17365X-2176 1.0~100 0.999 103.7±2.4 0.30 0.96 

落新妇苷 0.39 4.64, Y=30992X+2097 1.0~100 0.999 97.2±3.6 0.27 0.86 

花旗松素 0.28 2.67, Y=48064X-3846 1.0~50 0.998 102.9±3.3 0.19 0.63 

黄杞苷 0.22 3.13, Y=33744X-1287 1.0~100 0.999 101.7±2.9 0.26 0.87 

白藜芦醇 0.34 3.77, Y=88577X+12637 1.0~50 0.998 96.5±4.5 0.18 0.6 

注：aY为峰面积，X为浓度；b回收率=100×(测定浓度-初始浓度)/加样浓度 

2.3  样品分析 

将建立的定量分析方法用于 18 批次土茯苓样品

各成分的定量分析，测定结果见表 2。由表二可知，

五种成分在不同样品中含量差异较大，反映土茯苓质

量参差不齐，这可能是由于土茯苓不同生长环境或采

收时间引起的。但是，在 18 批次土茯苓样品中，落新

妇苷都是含量最高的成分，含量介于5.48~25.75 mg/g，

均符合 2010 版《中国药典》要求土茯苓中落新妇苷含

量不低于 4.5 mg/g的标准。5-O-咖啡酰莽草酸的含量

也较高，含量范围为 0.97~6.29 mg/g，该成分在土茯

苓中的含量测定为首次报道。而土茯苓中花旗松素和

白藜芦醇含量较低，在有些样品中甚至低于检出线。 

图 1 中峰 2、5、6 为落新妇苷的三种异构体，峰

8 为黄杞苷异构体，本文建立的分离条件可以很好的

分离这些异构体。但由于这几种成分的标准品难以获

得，本研究为更好的反映土茯苓质量，使用落新妇苷

及黄杞苷的标准线同时测定了这些化合物的含量（表

2）。花旗松素、黄杞苷、异黄杞苷、落新妇苷及其三

种异构体都为二氢黄酮醇类物质，测定结果表明 18

批土茯苓样品中这七种黄酮含量之和介于 6.72~35.3 

mg/g，平均含量为 18.0±8.5 mg/g。研究表明土茯苓中

黄酮含量较高，是其最主要的活性成分。 

表2 18批次土茯苓样品中9种成分含量 (mg/g，n=3) 

Table 2 Contents of the nine constituents in different RSG sample  

 
峰 1 

5-O-咖啡酰莽草酸 

峰 2 

* 

峰 3 

落新妇苷 

峰 4 a 

花旗松素 

峰 5 

* 

峰 6 

* 

峰 7 

黄杞苷 

峰 8 a 

异黄杞苷 

峰 9 

白藜芦醇 a 

S01 1.29±0.02 0.38±0.04 7.75±0.16 76.2±2.9 0.15±0.01 1.03±0.06 0.52±0.03 92.6±2.4 ND b 

S02 1.18±0.03 1.30±0.02 6.85±0.18 164.1±1.8 0.35±0.02 2.05±0.09 0.39±0.02 162.3±3.2 123.1±5.9 

S03 2.76±0.14 0.81±0.02 12.91±0.31 279.8±6.3 0.37±0.01 2.36±0.07 0.92±0.08 265.0±7.9 44.1±6.7 

S04 4.61±0.19 0.43±0.05 13.18±0.09 39.2±1.1 0.25±0.01 1.75±0.05 1.05±0.09 272.1±5.7 305.815.9 

S05 1.53±0.09 0.18±0.01 5.48±0.31 ND b 0.10±0.01 0.71±0.08 0.20±0.04 52.1±1.1 204.2±11.1 

S06 3.05±0.12 0.15±0.01 18.87±0.26 124.4±1.0 0.79±0.02 3.37±0.03 1.23±0.04 302.3±9.9 211.7±12.0 

S07 1.46±0.15 0.86±0.02 7.88±0.16 181.7±8.4 0.26±0.01 1.52±0.08 0.43±0.02 128.3±2.4 33.5±7.6 

S08 3.64±0.21 0.79±0.02 25.75±0.61 131.7±1.1 0.39±0.01 2.89±0.19 2.63±0.09 437.7±25.9 60.6±5.3 

转下页 
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S09 2.09±0.01 1.16±0.01 10.84±0.71 391±13.7 0.43±0.03 2.65±0.02 0.49±0.04 299.1±4.3 NDb 

S10 2.43±0.51 0.61±0.06 13.73±0.56 109.0±6.6 0.50±0.03 2.57±0.17 0.70±0.04 158.8±1.3 103.8±.39 

S11 2.35±0.39 0.97±0.02 12.17±0.06 87.9±0.9 0.38±0.01 1.99±0.13 0.95±0.03 225.8±2.7 150.8±5.9 

S12 2.42±0.04 0.26±0.01 7.41±0.05 26.7±1.3 0.15±0.02 1.01±0.05 0.27±0.02 80.5±1.0 279.2±11.9 

S13 5.25±0.44 0.58±0.03 23.84±0.17 38.7±2.1 0.27±0.02 1.45±0.04 0.85±0.09 110.6±3.2 264.8±12.3 

S14 0.97±0.07 1.86±0.01 8.70±0.18 ND b 0.39±0.04 2.77±0.01 0.95±0.05 405.1±14.5 30.7±1.2 

S15 6.29±0.25 1.91±0.02 25.21±0.09 204.7±8.1 0.68±0.04 4.08±0.07 2.61±0.05 598.4±17.9 42.2±2.1 

S16 2.51±0.15 0.09±0 18.39±0.17 36.5±2.5 0.14±0.01 0.83±0.04 1.88±0.08 173.6±2.9 49.7±1.7 

S17 2.90±0.09 0.081±0 8.28±0.06 92.5±1.8 0.11±0.01 0.68±0.03 0.12±0.01 ND b ND b 

S18 1.46±0.03 1.004±0.01 13.52±0.14 32.4±3.8 0.29±0.02 1.51±0.08 1.14±0.08 226.8±12.1 58.6±6.1 

注：*表示为落新妇苷异构体；a单位为 μg/g；b未检测到。 

3  结论 

建立了土茯苓中五种成分的 HPLC 分析方法，方

法具有很好精密度和回收率。对 18批次土茯苓样品分

析结果表明，土茯苓中有花旗松素、黄杞苷、异黄杞

苷、落新妇苷及其三种异构体等七种二氢黄酮醇类化

合物，总黄酮平均含量(以落新妇苷计)为 18±8.5 mg/g。

落新妇苷含量范围为 5.48~25.75 mg/g，是土茯苓中含

量最高的成分。除黄酮成分外，土茯苓中5-O-咖啡酰

莽草酸含量也较高，含量范围为 0.97~6.29 mg/g；但

花旗松素和白藜芦醇含量较低，在有些样品中甚至低

于检出线而未检测到。 
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