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摘 要 目的 提取分离瑶药紫九牛中的4种化学成分并对其进行鉴定和含量测定。方法 采用溶剂提取、萃取和硅胶柱色谱分

离法、制备液相色谱技术对紫九牛中的化学成分进行分离、纯化，根据化合物的波谱数据对分离得到的4种化学成分进行结构鉴

定。采用高效液相色谱（HPLC）-一测多评（QAMS）法同时测定紫九牛中4种化学成分的含量，色谱条件为：以Echway GowonTM C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以乙腈-0.1% 磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱，检测波长为269 nm，柱温为25 ℃；以大黄素

为内参物，建立该成分与其他3种成分的相对校正因子，利用相对校正因子计算含量；同时采用外标法计算各成分的含量，并比较

2种方法所得结果的差异。结果 从紫九牛中分离得到的 4种化学成分经鉴定分别为大黄素、欧鼠李苷 A、pleuropyrone A、大黄

素-8-O-β-D-葡萄糖苷。HPLC-QAMS 法结果表明，pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷A的相对校正因子分别为

1.147 2、0.874 7、0.644 4。上述4种成分在各自检测范围内线性关系良好（r≥0.999 6），精密度、稳定性、重复性试验的RSD均小于

2.00%，平均加样回收率为99.41%～100.46%（RSD≤2.05%）。QAMS 法与外标法得到的10批紫九牛样品含量测定结果无明显差

异（RSD＜3.00%）。结论 从紫九牛中分离得到了大黄素、欧鼠李苷A、pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷，其中后3种成分均

为首次从该药材中分离得到。所建立的同时测定紫九牛中4种化学成分的HPLC-QAMS法准确、可靠，可用于该药材的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE To extract and isolate the four chemical components of Yao medicine Ventilago leiocarpa， and to 

conduct identification and content determination for them. METHODS The chemical components of V. leiocarpa were separated and 

purified by solvent extraction， extraction， silica gel column chromatography and preparative liquid chromatography； then the 

chemical structures of four isolated compounds were identified based on their spectral data. The contents of four components were 

determined by high performance liquid chromatography（HPLC）-quantitative analysis of multi-components by single-marker 

（QAMS） method， with the following chromatographic conditions： chromatographic column was Echway GowonTM C18 （250 mm×

4.6 mm， 5 μm）. The mobile phase was acetonitrile-0.1% phosphoric acid for gradient elution； the detection wavelength was 269 

nm， and the column temperature was 25 ℃ . Using emodin as internal reference， the relative correction factors （fi/s） between 

emodin and the other 3 components were established and used to calculate the content. At the same time， the content of each 

component was calculated with the external standard method （ESM）， and the differences between these two methods were 

compared. RESULTS Four compounds were isolated from V. leiocarpa， and they were identified as emodin， frangulin A， 

pleuropyrone A， emodin-8-O-β-D-glucoside. The result of HPLC-QAMS showed that the fi/s of pleuropyrone A， emodin-8-O-β-D-

glucoside and frangulin A were 1.147 2， 0.874 7 and 0.644 4， 

respectively. The content of these four components was 

measured as a good linearity （r≥0.999 6）； relative standard 

deviation （RSD） of precision， stability and reproducibility 

tests were all lower than 2.00%， and average recoveries were 

99.41%-100.46%（RSD≤2.05%）. There was no significant 
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difference between QAMS method and ESM （RSD＜3.00%）. CONCLUSIONS Emodin， frangulin A， pleuropyrone A and emodin-

8-O-β-D-glucoside are isolated from V. leiocarpa； among them， the last three components are all isolated from for the first time. 

The established HPLC-QAMS method is accurate and reliable for the determination of 4 components in V. leiocarpa， and can used for 

quality control of V. leiocarpa.

KEYWORDS Ventilago leiocarpa； chemical component； quantitative analysis of multi-components by single-marker； emodin-8-

O-β-D-glucoside； frangulin A； pleuropyrone A； emodin； quality control

紫九牛是中国传统的瑶药之一，来源于鼠李科植物

翼核果 Ventilago leiocarpa Benth. 的干燥根和根茎，主要

分布于中国广东、广西和云南等地区。其别名为血风

藤、红穿破石、铁牛入石等，始载于《广西中草药》，是一

味性温、味甘的药材，属瑶医所谓的“风药”，具有补气

血、强筋骨、舒筋络等功效[1]，主要用于治疗气血虚弱、月

经不调、血虚经闭、风湿疼痛、跌打损伤、腰肌劳损、四肢

麻木等症状。其主要活性成分有蒽醌、萘醌、黄酮及其

相应的糖苷类化合物。

目前已发表的关于紫九牛的质量控制研究大多是

单个成分的含量测定[2―3]和指纹图谱研究[4]，对紫九牛药

材的化学成分及质量控制研究相对薄弱。有研究证明，

pleuropyrone A 具有保肝等作用[5]，大黄素及其衍生物欧

鼠李苷 A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷等蒽醌类成分也具

有一定的抗炎、抗氧化和抗肿瘤等药效作用[6―9]，这可能

与紫九牛的药理作用[1，10]存在一定的相关性。因此，本

研究拟采用溶剂萃取法、色谱技术对上述4种成分进行

分离、纯化，并测定其含量。但 pleuropyrone A 和欧鼠李

苷 A 2种成分的对照品成本较高，不易购买。一测多评

（quantitative analysis of multi-components by single-

marker，QAMS）法使用单一的对照品就可以同时进行多

种成分的含量测定[11]。因此，本研究以大黄素为内参

物，建立该成分与其他 3 种化学成分的相对校正因子

（fi/s），采用 QAMS 法对紫九牛进行含量测定研究，以期

达到降低实验成本、节约实验时间的目的，同时为该药

材的质量控制提供参考依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 e2695 型高效液相色谱

（HPLC）仪、2489 制备型 HPLC 仪（美国 Waters 公司），

1260 Infinity Ⅱ型 HPLC 仪（美国 Agilent 公司），XS-205

型十万分之一电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司），KS-

3200DE 型液晶超声波清洗器（昆山洁力美超声仪器有

限公司），ZF-2型三用紫外仪（上海安亭电子仪器厂），

HH-S2 型 数 显 恒 温 水 浴 锅（江 苏 金 怡 仪 器 科 技 有 限

公司）。

1.2　主要药品与试剂

实验用 10 批紫九牛药材分别购自广西玉林（编

号 S1～S6，批 号 依 次 为 20221025131、20221025081、

20221025101、20221025132、20221025133、20221025102）

和安徽亳州（编号 S7～S10，批号依次为 20221025082、

20221024231、20221024232、20220510111），经广西壮族

自治区中医药研究院陆国寿主任药师鉴定均为鼠李科

植物翼核果 V. leiocarpa Benth. 的干燥根茎。

大黄素对照品（批号110756-201913，纯度≥98%）购

自中国食品药品检定研究院；大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷

对照品（批号220428，纯度≥98%）购自成都植标化纯生

物技术有限公司；HPLC 用甲醇、乙腈均为色谱纯，水为

娃哈哈纯净水，其余试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　紫九牛中4种化学成分的提取分离与结构鉴定

2.1.1　提取分离

取紫九牛药材粗粉5 kg，加50% 乙醇回流提取3次，

每次1.5 h，浓缩，得浸膏。取浸膏过聚酰胺柱，依次用水

和 20%、40%、60% 乙醇洗脱，分别浓缩，得 20% 乙醇洗

脱物 82.6 g、40% 乙醇洗脱物 285.4 g、60% 乙醇洗脱物

42.7 g。取 40% 乙醇洗脱物加水适量使分散混悬均匀，

依次用乙酸乙酯、水饱和正丁醇萃取，分别得乙酸乙酯、

水饱和正丁醇萃取部分15.6、1.87 g；取乙酸乙酯萃取部

分，经硅胶层析柱分离，依次用氯仿-甲醇（100∶0→95∶5→
90∶10→80∶20，V/V）洗脱，经薄层色谱检测，合并相同组

分，再经反复硅胶层析柱色谱分离，得到化合物 11。取

40% 乙醇洗脱物经水饱和正丁醇萃取后的水层部分，经

硅胶层析柱分离，依次用乙酸乙酯-乙酸甲酯（80∶20→
16∶5→127∶48→29∶13→69∶56→10∶10，V/V）洗脱，经薄

层色谱检测，合并相同组分，再经反复硅胶层析柱色谱

分离，得到化合物22、33；取水饱和正丁醇萃取后的水层部

分，经硅胶柱层析分离得到的部分馏分再经制备型

HPLC 分离，得到化合物44。

2.1.2　结构鉴定

根据化合物的波谱数据及薄层色谱技术，鉴定得出

化合物 11、22、33、44 分别为大黄素、欧鼠李苷 A、pleuropy‐
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rone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷。

化合物11：黄色细针状结晶（乙酸乙酯重结晶）；可溶

于 NaOH 稀溶液并呈红色或紫红色，加 HCl 稀溶液后颜

色由红变黄，再次加 NaOH 稀溶液时颜色恢复红色；与

大黄素对照品进行薄层色谱对照，发现比移值（Rf值）一

致，因此鉴定化合物11为大黄素（emodin）。

化 合 物 22：黄 色 粉 末 固 体 。 1H-NMR（500 MHz，

pyridine-d5）：δ7.74（1H，s，H-7），7.66（1H，s，H-2），7.30

（1H，s，H-5），7.10（1H，s，H-4），6.30（1H，s，H-1′），4.75

（1H，s，H-5′），4.66（1H，d，J＝7.4 Hz，H-2′），4.40（1H，t，

J＝9.1 Hz，H-4′），4.28～4.19（1H，m，H-3′），2.24（3H，s，

H-15），1.62（3H，d，J＝5.8 Hz，H-6′）。 13C-NMR（125 

MHz，pyridine-d5）：δ191.33（C-9），181.86（C-10），165.58

（C-1），164.30（C-8），163.03（C-6），149.19（C-3），136.00

（C-11），133.88（C-14），124.95（C-4），121.65（C-2），

114.35（C-13），111.57（C-12），110.35（C-7），109.90（C-

5），100.41（C-1′），73.80（C-4′），72.65（C-2′），71.97（C-

3′），71.83（C-5′），22.13（C-15），18.92（C-6′）。以上数据

与文献[12]一致，因此鉴定化合物 22为欧鼠李苷 A（fran‐

gulin A）。经 HPLC 峰面积归一化法测定其纯度不低于

98%，可以用作对照品。

化合物 33：灰褐色粉末固体。 1H-NMR（500 MHz，

Methyl sulfoxide-d6）：δ7.27（1H，s，H-6），6.80（1H，d，J＝

2 Hz，H-9），6.77（1H，d，J＝2 Hz，H-7），6.19（1H，s，H-3），

5.06（1H，d，J＝7.7 Hz，H-1′），3.73（1H，brd，J＝10.8 Hz，

H-6′b），3.55（1H，dd，J＝10.8、5.4 Hz，H-6′a），3.48（1H，

t，J＝8.2 Hz，H-2′），3.39（1H，m，H-5′），3.36（1H，m，H-

3′），3.27（1H，t，J＝9.4 Hz，H-4′），2.74（3H，s，5-CH3），

2.43（3H，s，2-CH3）。 13C-NMR（125 MHz，methyl 

sulfoxide-d6）：δ178.59（C-4），164.01（C-2），158.98（C-8），

156.24（C-10），156.05（C-1b），138.15（C-6a），134.74（C-

5），124.60（C-6），116.87（C-4a），111.80（C-3），107.86（C-

10a），102.77（C-7），102.38（C-9），100.65（C-1′），77.08

（C-5′），76.99（C-3′），73.69（C-2′），69.42（C-4′），60.53

（C-6′），22.95（5-CH3），19.15（2-CH3）。以上数据与文

献[13]一致，因此鉴定化合物33为 pleuropyrone A。

化合物44：黄色粉末固体；可溶于 NaOH 稀溶液并呈

红色或紫红色，加 HCl 稀溶液后颜色由红变黄，再次加

NaOH 稀溶液时颜色恢复红色；与大黄素-8-O-β-D-葡萄

糖苷对照品进行薄层色谱对照，发现二者 Rf 值一致；与

该对照品进行 HPLC 对照，发现保留时间一致。因此，

鉴定化合物44为大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷（emodin-8-O-

β-D-glucoside）。经 HPLC 峰面积归一化法测定其纯度

不低于98%，可以用作对照品。

2.2　紫九牛中4种化学成分的含量测定

2.2.1　色谱条件

采 用 Echway GowonTM C18 色 谱 柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm），以乙腈（A）-0.1% 磷酸溶液（B）为流动相进

行 梯 度 洗 脱（0～10 min，15%A→30%A；10～15 min，

30%A；15～20 min，30%A→35%A；20～35 min，35%A→
45%A；35～40 min，45%A；40～50 min，45%A→80%A；

50～55 min，80%A→15%A；55～60 min，15%A）；流速为

1.0 mL/min；检测波长为 269 nm；进样量为 10 μL；柱温

为25 ℃。

2.2.2　混合对照品溶液的制备

精密称取 pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖

苷、欧鼠李苷 A、大黄素对照品各适量，加入甲醇制成质

量浓度分别为 140.40、90.20、67.00、229.40 μg/mL 的对

照品储备液。分别精密量取各对照品储备液5 mL，置于

同一 25 mL 量瓶中，加甲醇制成含 pleuropyrone A、大黄

素 -8-O-β -D- 葡 萄 糖 苷、欧 鼠 李 苷 A、大 黄 素 分 别 为

28.08、18.04、13.40、45.88 μg/mL 的混合对照品溶液。

2.2.3　供试品溶液的制备

取紫九牛粉末（过60目筛）约0.2 g，精密称定，置具

塞三角瓶中，精密加入甲醇25 mL，密塞，称定质量，超声

（功率 100 W，频率 40 kHz）处理 40 min，放至室温，再次

称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，即得供试品溶液。

2.2.4　专属性考察

分别取上述混合对照品溶液、供试品溶液10 μL，按

“2.2.1”项下色谱条件进样检测。结果显示，供试品溶液

色谱图中，在与混合对照品溶液色谱图相同出峰位置有

色谱峰出现，且4种成分色谱峰的峰形对称，理论板数按

各目标成分色谱峰计均不低于6 000，4种成分色谱峰与

相邻色谱峰的分离度均大于1.5。色谱图见图1。
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1：pleuropyrone A；2：大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷；3：欧鼠李苷A；   

4：大黄素。

图1　混合对照品溶液和紫九牛供试品溶液的HPLC图
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2.2.5　线性关系考察

精密吸取“2.2.2”项下混合对照品溶液 1、2、5、10、

15、20 μL，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。以各待测成分的进样量（X）为横坐标、对应峰面积

（Y）为纵坐标建立回归方程，得到各成分的线性关系考

察结果，详见表1。

2.2.6　精密度试验

精密吸取“2.2.2”项下混合对照品溶液 10 μL，按

“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果显示，pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、

欧 鼠 李 苷 A、大 黄 素 峰 面 积 的 RSD 分 别 为 1.10%、

1.13%、1.21%、0.28%（n＝6），表明仪器精密度较好。

2.2.7　稳定性试验

取紫九牛粉末（S10）0.2 g，精密称定，按“2.2.3”项下

方法制备供试品溶液，分别在室温放置0、2、4、8、12、24 h

时按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果

显示，pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠

李 苷 A、大 黄 素 峰 面 积 的 RSD 分 别 为 1.01%、1.30%、

1.29%、1.21%（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置24 h

内稳定性较好。

2.2.8　重复性试验

取紫九牛粉末（S10）0.2 g，精密称定，按“2.2.3”项下

方法平行制备 6份供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，并采用外标法（external standard 

method，ESM）计算样品中 4种成分的含量。结果显示，

pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷 A、

大黄素的平均含量分别为2.476、1.536、1.203、4.163 mg/g，

RSD 分别为1.06%、0.51%、1.02%、0.85%（n＝6），表明该

方法重复性较好。

2.2.9　加样回收率试验

取已知成分含量的紫九牛粉末（S10）6份，每份0.1 g，

精密称定，分别精密加入“2.2.2”项下各对照品储备液   

2 mL，按“2.2.3”项下方法制备加样回收供试品溶液，按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算 pleuropyrone A、大

黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷 A、大黄素的平均加

样回收率，结果见表 2。由表 2可知，上述 4种化学成分

的平均加样回收率为 99.41%～100.46%，RSD 均不大于

2.05%，表明该方法准确度较好。

2.2.10　fi/s的测定及影响因素考察

（1）fi/s的测定。精密吸取“2.2.2”项下混合对照品溶

液，按“2.2.1”项下色谱条件分别进样1、2、5、10、15、20 μL，

记录 pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李

苷 A、大黄素的峰面积，以大黄素为内参物计算 fi/s：fi/s＝

（As/Cs）/（Ai/Ci）；式中，As为内参物峰面积，Cs为内参物质

量浓度，Ai为待测成分峰面积，Ci为待测成分质量浓度。

平行测定3次，计算平均值。结果显示，pleuropyrone A、

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷 A 的 fi/s平均值分别

为 1.147 2、0.874 7、0.644 4，RSD 分别为 2.15%、1.11%、

0.78%（n＝3）。

（2）不同仪器、色谱柱对 fi/s 的影响。本研究分别考

察了不同仪器、不同色谱柱对 fi/s的影响，实验重复 3次。

结果显示，分别采用 Waters e2695型和 Agilent 1260 In‐

finity Ⅱ型 HPLC 仪，以 Agilent ZORBAX SB-C18、Waters 

XBridge® C18、ECHWAY GOWONTM C18 为色谱柱进行检

测时，pleuropyrone A的 fi/s分别为1.151 3、1.126 1、1.134 4、

1.163 5、1.136 5、1.134 3，平均值为 1.141 0[RSD＝1.20%

（n＝6）]；大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷的 fi/s分别为0.892 9、

0.868 5、0.875 6、0.893 4、0.871 3、0.870 5，平 均 值 为

0.878 7[RSD＝1.30%（n＝6）]；欧鼠李苷 A 的 fi/s 分别为

0.629 4、0.640 1、0.633 8、0.637 4、0.645 1、0.639 8，平均

值为 0.637 6[RSD＝0.86%（n＝6）]。上述结果表明，不

同品牌 HPLC 仪、不同色谱柱对 fi/s的影响不大。

表1　紫九牛中4种化学成分的线性关系考察结果

成分
pleuropyrone A

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷
欧鼠李苷 A

大黄素

回归方程
Y＝3 990 420.89X－42 750.43

Y＝3 068 138.36X－21 006.97

Y＝2 268 099.04X－13 734.12

Y＝3 545 410.20X－89 201.43

r

0.999 7

0.999 6

0.999 6

0.999 6

线性范围/μg

0.028 1～0.561 6

0.018 0～0.360 8

0.013 4～0.268 0

0.045 9～0.917 6

表2　加样回收率试验结果（n＝6）

成分

pleuropyrone A

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷

欧鼠李苷 A

大黄素

取样量/g

0.115 4

0.114 2

0.123 0

0.110 8

0.118 2

0.114 6

0.115 4

0.114 2

0.123 0

0.110 8

0.118 2

0.114 6

0.115 4

0.114 2

0.123 0

0.110 8

0.118 2

0.114 6

0.115 4

0.114 2

0.123 0

0.110 8

0.118 2

0.114 6

样品含
量/mg
0.286

0.283

0.305

0.274

0.292

0.284

0.177

0.175

0.189

0.170

0.182

0.176

0.139

0.137

0.148

0.133

0.142

0.138

0.480

0.475

0.512

0.461

0.492

0.477

加入量/

mg
0.281

0.281

0.281

0.281

0.281

0.281

0.180

0.180

0.180

0.180

0.180

0.180

0.134

0.134

0.134

0.134

0.134

0.134

0.459

0.459

0.459

0.459

0.459

0.459

测得量/

mg
0.564

0.566

0.578

0.551

0.578

0.563

0.353

0.356

0.373

0.349

0.364

0.359

0.276

0.270

0.279

0.269

0.272

0.271

0.935

0.938

0.960

0.931

0.942

0.933

加样回
收率/%

98.93

100.71

97.15

98.58

101.78

99.29

97.78

100.56

102.22

99.44

101.11

101.67

102.24

99.25

97.76

101.49

97.01

99.25

99.13

100.87

97.60

102.40

98.04

99.35

平均加样
回收率/%

99.41

100.46

99.50

99.56

RSD/

%
1.64

1.62

2.05

1.80
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（3）不同流速对 fi/s的影响。本研究考察了流速分别

为 0.80、0.85、0.90、0.95、1.00、1.05 mL/min 时对 fi/s 的影

响，实验重复3次。结果显示，在上述不同流速下，pleu‐

ropyrone A 的 fi/s分别为1.146 5、1.148 5、1.149 0、1.146 7、

1.145 9、1.141 7，平 均 值 为 1.146 4[RSD＝0.23%（n＝

3）]；大 黄 素 -8-O-β -D- 葡 萄 糖 苷 的 fi/s 分 别 为 0.880 0、

0.871 2、0.878 3、0.876 7、0.876 4、0.873 7，平 均 值 为

0.876 1[RSD＝0.36%（n＝6）]；欧鼠李苷 A 的 fi/s 分别为

0.649 3、0.649 7、0.648 7、0.649 5、0.646 5、0.644 4，平均

值为 0.648 0[RSD＝0.33%（n＝6）]。上述结果表明，流

速对 fi/s无显著影响。

（4）不同柱温对 fi/s的影响。本研究还考察了柱温分

别为 20、25、30、35 ℃时对 fi/s 的影响，实验重复 3次。结

果显示。在不同柱温条件下，pleuropyrone A 的 fi/s 分别

为 1.137 3、1.124 0、1.127 0、1.122 0，平均值为 1.127 6

[RSD＝0.60%（n＝4）]；大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷的 fi/s分

别为 0.876 8、0.865 7、0.866 0、0.864 5，平均值为 0.868 3

[RSD＝0.66%（n＝4）]；欧鼠李苷 A 的 fi/s 分别为 0.636 9、

0.638 3、0.639 5、0.631 8，平均值为 0.636 6[RSD＝0.53%

（n＝4）]。上述结果表明，柱温对 fi/s无显著影响。

2.2.11　色谱峰的定位

精密吸取“2.2.2”项下混合对照品溶液，按“2.2.1”项

下色谱条件进样检测，记录 pleuropyrone A、大黄素-8-O-

β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷 A、大黄素的保留时间，以大黄

素为内参物计算各成分的相对保留值（R）：R＝tRi/tRs；式

中，tRi为待测成分的保留时间，tRs为内参物大黄素的保留

时间。平行测定 3次，取平均值。结果显示，分别采用

Waters e2695型和 Agilent 1260 Infinity Ⅱ型 HPLC 仪，以

Agilent ZORBAX SB-C18、Waters XBridge® C18、ECHWAY 

GOWONTM C18为色谱柱进行检测时，pleuropyrone A 的 R

分别为0.197 7、0.192 4、0.178 3、0.198 0、0.194 0、0.177 1，

平 均 值 为 0.189 6[RSD＝4.99%（n＝6）]；大 黄 素 -8-O-

β -D- 葡 萄 糖 苷 的 R 分 别 为 0.339 7、0.351 6、0.319 3、

0.343 2、0.355 6、0.318 9，平均值为 0.338 1[RSD＝4.66%

（n＝6）]；欧鼠李苷A的R分别为0.673 5、0.700 1、0.656 4、

0.682 6、0.709 2、0.661 5，平均值为 0.680 6[RSD＝3.08%

（n＝6）]。结果表明，不同品牌 HPLC 仪、不同色谱柱对

R 的影响较小，可对色谱峰准确定位。

2.2.12　样品中大黄素等4种化学成分的含量测定

取10批紫九牛药材样品，采用ESM对pleuropyrone A、

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷 A、大黄素进行含

量测定，并与 QAMS 法计算的结果进行比较，以验证

QAMS 法用于紫九牛中4种成分含量测定的准确度及可

靠性。平行测定3次，取平均值。结果显示，2种方法所

测结果无明显差异（RSD＜3.00%，n＝3），详见表3。

3　讨论

3.1　供试品溶液制备方法与色谱条件的考察

本研究对供试品溶液的制备方法进行了单因素考

察，包括不同提取溶剂（甲醇、50% 乙醇、95% 乙醇、无水

乙醇）、不同提取方式（超声提取、回流提取）、不同取样

量（0.2、0.5 g）、不同提取时间（20、40、60 min），最终确定

了 0.2 g 紫九牛药材粉末用甲醇 25 mL 超声提取 40 min

的供试品溶液制备方法。

本研究考察了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-0.1% 磷酸溶

液、乙腈 -0.1% 磷酸溶液等流动相系统，最终选择乙

腈-0.1% 磷酸溶液作为流动相进行梯度洗脱，此条件下

所得4种化学成分色谱峰的分离度均大于1.5、峰形较好

且干扰峰少。通过 HPLC-光电二极管阵列检测器在

210～400 nm 波长范围内对4种化学成分进行全波长扫

描，结果显示，在269 nm 波长处的吸收较好，且各种条件

均满足 HPLC 定量分析的要求，故选择269 nm 作为最终

的检测波长。

3.2　含量测定方法的考察

为 了 保 证 紫 九 牛 中 pleuropyrone A、大 黄 素 -8-O-

β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷、大黄素 4个定量指标的准确

性，本研究首先对其线性关系及范围、精密度、重复性、

稳定性、加样回收率等进行了方法学考察，在确定各指

标符合要求的情况下，继续考察不同流速、柱温、色谱柱

以及不同仪器对各化学成分 fi/s的影响。结果发现，不同

因素的改变对各化学成分 fi/s的影响较小，表明该方法具

有较好的耐用性。同时，本研究对4种化学成分在紫九牛

药材中的存在性进行了定性分析，以确证 pleuropyrone 

A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧鼠李苷、大黄素存在于

紫九牛药材中，并分别考察了在不同品牌 HPLC 仪、色

谱柱条件下 R 的变化，结果显示 R 的变化较小；此外，本

研究还对 10批紫九牛药材中上述 4种化学成分的色谱

峰进行了定位，结果显示定位效果较好。上述内容确保

了本研究中 QAMS 法的适用性和可行性。

综上所述，本研究从瑶药紫九牛中提取分离得到了

大黄素、pleuropyrone A、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷、欧

表3　紫九牛中4种化学成分的含量测定结果（n＝3）

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

大黄素/

（mg/g）

0.483

0.974

0.513

0.612

1.434

1.118

3.445

2.841

2.983

4.163

pleuropyrone A

QAMS 法/

（mg/g）

0.846

0.679

1.140

0.790

1.161

1.194

1.425

1.181

1.156

2.453

ESM/

（mg/g）

0.836

0.666

1.129

0.803

1.173

1.174

1.410

1.177

1.141

2.476

RSD/%

1.10

1.37

0.69

1.15

0.73

1.19

0.75

0.24

0.92

0.66

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷
QAMS 法/

（mg/g）

0.158

0.366

0.175

0.175

0.483

0.441

0.414

0.416

0.398

1.531

ESM/

（mg/g）

0.152

0.358

0.178

0.172

0.473

0.436

0.421

0.408

0.391

1.536

RSD/%

2.74

1.56

1.20

1.22

1.48

0.81

1.19

1.37

1.25

0.23

欧鼠李苷 A

QAMS 法/

（mg/g）

0.185

0.167

0.191

0.141

0.417

0.265

0.648

0.467

0.406

1.212

ESM/

（mg/g）

0.189

0.162

0.196

0.139

0.412

0.269

0.642

0.461

0.412

1.203

RSD/%

1.51

2.15

1.83

1.01

0.85

1.06

0.66

0.91

1.04

0.53
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鼠李苷 A 4种化学成分（其中后 3种化学成分均为首次

从该药材中分离得到），并以大黄素为内参物，采用

QAMS 法对紫九牛中上述 4种化学成分进行了含量测

定，同时与 ESM 所得结果进行了比较，结果显示 2种方

法 的 含 量 测 定 结 果 无 明 显 差 异。这 表 明 所 建 立 的

HPLC-QAMS 法稳定、可靠，可用于紫九牛中4种化学成

分的含量测定和该药材的质量控制。
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