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摘要# 目的!建立葛花!A%(’(2’ 4,X’)’ "h566?&# V7@5的质量标准( 方法!对葛花性状) 显微特征进行鉴别后’ SI-法
作定性鉴别’ /QI-) 紫外分光光度法分别测定葛花苷) 总黄酮含有量’ ,中国药典- 方法测定水分) 总灰分) 酸不溶性
灰分) 浸出物含有量( 结果!SI-斑点清晰’ 重复性好’ 阴性无干扰( 葛花苷) 总黄酮分别在 #K$% c#$% "LM3I"(_
(K000 1#) (K$$) 1 c"K$%’ # 3LM3I"(_(K000 ’# 范围内线性关系良好’ 平均加样回收率 "O,J# 分别为 "((K))!
""K’$!#) 00K’’! "#K#!#( "( 批样品中’ 水分) 总灰分) 酸不溶性灰分) 浸出物含有量范围分别为 "#K%(! c
"%K’(!) 1K")!c"(K"$!) (K%(!c(K’(!) #(K#+!c#0K+!( 结论!该方法稳定可靠’ 可用于葛花的质量评价(
关键词! 葛花* 葛花苷* 总黄酮* SI-* /QI-* 紫外分光光度
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!!葛花又名葛条花’ 为豆科植物野葛 !A%(’(2’
4,X’)’ "h566?&# V7@5的干燥花’ 性味甘凉’ 入阳
明经’ 始载于 ,名医别录-’ 在 ,神农本草经-)
,本草纲目- 等书中也有记载’ 具有解酒醒脾之功
效’ 主治不思饮食) 呕逆吐酸) 伤酒发热’ 烦渴)
吐血) 肠风下血’ 等症$"*#% ’ 是最具代表性的解酒
药物之一$$% ( 目前’ 葛花被收载于 ,卫生部药品
标准- 中药材分册第一册’ 但仅有来源) 性状)
显微鉴别等项目’ 无检查) 浸出物) 薄层鉴别) 含
有量测定方法等$%% ( 因此’ 本实验将建立葛花质
量标准’ 为有效控制其质量提供理论依据’ 并为相
关产品开发奠定基础(
HI仪器与材料
"K"!仪器!I-*#(GS高效液相色谱仪) GZW##(
电子天平 "日本岛津公司#* G2#%( 电子天平 "梅
特勒*托利多仪器上海有限公司#* ,d1#((/超声
波清洗仪 "上海科导超声仪器有限公司’ 功率
+(( h) 频率 +$ N/:#* SZ*"1"(Q-紫外可见分光
光度计 "北京普析通用仪器有限责任公司#* JTM
#(*((# 台式干燥箱 "中华人民共和国重庆试验设
备厂#(
"K#!试药!葛花苷对照品 "贵州迪大生物科技有
限责任公司’ 批号 #$++*")(%(" #* 芦丁对照品
"中国 食 品 药 品 检 定 研 究 院’ 批 号 "(((1(*
#(")"(#( 硅胶TH#+% 薄层板 "青岛海洋化工厂分
厂’ 批号 #("+(0"+#( 乙腈 "批号 #(")""")#) 甲
醇 "批号 #(")(0(" # 为色谱纯) 乙醇 "批号
#("’(""’#) 乙醚 "批号 #("+(1""# 为分析纯 "国
药集团化学试剂有限公司#* F4FV# 为分析纯 "重
庆江川化工集团有限公司’ 批号 #("%(0"’ #*
G6"FV$# $ " 批 号 #("%(+#" #) F4V/ " 批 号
#("+""""# 为分析纯 "天津市科密欧化学试剂有
限公司#* 水为娃哈哈纯净水(
"K$!药材!"( 批葛花均采自贵州省’ 经贵阳中医
学院魏升华教授鉴定为豆科植物野葛!A%(’(2’ 4,X’O
)’ "h566?&# V7@5的干燥花’ 具体见表 "(
JI方法与结果
#K"!性状鉴别!%"!葛花呈扁长圆形( 开放的花皱
缩’ 花萼灰绿色至灰黄色’ 萼 + 齿’ 披针形’ 约与
萼筒等长或稍长’ 上面裂片先端二分裂’ 长 1 c
"" 33’ 下面裂片最长 " 片可达 "+ 33’ 其余 # 裂
片长 + c’ 33’ 内外均有灰白色毛( 花冠蓝色至蓝
紫色’ 久置则呈灰黄色* 旗瓣近圆形或长圆形’ 长
) c"+ 33’ 宽 ) c"# 33’ 先端中央缺刻’ 深

!!!! 表 HI样品信息
*+LMHI>-%"4K+(#"-"%)+KN3&)

编号 产地 批号
"

#

$

%

+

)

’

1

0

"(

观山湖

观山湖体育中心旁

乌当区平阳县边境

开阳县南江镇

龙里县羊场

修文县扎佐镇

云岩区水东路桃花源村

清镇云归大山

南明区

贵阳其他地区
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")(’"+($
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(K+ c" 33* 翼瓣窄三角形’ 长 ) c"# 33’ 宽 # c
+ 33’ 基部附属体一侧甚小或缺’ 弦侧附属体明
显长大于宽* 龙骨瓣长 + c"$ 33’ 宽 $ c+ 33’
弦侧基部有三角形附属体( 花药长 (K) c(K0 33’
宽 (K$ c(K+ 33( 无臭’ 味淡(
#K#!显微鉴别!%"!葛花粉末呈灰棕蓝色( 萼片上
下表皮均着生非腺毛及腺毛’ 非腺毛单列’ 基部 #
个细胞小型’ 先端细胞细长’ 末端锐尖* 腺毛多细
胞头’ 内含浅黄色物质* 上表皮细胞内侧有含 " 个
单棱晶的厚壁细胞( 旗瓣上表皮细胞壁方形’ 呈乳
突状’ 外覆有厚瘤状角质层* 中央部的上表皮细胞
长 "0 c#) "3’ 下表皮细胞长 "1 c#% "3’ 宽 1 c
"% "3’ 表面有厚 0 c"" "3的角质层( 花粉粒长
#( c#% "3’ 宽 ## c#% "3’ 表面网眼较小’ 点状
或孔状’ 网眼内颗粒状纹饰少(
#K$!SI-定性鉴别!+"

#K$K"!对照品溶液制备!精密称取葛花苷对照品
+K1+ 3L’ 置于 + 3I量瓶中’ 甲醇超声溶解并稀释
至刻度’ 摇匀’ 即得"每 " 3I含葛花苷 "K"’ 3L#’
根据需要稀释成不同质量浓度(
#K$K#!供试品溶液制备!精密称取 "( 批药材粉末
各 " L’ 置于具塞锥形瓶中’ 精密加入 ’+!乙醇
+( 3I’ 静置 $( 35E后称定质量’ 超声 " 7’ 放冷’
’+!乙醇补足减失的质量’ 摇匀’ 滤过’ 取续滤
液’ 即得(
#K$K$!鉴别方法!按照 #("+ 年版,中国药典-四
部薄层色谱法"通则 (+(##’ 取对照品) 供试品溶
液各 # "I’ 点于同一硅胶TH#+% 薄层板上’ 以三氯
甲烷*甲醇*水""( o+ o## 为展开剂’ 展开距离约
1 =3’ 使其成条状’ 展开’ 取出’ 晾干’ 置于紫外
光灯"#+% E3# 下检视’ 结果见图 "( 可知’ 对照
品) 供试品在相应位置上显示相同颜色荧光斑点(
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" c"(&样品!""&对照品
" i"(&U43;6DU!""&[D\D[DE=DUC^UB4E=D

图 HI葛花苷*C=色谱图
S#.MHI*C=’,4"K+(".4+K"%]+]]+3#!&

#K%!检查项!)"

#K%K"!水分!按照 #("+ 年版 ,中国药典- 四部
通则 (1$# 第二法进行测定’ 平行 $ 次’ 结果见
表 #(
#K%K#!总灰分) 酸不溶性灰分!按照 #("+ 年版
,中国药典- 四部通则 #$(# 总灰分和酸不溶性灰
分测定法进行测定’ 平行 $ 次’ 结果见表 #(
表 JI水分$ 总灰分$ 酸不溶性灰分含有量测定结果%#QO’
*+LMJI<&)03()"%’"-(&-(!&(&4K#-+(#"-"%5+(&4& ("(+3+),

+-!+’#!6#-)"30L3&+),%#QO’

编号 水分M! 总灰分M! 酸不溶性灰分M!
" "#K%( 0K"" (K)1
# "$K"( 1K") (K+"
$ "$K%( 1K)) (K)%
% "#K+( 1K+0 (K’(
+ "$K)( 1K%$ (K)%
) "%K%( "(K"$ (K+(
’ "%K#( 0K%( (K%1
1 "#K’( 0K%# (K%(
0 "%K’( 0K(1 (K+’
"( "$K$( 1K0’ (K)+
平均值 "$K%$ 0K(( (K+1

#K+!浸出物!)"!按照 #("+ 年版 ,中国药典- 四
部通则 ##(" 水溶性浸出物和醇溶性浸出物测定法
进行测定’ 平行 $ 次’ 结果见表 $(
#K)!含有量测定!’*1"

#K)K"!色谱条件!V?9UU56-"1 色谱柱 " + "3’
%K) 33n#+( 33#* 流动相乙腈*(K%!磷酸 "$( o
’(#* 检测波长 #)+ E3* 柱温 $( f* 体积流量

"K( 3IM35E* 进样量 "( "I(
表 OI浸出物含有量测定结果 %#QO’

*+LMOI<&)03()"%’"-(&-(!&(&4K#-+(#"-"%&Z(4+’()%#QO’

编号
水浸出物M! 醇浸出物M!

热浸出物 冷浸出物 热浸出物 冷浸出物
" #’K+ #0K+ ## #$
# #(K’+ #’K$’+ ##K+ #$
$ #)K+ #)K#+ #" #(K#+
% #+ #%K’+ ## #"K+
+ #’K’+ #)K$’+ #$K+ #%K’+
) #’K+ #%K’+ #)K#+ #%
’ #+K#+ #+K+ #%K’+ ##K’+
1 #$K#+ #% #%K+ ##K’+
0 #%K’+ #$K+ ##K#+ #%K+
"( #"K#+ #+K#+ #1K#+ #’K’+
平均值 #%K0+ #+K’#+ #$K’ #$K%#+

#K)K#!溶液制备
#K)K#K"!对照品溶液!同 .#K$K"/ 项(
#K)K#K#!供试品溶液!精密称取药材粉末 "过 $
号筛# (K$ L’ 精密加入 ’+!乙醇 +( 3I’ 称定质
量’ 超声 "功率 +(( h) 频率 +$ N/:# " 7’ 放冷’
’+!乙醇补足减失的质量’ 摇匀’ 过滤’ 取续滤
液’ 即得(
#K)K$!方法学考察
#K)K$K"!专属性试验!取对照品溶液) 供试品溶
液) 空白溶剂进样’ 按 .#K)K"/ 项色谱条件下进
样测定’ 结果见图 #( 由图可知’ 对照品) 供试品
中各组分色谱峰均可达到基线分离 "分离度均大
于 "K+#’ 空白无干扰’ 理论塔板数均大于 $ ((((
#K)K$K#!线性关系考察!精密吸取 .#K$K"/ 项下对
照品溶液 " 3I’ 定容至 +( 3I量瓶中’ 稀释至
(K(#$ % 3LM3I’ 分别取 (K") "K() #K() %K() )K()
1K() "(K( 3I’ 甲醇定容至 "( 3I量瓶中’ 摇匀’
得系列质量浓度溶液’ 过滤’ 精密吸取续滤液
"( "I’ 在 .#K)K"/ 项色谱条件下进样测定( 以质
量浓度为横坐标 "1#’ 峰面积为纵坐标 "]# 进行
回归’ 得回归方程为 ]_#+ %’%1e#0 #)$ "(_
(K000 1#’ 在 #K$% c#$% "LM3I范围内线性关系
良好(
#K)K$K$!精密度试验!精密吸取 .#K$K"/ 项下
对照品溶液 "( "I’ 在 .#K)K"/ 项色谱条件下进
样测定 ) 次’ 测得葛花苷峰面积 O,J为 (K0#!
"+_)#’ 表明仪器精密度良好(
#K)K$K%!稳定性试验!取 .#K)K#K#/ 项下供试
品溶液 "( "I’ 室温下于 () #) %) 1) "#) #% 7在
.#K)K"/ 项色谱条件下进样测定’ 测得葛花苷峰

%)’"
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"&葛花苷
"&N4NN465?D

图 JI葛花苷/2C=色谱图
S#.MJI/2C=’,4"K+(".4+K)"%]+]]+3#!&

面积O,J为 (K’1! "+ _)#’ 表明供试品溶液在
#% 7内稳定性良好(
#K)K$K+!重复性试验!精密称取同一批药材粉末
) 份’ 按 .#K)K#K#/ 项下方法制备供试品溶液’
在 .#K)K"/ 项色谱条件下进样测定’ 测得葛花苷
含有量O,J为 "K$’! "+ _)#’ 表明该方法重复
!!!

性良好(
#K)K$K)!加样回收率试验!精密称取含有量已知
的药材 "批号 ")(1(0(1# ) 份’ 加入适量对照品’
按 . #K)K#K# / 项下方法制备供试品溶液’ 在
.#K)K"/ 项色谱条件下进样测定’ 计算回收率’
结果见表 %(

表 UI葛花苷加样回收率试验结果 %#QR’
*+LMUI<&)03()"%4&’"8&47 (&)()%"4]+]]+3#!&%#QR’

称样量ML 原有量M3L 加入量M3L 测得量M3L 回收率M! 平均回收率M!"O,JM!#
(K"+( # (K+$+ 1 (K+1+ "K"#+ 0 "((K1’
(K"%0 ’ (K+$% ( (K+1+ "K"(+ " 0’K)#
(K"+( 1 (K+$’ 0 (K+1+ "K"$1 ) "(#K)1 "((K))
(K"+( # (K+$+ 1 (K+1+ "K"## $ "((K#) ""K’$#
(K"+" ( (K+$1 ) (K+1+ "K"$% 1 "("K0"
(K"+( # (K+$+ 1 (K+1+ "K"#% $ "((K)(

#K)K%!样品含有量测定!取 "( 批药材’ 按
.#K)K#K# / 项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液’ 在
.#K)K"/ 项色谱条件下进样测定’ 计算含有量’
结果见表 +(
#K’!总黄酮含有量测定!0"

#K’K"!对照品溶液制备!精密称取芦丁对照品
")K1% 3L’ 置于 +( 3I量瓶中’ ’(!乙醇溶解并稀
释至刻度’ 摇匀’ 即得(
#K’K#!供试品溶液制备!精密称取 "( 批药材粉末

各 # L’ 乙醚超声脱脂 # 7’ 称定质量’ 挥去乙醚’
"(( 3I’(!乙醇回流提取 # 7后冷却’ ’(!乙醇补
足减少的质量’ 过滤’ 续滤并定容至 "(( 3I’
即得(
#K’K$!测定方法!精密吸取供试品溶液 # 3I’ 置
于 #+ 3I量瓶中’ 先加入 +!F4FV# 溶液 " 3I’ 摇
匀’ 静置 ) 35E’ 再加入 "(! G6"FV$# $ 溶液" 3I’
摇匀’ 静置 ) 35E’ 最后加入 %!F4V/ "( 3I’
’(!乙醇定容至 #+ 3I’ 摇匀’ 静置"+ 35E’ 以

+)’"
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!!!!表 VI葛花苷含有量测定结果 %#QO’
*+LMVI<&)03()"%’"-(&-(!&(&4K#-+(#"-"%]+]]+3#!&%#QO’

编号 批号 葛花苷M"3L0Li"#
" ")(’($(" "0K0%0
# ")(’(1(# #$K(’1
$ ")(’"+($ $K’+0
% ")(’"1(% $K(+$
+ ")(’#%(+ $#K(%#
) ")(’#0() $K)+%
’ ")(1("(’ #"K%+$
1 ")(1(0(1 $K+)’
0 ")(1"$(0 #+K"$’
"( ")(1"’"( $K+’’

’(!乙醇为空白’ 于 +() E3波长处测定吸光度(
#K’K%!检测波长确定!吸取芦丁对照品溶液
# 3I’ 按 . #K’K$ / 项下方法测定吸光度’ 在
#(( c1(( E3范围内扫描’ 发现最大吸收波长为
+() E3’ 故选择其作为检测波长(
#K’K+!线性关系考察!精密吸取芦丁对照品溶液
"K() "K+) #K() #K+) $K() $K+) %K( 3I’ 置于
#+ 3I量瓶中’ 按 .#K’K$/ 项下方法测定吸光度(
以质量浓度为横坐标 "1#’ 吸光度为纵坐标 "K#

进行回归’ 得回归方程为 K_(K++$ %1i(K((" +
"(_(K000 ’#’ 在 (K$$) 1 c"K$%’ # 3LM3I范围内
线性关系良好(
#K’K)!方法学考察
#K’K)K"!精密度试验!精密吸取 .#K’K#/ 项下
供试品溶液 # 3I’ 按 .#K’K$/ 项下方法测定吸光
度’ 平行 ) 次’ 测得其O,J为 (K$! "+ _)#’ 表
明仪器精密度良好(
#K’K)K#!重复性试验!精密称取同一批药材粉末
) 份’ 按 .#K’K#/ 项下方法制备供试品溶液’ 按
.#K’K$/ 项下方法测定吸光度’ 测得其 O,J为
"K#! "+_)#’ 表明该方法重复性良好(
#K’K)K$!稳定性试验!精密吸取 .#K’K#/ 项下
供试品溶液 # 3I’ 按 .#K’K$/ 项下方法测定吸光
度’ 测得其 # 7 内 O,J为 #K’!’ 表明该方法在
# 7内稳定性良好(
#K’K)K%!加样回收率试验$"(%!精密吸取含有量已
知的供试品溶液 "批号 ")(1(0(1# # 3I’ 加入适
量对照品溶液’ 在 +() E3波长处测定吸光度’ 平
行 ) 次’ 计算回收率’ 结果见表 )(

表 RI总黄酮加样回收率试验结果 %#QR’
*+LMRI<&)03()"%4&’"8&47 (&)()%"4("(+3%3+8"-"#!)%#QR’

原有量M3L 加入量M3L 测得量M3L 回收率M! 平均回收率M!"O,JM!#

(K))) $ (K)’$ ) "K$$$ # 00K("

(K))’ % (K)’$ ) "K$%+ " "((K)#

(K))’ " (K)’$ ) "K$+" $ "("K+’ 00K’’

(K))) ’ (K)’$ ) "K$(1 ) 0+K$( "#K##

(K))1 ( (K)’$ ) "K$%1 1 "("K()

(K))) " (K)’$ ) "K$%) 0 "("K(1

#K’K’!样品含有量测定!取 "( 批药材’ 按
.#K’K#/ 项下方法制备供试品溶液’ 按 .#K’K$/
项下方法测定吸光度’ 计算含有量’ 结果见表 ’(

表 YI总黄酮含有量测定结果 %#QO’

*+LMYI<&)03()"%’"-(&-(!&(&4K#-+(#"-"%("(+3%3+8"-"#!)

%#QO’

编号 批号 总黄酮M!
" ")(’($(" )K#$
# ")(’(1(# )K%"
$ ")(’"+($ )K$1
% ")(’"1(% )K1#
+ ")(’#%(+ )K1+
) ")(’#0() ’K%’
’ ")(1("(’ +K+’
1 ")(1(0(1 )K11
0 ")(1"$(0 +K#(
"( ")(1"’"( )K0’

OI讨论
进行 SI-定性鉴别时’ 选择醋酸乙酯*甲醇*

水) 醋酸乙酯*甲酸*冰醋酸*水) 氯仿*甲醇*水) 氯
仿*甲醇*甲酸) 苯*丙酮*甲醇*甲酸等$+’""%展开剂进
行考察’ 最终选择了图谱清晰) 专属性强) 重复性
好) 分离度高的氯仿*甲醇*水 ""( o+ o## 作为展
开剂(

测定葛花苷含有量时’ 选择甲醇*水) 甲醇*磷
酸) 乙腈*水) 乙腈*磷酸等流动相进行考察’ 发现
仅以水为流动相时’ 色谱峰拖尾现象明显* 加入磷
酸后’ 其拖尾现象明显改善’ 并可提高峰形对称性
和分离效果’ 最终选择乙腈*(K%!磷酸作为流动相
进行等度洗脱( 同时’ 还优化了提取方法$"#*"$% ’
考察提取方式 "回流) 超声#) 提取溶剂 "甲醇)
乙醇) 水#) 提取溶剂体积分数 " $(!) +(!)

))’"
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’+!) 0+!#) 提取时间 "(K+) ") # 7#’ 确定最
佳提取条件为 ’+!乙醇超声 " 7(

然后’ 以芦丁为指标性成分测定总黄酮含有
量( 首先利用黄酮类成分易溶于乙醇而难溶于乙醚
的特点$"%% ’ 用乙醚脱脂’ 以排除脂溶性成分的干
扰’ 并考察提取方式) 溶剂) 时间等影响因素’ 还
比较了 -/$-VVF4*G6-6$) F4FV#*G6"FV$ # $*F4V/
的显色效果$"(% ’ 最终选择 .#K’K#/ 项下供试品溶
液制备方法(

含有量测定结果表明’ 不同产地葛花中葛花苷
含有量差异较大’ 这是否与药材采收时间) 采收地
点) 烘干方法’ 等因素有关还需作进一步研究( 葛
花具有保护心肌’ 扩张脑血管) 心血管) 外周血
管’ 抗氧化’ 降血糖’ 解酒’ 等药理活性’ 尤其对
酒精引起的肝细胞损害有保护作用$"+*"1% ’ 故本实
验建立其质量标准具有较大意义(
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