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超高效液相色谱法测定不同产地槐花中 4种 

黄酮含量 

唐燕玲 1*, 罗卓卡 2, 蔡庆群 1, 丘振文 1, 冯时茵 1 

(1. 广州中医药大学第一附属医院药学部, 广州  510405; 2. 苏州大学附属常州市肿瘤医院药剂科, 常州  213002) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱法(ultra performance liquid chromatography, UPLC)检测槐花中 4 种黄酮类

成分含量的分析方法, 并比较不同产地槐花中 4 种黄酮类成分的含量差异及聚类分析。方法  色谱柱为

ACQUITY UPLC BEH C18(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm); 流动相 A 为甲醇溶液, B 为 0.1%乙酸水溶液, 梯度洗脱。

柱温为 30 ℃, 检测波长为 360 nm; 通过 TB tools 热图绘制选项以及 PCA 主成分分析图绘制功能进行各产地

样品的聚类分析。结果   4 种黄酮对照品在相应浓度范围内与峰面积均呈现良好线性关系; 回收率均在

95%~105%之间; 不同产地槐花中的 4 种黄酮类成分含量差异较大, 基于 4 种黄酮类成分含量对不同产地的槐

花的 PCA 主成分分析及聚类热图分析结果表明, 槐花具有明显的产地聚类特性。结论  该方法操作简单, 结

果稳定准确, 专属性强, 并且分析时间短, 能够降低分析成本, 适合作为槐花的含量测定方法。不同产地槐花

质量差异明显, 可通过优选产地从而保证其来源的质量稳定性以及用药安全性。 
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Determination of 4 flavonoids in Sophora japonica from different habitats by 
ultra performance liquid chromatography 
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(1. The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China; 2. Changzhou 
Cancer Hospital Affiliated to Soochow University, Changzhou 213002, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 4 flavonoids in Sophora japonica by ultra 

performance liquid chromatography (UPLC), and to compare the content differences and cluster analysis of the 4 

kinds of flavonoids in Sophora japonica from different regions. Methods  The column was ACQUITY UPLC BEH 

C18 column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm). Mobile phase A was methanol solution, and B was 0.1% acetic acid aqueous 

solution, with gradient elution. The column temperature was 30 ℃, and the detection wavelength was 360 nm. The 

cluster analysis of samples from different origins was carried out through the TB tools heat map drawing option and 

the PCA principal component analysis map drawing function. Results  Four kinds of flavonoid reference substances 

showed a good linear relationship with the peak area in the corresponding concentration range. The recovery rates 

were all between 95% and 105%. The content of 4 kinds of flavonoid components in Sophora japonica from different 

origins varied greatly, based on 4 kinds of flavonoids in PCA principal component analysis and clustering heat map 

analysis of locust flower from different origins showed that locust flowers had obvious clustering characteristics of 
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origin. Conclusion  This method is simple in operation, stable and accurate in results, strong in specificity, and short 

in analysis time, which can reduce the analysis cost, and is suitable as a content determination method for Sophora 

japonica. The quality of Sophora japonica from different producing areas is obviously different, so the quality 

stability and medication safety of Sophora japonica can be ensured by optimizing the producing areas. 

KEY WORDS: Sophora japonica; different origins; ultra performance liquid chromatography; cluster analysis 
 
 

1  引  言 

槐花为豆科植物槐树(Sophora japonica L.)的干燥花

或花蕾, 是我国首批收录的药食同源的中药[1,2]。2020 版

《中国药典》[3]记载其功效为凉血止血, 清肝泻火, 主要可

用于便血、痔血、血痢、崩漏、吐血、衄血、肝热目赤、

头痛眩晕。现代药理研究表明其具有抗氧化、抗炎、降血

压、调节免疫等多种药理活性[4]。 

不论是作为保健食品或者中药材, 槐花发挥作用的

物质基础主要是其黄酮类物质, 其含量的高低与槐花品质

及药用效果都密切相关[5–8]。目前, 《中国药典》[3]规定槐

花含量测定的指标成分只有 1 个, 即芦丁, 单一的指标并

不能全面反映槐花药材的质量[9–12]。不少学者[13–15]开展了

对槐花中主要黄酮如芦丁、槲皮素、水仙苷的含量测定研

究 , 然而其主要采用的方法为高效液相色谱法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC), 分析时间较长, 

且目前未见有关不同产地槐花主要黄酮类成分的比较研

究。因此 , 本研究将采用超高效液相色谱法 (ultra high 

performance liquid chromatography, UPLC)建立槐花中 4 种

主要黄酮类成分(芦丁、山奈酚-3-O-芸香苷、水仙苷、槲

皮素)含量的测定方法, 并对不同产地槐花中这 4 种黄酮类

成分进行分析, 以期能快速检测槐花中主要黄酮类成分, 

同时也为更好地控制槐花药材质量提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与材料 

KQ-300 超声波清洗器(东莞市科桥超声波设备有限

公司); MP200B 电子天平(0.1 mg, 上海精科天平有限公司); 

BP211D 电子分析天平(d=0.01 mg, 德国 Sartorius 公司); 

ACQUITY UPLC 系统(QSM 四元溶剂管理系统、FTN 样品

管理系统自动进样器、CH-A 型柱温箱、UPLC 专用二极管

阵列检测器、真空脱气机、Empower3 色谱工作站, 美国

Waters 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  供试品的制备 

槐花样品充分干燥后, 精密称取粉末各 0.3 g, 置于

50 mL 容量瓶中, 精密加入甲醇溶液 40 mL, 超声(功率设

置为 250 W, 频率设置为 50 kHz)提取 30 min, 放冷至室温

后用甲醇补至 50 mL, 过滤, 即得供试品溶液。 

不同产地槐花及批号见表 1。 

 
表 1  不同产地槐花样品信息 

Table 1  Sample information of Portulacaoleracea from different regions 

产地 批号/采样日期 文中编号 

山东济南 20180309 SD_1 

山东济南 20180310 SD_2 

山东济南 20180311 SD_3 

广东广州 20180401 GD_1 

广东中山 20180402 GD_2 

广东珠海 20180403 GD_3 

河北石家庄 20180412 HeB_1 

河北石家庄 20180414 HeB_2 

河北秦皇岛 20180415 HeB_3 

河北唐山 20180418 HeB_4 

湖北武汉 20180501 HuB_1 

湖北武汉 20180503 HuB_2 
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续表 1 

产地 批号/采样日期 文中编号 

湖北黄石 20180504 HuB_3 

安徽合肥 20180605 AH_1 

安徽合肥 20180609 AH_2 

安徽马鞍山 20180619 AH_3 

江苏南京 20180701 JS_1 

江苏南京 20180703 JS_2 

江苏无锡 20180709 JS_3 

江苏无锡 20180711 JS_4 

 
 
 
2.2.2  对照品的制备 

精密称取对照品芦丁、山奈酚-3-O-芸香苷、水仙苷、

槲皮素适量, 加甲醇制备含芦丁、山奈酚-3-O-芸香苷、水

仙苷、槲皮素对照品浓度分别为 100、35、20、15 μg/mL

的混合对照品母液。精密移取混合对照品母液 0.05、0.1、

0.2、0.4、0.8 mL于 10 mL容量瓶中, 加入甲醇至刻度处, 即

得梯度混合对照品溶液。 

2.2.3  液相色谱分析条件 

色 谱 柱 为 ACQUITY UPLC BEH C18 色 谱 柱      

(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm); 流动相 A 为甲醇溶液, B 为 0.1%

乙酸水溶液, 梯度洗脱如表 2。柱温为 30 ℃, 检测波长为

360 nm, 进样体积 1 μL。 

 
 

表 2  梯度洗脱程序 
Table 2  Gradient elution procedure 

时间/min 0.1%乙酸水/% 甲醇/% 

0 80 20 

2 40 60 

3 40 60 

3.5 20 80 

5 20 80 

 
2.2.4  方法学考察 

(1)线性关系考察 

分别吸取 2.2.2 梯度混合对照品溶液各 1 μL, 注入超

高速液相色谱仪, 按 2.2.3 UPLC 测定条件测定峰面积, 以

峰面积为纵坐标(Y), 以各对照品浓度(X, μg/mL)为横坐标

绘制标准曲线。 

(2)精密度考察 

精密吸取混合对照品溶液 1 μL, 连续进样 6 次, 按

2.2.3 UPLC 测定条件测定 , 记录峰面积 , 计算峰面积

RSD 值。 

(3)稳定性考察 

精密吸取 2.2.1 供试品溶液 1 μL, 每隔 2 h 按 2.2.3 

UPLC 测定条件测定 1 次, 记录峰面积, 测定 24 h 内供试

品溶液的稳定性。 

(4)重复性考察 

精密称取槐花样品粉末 6 份, 每份 0.3 g, 按照 2.2.1

供试品项下制备供试液, 按 2.2.3 UPLC 测定条件测定, 

记录峰面积, 计算各黄酮成分含量, 以 6 份样品的相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)评估方法的重

复性。 

(5)加样回收率考察 

取已知含量的槐花样品粉末 6 份, 精密称定, 分别加

入适量的 4 种黄酮对照品, 按照 2.2.1 供试品项下制备供试

液, 按 2.2.3 UPLC 测定条件测定, 记录峰面积, 计算各黄

酮成分含量, 计算其加样回收率。 

2.2.5  不同产地槐花黄酮含量测定 

不同产地槐花样品经充分干燥后, 按照 2.2.1 供试

品项下制备供试液, 按 2.2.3 UPLC 测定条件测定, 记录

峰面积, 计算各黄酮成分含量。通过 TB tools 热图绘制

选项以及 PCA 主成分分析图绘制功能进行各产地样品

的聚类分析。 
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3  结果与分析 

3.1  UPLC 色谱条件的确定 

经过考察, 在上述 2.2.3 UPLC 条件下, 槐花中 4 种黄

酮类成分能够达到基线分离, 分离度良好, 且分析时间仅

需 5 min, 大大提高了分析效率(见图 1)。 

3.2  线性关系 

经过考察后得 4 个黄酮成分的标准曲线如表 3 所示。

结果表明, 4 种黄酮类成分在相应的线性范围内线性关系

良好。 

3.3  精密度、稳定性、重复性及加样回收率 

经考察得该方法的精密度、稳定性、重复性 RSD 值

均小于 2%, 加样回收率在 95%~105%之间, RSD 值小于

2.2%, 说明方法具有良好的精密度、稳定性、重复性以及

准确性(见表 4)。 

3.4  不同产地槐花样品 4 种黄酮类成分含量测定结

果分析 

3.4.1  不同产地槐花样品 4 种黄酮类成分含量的比较 

由表 5 以及图 2 可知，不同产地槐花样品种 4 种黄酮

类成分具有较大的差异，芦丁含量在含量在 59.38~   

94.25 mg/g 之间，山奈酚-3-O-芸香苷含量在 0.45~5.12 mg/g

之间，水仙苷含量在 0.75~4.28 mg/g 之间，木犀草素含量

在 3.25~12.68 mg/g 之间。江苏产槐花 4 种黄酮类成分含量

最高，而山东产地的最低。 

3.4.2  不同产地槐花样品的聚类分析 

基于槐花中 4 种主要黄酮成分的 PCA 主成分分析

表明, 不同产地槐花都可以明显区分开(见图 3); 而聚类

热图分析也表明 , 不同产地均可以聚为单独的一簇 , 具

有明显的产地聚类特性(见图 4)。

 
 

 
 

 
图 1  槐花黄酮成分 UPLC 色谱图 

Fig.1  UPLC chromatogram of flavonoids in Sophora japonica 

 

 
表 3  4 种黄酮类成分的线性关系 

Table 3  Linear relationship of 4 components 

成分 回归方程 线性范围/(μg/mL) r 

芦丁 Y=9.76×104X+1.05×103 0.5~80 0.9990 

山奈酚-3-O-芸香苷 Y=8.58×104X+1.22×104 0.175~28 0.9997 

水仙苷 Y=9.12×104X+1.48×103 0.1~16 0.9997 

槲皮素 Y=9.48×104X+1.66×103 0.075~12 0.9998 
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表 4  精密度、稳定性、重复性及加样回收率考察结果 
Table 4  Investigation results of precision, stability, repeatability and recovery rate 

成分 精密度 RSD/% 稳定性 RSD/% 重复性 RSD/% 
加样回收率 

回收率/% RSD/% 

芦丁 1.23 1.22 1.34 98.13 2.13 

山奈酚-3-O-芸香苷 0.58 1.58 1.23 99.23 1.97 

水仙苷 1.24 1.98 0.58 100.25 1.48 

槲皮素 1.45 1.24 1.76 98.75 1.54 

 

表 5  20 批样品含量测定结果(mg/g, n=3) 
Table 5  Content determination results of 20 batches of samples (mg/g, n=3) 

产地 芦丁 山奈酚-3-O-芸香苷 水仙苷 槲皮素 

SD_1 60.52±0.19 1.79±0 2.34±0 6.68±0.02 

SD_2 59.38±0.73 2.11±0.02 2.38±0.02 6.45±0.07 

SD_3 61.45±0.2 1.97±0 2.05±0 7.02±0.02 

GD_1 76.89±0.75 3.45±0.03 3.67±0.03 10.12±0.09 

GD_2 80.7345±1.08 3.6225±0.04 3.8535±0.05 10.62±0.14 

GD_3 79.8±1.06 3.58±0.04 3.8±0.05 10.5±0.13 

HeB_1 65.01±0.79 2.33±0.028 1.55±0.01 7.25±0.08 

HeB_2 68.23±0.98 2.45±0.03 1.65±0.02 7.06±0.1 

HeB_3 66.45±0.39 2.39±0.01 1.5±0 7.42±0.04 

HeB_4 69.1±0.53 2.48±0.01 1.56±0.01 7.71±0.06 

HuB_1 88.23±0.39 3.99±0.01 4.25±0.01 10.35±0.04 

HuB_2 88.67±1.78 4±0.08 4.27±0.08 10.4±0.2 

HuB_3 88.89±0.88 4.02±0.03 4.28±0.04 10.42±0.1 

AH_1 62.77±0.97 0.45±0 0.75±0.01 3.25±0.05 

AH_2 63.02±0.98 0.45±0 0.75±0.01 3.26±0.05 

AH_3 63.39±1.26 0.45±0 0.75±0.01 3.28±0.06 

JS_1 94.254±2.2 5.08±0.11 4.23±0.09 12.58±0.29 

JS_2 95±1.8 5.12±0.09 4.26±0.08 12.68±0.24 

JS_3 93.23±1.24 5.02±0.06 4.18±0.05 12.44±0.16 

JS_4 93.41±1.25 5.03±0.06 4.19±0.056 12.46±0.16 

注: SD 代表山东; GD 代表广东; HeB 代表河北; HuB 代表湖北; AH 代表安徽; JS 代表江苏。 
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图 2  20 批样品含量测定结果(n=3) 

Fig.2  Content determination results of 20 batches of samples(n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  PCA 主成分分析 

Fig.3  PCA principal component analysis 
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图 4  不同产地槐花的聚类分析热图 

Fig.4  Cluster analysis diagram of Sophora japonica from different producing areas 
 

4  结  论 

本研究建立了 UPLC 测定药食两用中药槐花中 4 种黄

酮类成分含量的方法, 结果表明该方法操作简单, 结果稳

定准确, 专属性强, 并且分析时间短, 能够降低分析成本, 

适合作为槐花的含量测定方法。同时对不同产地槐花中 4

种黄酮类成分进行比较分析, 结果表明, 不同产地槐花中

4 种黄酮类成分具有显著差异, 且具有明显的产地聚类特

性, 研究结果可为进一步提高槐花质量标准以及槐花的优

质来源提供参考和依据。 
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