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刺玫叶中金丝桃苷和总黄酮含量的测定
钟方丽，王晓林*，孙晓雨，王建刚

(吉林化工学院化学与制药工程学院，吉林 吉林 132022)

摘  要：目的：建立测定刺玫叶中金丝桃苷和总黄酮含量的方法。方法：以芦丁为对照品，采用紫外分光光

度法于418nm测定总黄酮含量；采用高效液相色谱法测定金丝桃苷含量，采用Shim-pack VP-ODS C18色谱柱

(150mm×4.6mm，5μm)，流动相为甲醇-0.5%磷酸(45:55，V/V) 溶液，检测波长为360nm，流速为1.0mL/min，柱温

40℃。结果：总黄酮在0.02～0.12mg/mL (R2＝0.9996)、金丝桃苷在9.60～57.60μg/mL(R2＝0.9993)质量浓度范围内呈

良好线性关系；总黄酮和金丝桃苷平均回收率分别为100.87%和100.36%，RSD分别为2.79%和2.26%。结论：所建

立的方法快速、准确、操作简便，适用于刺玫叶中金丝桃苷和总黄酮的含量测定。
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山刺玫(Rosa davurica Pall.)系蔷薇科蔷薇属植物，其

花、果、根均可入药[1]，具有预防和治疗心脑血管疾病的

作用、抗肿瘤作用、增强免疫系统作用、抗衰老及保肝

的作用[2-3]。山刺玫的果实是一种经济价值极高的野生果

类，可以作果酱、果酒、提取橘黄色染料，山刺玫的

花可以制玫瑰酱或提香精，山刺玫的种子能榨油，山刺

玫的叶能制成茶叶，天然植物山刺玫是一种不可多得的

食、药同源的宝贵资源，刺玫果中总黄酮的提取、分离

与分析已有研究[4-6]，相关文献[7-8]也报道了刺玫果中黄酮

类化合物金丝桃苷和槲皮素的含量测定方法，但山刺玫

果实的资源远远少于山刺玫叶，而针对山刺玫叶的研究

比较少，为了充分开发利用山刺玫叶，本实验对刺玫叶

中总黄酮和金丝桃苷的含量测定方法进行研究，拟建立

刺玫叶中总黄酮和金丝桃苷的含量测定方法，为刺玫叶

的进一步研究与开发提供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 

刺玫叶采自吉林市丰满区白山乡，经吉林化工学院药学

系鉴定为蔷薇科蔷薇属植物山刺玫(Rosa davurica Pall.)的叶。

金丝桃苷、芦丁对照品 中国食品药品检定研究

院；甲醇(色谱纯) 天津大茂化学试剂公司；水为重蒸

馏水；其余所用试剂均为分析纯。
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1.2 仪器与设备

LC-20AB型液相色谱仪、SPD-M20A二极管阵列检

测器、Shim-pack VP-ODS C18色谱柱(150mm×4.6mm，

5μm) 日本岛津仪器有限公司； BP211D 型电子天平 

德国Sartorius公司；RT-08手提式高速中药粉碎机 大德

乐机械有限公司；JBT/CYCL型超声波药品处理机 济

宁金百特电子有限责任公司；752N紫外-可见分光光度计 

上海精密科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 金丝桃苷含量的测定

精密称取干燥至恒质量的金丝桃苷对照品2.4mg，加

甲醇溶解并定容至25mL容量瓶，摇匀，即得质量浓度为

0.096mg/mL的金丝桃苷对照品溶液[9]。

称取刺玫叶粉末1.0g，加25mL 50%乙醇溶液，超声

(350W，35kHz)提取30min，过滤，收集提取液，滤渣加

入25mL 50%乙醇溶液，重复提取2次，过滤，合并3次提

取液，过滤，转移至100mL 容量瓶中并用50%乙醇溶液

稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜(0.45μm)过滤，取续滤液

作为样品溶液[10]。

色谱条件：Sh im-pack  VP-ODS C 18(4 .6mm× 

150mm，5μm)色谱柱；流动相：甲醇-0.5%磷酸溶液

(45:55，V/V)；流速：1.0mL/min；柱温：40℃；进样

量：20μL；检测波长：360nm。

1.3.2 总黄酮含量的测定

精密称取在120℃干燥至恒质量的芦丁20.0mg，置

100mL容量瓶中，加入60%乙醇溶液超声使其溶解，放冷

并稀释至刻度[11]，摇匀，即得1mL含无水芦丁0.20mg的

芦丁对照品溶液。样品溶液制备方法同1.3.1节中样品溶

液制备方法。以芦丁为对照品，采用紫外-分光光度法于

418nm波长处测定含量。

1.3.3 制备方法对金丝桃苷含量的影响

称取刺玫叶粉末适量，料液比为1:25(g/mL)，加入

50%乙醇溶液超声提取2次，每次分别提取30、40min，

过滤，滤液合并并定容至50mL容量瓶中，微孔滤膜

滤过，取续滤液作为样品溶液，进样20μL，记录色谱

图。将所得提取液测得的金丝桃苷峰面积对应提取时

间作图。固定其他条件，分别考察提取时间(20、30、

40min)、提取次数(1、2、3、4次)、料液比(1:20、1:25、

1:30)对金丝桃苷含量的影响。

1.3.4 制备方法对黄酮含量的影响

称取刺玫叶粉末各2.5、2.0g，分别加入50mL 50%乙醇

溶液，均连续超声提取5次，并把上述两种不同质量的原料

每次的提取液分别定容于50mL容量瓶作为样品溶液。吸取

1mL样品溶液于10mL容量瓶中，加入2mL 1mol/L三氯化铝

溶液，pH5.2 醋酸-醋酸钠缓冲溶液1mL，用50%乙醇溶

液稀释到刻度，放置40℃水浴中加热显色15min，以样品

溶液为空白试剂，测定吸光度，探索料液比和提取次数

对黄酮含量的影响。

称取1.0g刺玫叶粉末，加入25mL 50%乙醇溶液于

50mL锥形瓶中，超声提取30min，过滤并保留滤液，重

复提取2次，合并滤液定容至100mL容量瓶，摇匀，吸取

1mL样品溶液于10mL容量瓶中，加入2mL 1mol/L三氯化

铝溶液，pH5.2醋酸-醋酸钠缓冲溶液1mL，用50%乙醇溶

液稀释到刻度，放置40℃水浴中分别加热显色10、15、

20、25、30min，以样品溶液为空白试剂，测定吸光度，

探索水浴中的显色时间对黄酮含量测定的影响。

2 结果与分析

2.1 金丝桃苷含量的测定

2.1.1 检测波长的选择 

文献报道金丝桃苷在355[12]、360[13]、363nm[14]等波

长处有最大吸收。通过实验比较，在上述3个波长处[7]金

丝桃苷的峰面积值和分离度分别为19004.8、19529.4、

19386.3和3.570、3.952、3.901，根据实验结果和参考文

献确定360nm为检测波长。

2.1.2 流动相条件的选择

本实验对流动相进行了选择 [ 1 5 - 1 6 ]，分别考察甲

醇-0.5%磷酸(45:55，V/V)、甲醇-0.4%乙腈(17:83，V/

V)、甲醇-水-冰醋酸(48:52:1，V/V)对刺玫叶中金丝桃苷

的分离度。结果流动相为甲醇-0.4%乙腈(17:83，V/V)时

峰型较差，出峰时间太短为3.185min，无法将金丝桃苷

与其他成分有效分离；流动相为甲醇-水-冰醋酸(48:52:1，

V/V)时出峰时间为10.698min，分离度为2.526；流动相为

甲醇-0.5%磷酸 (45:55，V/V)时出峰时间为17.132min，

分离度为3.952，峰型较好，故选择甲醇-0.5%磷酸溶液

(45:55，V/V)为流动相。

2.1.3 线性范围

吸取金丝桃苷对照品溶液1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0mL，分别置10mL容量瓶中 [17]，加入60%乙醇溶液

定容至刻度，摇匀，制得系列对照品溶液。分别吸取

20μL，注入液相色谱仪，记录峰面积，以对照品溶液进

样量为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线，回归方

程为：Y＝25144.5686X＋159.1334，R2＝0.9993，结果表

明金丝桃苷进样质量浓度在9.60～57.60μg/mL范围内呈良

好线性关系。将上述金丝桃苷对照品溶液继续稀释，制

得不同质量浓度的对照品溶液，进行HPLC分析，直到信

噪比为3时，记录所进样品的质量浓度，即为该方法的检

出限[18]。本方法所测检出限为0.0384mg/mL。

2.1.4 精密度实验 

吸取质量浓度为0.0480mg/mL的金丝桃苷对照品溶

液，按1.3.1节中的色谱条件，连续进样6次[19]，每次进样
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20μL，记录金丝桃苷的峰面积，结果金丝桃苷的RSD为

1.29%，结果表明精密度良好，结果见表1。

表 1 精密度实验结果

Table 1 Precision of the HPLC method for determination of 

hyperoside

序号 1 2 3 4 5 6
保留时间/min 16.893 16.912 16.858 16.863 16.858 16.893

峰面积 25041.699 25109.400 25534.602 25038.100 25785.299 25015.852

2.1.5 稳定性实验

称取干燥的刺玫叶粉末适量，按照1.3.1节中的方法

制备样品溶液，室温下放置，分别于0、1、2、3、4h进样

20μL，记录色谱图，结果金丝桃苷的峰面积RSD为1.01%，

表明样品溶液在4h内稳定。实验结果见表2。

表 2 稳定性实验数据

Table 2 Stability of the HPLC method for determination of hyperoside

放置时间/h 0 1 2 3 4

保留时间/min 17.198 16.898 16.832 16.865 16.032

峰面积 21235.199 21017.301 20733.400 20731.699 20909.400

2.1.6 重复性实验

称取同一批号的药材粉末5份，每份各1.0g，按1.3.1

节中方法制备5份样品溶液，各进样20μL，进行测定，结

果金丝桃苷的峰面积RSD为1.83%，结果表明方法有良好

的重复性。实验结果见表3。

表 3 重复性实验数据

Table 3 Repeatability of the HPLC method for determination of 

hyperoside

序号 1 2 3 4 5
保留时间/min 17.198 16.698 16.732 16.765 16.765

峰面积 21235.199 20335.801 20511.801 20856.400 21100.400

2.1.7 加标回收率实验

精密称取5份已知含量(4.222mg/g)的样品0.08g，每份

精密加入0.096mg/mL金丝桃苷对照品溶液3.8mL，按照

1.3.1节中的方法制备样品溶液，定容到10mL容量瓶中，

微孔滤膜滤过，按上述色谱条件各进样20μL，记录峰面

积，计算回收率，金丝桃苷的平均回收率为100.36%，

RSD为2.26%。结果见表4。

表 4 加标回收率实验结果

Table 4 Recovery of the HPLC method for determination of 

hyperoside

取样量/g 样品含量/mg 对照品加入量/mg 测得总量/mg 回收率/%
0.0804 0.3395 0.3648 0.6958 97.65
0.0809 0.3416 0.3648 0.7163 102.71
0.0801 0.3382 0.3648 0.7116 102.36
0.0802 0.3386 0.3648 0.6978 98.46
0.0805 0.3399 0.3648 0.7070 100.63

2.1.8 样品测定

分别取对照品溶液，样品溶液各20μL，注入液相色

谱仪，按1.3.1节中的色谱条件测定，记录色谱图，结

果见图1。
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图 1 样品溶液(A)与金丝桃苷对照品溶液(B)的色谱图比较

Fig.1 HPLC chromatograms of sample solution (A) and hyperoside 

reference substance solution (B)

称取3批干燥的刺玫叶粉末适量，按上述色谱条件各

进样20μL，记录峰面积，计算含量，结果3批刺玫叶中金

丝桃苷的含量分别为4.036、4.229、4.362mg/g，平均含

量为4.209mg/g。

2.2 总黄酮含量的测定 

2.2.1 检测波长的选择 

吸取样品溶液、芦丁对照品溶液各1mL于10mL容量

瓶中，加入2mL 1mol/L的三氯化铝溶液，pH5.2的醋酸-

醋酸钠缓冲溶液1mL，加入60%乙醇溶液稀释到刻度，摇

匀，放置40℃水浴中加热显色15min[20]，以样品溶液为空

白试剂，在300～500nm范围内进行波长扫描，样品溶液

和对照品溶液在418nm处均有最大吸收，由此确定检测

波长为418nm。

2.2.2 线性范围

吸取芦丁对照品溶液1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0mL分别放置于10mL容量瓶中，各加入2mL 1mol/L三

氯化铝溶液，1mL醋酸-醋酸钠缓冲溶液(pH5.2)，分别

用60%乙醇溶液稀释至刻度，摇匀，放置40℃水浴中加

热显色15min，以60%乙醇溶液为空白试剂，在418nm

处测吸光度，以对照品质量浓度C(mg/mL)为横坐标，

吸光度(A)为纵坐标，绘制标准曲线。回归方程：A＝

28.58929C－0.02933，R2＝0.9996。结果表明芦丁进样质

量浓度在0.02～0.12mg/mL范围内呈良好的线性关系。

2.2.3 精密度实验 

精密吸取2.2.2节中质量浓度0.06mg/mL的芦丁对照品
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溶液，连续测定6次吸光度，记录数据，RSD为 0.51%，

结果表明精密度良好。

2.2.4 稳定性实验 

称取干燥的刺玫叶粉末5.0g，置50mL锥形瓶中，按

1.3.2节中方法制备样品溶液，分别于0、30、60、90、

120min进行测定，记录吸光度，结果表明样品溶液在实

验条件下60min 内基本稳定，可满足测定要求。

2.2.5 重复性实验 

称取同一批号干燥的刺玫叶粉末5份，每份1.0g，按

1.3.2节中方法制备5份样品溶液，测定其吸光度，RSD为

1.39%，说明此方法重复性较好。

2.2.6 加标回收率实验

称取5份已知含量(16.941mg/g)的刺玫叶粉末，每份

0.5g，精密称定，每份加入芦丁对照品8.5mg，按照1.3.2

节中方法制备样品溶液，测定吸光度，计算回收率，芦

丁的平均回收率为100.87%，RSD为2.79%。结果表明总

黄酮回收率良好，方法准确性较高，具有可行性。具体

结果见表5。

表 5 加标回收率实验结果

Table 5 Recovery of the spectrophotometric method for determination 

of total flavonoids

取样量/g 样品含量/mg 对照品加入量/mg 测得总量/mg 回收率/%
0.5056 8.565 8.50 16.766 96.48
0.5054 8.562 8.61 17.606 102.04
0.5038 8.535 8.53 17.046 99.78
0.5020 8.504 8.50 17.221 102.55
0.5062 8.576 8.59 17.466 103.50

2.2.7 样品测定

称取3批干燥的刺玫叶样品各1.0g，置于50mL锥形

瓶中，按1.3.2节中方法制备样品溶液，测定吸光度，

结果3批刺玫叶中总黄酮的含量分别为16.537、16.158、

16.127mg/g，平均含量为16.274mg/g。

2.3 制备方法对金丝桃苷和黄酮含量的影响

2.3.1 制备方法对金丝桃苷含量的影响 

2.3.1.1 提取时间

20 30 40
34000
35000
36000
37000
38000
39000
40000
41000

/min

图 2 提取时间对金丝桃苷提取效果的影响

Fig.2 Effect of extraction time on the extraction efficiency of hyperoside

由图2可知，30、40min提取的金丝桃苷量相差不

多，所以选择提取时间为30min。

2.3.1.2 超声次数

由于第4次已不能检测出金丝桃苷，故只将第1、2、

3次提取液测得的金丝桃苷峰面积对应超声次数作图，见

图3。结果表明，超声提取3次，刺玫叶中的金丝桃苷几

乎提取完全。

321
0

10000

20000
30000
40000

50000
60000

图 3 提取次数对金丝桃苷提取效果的影响

Fig.3 Effect of number of repeated extractions on the extraction efficiency 

of hyperoside

2.3.1.3 料液比

1:20 1:25 1:30
34000

36000

38000

40000

42000

图 4 料液比对金丝桃苷提取效果的影响 

 Fig.4 Effect of material/liquid ratio on the extraction efficiency of 

hyperoside

图4表明，料液比 1:25的测得金丝桃苷含量最高，即

提取效率最好，因此选用料液比1:25进行提取。

2.3.2 制备方法对总黄酮含量的影响

2.3.2.1 料液比和提取次数

表 6 料液比1:20和1:25时提取次数对总黄酮含量的影响

Table 6 Effect of material/liquid ratio on results of determination of 

total flavonoids

料液比
提取第次

1 2 3 4 5

1:20
吸光度 1.120 0.510 0.258 0.135 0.088

总黄酮的量/mg 20.10 9.43 5.03 2.87 2.05

占总量百分比/% 50.91 23.89 12.74 7.27 5.19

1:25
吸光度 1.410 0.312 0.133 0.046 0.026

总黄酮的量/mg 25.173 5.970 2.839 1.137 0.968

占总量百分比/% 69.41 16.46 7.83 3.63 2.67

表6表明，当料液比为1:20时，第5次提取所得提

取液中的总黄酮的量仍占总量的5.19%，说明此料液比

相对较小，尚不能将黄酮提取完全。而当料液比为1:25

时，第5次提取所得提取液中的总黄酮的量仅占总量的
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2.67%，所以从节省能源和黄酮提取效率等因素综合考

虑，选择料液比为1:25，用50%乙醇溶液超声提取3次，

每次30min，此时提取总黄酮的量约占总量的94%，即药

材中的总黄酮提取相对较完全。 

2.3.2.2 水浴显色时间 

表7表明，水浴温度40℃条件下，水浴显色15min后吸光

度变化很小，比较稳定，故选择水浴中显色时间为15min。

表 7 水浴显色时间对总黄酮含量的影响

Table 7 Effect of water bath heating time for color development on 

results of determination of total flavonoids

显色时间/min 10 15 20 25 30

吸光度 0.436 0.456 0.457 0.457 0.490

3 结 论

本实验分别采用HPLC、UV法对刺玫叶中金丝桃

苷、总黄酮的含量测定进行了相关的探索，为进一步开

发和综合利用刺玫叶提供了理论依据，本实验建立的含

量测定方法操作合理简便，方法精密度高，重复性及线

性关系良好，回收率较好，可为刺玫叶的质量控制提供

了研究基础。
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