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[摘要 ]  目的:对红花中色素类成分、腺苷及黄酮类化合物等成分进行分析,建立红花药材质量评价方法。方

法: 采用高效液相色谱-电化学检测技术, 对和指纹图谱红花中羟基红花黄色素 A的含量进行研究: Ag ilent ZORBAX

Sb C18色谱柱 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm ) ,以磷酸盐缓冲液-乙腈为流动相进行梯度洗脱, 流速 11 0 mL# m in- 1,柱温

35 e ,参比电极 ISAAC ( in-situ Ag /AgC l) ,工作电极为玻碳电极; 辅助电极为铂电极;检测电位 + 800 mV。采用高效

液相色谱-紫外检测技术 ,分析红花中腺苷的含量: D iamonsil C18色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ), 流动相水-乙腈

( 95B5), 流速 11 0 mL# m in- 1,柱温 40 e , 检测波长 260 nm; 采用紫外分光光度法, 测定红花红色素的吸光度。结

果: 以 21个共有峰为指标, 建立了红花高效液相色谱指纹图谱, 鉴定出 7个色谱峰。 32个红花样品中羟基红花黄

色素 A的质量分数为 01 35% ~ 3158% ; 腺苷的质量分数为 0103j ~ 01 49j 。结论: 该方法可用于红花质量评价。
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  中药红花 Flos Cartham i为菊科一年生草本植物

红花 Carthamus tinctorius L. 的干燥花, 别名草红花。

我国主产区在新疆,其次为四川、云南、河南、河北、山

东、浙江、江苏等省
[ 1]
。红花中主要含有色素、黄酮

类化合物、酚酸、脂肪酸、挥发油、多炔等成分
[ 2 ]
,药

理报道
[ 3-4]
红花中色素类、黄酮类和腺苷为红花扩张

血管、增加冠脉流量、抑制血小板聚集、改善心脑血

液循环的主要有效成分。目前有关红花质量的研究

多见于红花中单一成分,如羟基红花黄色素 A
[ 5 ]
、6-

羟基山柰酚-3-O-葡萄糖苷
[ 6]
等的含量测定, 以及红

花指纹图谱的研究,如周晓英等以山柰酚为基准物,

建立了红花指纹图谱
[ 7]
; 赵明波等以羟基红花黄色

素 A为基准物,对不同产地的红花药材进行指纹图

谱分析
[ 8]
。但在指纹图谱研究中, 尚未有对色谱峰

进行指认的研究。本研究从全国主产区收集了 32

批红花,从色素、腺苷的含量和黄酮类化合物的指纹

图谱研究 3个方面对红花药材的质量进行评价。

1 材料

1. 1 试药与试剂

本实验所用的红花药材经本所生药室何希荣主

管药师鉴定为菊科植物红花 C. tinctorius的干燥花。

乙腈 ( HPLC级 ), 甲醇、乙醇、磷酸、氯化钠、磷酸氢

二钠 ( AR ), 重蒸馏水 (本所自制 )。羟基红花黄色

素 A 对照品 (批号 111637-200503 )、腺苷对照品

( 110879-200202)含量测定用,购于中国药品生物制

品检定所;芦丁、槲皮素、山柰酚 (日本和光纯药工业

株式会社 );槲皮素-3-O-葡萄糖苷 (日本关东化学株

式会社 )、6-羟基山柰酚-3-O-葡萄糖苷、山柰酚-3-O-

芸香糖苷 (本所王智民、张启伟研究员惠赠 )。

1. 2 仪器

W aters A lliance高效液相色谱仪 (包括 2695

Separat ionM odu le四元泵、在线真空脱气机、自动进

样器、柱温箱、Waters 2996二极管阵列检测器

( UV )、W aters 2465安培检测器 ( ECD )、Empow er色

谱工作站,美国W aters公司 )、Ag ilent 1100 HPLC-

Q trap
TM
四极杆线性离子阱串联质谱仪 ( AB公司 );

紫外可见分光光度计 ( T6新世纪, 北京谱析通用仪

器有限责任公司 )。

2 方法

2. 1 指纹图谱研究
2. 1. 1 色谱条件  Ag ilent ZORBAX Sb C18色谱柱

( 416 mm @ 250mm, 5 Lm),流动相 A磷酸盐缓冲液

(含有 011 mo l# L
- 1
的磷酸氢二钠、0102 mol# L

- 1

的氯化钠,磷酸调 pH 1168)-B乙腈;梯度洗脱: 0 ~

10m in( 5% ~ 11% B ), 10~ 16 m in( 11% ~ 14% B ),
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16~ 23 m in ( 14% ~ 14% B ), 23 ~ 30 m in ( 14% ~

20% B), 30~ 70 m in ( 20% ~ 35% B )。流速 1 mL#

m in
- 1
; 柱温 35 e ; 参比电极 ISAAC ( in-situ Ag /

AgC l), 工作电极 玻碳电极;辅助电极 铂电极; 检测

电位 + 800 mV。

2. 1. 2 供试品溶液的制备  取样品粉末 1100 g,精

密称定,置 50 mL三角瓶中, 精密加入 60%乙醇 10

mL,称重, 50 e 超声 1 h, 冷却,补足失重。滤过,取

续滤液过 012 Lm滤膜,即得。

2. 1. 3 对照品溶液的制备  分别取羟基红花黄色

素 A、6-羟基山柰酚-3-O-葡萄糖苷、芦丁、槲皮素-3-

O-葡萄糖苷、山柰酚-3-O-芸香糖苷、槲皮素、山柰酚

对照品 5 mg,甲醇定容至 10mL,即得对照品溶液。

2. 1. 4 色谱峰的归属及参照物的选择  分别取各
个对照品溶液和红花供试品溶液, 按上述色谱条件

进行分析,得到各对照品和红花的 HPLC指纹图谱

(图 1)。根据各个色谱峰保留时间和紫外吸收光谱

特征确定红花药材色谱图中色谱峰的归属。由于红

花图谱中 1号羟基红花黄色素 A色谱峰峰面积较

大、出峰时间适中,被选作参照峰。

A.对照品; B.红花 HPLC-UV图 ( 360 nm ) ; C.红花 HPLC-ECD图

1.羟基红花黄色素 A; 2. 6-羟基山柰酚-3-O-葡萄糖苷; 3.芦丁;

4.槲皮素-3-O-葡萄糖苷; 5.山柰酚-3-O-芸香糖苷;

6.槲皮素; 7.山柰酚

图 1 对照品及红花 H PLC图

2. 1. 5 精密度试验  供试品溶液在上述色谱条件
下连续进样 5次,各主要峰相对保留时间的 RSD均

小于 013% ,相对峰面积的 RSD均小于 518%。
2. 1. 6 重复性试验  取同一批红花粉末, 按供试品

溶液的制备方法操作,平行制备 5份样品,在上述色

谱条件下分别进样。各主要色谱峰相对保留时间的

RSD均小于 110%, 相对峰面积的 RSD 均小于

14%。

2. 1. 7 稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液在

0, 4, 8, 12, 24 h进样分析。 24 h内供试品各主要色

谱峰相对保留时间的 RSD值均小于 0130%,相对峰

面积的 RSD值均小于 516%。说明供试品溶液在
24 h内稳定。

2. 1. 8 样品测定  分别精密称取表 1中的 32批样

品,按 2. 1. 2项下供试品制备方法制备并测定,记录

色谱图 (图 2)。

1~ 21.共有峰; 4.羟基红花黄色素 A; 8. 6-羟基山柰酚-3-O-

葡萄糖苷; 10.芦丁; 11.槲皮素-3-O-葡萄糖苷;

14.山柰酚-3-O-芸香糖苷

图 2 32批红花样品 HPLC-ECD指纹图

2. 2 羟基红花黄色素 A的含量测定

2. 2. 1 色谱条件  同 2. 1. 1。

2. 2. 2 供试品溶液的制备  同 2. 1. 2。

2. 2. 3 线性关系考察  精密称取羟基红花黄色素

A对照品 2120mg,甲醇溶解,定容至 25mL量瓶中,

即得对照品溶液。精密吸取对照品溶液 110, 510,
710, 1010, 1510 LL,以峰面积对进样量进行回归, 得

到线性回归方程 Y = 4E + 06X + 8 64016, r =

01999 4,在 01088~ 1132 Lg有良好线性关系, 其最

小检测限 ( S /N = 3 ) 0188 ng, 定量限 ( S /N = 3)为

4140 ng。

2. 2. 4 精密度试验  取同一供试品溶液连续进样
5次,每次 1 LL, 羟基红花黄色素 A峰面积的 RSD

315%。结果表明仪器精密度良好。
2. 2. 5 稳定性试验  分别在 0, 4, 8, 12, 24 h精密

吸取同一供试品溶液进样 1 LL, 注入高效液相色谱

仪测定,结果表明羟基红花黄色素 A峰面积的 RSD

315%。说明样品在室温条件下 24 h稳定。

2. 2. 6 重复性试验  取同一红花药材样品五份, 按

供试品溶液制备项下制备样品, 精密吸取供试品溶

液 1 LL, 注入高效液相色谱仪测定,羟基红花黄色

素 A质量分数平均值为 1124%, RSD 215%。
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2. 2. 7 回收率试验  精密吸取 01337 g# L
- 1
的羟

基红花黄色素 A对照品溶液 20 mL @ 6,吹干; 再精

密称定已知羟基红花黄色素 A 含量的红花样品

0150 g @ 6份,按供试品溶液制备项下制备, 在上述

色谱条件下测定,羟基红花黄色素 A平均回收率为

9919%, RSD 213%,结果见表 1。
表 1 羟基红花黄色素 A加样回收率

No.
样品中量

/Lg

测得值

/Lg

回收率

/%

平均值

/%
RSD /%

1 01658 11306 9611   

2 01651 11314 9814   

3 01652 11327 10011
9919 213

4 01632 11321 10212   

5 01633 11312 10017   

6 01626 11313 10119   

  注:加入量为 01674 Lg

2. 2. 8 样品测定  分别精密称取表 1中的 32批样

品,按 2. 1. 2项下供试品制备方法制备并在上述色

谱条件下测定,羟基红花黄色素 A的含量。

2. 3 腺苷的含量测定

2. 3. 1 色谱条件  采用 HPLC-UV检测, D iamonsil

C18色谱柱 ( 416mm @ 250mm, 5 Lm),流动相水-乙

腈 ( 95B5) ,流速 110mL# m in
- 1
,柱温 40 e ,检测波

长 260 nm。腺苷和红花样品的色谱图见图 3。

1.腺苷

图 3 腺苷对照品 ( A )和红花样品 ( B)的色谱图

2. 3. 2 供试品溶液的制备  取样品粉末 1100 g,精

密称定, 置 50 mL三角瓶中, 精密加入稀乙醇 10

mL,称重,室温超声 30m in, 冷却,补足失重。滤过,

取续滤液过 012 Lm滤膜, 即得供试品溶液。

2. 3. 3 线性关系考察  精密称取腺苷对照品 5137
mg,用甲醇溶解, 定容至 100 mL量瓶中, 进样体积

分别为 015, 110, 510, 710, 1010 LL, 以峰面积对进
样量进行回归, 得到线性回归方程: Y= 3E + 06X +

4 13717, r= 01999 1, 01027~ 01537 Lg有良好线性

关系,其最小检测限 ( S /N = 3 )为 13143 ng, 定量限

( S /N= 10)为 107140 ng。

2. 3. 4 精密度试验  取同一供试品溶液连续进样

5次,每次 5 LL,腺苷峰面积的 RSD 218%。结果表
明仪器精密度良好。

2. 3. 5 稳定性试验  分别在 0, 4, 8, 12, 24 h精密

吸取同一供试品溶液 5 LL, 注入高效液相色谱仪测

定, 结果表明, 腺苷峰面积的 RSD 213%。说明样品
在室温条件下 24 h稳定。

2. 3. 6 重复性试验  取同一红花药材样品 5份, 按

供试品溶液制备项下制备样品, 精密吸取供试品溶

液 5 LL, 注入高效液相色谱仪测定,得到腺苷含量

的平均值为 0127j , RSD 119%。
2. 3. 7 回收率试验  精密吸取 01053 7 mg# mL

- 1

的腺苷对照品溶液 2 mL @ 6,吹干; 再精密称定已知

腺苷含量的红花样品 0150 g @ 6份, 按供试品溶液

制备项下制备,在上述色谱条件下测定,腺苷平均回

收率为 10016%, RSD 213% ,见表 2。

表 2 腺苷加样回收率

样品中量

/Lg

测得值

/Lg

回收率

/%

平均值

/%
RSD /%

01066 01121 10214   

01068 01123 10214   

01062 01116 10016
10016 213

01060 01113 9817   

01056 01111 10214   

01059 01111 9618   

  注:加入量为 01053 7 Lg

2. 3. 8 样品测定  分别精密称取表 3中的 32批样

品, 按 2. 3. 2项下制备方法制备供试品溶液, 并按

2. 3. 1色谱条件测定,腺苷的含量见表 3。

2. 4 红色素的吸光度的测定
取各产地红花样品粉末约 0125 g,精密称定,置

锥形瓶中,加 80%丙酮溶液 50 mL, 连接冷凝器, 置

50 e 水浴上温浸 90 m in, 放冷, 用 3号玻璃垂熔漏

斗滤过, 收集滤液于 100mL量瓶中,用 80%丙酮溶

液 25 mL分次洗涤, 洗液并入量瓶中, 加 80%丙酮

溶液至刻度,摇匀, 照分光光度法,在 518 nm的波长

处测定吸光度。结果见表 3。

3 结果与讨论

从图 2中看出红花中化合物按水溶性色素类,

黄酮苷类,脂溶性色素类和黄酮苷元依次洗脱。以

药典委员会推荐的 /中药色谱指纹图谱相似度评价
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  表 3 红花样品羟基红花黄色素、腺苷质量分数及红色系吸光度 ( n = 2)

No1 购买地 /采收地 采 /收集日期 产地 羟基红花黄色素 A /% 腺苷 /j 红色素 A

1 新疆乌鲁木齐 2006- 05 新疆 1181 0121 01367

2 河南驻马店 2006- 01 新疆 2102 0126 01423

3 河北保定 2006- 01 新疆 1149 0116 01390

4 河北安国 2006- 01 新疆 2130 0133 01460

5 四川盐源 2006- 01 四川 0135 0114 01487

6 江苏南京 2006- 01 新疆 1127 0116 01308

7 山东冠县 2006- 01 新疆 2158 0124 01447

8 云南昆明 2006- 01 云南 2162 0128 01289

9 广西柳州 2006- 01 河南 1127 0118 01547

10 陕西宝鸡 2006- 01 不详 1) 2144 0136 01404

11 河南西峡 2006- 05 河南西峡 0181 0111 01424

12 江西进贤 2007- 02 新疆 2123 0126 01276

13 安徽南京 2007- 02 新疆 1198 0129 01326

14 江西南昌 2007- 02 新疆 3101 0139 01371

15 湖南益阳 2007- 02 不详 1) 1195 0128 01339
16 山东郓城 2007- 02 不详 1) 2148 0132 01339

17 河南息县 2007- 02 河北安国 2119 0132 01265

18 北京 2007- 02 河南 3158 0149 01395

19 福建黄塘 2007- 02 四川 0199 0120 01276

20 河南延津 2006- 07 河南延津 3150 - 01298

21 河南新乡 2007- 04 河南新乡 0168 0103 01468

22 河南新乡 2007- 04 新疆 1124 0140 01311

23 河南开封 2007- 04 河南开封 1121 0130 01337

24 河南杞县 2007- 04 河南杞县 0181 0121 01339

25 北京 2007- 05 河南 1154 0142 01353

26 北京 2007- 05 河南 1141 0142 01360

27 云南大理 2007- 05 云南大理 1141 0119 01385

28 云南昆明 2007- 05 云南 1179 0121 01305

29 四川农业科学院 2007- 07 四川简阳 1161 0121 01634

30 四川农业科学院 2007- 07 四川简阳 1185 0112 01426

31 云南大理 2007- 07 云南大理 1152 0118 01202
32 云南大理 2007- 07 云南大理 1140 0125 01221

系统 (A版 ) 0对上述 32批红花样品指纹图谱进行

分析, 根据匹配结果确定了 21个共有峰, 峰 4, 8,

10, 11和 14分别为羟基红花黄色素 A、6-羟基山柰

酚-3-O-葡萄糖苷、芦丁、槲皮素-3-O-葡萄糖苷和山

柰酚-3-O-芸香糖苷的色谱峰, 其中羟基红花黄色素

A的峰面积最大。峰 15经高效液相色谱-质谱分离

测定得到分子离子峰 593[ M - H ]
-
, 碎片峰 m /z

285, 284, 257, 167, 163, 147, 145,根据文献初步判定

为红花黄色素 A。各色谱图中共有峰总面积占所有

色谱峰峰面积 84% 以上。各共有峰保留时间的

RSD在 0101% ~ 0174%。除了第 5批 (四川产, 相

似系数为 01478)和第 11批 (河南产, 相似系数为

01863)样品外,其余 30批样品色谱图与对照指纹图

谱相似度均大于 01914。另外, 云南产红花槲皮素-

3-O-葡萄糖苷和山柰酚-3-O-芸香糖苷的峰面积比其

他产地样品大。在部分样品中可检出槲皮素 ( tR

471378)和山柰酚 ( tR 581696)。

32批红花样品羟基红花黄色素 A的质量分数

为 0135% ~ 3158% ; 腺苷的质量分数为 0103j ~

0149j ;红色素的吸光度在 01202 ~ 01634, 与文献
报道

[ 8-10 ]
的大致相同。样品中所测成分的质量分数

与产地有一定的关系:河南、四川产的红花 ( 18号除

外 )羟基红花黄色素 A的质量分数均低于 1185%;

云南、四川产的红花腺苷质量分数较低, 均不高于

0128j ,而河南、新疆产的红花腺苷含量则有高有

低, 无规律性; 云南产的红花红色素吸光度较低。

本试验中作者采用了 2种检测器, 紫外检测器

主要用于指纹图谱中色谱峰的鉴别和腺苷的含量测

定; 由于电化学检测器的灵敏度要优于紫外检测器,

如羟基红花黄色素 A电化学检测的最小检测限为
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0188 ng, 紫外检测为 8124 ng;含量较低的黄酮化合

物在电化学检测器下能被检出,故采用高效液相色

谱-电化学检测技术建立了指纹图谱和羟基红花黄

色素 A含量同时测定的方法。

以羟基红花黄色素 A 为对照品, 在 0 ~

+ 1 050mV检测电位下测定其电流值,描绘电流-电

位曲线图。结果表明, 羟基红花黄色素 A在 + 600

mV处开始氧化,在 + 1 000 mV时氧化电流达最高

值,因检测电位的升高使得噪音值加大, 且基线不

稳,故选择 + 800 mV作为检测电位。

对料液比、提取溶剂、提取方法、提取温度和提

取时间等因素进行了考察,虽然 25%甲醇和水对羟

基红花黄色素 A的提取率均高于 60%乙醇, 鉴于

60%乙醇提取信息量较大, 故选用 60%乙醇作为提

取溶剂。根据文献报道
[ 8]
选择了磷酸-乙腈为流动

相,比较了 10余个梯度条件及不同酸碱度的影响,

根据结果确定了液相色谱条件。
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Qua lity evaluation of F los Cartham i

WANG Ruo- jing, YANG B in* , FU M e-i hong

( Institute of ChineseM ater ia M edica, China A cademy of ChineseM ed ical Sciences, B eij ing 100700, China )

[ Abstract]  Objective: To develop m ethods for qua litative and quantitative analyses of F los Cartnam i from three aspects, p ig-

m ents, flavono ids and adenosine. Method: A m ethod using H PLC coupled w ith electrochem ical detecto rw as deve loped to de term ine

the conten t of hydroxy safflor ye llow A and fingerpr int o f F los Cartham .i The chrom atographic sepa ration w as perfo rm ed on a Zorbax SB

C
18

co lum n ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) by grad ient e lution w ith phosphate bu ffer and acetonitrile a t a flow-rate o f 110 mL# m in- 1,

the co lum n temperature w as 35 e , the reference e lec trode w as ISAAC ( in-situ silver /silve r chlor ide), the w ork ing e lec trode w as

g lassy ca rbon, the counte r e lectrode was P t, and the app lied potentia l was+ 800 mV. Concentration o f adenosine w as dete rm ined by

HPLC-UV on an D iamonsil C18 co lum n ( 416 mm @ 250 mm, 5Lm ) w ith w ater-aceton itr ile ( 95B5) asm obile phase, the flow ratew as

11 0 mL# m in- 1, the co lumn tem pera turew as 40 e and the de tection w ave length w as 260 nm. The content o f cartharm in was detected

using a spectrophotom etricm e thod. R esu lt: Tw enty-one common chrom atographic peaks w ere selected as cha racte ristic peaks in the

chrom atogram o f sam ple so lu tion o f F los Cartnam .i Seven peaks w ere identified as hydroxy safflor ye llow A, 6-hydroxykaem pfero-l 3-O-

g lucoside, rutin, querce tin-3-O-g luco side, kaempfe ro-l 3-O-rutino side, quercetin, kaem pfero .l The conten ts o f hydroxy safflor ye llow A

and adenosinew ere from 01 35% to 31 58% and from 0103j to 0149j , respectively. Conclusion: Them ethods can be used to evalu-

a te the qua lity o f F los Cartham .i

[ Key words]  F los Cartham ;i HPLC-e lec tro chem ica l detection; HPLC-UV; dete rm ina tion; fingerpr int
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