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超高效液相色谱法测定不同产地桑叶中 

4种主要黄酮含量 

钟月葵*, 蔡庆群, 丘振文 

(广州中医药大学第一附属医院, 广州  510405) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱(ultra performance liquid chromatography, UPLC)测定桑叶中 4 种主要黄酮

含量的方法, 并通过主成分和热图分析比较 10 个不同产地桑叶中 4 种黄酮含量的差异。方法  选择 ACQUITY 

UPLC BEH C18 为色谱柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm), 甲醇溶液和 0.5%磷酸溶液分别作为流动相 A 和 B 进行梯度

洗脱。检测波长设置为 350 nm; 柱温设置为 30 ℃。采用 TB tools 软件进行主成分分析和热图分析。结果  4

种黄酮对照品在相应浓度范围内均呈良好的线性关系 (r>0.999); 回收率为 98%~102%, 相对标准偏差为

1.12%~1.86%。且 10 个产地桑叶 4 种黄酮含量差异较大, 具体表现为: 安徽地区桑叶中芦丁、异槲皮苷、紫

云英苷和槲皮素含量均最高, 分别为 20.543、6.801、1.328、3.645 mg/g; 湖南桑叶中异槲皮苷的含量最低, 为

3.902 mg/g; 其余 3 种黄酮化合物均在河北地区含量最低, 分别为芦丁 10.021 mg/g、紫云英苷 0.348 mg/g 和槲

皮素 1.784 mg/g。主成分和聚类分析结果显示, 桑叶具有明显的地域差异性。结论  该方法操作简单, 分析时

间短, 稳定性强, 可大大降低分析成本, 且不同产地桑叶质量差异明显, 可作为桑叶用药来源选择的参考。 
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Determination of 4 flavonoids in mulberry leaves from different habitats by 
ultra performance liquid chromatography 

ZHONG Yue-Kui*, CAI Qing-Qun, QIU Zhen-Wen 

(The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 4main flavonoids in mulberry leaves by 

ultra performance liquid chromatography (UPLC), and to compare the content of 4 flavonoids in mulberry leaves 

from 10 different areas by principal component analysis and thermography. Methods  ACQUITY UPLC BEH C18 

column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm) was used. Methanol solution and 0.5% phosphoric acid solution were used as 

mobile phases for gradient elution. The detection wavelength was set at 350 nm and the column temperature was 

30 ℃. TB tools software was used for principal component analysis and heat map analysis. Results  The 4 

flavonoids showed good linear relationship in the corresponding concentration ranges (r>0.999).The recoveries were 

98%‒102%, and the relative standard deviations were 1.12%‒1.86%. The results showed that the content of rutin, 

isoquercitrin, astragaloside and quercetin in mulberry leaves from Anhui province wasthe highest, which was 20.543, 

6.801, 1.328 and 3.645mg/g, respectively. The content of isoquercitrin in Hunan mulberry leaves was the lowest, 

which was  3.902 mg/g, andthe other 3 flavonoids were the lowest in Hebei, with rutin 10.021 mg/g, astragaloside 
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0.348 mg/g and quercetin 1.784 mg/g. The results of principal component analysis and cluster analysis showed that 

mulberry leaves had obvious regional differences. Conclusion  This method has the advantages of simple operation, 

short analysis time and strong stability, which can greatly reduce the cost of analysis, and the quality of mulberry 

leaves from different areas has obvious differences, which can be used as a reference for the selection of mulberry 

leaves. 

KEY WORDS: mulberry leaves; regions; ultra performance liquid chromatography; principal component analysis; 

heatmap analysis 
 
 

0  引  言 

桑叶始载于《神农本草经》, 为桑科植物桑(Morus 

alba L.)的干燥叶, 在我国各地均广泛种植, 初霜后采收的

质量最佳[1‒2]。桑叶是一种典型的发散风热药, 可内服外用, 

具有疏散风热、清肺润燥、清肝明目的功效, 广泛用于风

热感冒、肺热燥咳、头晕头痛等症[3‒4]。此外, 桑叶为国家

卫生部公布的药食同源物品之一, 目前国内外开发的食品

主要有桑叶茶、桑叶抹茶、桑叶醋、桑叶火腿肠、桑叶冰

淇淋、桑叶酒等[5], 因而其营养价值和特性受到许多养殖

企业的关注[6]。 

近年来关于桑叶中主要活性成分即黄酮类成分特别

是芦丁、异槲皮苷、紫云英苷和槲皮素的报道较多, 且其

化学结构和含量均已明确[7‒8]。2020 版《中国药典》[9]规

定桑叶主要以芦丁单一成分作为其含量测定指标, 但单

一指标并不能全面反映桑叶药材的质量。不少学者开展

了对桑叶中主要黄酮成分的含量测定研究, 然而其主要

采用的方法为高效液相色谱法[10‒13], 分析时间均需 1h 以

上, 时间较长。因此, 本研究将采用超高效液相色谱法测

定桑叶中 4 种主要黄酮类成分的含量, 并对不同产地种

植产地桑叶中这 4 种黄酮类成分进行分析, 以期能快速

检测桑叶中主要的黄酮类成分并为更好的控制桑叶药材

质量提供基础依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

BSA2202S 电子天平(济南欧莱博科学仪器有限公司); 

ACQUITY UPLC 系统(QSM 四元溶剂管理系统、CH-A 型

柱温箱、UPLC 专用二极管阵列检测器, 美国 Waters 公司); 

XL-08 型小型粉碎机(广州旭朗机械设备有限公司); HH-8

数显恒温水浴锅(常州金坛良友仪器有限公司); HK-16E 电

热恒温鼓风干燥箱(东莞市勤卓环境测试设备有限公司) 

对照品芦丁(批号 SR8250, 纯度≥99%)、异槲皮苷

(批号 SI8270, 纯度≥99%)(广州康凯信生物科技有限公

司); 紫云英苷(批号 SA8590, 纯度≥99%)、槲皮素(批号

SQ8030, 纯度≥98%)(广州捷威斯生物科技有限公司);甲

醇(色谱纯 , 湖北鑫润德化工有限公司); 其余试剂(分析

纯, 国药集团)。 

桑叶药材均来自于市售, 表 1 为不同产地桑叶及批号。 

 
表 1  桑叶样品信息 

Table 1  Sample information of mulberry leaves 

文中编号 产地 批号/采样日期 

AH_1 安徽亳州 20190705 

AH_2 安徽亳州 20190707 

HK_1 河南开封 20190710 

HK_2 河南开封 20190711 

JS_1 江苏宿迁 20190715 

JS_2 江苏宿迁 20190717 

HB_1 河北正定 20190719 

HB_2 河北正定 20190720 

SD_1 山东聊城 20190722 

SD_2 山东临沂 20190725 

ZJ_1 浙江宁波 20190801 

ZJ_2 浙江宁波 20190805 

SC_1 四川成都 20190808 

SC_2 四川成都 20190812 

JX_1 江西安福县 20190815 

JX_2 江西修水县 20190919 

GX_1 广西玉林 20190901 

GX_2 广西南宁 20190903 

HN_1 湖南湘潭 20191009 

HN_2 湖南长沙 20191011 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  对照品溶液的制备 

精密称取对照品芦丁、异槲皮苷、紫云英苷、槲皮素

适量置 10 mL 容量瓶中, 加甲醇溶解并定容, 即得芦丁

(0.998 mg/mL) 、异槲皮苷 (1.105 mg/mL) 、紫云英苷   

(1.036 mg/mL)、槲皮素(0.995 mg/mL)的混合对照品母液。
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精密移取混合对照品母液 0.1、0.2、0.4、0.8、1.0、2.0、

5.0 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。 

1.2.2  供试品溶液的制备 

桑叶样品充分干燥后过二号筛, 精密称取样品粉末

各约 1.0 g, 置于锥形瓶中, 加入 50 mL 80%甲醇溶液, 称

定重量, 80 ℃回流提取 40 min, 放冷至室温后用 80%甲醇

补足重量, 摇匀, 过 0.22 µm 微孔滤膜, 即得供试品溶液。 

1.2.3  UPLC 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 为磷酸

水溶液, UPLC 梯度洗脱程序为 0~2 min, 20%~30% A; 2~  

5 min, 30%~60% A; 5~6 min, 60%~60% A; 6~10 min, 
60%~80% A。柱温为 30 ℃, 检测波长为 350 nm, 流速为

0.5 mL/min, 进样体积 4 μL。 

1.2.4  不同产地桑叶样品黄酮含量的测定 

取不同产地桑叶粉末适量, 制备供试品溶液, 按 UPLC

测定条件进行测定, 记录峰面积并按照标准曲线法计算各

黄酮成分的含量, 平行 3 次。通过 TB tools 的 PCA 主成分

分析及热图绘制选项对各产地桑叶样品进行聚类分析。 

1.2.5  10 个产地桑叶样品的聚类分析 

为了直观地分析 4 种黄酮在 10 个不同产地的含量变

化[14‒15], 采用 TB tools 软件进行主成分和热图分析, 其中

纵向聚类反映样品的关系, 颜色的深浅反映样品中相应成

分含量的大小。 

2  结果与分析 

2.1  条件优化 

本研究前期通过对乙腈-磷酸水溶液、甲醇-磷酸水溶

液、甲醇-甲酸水溶液、乙腈-甲酸水溶液等按不同比例组

成的流动相进行考察, 最终选择甲醇‒0.5%磷酸溶液为该

研究的流动相, 用此流动相洗脱后各峰的峰形对称、分离

度较好。通过对不同柱温(25、30、35 ℃)的考察, 发现选

择柱温 30 ℃可达到预期的分离度、峰形正常, 故选择色谱

柱温度为 30 ℃。此外, 检测波长选择 350 nm 时 4 种黄酮

成分均有较好的吸收。 

优化条件后, 经过考察, 桑叶中 4 种黄酮类成分能够

达到基线分离, 分离度良好(见图 1), 且 10 min 之内就可以

得到分析结果, 大大提高了分析的效率。 

 

 
 

图 1  桑叶黄酮成分 UPLC 色谱图 

Fig.1  UPLC Chromatogram of flavonoids in mulberry leaves 
 

2.2  方法学考察 

2.2.1  标准曲线和检出限 

分别将 3 梯度混合对照品溶液依次注入超高速液相

色谱仪, 测定峰面积, 以各对照样品浓度为(X)横坐标, 峰

面积为纵坐标(Y)绘制标准曲线。结果如表 1 所示, 4 种桑叶

黄酮类成分在相应的线性范围内均呈良好的线性关系。 

3 倍信噪比(S/N)所对应的浓度为检出限, 10 倍信噪比

(S/N)所对应的浓度为定量限。如表 2, 检出限的范围为

0.3~1.2 µg/kg, 测定下限的范围为 1.0~4.0 µg/kg。表明该分

析方法的灵敏度较高。 

2.2.2  精密度实验 

精密吸取混合对照品溶液 1 mL, 连续进样 6 次, 进样

量 4 μL, 记录峰面积 , 计算其峰面积的相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)。实验测得芦丁、异槲皮

苷、紫云英苷及槲皮素的 RSD 分别为 1.32%、0.89%、

1.84%、1.12%, 表明方法精密度较高。 

2.2.3  重复性实验 

平行制备桑叶样品粉末 6 份, 每份 0.5 g 进行测定, 记

录峰面积并计算样品中各黄酮成分的含量, 以 6 份样品的

RSD 评估方法的重复性。实验求得芦丁、异槲皮苷、紫云

英苷及槲皮素的 RSD 分别为 1.62%、0.96%、1.54%、2.02%, 

表明实验的重复性良好。 

 
表 2  桑叶 4 种成分的线性关系 

Table 2  Linear relationship of 4mulberry leaves components 

成分 回归方程 r2 线性范围/(mg/mL) 检出限/(µg/kg) 测定下限/(µg/kg) 

芦丁 Y=62,535X‒723,528 0.9990 0.5~8.5 0.3 1.0 

异槲皮苷 Y=56,588X‒720,987 0.9990 0.1~2.0 0.8 2.7 

紫云英苷 Y=52,275X‒370,351 0.9995 0.25~2.25 1.2 4.0 

槲皮素 Y=54,442X‒387,825 0.9997 0.075~1.45 1.2 4.0 
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2.2.4  稳定性实验 

精密吸取供试品溶液 1 μL, 分别于 0、2、4、6、8、

10、12、24 h 测定 1 次, 记录峰面积, 计算样品中芦丁、

异槲皮苷、紫云英苷及槲皮素的RSD分别为 1.68%、1.86%、

2.05%、1.42%, 表明实验具有良好的稳定性。 

2.2.5  加样回收率 

精密称取桑叶样品 6 份, 每份约 0.5 g, 于每份中加

入 4 种黄酮对照品适量, 进样 4 μL, UPLC 测定, 记录峰

面积, 计算各黄酮成分的平均加样回收率和 RSD, 结果

见表 3。如表 3 所示, 桑叶 4 种黄酮成分加样回收率为

98%~102%, 相对标准偏差为 1.12%~1.86%, 表明实验

的准确度良好。 

2.3  不同产地桑叶样品黄酮含量的测定结果 

2.3.1  不同产地桑叶中 4 种黄酮成分含量的比较 

由表 4 可知, 不同产地桑叶样品的 4 种黄酮类成分

具有较大的差异 , 芦丁含量为 10.021~20.543 mg/g, 异

槲皮苷的含量在 3.902~6.801 mg/g 之间, 紫云英苷的含

量 在 0.348~1.328 mg/g 之 间 , 而 槲 皮 素 的 含 量 在

1.784~3.645 mg/g 之间。总的来说, 不同产地桑叶样品中

4 种黄酮成分的含量高低均为芦丁>异槲皮苷>槲皮素>

紫云英苷。此外, 来自于 10 个不同桑叶产地中, 安徽地

区的桑叶总黄酮含量最高 , 广西次之 , 而河南地区桑叶

总黄酮含量最低。 

 
表 3  桑叶 4 种黄酮成分加样回收率测定结果 

Table 3  The results of the sample recovery rates of 4 flavones in mulberry leaves 

化合物 试样量/mg 加样量/mg 测定值/mg 回收率/% 平均值/% RSD/% 

芦丁 

0.9209 

0.9522 

1.8710 99.78 

99.69 1.25 

0.9211 1.8683 99.47 

0.9203 1.8705 99.79 

0.9210 1.8702 99.68 

0.9208 1.8697 99.65 

0.9207 1.8705 99.75 

异槲皮苷 

0.6564 

0.7002 

1.3536 99.57 

99.94 1.41 

0.6526 1.3505 99.67 

0.6505 1.3457 99.29 

0.6498 1.3610 101.57 

0.6509 1.3488 99.67 

0.6512 1.3504 99.86 

紫云英苷 

0.1040 

0.1502 

0.2530 99.20 

99.75 1.86 

0.1100 0.2622 101.33 

0.1068 0.2545 98.34 

0.1021 0.2508 99.00 

0.1089 0.2605 100.93 

0.1125 0.2622 99.67 

槲皮素 

0.2540 

0.3025 

0.5545 99.34 

99.57 1.12 

0.2485 0.5518 100.26 

0.2561 0.5558 99.07 

0.2601 0.5614 99.60 

0.2525 0.5530 99.34 

0.2409 0.5428 99.80 
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表 4  20 批桑叶样品含量测定结果(mg/g, n=3) 
Table 4  Content results of 20 batches of mulberry leaves samples(mg/g, n=3) 

产地 芦丁 异槲皮苷 紫云英苷 槲皮素 

AH_1 20.543±0.135 6.719±0.125 1.324±0.000 3.618±0.022 

AH_2 20.385±0.713 6.801±0.026 1.328±0.102 3.645±0.107 

HK_1 12.485±0.209 4.197±0.000 0.548±0.105 2.064±0.136 

HK_2 12.479±0.735 4.155±0.023 0.529±0.054 2.056±0.116 

JS_1 16.835±1.058 5.002±0.034 1.055±0.065 3.392±0.114 

JS_2 16.655±1.026 5.012±0.141 1.061±0.105 3.395±0.103 

HB_1 10.021±0.719 4.233±0.028 0.348±0.105 1.784±0.136 

HB_2 10.053±0.908 4.245±0.031 0.359±0.054 1.826±0.126 

SD_1 13.425±0.319 4.395±0.015 0.658±0.115 2.564±0.056 

SD_2 13.521±0.523 4.408±0.011 0.649±0.096 2.506±0.116 

ZJ_1 16.023±0.359 4.991±0.031 1.035±0.201 3.258±0.104 

ZJ_2 16.004±1.738 4.985±0.082 1.047±0.108 3.263±0.162 

SC_1 15.689±0.188 4.532±0.135 0.988±0.104 3.102±0.102 

SC_2 15.747±0.997 4.488±0.000 0.975±0.201 3.115±0.105 

JX_1 15.092±0.918 4.457±0.121 0.905±0.101 2.936±0.035 

JX_2 15.089±1.216 4.449±0.143 0.912±0.000 2.928±0.106 

GX_1 17.254±2.019 5.082±0.131 1.232±0.059 3.518±0.129 

GX_2 17.055±1.358 5.121±0.094 1.236±0.108 3.558±0.214 

HN_1 13.273±1.234 3.902±0.067 0.718±0.105 2.764±0.156 

HN_2 13.321±1.285 3.923±0.061 0.719±0.056 2.806±0.116 

 
 

2.3.2  10 个产地桑叶样品的聚类分析结果 

由图 2 所示, 基于桑叶中 4 种黄酮成分的主成分分

析表明, 10 个产地桑叶均可以明显区分开, 说明不同产地

对桑叶质量影响较大; 图 3 的热图分析也同样表明, 不同

产地均可聚为单独的一簇, 说明桑叶具有明显的产地聚

类特性。 

3  结论与讨论 

本研究建立了 UPLC 同时测定药食同源桑叶中 4 种黄

酮类成分(芦丁、异槲皮苷、紫云英苷、槲皮素)的含量测

定方法。结果显示, 芦丁含量最高, 是中药桑叶的主要成

分。但桑叶成分复杂, 且本研究发现异槲皮苷、紫云英苷、

槲皮素的含量虽然较低, 但不同产地存在一定的差异性, 

故以芦丁作为单一指标, 不能全面反映桑叶的质量, 可通

过建立该 4 种主要黄酮成分的含量测定方法以准确控制桑

叶药材的质量。 

 

 
图 2  主成分分析结果 

Fig.2  Results of principal component analysis 
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图 3  不同产地桑叶的热图分析 
Fig.3  Heatmap of mulberry leave from different producing areas 

 
此外, 本研究建立的方法简便, 稳定性和专属性强, 可

知 10 min 内得到分析结果, 因而大大降低了分析成本。同时

本研究对 20 批来源于 10 个不同产地的桑叶中 4 种黄酮类成

分进行比较分析, 结果表明, 不同产地桑叶中 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, 此研究结果

可为提高桑叶质量标准及其优质来源的选择提供参考。 
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