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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立反向高效液相色谱（RP唱HPLC）法比较沙棘叶发酵前后芦丁 、异槲皮苷 、水仙苷 、异鼠李素唱３唱O唱葡萄
糖苷含量的变化 。方法 　 沙棘叶及其发酵茶水提液浓缩干燥后用 ７０％ 乙醇溶解 ，分析采用 HPLC 法 ，Extend唱C１８色谱柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，流动相为乙腈唱０ ．１％ 甲酸水溶液 ，流速 １ ml／min ，检测波长为 ３５６ nm ，柱温 ３０ ℃ 。结果 　沙棘叶

中芦丁含量较高 。经过发酵后 ，除异槲皮苷含量略有升高外 ，异鼠李素唱３唱O唱葡萄糖苷含量变化不大 ，芦丁 、水仙苷含量均有所

下降 。上述 ４种成分在一定范围内呈现良好的线性关系 ，相关系数 r均大于 ０ ．９９９７ ；精密度 、重复性和稳定性良好 ；加样回收

率在 ９６％ ～ １０３％ 之间 。结论 　沙棘叶发酵降低了芦丁和水仙苷含量 ，增加了异槲皮苷含量 。该法简便 、可靠 ，可为沙棘叶和

沙棘叶发酵茶的质量评价提供科学依据 。

　 　 ［关键词］ 　反向高效液相色谱 ；沙棘叶 ；发酵 ；黄酮苷
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Content variation of four flavonoid glycosides in Hippophae rhamnoides L ．leav唱
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［Abstract］ 　 Objective 　 To compare the changes of four flavonoid glycosides in the leaves of H ip pophae rhamnoides L ．

before and after fermentation ．Methods 　 The water ex tract of Hippophae rhamnoides L ．leaves and its fermented tea were con唱
centrated and desiccated ．The dry extracts were dissolved in ７０％ ethanol ．The chromatographic separation was performed with
RP唱HPLC method on an Extend唱C１８ column （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ．Acetonitrile唱０ ．１％ formic acid was selected as mobile
phase at the flow rate of １ ．０ ml／min ．The detection wavelength was ３５６ nm and the column temperature was ３０ ℃ ．Results 　
The rutin content was high in the leaves of H ip pophae rhamnoides L ．After fermentation ，isoquercitrin content was increased ，

while the contents of rutin and narcissoside were reduced and isorhamnetin唱３唱O唱glucoside stayed unchanged ．There was a good
linear relationship between the concentration and peak areas of the four compounds （r＞ ０ ．９９９７） ．The average recoveries were
between ９６％ 唱１０３％ ．Conclusion 　 This established method is rapid and reliable ，which can be used for the quality control of
H ip pophae rhamnoides L ．leaves and its fermented tea ．

　 　 ［Key words］ 　 RP唱HPLC ；H ip pophae rhamnoides L ．leave ；fermentation ；flavonoid glycosides

　 　 沙棘叶为胡颓子科 （Elaeagnaceae）植物沙棘
（H ip pophae rhamnoides L ．）的干燥叶子 ，在我国

分布较为广泛 ，于华北 、西北 、西南地区均有分

布［１ ，２］
。沙棘叶化学成分丰富 ，主要含有多糖类 、黄

酮类 、多酚类和萜类等［３］
。药理研究表明沙棘叶具

有抗炎［４］
、抗疲劳［５］

、抗氧化和抗菌［６］等多种活性 。

中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会（２０１３

年第 ３号文件）将沙棘叶作为普通食品管理 ，为沙棘

叶作为功能食品开发提供了依据 。

　 　目前对沙棘的研究主要集中在沙棘果 ，枟中华人

民共和国药典枠 （２０１５ 年版一部）收录的也是沙棘

果［７］
。有研究表明沙棘叶中黄酮类成分与沙棘果相

似 ，但含量较沙棘果高［８］
，因此 ，沙棘叶的开发利用

价值更高 。沙棘叶中黄酮成分含量研究多是水解后
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测定苷元槲皮素 、山奈酚 、异鼠李素的含量［９］
，对沙

棘叶发酵前后黄酮苷含量变化未见报道 。本实验通

过建立 HPLC检测方法 ，对沙棘叶发酵前后 ４种黄

酮苷类成分含量的变化进行比较研究 ，为进一步探

讨沙棘叶的质量控制提供依据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　 仪器 　 Agilent １２００ 高效液相色谱仪 （美国

Agilent 公司） ，包括 G１３２２A 自动脱气机 、G１３１１A
真空泵 、G１３２９A 自动进样器 、G１３１６A 柱温箱 、

G１３１５B DAD 检测器 ；Extend唱C１８ （４畅６ mm ×

２５０ mm ，５ μm）色谱柱 ；AL１０４万分之一电子天平
［梅特勒唱托利多仪器（上海）有限公司］ ；BP２１１D十
万分之一电子天平 （Sartorius 公司） ；旋转蒸发仪

（RE唱５２C上海青浦沪西仪器厂） ；USC唱７０２ 超声波
清洗器（上海波龙电子设备有限公司） ；HWS２４ 型
电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司） 。

1 ．2 　试药 　对照品芦丁（批号 ：YM０３１３SA１４ ，上海

源叶生物科技有限公司） ，异槲皮苷（批号 ：１５０６１７） 、

水仙苷（批号 ：１１０７２２） 、异鼠李素唱３唱O唱葡萄糖苷（批

号 ：１５０７２１）均购自上海融禾医药科技发展有限公

司 ，以上标准品纯度均 ＞ ９８％ 。流动相所用乙腈为

色谱纯 ，甲酸为分析纯 ，均购自国药集团化学试剂有

限公司 ，水为娃哈哈纯净水 。沙棘叶和发酵后的沙

棘茶由宜兴市茗峰茶叶有限公司提供 （生产批号 ：

２１０５１１２４０８ 、２０１５０６２３０３ 、２０１５０６１２０７ 、２０１５０７０２０１唱

１ 、２０１５０７０２０１唱２） ，沙棘叶由第二军医大学药学院生

药学教研室秦路平教授鉴定 ，以上标本凭证保存于

第二军医大学药学院植物标本馆 。

2 　方法与结果

2 ．1 　色谱条件的选择 　采用美国 Agilent １２００ 高
效液相色谱仪 ，Extend唱C１８柱 （４畅６ mm × ２５０ mm ，

５ μm） ；流动相为乙腈唱０畅１％ 甲酸水溶液梯度洗脱

（０ ～ ５ min ，１４％ 乙腈 ；５ ～ １０ min ，１４％ ～ １８％ 乙

腈 ；１０ ～ １６ min ，１８％ ～ ２０％ 乙腈 ；１６ ～ ２０ min ，

２０％ ～ ２８％ 乙腈 ；２０ ～ ２５ min ，２８％ ～ ３２％ 乙腈 ；

２５ ～ ３０ min ，３２％ ～ ４５％ 乙腈） ，流速为 １ ml／min ，

柱温为 ３０ ℃ ，检测波长 ３５６ nm ，进样量 １０ μl 。色
谱图见图 １ 。

2 ．2 　混合对照品溶液的制备 　 精密称取对照品芦

丁 ７畅０１ mg 、异槲皮苷 ２畅３２ mg 、水仙苷 ４畅８５ mg 、异
鼠李素 ３唱O唱葡萄糖苷 ２ ．１０ mg ，将上述对照品溶于
７０％ 乙醇溶液中 ，２５ ml容量瓶定容 ，配制混合对照

品溶液 。精密量取 ０畅５ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ ml 于 ２５ ml 容

量瓶中定容 ，过 ０畅４５ μm 微孔滤膜 ，４ ℃ 冰箱中保

存 ，备用 。

2畅3 　供试品溶液的制备 　 称取沙棘叶和发酵后的

沙棘叶茶各 ２畅５ mg ，置于 ２５０ ml 圆底烧瓶中加水
２００ ml ，９０ ℃回流提取 ２次 ，每次 １５ min ，过滤 ，２次

提取液分别浓缩蒸干 ，观察色泽及计算干浸膏量 ；浸

膏用 ７０％ 乙醇溶解 ，定容于 ５０ ml 容量瓶中 ，过

０畅４５ μm微孔滤膜 ，即得 。

图 1 　沙棘叶中 4种黄酮苷成分的 HPLC图
A ．对照品 ；B ．沙棘叶样品 ；１ ．芦丁 ；２ ．异槲皮苷 ；

３ ．水仙苷 ；４ ．异鼠李素唱３唱O唱葡萄糖苷

2 ．4 　方法学考察
2 ．4 ．1 　 线性关系 、检测限（LOD）与定量限（LOQ ）
　取“２畅１”项下不同浓度混合对照品溶液 ，进样量为

１０ μl ，按“２畅３”项下色谱条件注入液相色谱仪中 ，重

复进样 ３次 ，记录色谱峰面积 。以浓度（X ）为横坐
标 ，峰面积平均值（Y ）为纵坐标 ，绘制标准曲线并进

行回归计算 ，各成分回归方程和线性范围分别为芦

丁 ：Y ＝ ８ ３８８畅１７５ １X ＋ ３畅９４０２ ，r ＝ ０畅９９９ ９ ，线性范

围 １０畅４０ ～ １６７畅００ μg／ml ，LOD 和 LOQ 分别为
０畅３５ 和 １畅１２ μg／ml ； 异 槲 皮 苷 ： Y ＝

１１ ４７３畅４３３ １ X ＋ ２畅６２１ ３ ，r ＝ ０畅９９９ ７ ，线性范围

１畅６０ ～ ２５畅６０ μg ／ml ，LOD 和 LOQ 分别为 ０畅２７和

０畅８６ μg／ml ；水 仙 苷 ： Y ＝ １０ ２９０畅３１１ ７X －

２２畅３６９ ５ ， r ＝ ０畅９９９ ７ ，线 性 范 围 ３畅６０ ～

２８畅８０ μg／ml ，LOD 和 LOQ 分 别 为 １畅０４ 和

３畅２６ μg／ml ；异 鼠 李 素唱３唱O唱葡 萄 糖 苷 ： Y ＝

１１ １０３畅４０６ ５ X ＋ ２畅３１５ ０ ，r ＝ ０畅９９９ ８ ，线性范围

１畅６８ ～ ２６畅８８ μg ／ml ，LOD 和 LOQ 分别为 ０畅３２ 和

１畅１２ μg／ml ；结果表明各化合物在各自质量浓度范
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围内线性关系良好 。

2畅4畅2 　精密度试验 　分别吸取“２畅２”项下混合对照

品溶液 ，按“２畅３”项下色谱条件 ，重复进样 ６次 ，每次

进样量为 １０ μl ，测定峰面积 ，计算 ４个化合物峰面

积 RSD分别为 ０畅５８％ 、０畅６９％ 、０畅８１％ 、０畅５４％ ，表

明仪器的精密度良好 。

2畅4畅3 　重复性试验 　称取未发酵沙棘叶 ２畅５ g ，精
密称定 ６份 ，按“２畅２”项下方法制备供试品溶液 ，以

“２畅３”项下色谱条件分别进行测定 ，进样 １０ μl 。记
录芦丁 、异槲皮苷 、水仙苷 、异鼠李素唱３唱O唱葡萄糖苷
的峰面积 ，代入“２畅４畅１”项下线性回归方程 ，进行计

算 。样品中 ４ 种成分的平均含量分别为 ７畅２６０ 、

０畅２０４ 、０畅３５０ 、０畅２２６ mg／g ，RSD 依次为 １畅８２％ 、

１畅５１％ 、１畅７３％ 、１畅９２％ ，表明该方法重复性良好 。

2畅4畅4 　稳定性试验 　精密吸取同一供试品溶液 ，按

“２畅３”项下色谱条件分别在 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１２ 、２４ h进
样测定 ，记录色谱峰面积 ，计算其 RSD 分别为
１畅０２％ 、１畅３８％ 、１畅５６％ 、１畅８６％ ，结果表明供试品溶

液在 ２４ h内稳定 。

2畅4畅5 　加样回收率试验 　 取已知含量的未发酵沙

棘叶 ６份 ，每份 ２畅５ g ，精密称定 ，分别加入已知含量

一半的 ８０％ 、１００％ 和 １２０％ ３个质量浓度水平的混

合标准品溶液 ，溶剂挥干 ，按“２畅２”项下方法制备供

试品溶液 ，以“２畅３”项下色谱条件分别进样测定 ，计

算加样回收率 ，结果见表 １ 。结果芦丁 、异槲皮苷 、

水仙苷 、异鼠李素唱３唱O唱葡萄糖苷的平均加样回收率
分别为 ９６畅８６％ 、９８畅３５％ 、１０１畅０５％ 、９９畅００％ ，４ 种

黄酮苷类成分回收率 RSD 分别为 １畅５７％ 、１畅２５％ 、

２畅４０％ 、１畅９２％ 。

2 ．5 　样品测定 　取未发酵沙棘叶和 ５个批次沙棘

叶发酵茶各 ２ ．５ g ，按“２ ．２”项下方法制备供试品溶

液 ，以“２ ．３”项下色谱条件测定各供试样品中 ４种成

分含量 ，比较发酵前后浸膏量以及黄酮苷含量变化

（表 ２） 。发酵后提取液色泽较深 ，呈深棕红色 ；原料

叶提取液色泽较浅 。

3 　讨论

　 　分别对芦丁 、异槲皮苷 、水仙苷 、异鼠李素唱３唱O唱
葡萄糖苷溶液进行紫外全波长扫描 ，其最大吸收波

长均在 ３５６ nm 左右 ，与文献［１０唱１３］报道一致 ，在该

波长下测定样品 ，各成分峰形较好 ，基线平稳 ，故选

取 ３５６ nm作为检测波长 。对流动相甲醇唱水系统 、

乙腈水系统和乙腈唱０ ．１％ 甲酸水系统进行考察 ，最

终选择乙腈唱０ ．１％ 甲酸水作为流动相 。

　 　对前后 ２次提取 ４种黄酮苷含量比较发现 ，第

表 1 　加样回收率试验结果（n＝ ６）

成分
已知量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均加样
回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

芦丁 ７ 墘．２５４ ２ 蜒．９０２ ９  ．８２６ ９６ 妸．７５ ９６ 乙．８６ １  ．５７

７ 墘．２５６ ２ 蜒．９０２ ９  ．７５８ ９６ 妸．０６

７ 墘．２５５ ３ 蜒．６２８ １０  ．３８９ ９５ 妸．４６

７ 墘．２５６ ３ 蜒．６２８ １０  ．４０５ ９５ 妸．６０

７ 墘．２５７ ４ 蜒．３５２ １１  ．５３２ ９９ 妸．３４

７ 墘．２５６ ４ 蜒．３５２ １１  ．３７１ ９７ 妸．９６

异槲皮苷 ０ 墘．２０３ ０ 蜒．０８２ ０  ．２８１ ９８ 妸．６０ ９８ 乙．３５ １  ．２５

０ 墘．２０４ ０ 蜒．０８２ ０  ．２８２ ９８ 妸．６０

０ 墘．２０１ ０ 蜒．１００ ０  ．２８９ ９６ 妸．０１

０ 墘．２０３ ０ 蜒．１００ ０  ．３０２ ９９ 妸．６７

０ 墘．２００ ０ 蜒．１２３ ０  ．３１９ ９８ 妸．７６

０ 墘．２０５ ０ 蜒．１２３ ０  ．３２３ ９８ 妸．４８

水仙苷 ０ 墘．３５２ ０ 蜒．１４２ ０  ．４９２ ９９ 妸．６０ １０１ 乙．０５ ２  ．４０

０ 墘．３５０ ０ 蜒．１４２ ０  ．４８５ ９８ 妸．５８

０ 墘．３５３ ０ 蜒．１７５ ０  ．５４２ １０２ 妸．６５

０ 墘．３４８ ０ 蜒．１７５ ０  ．５４５ １０４ 妸．２１

０ 墘．３５２ ０ 蜒．２１２ ０  ．５５６ ９８ 妸．５８

０ 墘．３４９ ０ 蜒．２１２ ０  ．５７６ １０２ 妸．６７

异鼠李
素唱３唱

O唱葡
萄糖苷

０ 墘．２２６ ０ 蜒．０９２ ０  ．３１２ ９８ 妸．１１ ９９ 乙．００ １  ．９２

０ 墘．２２４ ０ 蜒．０９２ ０  ．３１４ ９９ 妸．３７

０ 墘．２２５ ０ 蜒．１１３ ０  ．３４２ １０１ 妸．１８

０ 墘．２２６ ０ 蜒．１１３ ０  ．３２７ ９６ 妸．４６

０ 墘．２２６ ０ 蜒．１３６ ０  ．３５４ ９７ 妸．７９

０ 墘．２２５ ０ 蜒．１３６ ０  ．３６５ １０１ 妸．１１

表 2 　样品干浸膏得率和成分含量测定结果（n＝ ３）

样品
批号

干浸膏
得率
（％ ）

成分含量（mg ／g）

芦丁 异槲皮苷 水仙苷
异鼠李素唱３唱

O唱葡萄糖苷
２０１５１１２４０８ 墘２５ V．３６ ３ u．０７４ ０ 浇．３５４ ０  ．１９７ ０ 煙．０９６

２０１５０６２３０３ 墘２４ V．２０ ３ u．９３６ ０ 浇．２５１ ０  ．２６２ ０ 煙．１８７

２０１５０６１２０７ 墘２２ V．８０ ３ u．０５４ ０ 浇．２５０ ０  ．２６８ ０ 煙．１８９

２０１５０７０２０１唱１ ǐ２２ V．７６ ４ u．３０１ ０ 浇．１８１ ０  ．２８１ ０ 煙．２２０

２０１５０７０２０１唱２ ǐ２４ V．６８ ５ u．５４７ ０ 浇．２１３ ０  ．３１２ ０ 煙．２６０

沙棘原料叶 ３０ V．２０ ７ u．２６０ ０ 浇．２０４ ０  ．３５０ ０ 煙．２２６

　 　 注 ：成分含量为第 １ 次提取的

２次提取所测指标含量较低 ，均不在线性范围内 ，所

以提取一次即能将所测黄酮苷较好地溶出 。沙棘叶

经过发酵后芦丁含量下降明显 ，异槲皮苷含量有所

增加 。从黄酮苷类活性成分角度考虑 ，不进行发酵

更为有益 ，但其色泽偏黄 ，酸味较重 ，口感较差 。笔

者同时考察了其溶出速率 ，经过发酵后沙棘中的黄

酮溶出速率极快 ，３ ～ ５ min 色泽即可发生明显变
化 ，酸味消失 ，这是因为沙棘叶经过低温发酵唱加压 、

减压的揉捻过程 ，使其细胞破裂 ，细胞内容物更易浸

出 ，所以色泽较深 ，呈深棕红色 ，口感更佳 。综合考
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虑多方面因素 ，课题组更倾向于选择沙棘叶发酵茶

作为一种辅助的保健饮品 。
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