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高效液相色谱法同时测定虎杖中五种活性成分 
 

张清峰，付莹娟，陈继光，上官新晨 

（江西农业大学食品科学与工程学院，江西省高等学校天然产物开发与利用重点实验室，江西南昌 330045） 

摘要：本文建立了虎杖中五种活性成分：虎杖苷、白藜芦醇、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚的高效液相色谱

分析方法。色谱柱为 Agilent Zorbax SB C18 柱（4.6×250 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）和水（B），梯度洗脱程序为：0~40 min，

15.0~50.0% A；40~60 min，50.0~90.0% A。柱温为 40 ℃，检测波长为 290 nm，流速为 1.0 mL/min。五种成分线性良好（R>0.999），

保留时间相对标准偏差（RSD）介于 0.14~1.67%，峰面积 RSD 介于 0.96~2.96%，加标回收率介于 96.8~104.7%。优化了虎杖的提取

条件，最佳条件为 60%乙醇超声提取 30 min。对 10 批虎杖样品分析结果表明：虎杖苷和大黄素-8-O-β-D-葡萄苷是虎杖乙醇提取物中

两种含量最高的活性成分，含量范围分别为 9.80~20.42 mg/g 和 5.56~24.45 mg/g。白藜芦醇和大黄素的含量范围分别为 1.07~5.94 mg/g

和 3.79~17.85 mg/g，而大黄素甲醚含量为 0.57~1.69 mg/g。该高效液相色谱法重复性好、精密度高，可用于虎杖中五种活性成分的同

时测定。 
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Abstract: Five bioactive compounds namely polydatin, resveratrol, emodin-8-O-β-D-glucoside, emodin and physcion in Polygonum 

cuspidatum were determined by HPLC. 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 water (B) with linear gradient program of 15.0~50.0% (A) in 0~40 min and 50.0~90.0% (A) in 40~60 min. The column 

temperature, detection wavelength and flow rate were set at 40 ℃, 290 nm and 1.0 mL/min respectively. The calibration curve of each analyte 

was constructed under six concentrations. The correlation coefficients were all more than 0.999, and the RSD of tR ranged from 0.14% to 1.67%, 

while RSD of the peak area was from 0.96% to 2.96%. The spike recovery of the five analytes was 96.8~104.7%. The extraction condition was 

optimized, and ultrasonic extraction with 60% ethanol for 30 min was chosen. The method was successfully applied for analysis of ten 

Polygonum cuspidatum samples. The results showed that polydatin and emodin-8-O-β-D-glucoside were the two most dominant constituents in 

Polygonum cuspidatum with contents ranges of 9.80~20.42 mg/g and 5.56~24.45 mg/g, respectively. The method has good repeatability and 

high precision, and can be used for simultaneous analysis of the five constitutes in Polygonum cuspidatum. 
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虎杖为蓼科植物虎杖的干燥根茎，是我国传统中

药, 也是卫生部允许在保健食品中使用的中草药之

一。虎杖提取物具有消炎[1]、抑菌[2]及抗氧化[3]等作用。

这些生物活性主要来源于虎杖中芪类和蒽醌类有效成

分[2]，如虎杖苷、白藜芦醇、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖
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苷、大黄素、大黄素甲醚等。大黄素-8-O-β-D-葡萄糖

苷在体内脑缺血再灌注损伤模型中有保护神经的功能
[4]。大黄素具有抗病毒、抑菌、扩张血管及利尿等多种

作用[5]。白藜芦醇是虎杖苷的苷元，属于多羟基芪类化

合物，具有降血脂、抗肿瘤、促进健康和延长生命等

多种生物活性[6~7] 。 
近年来，随着临床应用的深入研究，虎杖日益受

到人们的重视。为更好的开发利用虎杖资源及控制其

质量，建立其主要活性成分的定性定量分析方法非常

有必要。目前，对虎杖中白藜芦醇、虎杖苷和大黄素
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等一种或数种成分含量测定方法的研究较多，如陈志

强等建立了虎杖中大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷的 HPLC
测定方法[8]；Chu 等应用毛细管电泳法测定了虎杖中

白藜芦醇、大黄素、大黄酸和大黄酚等四种成分[9]；

Lu 等通过 HPLC-DAD 法优化了虎杖中大黄素的提取

条件并建立了其定量方法[10]。2010 版《中国药典》建

立了虎杖中虎杖苷和大黄素的 HPLC 测定方法，要求

虎杖苷含量不低于 0.15%，大黄素含量不低于 0.6%。

但两种成分的液相色谱条件不同，需要分开单独测定
[11]。本文建立了同时测定虎杖中虎杖苷、白藜芦醇、

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚等 5
种有效成分的 HPLC 方法。方法重现性好、操作简便、

快速、精密度高，为科学客观评价虎杖的质量提供依

据。 
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1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂 

HPLC 系统为 Waters 1525 系统，配备双波长检测

器及在线脱气系统。色谱纯甲醇、乙腈购自国药集团

化学试剂有限公司（沃凯牌），水为超纯水。虎杖苷、

白藜芦醇、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素、大黄

素甲醚标准品购自上海同田生物有限公司，具体化学

结构见图 1。10 批虎杖购自南昌市不同中药店，粉碎

后过 40 目筛。 

1.2  色谱条件 

色谱柱为 Agilent Zorbax SB C18 柱（4.6×250 
mm，5 μm），流动相为纯乙腈（A）和水（B），流

速为 1 mL /min，进样量为 10 μL，检测波长为 290 nm，

柱温为 40 ℃。线性梯度洗脱程序为：0~40 min，
15.0~50.0% A；40~60 min，50.0~90.0%A。 

1.3  虎杖最佳提取条件的优化 

提取溶剂优化：精密称取虎杖样品 1 粉末 0.2 g，
分别加入 100%乙醇、80%乙醇、60%乙醇、40%乙醇、

20%乙醇、水和甲醇 25 mL，超声提取 30 min，经 0.45 
μm 滤膜过滤后进行液相分析。 

提取时间优化：精密称取虎杖样品 1 粉末 0.2 g，
用 60%乙醇作为提取剂，超声提取时间分别为 0 min、
5 min、10 min、20 min、30 min 和 40 min，经 0.45 μm
滤膜过滤后进行液相分析。 

1.4  虎杖样品液制备 

精密称取虎杖粉 0.2 g，置具塞锥形瓶中，精密加

25 mL 60%乙醇，密塞后称定重量，然后水浴超声（功

率为 500 W，频率为 40 kHz）处理 30 min，再称重，

用 60%乙醇补足减失的重量，经 0.45 μm 滤膜过滤，

作为供试品溶液。 

1.5  数据统计 

数据统计和作图软件为 origin 6.0。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  HPLC分离条件优化 

 
图1 5种成分化学结构图 

Fig.1 Chemical structures of the five constituents 

 
图2 虎杖样品（A）及标准品色谱图（B） 

Fig.2 The HPLC chromatograms of Polygonum cuspidatum 

sample (A) and standard markers (B) 

注：1：虎杖苷，2：白藜芦醇，3：大黄素-8-O-β-D-葡萄

糖苷，4：大黄素，5：大黄素甲醚。 
经过比较甲醇和乙腈作为流动相在不同线性梯度

洗脱程序下的分离效果，最佳的分离条件是以乙腈

（A）及水（B）作为流动相，线性梯度洗脱程序为

0-40min，15.0~50.0% A：40~60 min，50.0~90.0% A，

流速为 1 mL/min。根据五种标准品的紫外-可见吸收

光谱，虎杖苷和白藜芦醇在 310 nm 左右有最大吸收，

而大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚在

290 nm 和 440 nm 左右有最大吸收。综合考虑，选择

290 nm 作为检测波长。标准品和虎杖样品分离结果见

图 2，可以看到整个分离可以在 60 min 内完成，峰与

峰之间可以完全分开。通过与标准品保留时间对照，
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虎杖样品色谱图中峰 1、2、3、4、5 分别鉴定为虎杖

苷、白藜芦醇、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素、

大黄素甲醚。 

2.2  虎杖提取条件优化 

218 

 
图3 不同提取溶剂提取效果（A）及不同超声时间影响（B）； 

Fig.3 The effect of extraction solvents (A) and sonication time 

(B) 

注：EtOH：乙醇，MeOH：甲醇，1：虎杖苷，2：白藜芦

醇，3：大黄素-8-O-β-D-葡萄苷，4：大黄素，5：大黄素甲醚。 

比较了水、甲醇、20%、40%、60%、80%及 100%
乙醇对虎杖中五种成分的提取效果。由图 3A 可知，

水是效果最差的提取溶剂，几乎不能提取白藜芦醇、

大黄素-8-O-β-D-葡萄苷、大黄素和大黄素甲醚。综合

比较，60%乙醇对虎杖中五种成分的提取效果最好，

所以选择 60%乙醇作为提取剂。 
以 60%乙醇为提取溶剂，分别超声 0 min、5 min、

10 min、20 min、30 min 和 40 min 后，进行 HPLC 分

析，比较各峰的面积情况。由图 3B 可知：虎杖苷、

大黄素、大黄素甲醚经 5 min 超声处理后峰面积达到

最大，之后保持不变。大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷在

0~30 min 内，随超声时间延长峰面积逐渐上升，而白

藜芦醇经过不同超声时间处理峰面积几乎没变化，所

以综合选择 30 min 作为提取时间。 

2.3  定量分析方法学考察 

在0~100 μg/mL浓度范围内，配制6个浓度的标准

品溶液进行HPLC分析，采用二元线性回归法得到标准

品浓度(X)对峰面积(Y)的回归方程。表1结果表明，五

种成分的浓度与峰面积呈良好的线性关系，相关系数R
均大于0.999。 

将浓度为 20 μg/mL 的标准品溶液连续进样 6 次，

计算各标准品保留时间及峰面积的相对标准偏差。表

1 结果表明五种成分的保留时间相对标准偏差介于

0.14~1.67%，峰面积的相对标准偏差介于 0.96~2.96%
之间，表明本方法的精密度良好。 

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 96.8~ 
104.7%。 

 
表1 检测方法线性、精密度实验结果 

Table 1 Precision and linearity of HPLC method of different analytes 

样品 
RSD/% 

回归方程 a 
线性范围

/(μg/mL) 
R 回收率 

/%b tR 峰面积

虎杖苷 1.67 1.57 Y=34736X-68291 0~100 0.9997 102.3±1.9 

白藜芦醇 0.71 1.82 Y=65964X+53455 0~100 0.9996 96.8±3.1 

大黄素-8-O-β-D-葡萄苷 0.71 2.96 Y=15275X+18394 0~100 0.9998 98.9±2.3 

大黄素 0.38 1.78 Y=32151X-63485 0~100 0.9998 104.7±2.1 
大黄素甲醚 0.14 0.96 Y=33996X-11134 0~100 0.9991 102.2±1.6 

注：Y 为峰面积，X 为浓度。 

2.4  样品含量分析 

将建立的定量分析方法用于 10 批虎杖样品中五

种成分的定量分析，测定结果如表 2。在 10 批虎杖样

品乙醇提取物中，虎杖苷和大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷

是含量最高的两种成分，含量范围分别介于

9.80~20.42 mg/g 和 5.56~24.45 mg/g。白藜芦醇和大黄

素的含量范围分别为 1.07~5.94 mg/g 和 3.79~17.85 
mg/g，而大黄素甲醚含量为 0.57~1.69 mg/g，五种成

分在不同样品中含量差异较大，反映出虎杖质量参差
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不齐，这可能是由于虎杖不同生长环境或采收时间引

起的，但虎杖苷和大黄素的含量均符合《中国药典》

的标准。 

表2 10批次虎杖样品乙醇提取物中5种成分含量（mg/g，n=3） 

Table 2 Content of the five constituents in different Polygonum cuspidatum samples (mg/g, n=3) 

样品 虎杖苷 白藜芦醇 大黄素-8-O-β-D-葡萄苷 大黄素 大黄素甲醚 

样品 1 11.62±0.79 4.63±0.24 24.45±1.68 9.08±0.32 1.67±0.08 

样品 2 11.22±1.01 3.13±0.31 16.52±0.77 5.33±0.17 1.44±0.10 

样品 3 20.43±1.61 3.68±0.15 21.00±1.35 6.96±0.21 1.76±0.11 

样品 4 13.85±1.22 3.80±0.20 18.20±1.29 7.45±0.19 1.56±0.06 

样品 5 9.80±0.93 1.76±0.18 5.56±0.36 17.85±0.98 1.69±0.09 

样品 6 12.07±0.74 5.94±0.29 22.21±1.54 9.91±0.67 1.42±0.02 

样品 7 16.61±0.68 2.92±0.11 19.57±1.27 5.49±0.45 0.85±0.03 

样品 8 10.97±0.53 1.07±0.09 16.13±0.66 3.79±0.23 0.57±0.02 

样品 9 13.65±1.17 1.15±0.07 19.77±1.02 7.11±0.31 1.15±0.10 
样品 10 13.14±0.86 3.46±0.21 17.31±0.89 8.50±0.33 1.38±0.07 

3  结论 

本实验优化了虎杖提取条件，最佳条件为 60%乙

醇作为提取剂并水浴超声 30 min；建立了虎杖中虎杖

苷、白藜芦醇、大黄素、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷和

大黄素甲醚等五种活性成分的 HPLC 定量分析法。方

法学考察结果表明本方法具有很好的重复性好、精密

度和回收率。对 10 批虎杖样品测定结果表明，虎杖苷

及大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷是虎杖乙醇提取物中最

主要的两种活性成分。 
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