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　　摘　要　目的　建立ＨＰＬＣＤＡＤ方法，同时测定苦荞麦保健品中芦丁、槲皮素及山奈酚的含量。方法　采
用色谱柱ＴＯＳＯＨＴＳＫｇｅｌＯＤＳ１００Ｖ（４．６×１５０ｍｍ，３．０μｍ），以乙腈水（含０．２％冰醋酸）为流动相，梯度洗
脱，柱温３５℃，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长２５４ｎｍ。结果　建立的ＨＰＬＣＤＡＤ分析方法，能够满足苦荞麦保健品
中芦丁、槲皮素及山奈酚的完全分离，芦丁、槲皮素及山奈酚在１０～５００μｇ／ｍｌ范围内有良好的线性关系ｒ２均大
于０．９９９７，重复性相对标准偏差（ＲＳＤ）＜２．３％，精密度ＲＳＤ＜１．５％，加样回收率为９７．２％～１０２．８％，检出限和
定量限分别为１μｇ／ｍｌ和５μｇ／ｍｌ。结论　该方法简便可行，测定结果准确，能够满足苦荞麦保健品中主要黄酮
类化学成分测定的需要。
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　　苦荞麦〔Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｔａｔａｒｉｃｕｍ（Ｌ．）Ｇａｅｒｔｎ〕为
蓼科（Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ）荞麦属（ＦａｇｏｐｙｒｕｍＭｉｌｌ），一年
生草本植物，又称鞑靼荞麦。主要分布于我国的云

南省、四川省以及内蒙古自治区等地区。化学成分

研究表明，苦荞麦中主要含有黄酮类、糖苷类及有

机酸类等化学成分。黄酮类主要包括芦丁、槲皮

苷、异槲皮苷、槲皮素、山奈酚等。糖苷类化学成分

主要包括 ＴａｔａｒｉｓｉｄｅｓＡＧ、Ｔａｒｏｓｉｄｅ等［１２］。药理研

究表明，苦荞麦具有治疗糖尿病、降血糖、降低血脂

以及抗氧化等作用［３７］。
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近年来，苦荞麦作为保健食品应用越来越广

泛，比如苦荞麦茶、苦荞麦粉等。但是，对苦荞麦保

健品中的芦丁、槲皮素、山奈酚等黄酮类化学成分

同时定量分析的研究较少。本文拟采用 ＨＰＬＣ
ＤＡＤ方法，以芦丁、槲皮素及山奈酚为对照品，对
苦荞麦保健品中的芦丁、槲皮素及山奈酚３个黄酮
类化学成分进行定量分析，为提高苦荞麦保健品的

质量提供参考。

１　仪器与实验材料

１．１　仪器
高效液相色谱仪：泵 ＬＣ２０ＡＴ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日

本），自动进样器 ＳＩＬ２０Ａ，柱温箱 ＣＴＩ２０ＡＣ，检测
器 ＳＰＤＭ２０Ａ，工作站 ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ；色谱柱 ＴＯＳＯＨ
ＴＳＫｇｅｌＯＤＳ１００Ｖ（４．６×１５０ｍｍ，３．０μｍ）；Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＦｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅＦ３单道移液器（赛默飞世
尔上海仪器有限公司；电子天平（准确至１／‰，Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＣｏｍｐａｎｙ）；ＳＢ５２００ＤＴＤ型超声
波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；

ＴＧＬ１８５台式高速冷冻离心机（长沙平凡仪器仪表
有限公司）；一次性针头式过滤器尼龙膜针头滤器

（杰岛科技公司）。

１．２　实验材料
对照品芦丁（批号：ＭＵＳＴ１３０４０３０２），购自北

京恒元启天化工技术研究院＆北京世纪奥科生物
技术有限公司；槲皮素（批号：Ｃ２０Ｊ６Ｙ１７２２）、山奈
酚（批号：ＹＹ２０１１０５２５），购自上海源叶生物科技有
限公司。乙腈，色谱级，购于 Ｂｕｒｄｉｃｋ＆Ｊａｃｋｓｏｎ试
剂公司；乙酸，色谱级，购于ＴＥＤＩＡ试剂公司；无水
乙醇，分析纯，购自莱阳经济技术开发区精细化工

厂；水，去离子水，购于杭州娃哈哈公司；苦荞麦保

健品详细信息。见表１。

表１　苦荞麦保健品样品信息

样品代码 　样品名称 生产厂家 来源

样品１ 荞麦粉 成都人民营养食品厂 重庆北碚超市

样品２ 苦荞麦粉 不详 日照秦楼集市

样品３ 苦荞茶 西昌三匠苦荞开发有限公司 京东网上商城

样品４ 黑苦荞全株茶 西昌三匠苦荞开发有限公司 京东网上商城

样品５ 野山荞养生茶 内蒙古和兴利食品有限公司 日照凯德超市

２　方法与结果

２．１　混合对照品溶液
取芦丁、槲皮素及山奈酚对照品适量，精密称

定，加７０％乙醇溶液超声使溶解，得到每１ｍｌ含有

１ｍｇ的３种混合对照品的储备液。而后用７０％乙
醇稀释，得到系列浓度的３种混合对照品溶液。
２．２　供试品溶液

取样品约０．１ｇ，精密称定，置２ｍｌ离心管中，
精密加入 ７０％乙醇 １ｍｌ，摇匀，称定重量。浸泡
３０ｍｉｎ后，超声（功率 １００Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）处理
３０ｍｉｎ，取出，放冷，再称定重量，用７０％乙醇补足
减失的重量，摇匀，用１００００ｒｐｍ离心 １０ｍｉｎ，取上
清液，用０．２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。
２．３　色谱条件

色谱柱ＴＯＳＯＨＴＳＫｇｅｌＯＤＳ１００Ｖ（４．６×１５０
ｍｍ，３．０μｍ）；流动相：Ａ相为水（含 ０．２％冰醋
酸），Ｂ相为乙腈，梯度洗脱，程序为０～３０ｍｉｎ５％
～９５％ Ｂ，３０～３２ｍｉｎ９５％ ～５％ Ｂ，３２～４０ｍｉｎ
５％ Ｂ；流速为１ｍｌ／ｍｉｎ；柱温为３５℃；检测波长为
２５４ｎｍ；进样量为５μｌ，上述色谱条件下，分析对照
品和样品。对照品芦丁、槲皮素及山奈酚色谱图。

见图１。

图１　对照品芦丁、槲皮素及山奈酚的色谱图

及紫外光谱图

２．４　含量测定方法学验证
２．４．１　 线性关系考察　分别将系列浓度的３种
混合对照品溶液（１０μｇ／ｍｌ、２５μｇ／ｍｌ、５０μｇ／ｍｌ、
１２５μｇ／ｍｌ、２５０μｇ／ｍｌ、５００μｇ／ｍｌ），按照“２．３项下”
的色谱条件，从低浓度到高浓度，注入高效液相色

谱仪，记录色谱图峰面积，以３种待测物浓度（Ｘ）
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为横坐标，３种待测物的峰面积（Ｙ）为纵坐标，用
ＥＸＣＥＬ软件进行线性回归计算，得到线性回归方
程和相关系数ｒ２值。３种对照品（芦丁、槲皮素及
山奈酚）的回归方程分别为Ｙ＝８７８２Ｘ－４８９６．７，Ｙ
＝２２３８９Ｘ－５５５８８，及 Ｙ＝１５１９７Ｘ－５４９５３，线性相
关系数ｒ２均＞０．９９９７。
２．４．２　精密度试验　通过测定低、中、高３种浓
度水平（１０μｇ／ｍｌ、５０μｇ／ｍｌ、２５０μｇ／ｍｌ）的质控样品
连续测定６次，计算相对标准偏差（ＲＳＤ），结果精
密度ＲＳＤ＜１．５％，表明方法的精密度良好，可以满
足含量测定的要求。

２．４．３　 重复性试验　分别称取同一份苦荞麦茶
（样品３），６份，按照“２．２项下”方法制备供试品
溶液，按照“２．３项下”进行测定，分别计算芦丁、槲
皮素及山奈酚，３个黄酮类化学成分峰面积，结果３
种成分的精密度ＲＳＤ值均＜２．３％，表明该方法的
重复性符合《中国药典》规定的含量测定的要求。

２．４．４　稳定性试验　将苦荞麦茶（样品３），按照
“２．２项下”方法制备供试品溶液，室温放置，分别
于０、４、８、１２、２４、４８ｈ按照“２．３项下”测定，分别
计算苦荞麦茶样品色谱图中芦丁、槲皮素及山奈酚

的色谱峰面积，结果 ＲＳＤ均 ＜１．９％，表明经过样
品前处理方法制备的溶液，在室温放置４８ｈ稳定
性良好。

２．４．５　回收率试验　称取苦荞麦茶（样品３），６
份，每份各０．０５ｇ，精密加入芦丁、槲皮素及山奈酚
３种混合对照品溶液各１ｍｌ，置于通风橱下，待所
加溶液挥干，按照“２．２项下”供试品溶液制备方法
处理后，进行 ＨＰＬＣＤＡＤ分析，将所得的３种待测
物的色谱峰面积，带入相应的标准曲线，计算结果

回收率在９７．２％ ～１０２．８％范围内，ＲＳＤ＜２．９％。
表明该方法测定准确度较高，可以满足含量测定要

求。

２．４．６　最低检测限（ＬＬＯＤ）和最低定量限
（ＬＬＯＱ）　取３种混合对照品最低浓度（１０μｇ／ｍｌ）
溶液，用７０％乙醇进行稀释，而后进行 ＨＰＬＣＤＡＤ
分析，记录信号强度与噪音的比值，信噪比Ｓ／Ｎ≥３
时的溶液浓度确定为 ＬＬＯＤ，Ｓ／Ｎ≥１０时的溶液浓
度确定为 ＬＬＯＱ。结果该方法测定３种黄酮类成
分的ＬＬＯＤ为１μｇ／ｍｌ，ＬＬＯＱ为５μｇ／ｍｌ。
２．５　样品测定

取５种苦荞麦样品，具体信息详见表 １。按照
“２．２项下”方法制备供试品溶液，按照“２．３项下”

ＨＰＬＣＤＡＤ分析方法进行分析。５种苦荞麦样品
中芦丁、槲皮素及山奈酚的含量见表２。

表 ２　苦荞麦保健品样品中３个黄酮类化学成分
含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

对照品名称 样品１ 样品２ 样品３ 样品４ 样品５
芦丁　 ２６．２４ ５．７０ ０．７２ ０．７１ ５．９２
槲皮素 ０．７６ ０ ８．０３ ８．１０ ０．２６
山奈酚 ０ ０ ０．５１ ０．５０ ０

３　讨论

苦荞麦中主要含有槲皮素和山奈酚两种黄酮

苷元。槲皮素在２５０～２６０ｎｍ和３６５～３７５ｎｍ有最
大吸收；而山奈酚在２６０～２７０ｎｍ和 ３６０～３７０ｎｍ
有最大紫外吸收，最终选择２５４ｎｍ为测定波长。

笔者分别采用甲醇水、甲醇水冰醋酸、乙腈
水、乙腈水冰醋酸，进行梯度洗脱，对流动相和洗
脱程序进行筛选和优化，发现在乙腈水冰醋酸的
流动相中梯度洗脱，３个黄酮类化学成分的色谱峰
峰形和分离度较好，这可能与冰醋酸能较好地抑制

黄酮类成分解离的原因有关。因此，本实验采用乙

腈水冰醋酸作为流动相。
经过对苦荞麦样品的分析，发现样品１、２、５中

主要含有芦丁，含量相对较高。而样品３和４中主
要含有槲皮素类化学成分。化学成分及含量的差

异可能是由于加工方式的不同，使芦丁水解为苷元

的形式即槲皮素。

此外，本实验建立的方法操作简便，具有良好

的精确度和准确度，能够较好地满足苦荞麦样品中

黄酮类化学成分的含量测定，为进一步合理食用和

质量控制提供一定的参考。
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而且还可以通过提高 ｃａｓｐａｓｅ的活性或降低 Ｅｒｋ１／
２的磷酸化作用使胰腺癌细胞凋亡增加［９］。转染

了Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ的间充质干细胞株Ｃ３Ｈ１０与小鼠
淋巴瘤细胞株ＥＬ４共培养，结果发现Ｃ３Ｈ１０能抑
制ＥＬ４的增殖［１０］。

本研究人工设计并合成Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ，成功转
染卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞，采用 ＭＴＴ法检测 ｓｉＲＮＡ
对细胞生长的抑制作用，细胞计数法计算细胞倍增

时间，结果显示 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组与转染试剂对照
组、随机乱码组和未转染组相比，细胞生长抑制作

用明显，细胞倍增时间延长，提示 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｂ７
Ｈ４基因能明显抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖能力。

综上所述，利用 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｂ７Ｈ４基因能明
显抑制卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３的增殖能力，可以使
细胞生长受到抑制，倍增时间延长，特异性干扰

Ｂ７Ｈ４基因的表达有望成为治疗卵巢癌的一种新
手段。
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