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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定刺山柑 Ｃａｐｐａｒｉｓ ｓｐｉｎｏｓａ Ｌ． 果实正丁醇部位中 ３ 种成分的含量， 并评价该部位抑菌

活性。 方法　 该药材正丁醇部位的分析采用岛津 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （含
０􀆰 １％ 甲酸） ⁃乙酸铵 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （２５ ∶ ７５）； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ２８０ ｎｍ。 采用试管二

倍稀释法， 测定该部位对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的最小抑菌浓度和最低杀菌浓度。 结果　 芦丁、
对羟基苯甲酸、 异槲皮苷分别在 ０􀆰 ５ ～ １６ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ４）、 １ ～ ３２ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ８）、 ０􀆰 ５ ～ １６ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９８ １） 范围线性关系良好， 平均加样回收率分别为 ９０􀆰 ６２％ 、 １００􀆰 ８４％ 、 ９１􀆰 ８２％ ， ＲＳＤ 分别为 ３􀆰 ４５％ 、 ３􀆰 ０２％ 、
４􀆰 ６２％ 。 正丁醇部位对 ３ 种细菌的最小抑菌浓度分别为 ２５、 ２５、 ６􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ， 最小杀菌浓度分别为 ５０、 ５０、
１２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 讨论　 该方法稳定可靠， 可用于刺山柑的质量控制， 而且其正丁醇部位对金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、
枯草芽孢杆菌均有一定抑菌活性。
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　 　 刺山柑 Ｃａｐｐａｒｉｓ ｓｐｉｎｏｓａ Ｌ． 为白花菜科山柑属植物， 属

多年生藤本小半灌木［１］ ， 其药用部位为叶、 果实、 根皮，
性温， 味辛、 苦， 具有祛风、 通鼻窍、 止淤消肿、 止痛活

血之功效， 维吾尔族民间常将其果实捣碎后贴敷， 用于治

疗关节炎和肩周炎等疾病［２］ 。 Ｋｈａｎｆａｒ［３］ 从刺山柑中分离得

到 ２ 个新化合物， 经质谱分析鉴定均为生物碱； Ｓｈａｒａｆ
等［４］对 ３ 种山柑属植物中的黄酮进行分析， 共发现 ２３ 种，
其中果实含槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷、 槲皮素⁃７⁃Ｏ⁃芸香糖苷

等； Ｇｅｒｍａｎò 等［５］从刺山柑地上部分中分离得到芦丁、 异

鼠李素⁃３⁃芸香苷。
研究表明， 芦丁［６］ 、 对羟基苯甲酸［７］ 、 异槲皮苷［８］ 均

具有良好的抗菌作用。 因此， 本实验在前期基础上［９⁃１０］ 建

立 ＨＰＬＣ 法同时测定刺山柑果实正丁醇部位中上述 ３ 种成

分含量， 并评价该部位抑菌活性， 以期为该药材质量控制

提供基础， 也为今后开发天然广谱抗菌成分提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＢ 高效液相色谱仪， 配置 ＳＰＤ⁃２０Ａ 紫外

检测器 （日本岛津公司）； ＫＱ⁃２５０ＤＥ 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）； ＦＡ２００４Ｎ 型电子天平 （上海

菁海仪器有限公司）。

１􀆰 ２　 试剂与药物　 刺山柑于 ２０１９ 年 ５ 月购于新疆乌鲁木

齐市北园春批发市场， 经新疆农业大学食品科学与药学学

院药学系马生军副教授鉴定为正品。 芦丁对照品 （批号

Ｙ１６Ｍ９Ｓ６１５２３， 纯 度≥９８％ ）、 对 羟 基 苯 甲 酸 （ 批 号

ＭＫＢＫ３５７６Ｖ， 纯度≥９９％ ） （上海源叶生物科技有限公

司）； 异槲皮苷对照品 （成都曼思特生物科技有限公司，
批号 ＭΜＳＴ⁃１８０５１００５， 纯度≥９９􀆰 ７４％ ）。 ０􀆰 ２２ μｍ 有机相

微孔滤膜 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ⁃Ｆｉｓｈｅｒ 公司）。 色谱纯甲醇、 乙腈

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 色谱纯甲酸、 分析纯乙酸铵

（国药集团化学试剂有限公司）； 水为娃哈哈纯净水。
１􀆰 ３　 菌种 　 大肠杆菌 ［ＣＭＣＣ （Ｂ） ４４１０２］、 金黄色葡萄

球菌 ［ＣＭＣＣ （Ｂ） ２６００３］、 枯草芽孢杆菌 ［ ＣＭＣＣ （Ｂ）
６３５０１］， 均由新疆维吾尔自治区药检所提供。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取芦丁、 异槲皮苷、 对羟基

苯甲酸对照品适量， 甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 贮备液， 吸取适量

并混匀， 甲醇稀释， 即得 （三者质量浓度均为 １０ μｇ ／ ｍＬ），
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤。
２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 取药材干燥果实， 粉碎后过 ６０ 目

筛， 称取 ２００ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０ 用 ８０％ 、 ５０％ 乙醇各超声
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提取 ３ 次， 每次 ５０ ｍｉｎ， 提取液合并， 减压浓缩得浸膏，
混悬于等量蒸馏水中， 按 １ ∶ ２ 比例依次用石油醚、 乙酸乙

酯、 正丁醇各萃取 ３ 次， 合并正丁醇萃取液， 减压浓缩，
得相应部位浸膏 ４􀆰 ０２ ｇ， 精密称取 １０ ｍｇ， １０ ｍＬ 甲醇溶

解， 即得， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤。

２􀆰 ３　 色谱条件 　 岛津 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃乙酸铵

（含 ０􀆰 １％ 甲酸） （２５ ∶ ７５）； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

４０ ℃； 检测波长 ２８０ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。 色谱图见图 １。

１． 芦丁　 ２． 对羟基苯甲酸　 ３． 异槲皮苷

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４　 线性关系考察　 将 “２􀆰 １” 项下贮备液用甲醇依次稀

释成 ３２、 １６、 ８、 ４、 ２、 １、 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 在

“２􀆰 ３” 项色谱条件下各进样 ２０ μＬ 测定。 以对照品质量浓

度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 分别

以 Ｓ ／ Ｎ＝ ３、 Ｓ ／ Ｎ＝ １０ 为检出限、 定量限， 结果见表 １， 可知

各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 检出限 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 定量限 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
芦丁 Ｙ＝ ４５ ３４４Ｘ－９ ３３８􀆰 ３ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ５～１６ ０􀆰 ００４ ２􀆰 ６７９
对羟基苯甲酸 Ｙ＝ ４４ ８８３Ｘ＋２􀆰 ７５６ ２ ０􀆰 ９９９ ８ １～３２ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ２２５
异槲皮苷 Ｙ＝ ７３ ８８６Ｘ－１１ ６３１ ０􀆰 ９９９ ０ ０􀆰 ５～１６ ０􀆰 ００３ １􀆰 ５２７

２􀆰 ５　 精密度试验 　 精密吸取 “ ２􀆰 １” 项下对照品溶液

２０ μＬ， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得芦丁、
对羟基苯甲酸、 异槲皮苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ８８％ 、
１􀆰 ８５％ 、 １􀆰 ７９％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ６　 稳定性试验　 取正丁醇部位适量， 按 “２􀆰 ２” 项下方

法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １０、 １２、 ２４ ｈ 在

“２􀆰 ３” 项色谱条件下各进样 ２０ μＬ 测定， 测得芦丁、 对羟

基苯甲酸、 异槲皮苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２４％ 、 １􀆰 ７７％ 、
１􀆰 ３５％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７　 重复性试验　 取正丁醇部位适量， 按 “２􀆰 １” 项下方

法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下各进

样 ２０ μＬ 测定， 测得芦丁、 对羟基苯甲酸、 异槲皮苷峰面

积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ６０％ 、 １􀆰 ８８％ 、 １􀆰 ８１％ ， 表明该方法重复

性良好。
２􀆰 ８　 加样回收率试验　 取各成分含量已知的正丁醇部位 ９
份， 分别 ８０％ 、 １００％ 、 １２０％ 水平加入对照品溶液［１１］ ， 按

“２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件

下进样测定， 计算回收率， 结果见表 ２。
２􀆰 ９　 样品含有量测定　 取正丁醇部位 ６ 份， 按 “２􀆰 ２” 项

下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测

定， 计算含量， 结果见表 ３。
２􀆰 １０　 抑菌活性研究　 精密称取正丁醇部位浸膏 １ ｇ， 加入

１ ｍＬ ＤＭＳＯ 充分溶解， 得到 １ ｇ ／ ｍＬ 供试液。 将大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌在无菌条件下接种于新鲜

斜面固体培养基， 置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养过夜进行活

表 ２　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝９）

成分
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％
平均回收

率 ／ ％
ＲＳＤ ／
％

芦丁 ４􀆰 １１ ３􀆰 ３７ ６􀆰 ８８ ８５􀆰 ４６ ９０􀆰 ６２ ３􀆰 ４５
４􀆰 １１ ３􀆰 ３７ ６􀆰 ９６ ８７􀆰 ５３
４􀆰 １１ ３􀆰 ３７ ７􀆰 ２８ ９５􀆰 ２１
４􀆰 １１ ４􀆰 １１ ７􀆰 ８６ ９１􀆰 ４６
４􀆰 １１ ４􀆰 １１ ７􀆰 ８２ ９０􀆰 ３８
４􀆰 １１ ４􀆰 １１ ７􀆰 ８９ ９２􀆰 ００
４􀆰 １１ ４􀆰 ８５ ８􀆰 ６４ ９２􀆰 ３７
４􀆰 １１ ４􀆰 ８５ ８􀆰 ６８ ９３􀆰 ３４
４􀆰 １１ ４􀆰 ８５ ８􀆰 ４５ ８７􀆰 ８６

对羟基 ０􀆰 ７２ ０􀆰 ５８ １􀆰 ３１ １０１􀆰 ６１ １００􀆰 ８４ ３􀆰 ０２
苯甲酸 ０􀆰 ７２ ０􀆰 ５８ １􀆰 ２９ ９７􀆰 ６３

０􀆰 ７２ ０􀆰 ５８ １􀆰 ３３ １０３􀆰 ８７
０􀆰 ７２ ０􀆰 ７２ １􀆰 ４５ ９９􀆰 ７６
０􀆰 ７２ ０􀆰 ７２ １􀆰 ４５ ９９􀆰 ９６
０􀆰 ７２ ０􀆰 ７２ １􀆰 ４７ １０２􀆰 ７２
０􀆰 ７２ ０􀆰 ８７ １􀆰 ６０ １０１􀆰 １３
０􀆰 ７２ ０􀆰 ８７ １􀆰 ６４ １０５􀆰 ３３
０􀆰 ７２ ０􀆰 ８７ １􀆰 ５５ ９５􀆰 ４９

异槲皮苷 ８􀆰 ３３ ６􀆰 ８３ １４􀆰 １６ ８５􀆰 ４２ ９１􀆰 ８２ ４􀆰 ６２
８􀆰 ３３ ６􀆰 ８３ １４􀆰 １６ ８５􀆰 ３２
８􀆰 ３３ ６􀆰 ８３ １４􀆰 ６４ ９２􀆰 ３８
８􀆰 ３３ ８􀆰 ３４ １６􀆰 ３４ ９６􀆰 ０２
８􀆰 ３３ ８􀆰 ３４ １５􀆰 ９９ ９１􀆰 ８７
８􀆰 ３３ ８􀆰 ３４ １６􀆰 ３４ ９６􀆰 ０２
８􀆰 ３３ ９􀆰 ８４ １７􀆰 ６９ ９５􀆰 ０５
８􀆰 ３３ ９􀆰 ８４ １７􀆰 １４ ８９􀆰 ４７
８􀆰 ３３ ９􀆰 ８４ １７􀆰 ６７ ９４􀆰 ８８

化， 再接种于液体无菌 ＬＢ 培养基振荡培养。
８６５２
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表 ３　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝６）
编号 芦丁 对羟基苯甲酸 异槲皮苷

１ ４􀆰 ０７ ０􀆰 ７２ ８􀆰 ２７
２ ４􀆰 ０４ ０􀆰 ７１ ８􀆰 １４
３ ４􀆰 １０ ０􀆰 ７３ ８􀆰 ２７
４ ４􀆰 ０９ ０􀆰 ７１ ８􀆰 ３４
５ ４􀆰 ２０ ０􀆰 ７５ ８􀆰 ５１
６ ４􀆰 １６ ０􀆰 ７３ ８􀆰 ４６

　 　 取编号 １⁃７ 的无菌离心管， 无菌条件下在 １ 号试管中

加入 ５􀆰 ４ ｍＬ ＬＢ 液体培养基， 其余各管加入 ３ ｍＬ。 再于 １
号试管中加入 ０􀆰 ６ ｍＬ 供试液， 充分混匀至 １００ ｍｇ ／ ｍＬ， 吸

取 ３ ｍＬ 药液加到 ２ 号管中， 振荡混匀后倍比稀释， 吸取

３ ｍＬ药液加到 ３ 号管中， 以此类推， ２～ ７ 号管中供试液质

量浓度依次为 ５０、 ２５、 １２􀆰 ５、 ６􀆰 ２５、 ３􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ。 在各离

心管中加入 ２００ μＬ 金黄色葡萄球菌的菌悬液， 充分混匀后

封口， ３７ ℃下恒温振荡培养 １８ ～ ２４ ｈ。 采用活菌计数法测

定细菌浓度［１２］ ， 以 ＬＢ 液体培养基将大肠杆菌、 金黄色葡

萄球菌、 枯草芽孢杆菌浓度调至 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 取０􀆰 ２ ｍＬ
加到各离心管中。 同时， 另设只含 ＬＢ 液体培养基的空白

对照及未加入细菌的阴性对照。
供试液在培养箱中培养 ２４ ｈ 后， 各取 ２００ μＬ 至无菌

固体培养基平皿中涂板， 置于 ３７ ℃ 恒温培养箱中培养

２４ ｈ。 以平板上无细菌生长或生长菌落数小于 ３ 个时对应

的稀释度为最小抑菌浓度， 平板上完全无细菌生长时对应

的稀释度为最小杀菌浓度， 平行 ３ 次， 取平均值。 结果，
正丁醇部位对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌

的最小抑菌浓度分别 ２５、 ２５、 ６􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ， 最小杀菌浓度

分别为 ５０、 ３２􀆰 ５、 １２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 即对三者抑制作用大小依

次为枯草芽孢杆菌＞金黄色葡萄球菌＞大肠杆菌。
３　 讨论

本实验考察了流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸 （１０ ∶ ９０、 ２０ ∶
８０、 ３０ ∶ ７０、 ４０ ∶ ６０、 ５０ ∶ ５０）、 乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃
７􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （１５ ∶ ８５、 ２５ ∶ ７５、
３０ ∶ ７０、 ３５ ∶ ６５、 ５０ ∶ ５０） 及其等度、 梯度洗脱方式［１３⁃１４］ ，
发现与甲醇相比， 乙腈洗脱能力、 分离效果较好， 最终确

定为乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃７􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵 （含 ０􀆰 １％
甲酸） 等度洗脱 （ ２５ ∶ ７５）。 再考察了体积流量 ０􀆰 ８、
１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 发现在 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时芦丁、 对羟基苯甲酸、
异槲皮苷均能基线分离， 分离度均大于 １􀆰 ５， 理论塔板数

以芦丁计均大于 ７ ０００。 黄酮紫外光谱在 ２４０～ ４００ ｎｍ 波长

范围内有 ２ 个吸收带， 处于 ２９０～３８０ ｎｍ 之间的为带Ⅰ， 处

于 ２４０～２８０ ｎｍ 之间的为带Ⅱ， 本实验通过 ＳＰＤ⁃２０ 紫外检

测器得到 ２８０、 ３６０ ｎｍ 波长处对照品溶液色谱图［１５⁃１７］ ， 发

现芦丁、 异槲皮苷均有较大吸收峰， 而且色谱峰峰形良好，
分离度理想， 但对羟基苯甲酸在 ３６０ ｎｍ 处无吸收峰， 故选

择 ２８０ ｎｍ 作为检测波长。
综上所述， 刺山柑果实正丁醇部位对革兰氏阳性菌

（枯草芽孢杆菌、 金黄色葡萄球菌） 的抑制作用大于革兰

氏阴性菌 （大肠杆菌）； 从形态结构分析， 革兰氏阳性菌

中肽聚糖含量较高， 而革兰氏阴性菌中其含量较低， 并且

后者最外层外膜为脂多糖， 表明活性成分可通过破坏肽聚

糖结构来抑制细菌， 但对脂多糖结构的作用较弱。
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