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壮药拟草果中３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮
候选化学对照品的制备及其质量控制研究

赖克道，柴玲，陈明生，冯军，袁健童，刘布鸣

（广西壮族自治区中医药研究院 广西中药质量标准研究重点实验室，南宁 ５３００２２）

摘要　目的：从壮药拟草果中制备纯化３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品并建立其质量
分析方法。方法：采用硅胶柱色谱、重结晶和高效制备液相色谱等，从拟草果中制备纯化得到高纯度的３，
５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮，通过红外、紫外、核磁共振等综合波谱解析方法及质谱确定其化学结
构，采用薄层色谱法、高效液相色谱法检测色谱纯度，炽灼残渣法测定灰分，质量平衡法计算３，５－二羟
基－７，４’－二甲氧基黄酮的含量。采用高效液相色谱法对建立的３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮候
选化学对照品质量分析方法进行方法学考察。结果：３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品
用高效液相色谱法面积归一化法测定的含量均值为９９８５％，炽灼残渣法测得灰分值为００２％，以质量平
衡法计算的含量为９９８３％。建立的含量测定方法专属性强，精密度良好。结论：制备得到的３，５－二羟
基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品符合化学对照品的质量标准要求，可作为拟草果及其他含有此
成分的药材与制剂质量控制的对照品。建立的质量分析方法准确、可靠，可为该对照品质量标准研究与制

定提供科学依据。

关键词：壮药；拟草果；３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮；候选化学对照品；制备纯化；结构鉴定；纯度检
查；含量测定
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ｂｙｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｍｅｔｈｏｄｗａｓ９９８３％ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｗａｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｐｒｅｃｉｓｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：
３，５－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｗｈｉｃｈｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｍｅｔｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｅｄｉｃｉｎａｌ
ｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｓｕｃｈａｓＡｍｏｍｕｍｐａｒａｔｓａｏｋｏＳＱＴｏｎｇ＆ＹＭＸｉａａｎｄｏｔｈｅｒｓＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｍｅｔｈｏｄｗａｓａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｄａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｑｕａｌｉｔｙ
ｓｔａｎｄａｒｄｏｆｔｈｉｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｚｈｕａｎｇｍｅｄｉｃｉｎｅ；Ａｍｏｍｕｍｐａｒａ－ｔｓａｏｋｏＳＱＴｏｎｇ＆ＹＭＸｉａ；３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅ
ｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ；ｃａｎｄｉｄａｔｅｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ；ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｐｕｒｉ
ｔｙｔｅｓｔ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　化学对照品是中药质量标准研究、质量检测和
质量控制的实物对照。中药化学对照品的研究，是

中药标准化、现代化研究的一个非常重要的部分，对

于产品的质量评价，特别是在药品生产的质量控制

中，中药化学对照品起着重要的作用，是中药质量控

制的基础与核心。目前，部分中药药材及其制剂化

学成分不明或无化学对照品，无法阐明其作用和化

学物质基础，则无法进行有效的质量控制研究，难以

进入国际药品市场，对中药发展形成了阻碍。因此，

开展中药化学对照品研究，制备高纯度的化学对照

品并对其进行质量标准规范化研究，是中药现代化

发展的必由之路，对于推进中药标准化具有较高的

学术价值和重要的现实意义［１］。

３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮是黄酮醇
类化学成分，存在于姜科［２－６］、菊科［７－８］、唇形科［９］、

桦木科［１０］、蔷薇科［１１］、凤仙花科［１２］、伞序蕨科［１３］等

多种植物中，具有较好的抗菌作用［１４］。课题组前期

研究发现，３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮是壮
药 拟 草 果 （Ａｍｏｍｕｍ ｐａｒａｔｓａｏｋｏ ＳＱＴｏｎｇ ＆
ＹＭＸｉａ）的主要活性成分之一［１５－１６］，在拟草果药材

中的含量约为０４ｍｇ·ｇ－１［１７］，可作为药材及其制剂
的指标性成分。目前尚未有相应的国家药品标准物

质规定，国内外对３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄

酮作为中药化学对照品的系统研究也未见报道。

本研究以姜科豆蔻属植物拟草果果实为原料，提

取分离得到３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮，对
３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮的候选化学对照
品进行制备纯化和质量控制研究，为其作为中药化学

对照品以及含有此成分的药材和制剂的质量标准研究

与制定提供科学基础和保证。制备出的３，５－二羟
基－７，４’－二甲氧基黄酮还可用于开展药理活性研
究，对研制新药和开发其他医药用途具有重要意义。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（安捷伦公司）；Ｗａ

ｔｅｒｓ２５４５－２７６７－２４８９高效制备液相色谱仪（沃特世
公司）；ＤＨＧ９２４６Ａ立式电热恒温鼓风干燥箱（上海精
宏实验设备有限公司）；ＸＳ２０５十万分之一电子天平
（梅特勒－托利多公司）；ＢｒｕｋｅｒＤｒｅ－４００ＭＨｚ核磁共
振仪、ＢｒｕｋｅｒＴＥＮＳＯＲ２７ＦＴＩＲ（布鲁克公司）；ＳＨＢ－ＩＩＩ
循环水式多用真空泵（郑州长城科工有限公司）；

ＣＡ１１１５Ａ冷却水循环装置（上海爱朗仪器有限公司）；
ＥＶ３１１旋转蒸发仪（北京莱伯泰科仪器股份有限公
司）；ＵＶ－２５５０型紫外光谱仪［岛津（上海）实验器材
有限公司］；ＴＥＮＳＯＲ２７红外光谱仪（布鲁克公司）；
ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒＱＥｘａｃｔｉｖｅＦＯＣＵＳ液质联用色谱仪（赛默
飞世尔科技公司）；ＥｃｏｓｉｌＣ１８Ｅｘｔｅｎｄ半制备色谱柱
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（２５０ｍｍ×１０ｍｍ，５μｍ）（广州绿百草科学仪器有限
公司）；ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）（安捷伦公司）；ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＲＰ－Ｃ１８色
谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）（沃特世公司）；
ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ色谱柱（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）（赛默飞公司）；硅胶Ｇ板（青岛海洋化工有
限公司）。

薄层色谱及提取分离用石油醚、乙酸乙酯、正丁

醇、甲醇等试剂均为分析纯（广东光华科技股份有限

公司）；液相甲醇、乙腈为色谱纯（赛默飞世尔科技公

司）；水为超纯水。３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基
黄酮由实验室分离纯化得到，纯度＞９８％。

拟草果果实于２０１７年９月采集于广西那坡，经
广西中医药研究院中药资源研究所黄云峰副研究员

鉴定为姜科豆蔻属植物拟草果（Ａｍｏｍｕｍｐａｒａｔｓａｏｋｏ
ＳＱＴｏｎｇ＆ＹＭＸｉａ）。
２　方法与结果
２１　候选化学对照品的制备

取干燥拟草果果实１０ｋｇ，粉碎，用甲醇冷浸提
取３次，每次加入甲醇１００Ｌ，浸泡７ｄ，滤过，合并滤
液，回收甲醇，得甲醇提取浸膏４８０ｇ。甲醇提取浸
膏用１Ｌ水分散后，再经５倍体积的石油醚（６０～９０
℃）、乙酸乙酯、正丁醇依次萃取，每个溶剂萃取 ４
次，静置，合并有机相层，减压回收溶剂，得到石油醚

萃取物（３５ｇ）、乙酸乙酯萃取物（１６３ｇ）、正丁醇萃取
物（６２ｇ）。乙酸乙酯萃取物经硅胶柱色谱（２００～
３００目），用石油醚 －乙酸乙酯（３０∶１～０∶１００）梯度
洗脱，收集石油醚－乙酸乙酯（３∶１）洗脱含３，５－二
羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮的流分，薄层色谱
（ＴＬＣ）检测合并，浓缩，重结晶，就得到 ３，５－二羟
基－７，４’－二甲氧基黄酮的粗结晶（４０ｇ）。

粗结晶采用高效制备液相色谱［ＥｃｏｓｉｌＣ１８
Ｅｘｔｅｎｄ半制备色谱柱（２５０ｍｍ×１０ｍｍ，５μｍ），甲
醇 －水（８５∶１５），ｔＲ ＝１７０ｍｉｎ］进行制备纯化，收
集含３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮流分，经
高效液相色谱检测［ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱
柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相甲醇 －水
（８０∶２０），流速 ５０ｍＬ·ｍｉｎ－１］，合并相同保留时
间且纯度

!

９８％以上的流分，减压浓缩，真空干燥
后得到纯度

!

９８％以上的３，５－二羟基 －７，４’－
二甲氧基黄酮候选化学对照品（３０ｇ），从药材中
制得率约为００３％。

２２　对照品结构确证
制备所得候选化学对照品为黄色针状结晶（甲

醇），溶于乙酸乙酯、氯仿、丙酮、乙醇、甲醇，不溶于

水。ＵＶ（ＣＨ３ＯＨ）λｍａｘ：３５０ｎｍ。νＫＢｒｍａｘ（ｃｍ
－１）：

３３１０（－ＯＨ）；１６５８（Ｃ＝Ｏ）；１５９４、１５５５、１４５５、
１４１７（苯环）；１２５９、１１５４（Ｃ－Ｏ－Ｃ）；８７９、８３３（取
代基）。ＨＲ－ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ：３１５０８５２４［Ｍ＋Ｈ］＋

（理论值：３１５０８６８６，Ｃ１７Ｈ１５Ｏ６），推导其分子式为
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６。

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６）δ：１２４３
（１Ｈ，ｓ，５－ＯＨ），９６５（１Ｈ，ｓ，３－ＯＨ），８１７（２Ｈ，ｄ，
Ｊ＝９０Ｈｚ，Ｈ－２’，６’），７１１（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝９０Ｈｚ，Ｈ－
３’，５’），６７４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２２Ｈｚ，Ｈ－８），６３４（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２１Ｈｚ，Ｈ－６），３８６（３Ｈ，ｓ，４’－ＯＣＨ３），３８４
（３Ｈ，ｓ，７－ＯＣＨ３）；

１３Ｃ－ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－
ｄ６）δ：１７６０（Ｃ－４），１６４７（Ｃ－７），１６０３（Ｃ－８ａ），
１６０１（Ｃ－５），１５５９（Ｃ－４’），１４６４（Ｃ－２），１３６３
（Ｃ－３），１２９１（Ｃ－２’，６’），１２３０（Ｃ－１’），１１３８
（Ｃ－３’，５’），１０３９（Ｃ－４ａ），９７３（Ｃ－６），９１８（Ｃ－
８），５５８（７－ＯＣＨ３），５５２（４’－ＯＣＨ３）。以上述数据
与文献［８，１０］报道基本一致，故确证该化合物为３，５－二
羟基－７，４’－二甲氧基黄酮，化学结构式见图１。

O

OH

OH

OCH3

H3CO

O

图１　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮的化学结构

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅ

ｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

２３　纯度检查
２３１　薄层色谱纯度检查　取 ３，５－二羟基 －７，
４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品适量，精密称
量，用甲醇制成１００μｇ·ｍＬ－１的溶液，在同一硅胶
Ｇ板上，按不同的点样量梯度点样，点样量分别为
２、４、６、８、１０μｇ（图 ２中依次为 １～５）。分别用石
油醚 －丙酮 －冰醋酸（４∶１∶０１）、石油醚 －乙酸乙
酯 －冰醋酸（６∶１∶０１）和环己烷 －三氯甲烷 －冰醋
酸（３∶１∶０３）３个系统展开，取出，晾干，喷以５％三
氯化铝溶液显色，置紫外灯（３６５ｎｍ）下观察。在３
种不同系统溶剂中的５个不同点样量浓度的薄层
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色谱中，均为单一的黄绿色荧光斑点，无其他杂质

斑点，薄层色谱图见图２。

Ａ．石油醚－丙酮 －冰醋酸（ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ－ａｃｅｔｏｎｅ－ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）　

Ｂ．石油醚－乙酸乙酯－冰醋酸（ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ－ａｃｅｔｉｃ

ａｃｉｄ）　Ｃ．环己烷－乙酸乙酯 －冰醋酸（ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ－

ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）

图２　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮纯度检查薄层色谱图

Ｆｉｇ２　ＴｈｅＴＬＣｐｕｒｉｔｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｏｆ３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－

ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

２３２　高效液相色谱检查　取 ３，５－二羟基 －７，
４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品适量，精密称量，
加甲醇溶解，配制成１ｍｇ·ｍＬ－１的供试品溶液，０２２
μｍ微孔滤膜，滤过，取续滤液。使用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高
效液相色谱仪，ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），进样量为２０μＬ，流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，分别在３个不同系统测试条件下测
定。系统测试条件一：流动相为甲醇 －０１％磷酸水
溶液（８０∶２０），检测波长２６６ｎｍ；系统测试条件二：流
动相为甲醇 －０１％磷酸水溶液（８０∶２０），检测波长
３５０ｎｍ；系统测试条件三：流动相为乙腈 －０１％磷
酸水溶液（６０∶４０），检测波长 ３５０ｎｍ。３，５－二羟
基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品在３个色
谱条件下的液相色谱图（见图３）均为单一峰，色谱峰
纯度较好，峰面积归一化法计算其相对百分含量为

９８％以上。
２３３　色谱峰纯度检查　取供试品溶液，按
“２３２”项系统测试条件二，注入高相液相色谱仪进
行检测。峰纯度检查液相色谱图见图４，三维图谱见
图５，紫外吸收光谱及５点紫外光谱重合图见图６。
由图４～６可知，３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄
酮候选化学对照品液相色谱图为单一峰，最大吸收

波长为３５０ｎｍ，色谱峰上选择的５个点紫外光谱完
全重合，表明为单一物质峰。

Ａ．系统测试条件一（１ｓｔｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　Ｂ．系统测试条件二
（２ｎｄｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　Ｃ．系统测试条件三（３ｒｄｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）
图３　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮液相色谱图
Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅ
ｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｉｎｔｈｒｅｅｍｏｂｉｌｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图４　ＤＡＤ峰纯度检查ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ４　ＴｈｅＤＡＤｐｅａｋｐｕｒｉｔｙｔｅｓｔｉｎＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
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图５　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮三维图

Ｆｉｇ５　Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉａｇｒａｍｏｆＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ３，

５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

图６　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮的紫外吸收光谱及纯度检

查５点重叠光谱图

Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄｐｕｒｉｔｙｃｈｅｃｋｏｆ５－

ｐｏｉｎｔｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅ

ｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ

２３４　面积归一化纯度检查　在测定条件下，吸
取供试品溶液２０μＬ，注入液相色谱仪，采用系统
测试条件二和三分别记录色谱图至主成分的出峰

保留时间的 ２５倍以上，用面积归一化法计算含
量，结果系统测定对照品含量均在 ９８％以上，除
溶剂峰外，杂质峰面积总和结果均

#

２０％。结
果见表１、图７。
２４　ＨＰＬＣ色谱分析方法学考察
２４１　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－０１％磷酸
水溶液（７５∶２５），流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长
３５０ｎｍ，进样量２０μＬ。
２４２　线性关系的考察　取 ３，５－二羟基 －７，
４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品适量，精密称
量，加甲醇制成５０５μｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。
分别精密吸取对照品储备液 １０、２０、３０、４０、
５０、６０ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇至刻度，摇
匀，０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得系列
浓度的对照品溶液。分别精密吸取系列浓度的对

照品溶液 ２０μＬ，按“２４１”项下的色谱条件，每
个浓度进样２次，测定峰面积值。以进样量（μｇ）
为横坐标，峰面积积分值为纵坐标，求得线性回归

方程：

表１　ＨＰＬＣ归一化法定量分析结果表
Ｔａｂ１　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｂｙＨＰＬＣｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

系统测试条件

（ｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

色谱峰　　　
（ｐｅａｋ）　　　

保留时间

（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

峰面积

（ｐｅａｋ
ａｒｅａ）

相对百分含量

（ｒｅｌａｔｉｖｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

分离度

（ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

理论板数

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｏｆ
ｐｌａｔｅｎｕｍｂｅｒ）

二（２ｎｄ） 杂质（ｉｍｐｕｒｉｔｙ） ９８７１ ４９０ ０１４９ － ８２９８

３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮（３，５－
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ）

１１３１５ ３３１５６６ ９９８５１ ３０１ ９４５６

三（３ｒｄ） 杂质（ｉｍｐｕｒｉｔｙ） １３４３３ ４４９ ０１３８ － １３７０７

３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮（３，５－
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ）

１６３５９ ３２４４３４ ９９８６２ ５９４ １５５２８

Ｙ＝００１５２Ｘ－００２１７　ｒ＝０９９９７
结果表明：３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮

对照品质量浓度在５０５～３０３μｇ·ｍＬ－１呈现良好
的线性关系。

２４３　精密度、重现性与稳定性考察　精密度：取
同一供试品溶液，依法连续进样６次，按“２４１”项
下的色谱条件进行测定，记录 ３，５－二羟基 －７，
４’－二甲氧基黄酮色谱图及峰面积积分值，计算含

量。ＲＳＤ为００７１％，表明仪器的精密度良好。
重现性：称取３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄

酮６份，精密称量，按“２３２”项下方法制备供试品
溶液，按“２４１”项下的色谱条件进行测定，记录３，
５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮的色谱图和峰面
积积分值，计算含量。ＲＳＤ为００９３％，说明方法重
现性良好。

稳定性：取同一供试品溶液，在室温下放置１、２、
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Ａ．系统测试条件二（２ｎｄｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　Ｂ．系统测试条件三（３ｒｄｓｙｓｔｅｍｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

图７　３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品峰纯度检查ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ７　Ｐｅａｋｐｕｒｉｔｙｏｆ３，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－７，４’－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅｔｅｓｔｅｄｂｙＨＰＬＣ

３、６、８、２４ｈ。依次进样测定，记录３，５－二羟基 －７，
４’－二甲氧基黄酮的色谱图和峰面积积分值，计算
含量。结果 ＲＳＤ为 ０１２％，表明该供试品溶液在
２４ｈ内稳定。
２４４　方法学耐用性考察　采用３种不同厂家、不同
品牌的色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）、ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＲＰ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）、ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），按“２４１”项下的条件，分别对保留
时间、理论板数、分离度和杂质分离效果进行测定。

３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮峰与其他杂质
峰达到基线分离，分离度＞１５，按３，５－二羟基－７，
４’－二甲氧基黄酮峰计算理论板数≥４０００时，可满
足测定要求，见表２。

表２　保留时间、理论塔板数及分离度
Ｔａｂ２Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐｌａｔｅｓａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

色谱柱　　　　　

（ｃｏｌｕｍｎ）　　　　

保留时间

（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

理论塔板数

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐｌａｔｅｓ）

分离度

（ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

安捷伦 ＺＯＲＢＡＸＣ１８（ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＣ１８） １１２７１ ９２１７ ８９９３

沃特世 ＸＢｒｉｄｇｅＲＰ－Ｃ１８（ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＲＰ－Ｃ１８） ９４９９ ８８９０ １０１７４

赛默飞ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ（ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ） ３２２ － １５１

２５　质量平衡法测定含量
２５１　色谱纯度测定　２个条件的流动相系统（甲
醇－０１％磷酸水溶液和乙腈 －０１％磷酸水溶液）
检出的３，５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮，采用峰
面积归一化法计算峰纯度分别为９９８５％、９９８６％，
杂质峰面积总和结果均

#

２０％（见“２３４”）。采
用０１％自身对照法［１８］测得３，５－二羟基 －７，４’－
二甲氧基黄酮候选化学对照品色谱纯度为９９８５％
（ｎ＝２），杂质总含量均

#

２０％。
２５２　炽灼残渣　参照２０２０年版《中华人民共和
国药典》（四部通则０８４１）炽灼残渣检查法，测得３，
５－二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品
炽灼残渣为００２％。
２５３　引湿性试验　参照２０２０年版《中华人民共

和国药典》（四部通则９１０３）引湿性试验方法，测得
３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照
品增重百分率为１５％，略有引湿性。计算公式：增
重百分率 ＝（ｍ３－ｍ１）／（ｍ２－ｍ１）×１００％，其中，ｍ１
为恒温干燥后具塞玻璃称量瓶的质量，ｍ２为供试品
加具塞玻璃称量瓶的质量，ｍ３为恒温恒湿条件下
２４ｈ供试品加具塞玻璃称量瓶的质量。
２５４　纯度定值　采用质量平衡法［１９］计算３，５－
二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮候选化学对照品纯度
为９９８３％。计算公式：候选化学对照品含量 ＝色谱
峰纯度×（１００％－炽灼残渣％）。
３　结论

本研究分离纯化的３，５－二羟基 －７，４’－二甲
氧基黄酮候选化学对照品，经过３个展开剂溶剂系
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统和５个不同浓度的梯度点样，ＴＬＣ检测为单一斑
点，未见有其他的杂质斑点；在２个色谱系统２个波
长检测ＨＰＬＣ液相色谱图均为单一峰，且纯度均达到
９８０％以上，杂质总量

#

２０％；采用高效液相色谱
法建立的３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮候选
化学对照品含量测定方法，经方法学考察具有专属

性强、精密度良好、准确可靠的特点，符合国家药品

标准工作手册关于化学对照品的要求［２０］。研究结果

可为３，５二羟基－７，４’－二甲氧基黄酮化学对照品
的质量标准提出与制定提供基础资料，为研制新药

和开发新药标准提供技术支持，还可为拟草果及其

他含３，５－二羟基 －７，４’－二甲氧基黄酮的药材与
制剂的质量控制提供依据。

参考文献

［１］　刘布鸣，邱宏聪中药化学对照品研究与开发［Ｊ］．广西科

学，２０１９，２６（５）：４６１

ＬＩＵＢＭ，ＱＩＵＨＣＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｃｈｉ

ｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＧｕａｎｇｘｉＳｃｉ，

２０１９，２６（５）：４６１

［２］　ＢＩＡＮＱＹ，ＷＡＮＧＳＹ，ＸＵＬＪ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｎｅｗａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｄｉａｒｙｌ

ｈｅｐｔａｎｏｉｄｓｆｒｏｍｔｈｅｆｒｕｉｔｓｏｆＡｌｐｉｎｉａｏｘｙｐｈｙｌｌａ［Ｊ］．ＪＡｓｉａｎＮａｔ

ＰｒｏｄＲｅｓ，２０１３，１５（１０）：１０９４

［３］　ＣＨＡＲＥＯＮＫＬＡＡ，ＰＯＨＭＡＫＯＴＲＭ，ＲＥＵＴＲＡＫＵＬＶ，ｅｔａｌ．Ａ

ｎｅｗｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄｆｒｏｍｔｈｅｒｈｉｚｏｍｅｓｏｆＺｉｎｇｉｂｅｒｍｅｋｏｎｇｅｎｓｅ［Ｊ］．

Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａ，２０１１，８２（４）：５３４

［４］　ＪＡＳＲＩＩ，ＭＯＯＩＬＹ，ＬＡＪＩＳＮＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｎｄａｎｔｉｔｕｍｏｒ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍＨｅｄｙｃｈｉｕｍｔｈｙｒｓｉｆｏｒｍｅ

［Ｊ］．ＰｈａｒｍＢｉｏｌ，２００３，４１（７）：５０６

［５］　ＳＵＤＳＡＩＴ，ＰＲＡＢＰＡＩＳ，ＫＯＮＧＳＡＥＲＥＥＰ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍＢｏｅｓｅｎｂｅｒｇｉａｌｏｎｇｉｆｌｏｒａｒｈｉｚｏｍｅｓ

［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍ，２０１４，１５４（２）：４５３

［６］　ＳＵＤＳＡＩＴ，ＷＡＴＴＡＮＡＰＩＲＯＭＳＡＫＵＬＣ，ＴＥＷＴＲＡＫＵＬＳＷｏｕｎｄ

ｈｅａｌｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍＢｏｅｓｅｎｂｅｒｇｉａｋｉｎｇｉｉｒｈｉｚｏ

ｍｅｓ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍ，２０１６，１８４：４２

［７］　ＳＵＮＪ，ＺＨＯＵＷ，ＷＥＩＣＸ，ｅｔａｌ．ＡｎｅｗｂｅｎｚｏｆｕｒａｎｆｒｏｍＡｒｔｅ

ｍｉｓｉａｈａｌｏｄｅｎｄｒｏｎＴｕｒｃｚ．ｅｘＢｅｓｓ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｄＲｅｓ，２０１９，３３

（２）：２２６

［８］　张丽坤，罗都强，冯玉龙，等入侵植物飞机草的化学成分及

其抗肿瘤活性［Ｊ］．中成药，２０１３，３５（３）：５４５

ＺＨＡＮＧＬＫ，ＬＵＯＤＱ，ＦＥＮＧＹＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆ

Ｃｈｒｏｍｏｌａｅｎａｏｄｏｒａｔａａｎｄｔｈｅｉｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａ

ｄｉｔＰａｔＭｅｄ，２０１３，３５（３）：５４５

［９］　ＲＡＨＭＡＮＭＭ，ＧＩＢＢＯＮＳＳＡｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＮｅｏ

ｈｙｐｔｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ［Ｊ］．Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａ，２０１５，１０５：２６９

［１０］　ＶＥＤＥＲＮＩＫＯＶＤＮ，ＲＯＳＨＣＨＩＮＶＩＥｘｔｒａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆ

ｂｅｔｕｌａｃｅａｅｆａｍｉｌｙｂｉｒｃｈｂｕｄｓ（ＢｅｔｕｌａｐｅｎｄｕｌａＲｏｔｈ．）：Ⅳ．Ｃｏｍ

ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｄｉｏｌｓ，ｔｒｉｏｌｓ，ａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ［Ｊ］．ＲｕｓｓＪ

ＢｉｏｏｒｇＣｈｅｍ，２０１２，３８（７）：７５３

［１１］　ＷＯＬＬＥＮＷＥＢＥＲＥ，Ｄ?ＲＲＭＦｌａｖｏｎｏｉｄａｇｌｙｃｏｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅｌｉ

ｐｏｐｈｉｌｉｃｅｘｕｄａｔｅｓｏｆｓｏｍｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆＲｏｓａｃｅａｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＳｙｓｔ

Ｅｃｏｌ，２００８，３６（５－６）：４８１

［１２］　ＺＨＯＵＸ，ＺＨＡＮＧＺ，ＸＵＹ，ｅｔａｌ．Ｆｌａｖｏｎｅａｎｄｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｄｅｒｉｖ

ａｔｉｖｅｓｏｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌｐｌａｎｔｓａｓｌａｒｖａｌｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅｂａｒ

ｎａｃｌｅＢａｌａｎｕｓａｍｐｈｉｔｒｉｔｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｆｏｕｌｉｎｇ，２００９，２５（１）：６９

［１３］　ＣＡＢＡＮＩＬＬＡＳＢＪ，ＬＥＬＡＭＥＲＡＣ，ＯＬＡＧＮＩＥＲＤ，ｅｔａｌ．Ｌｅｉｓｈ

ｍａｎｉｃｉｄａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｎｄｐｏｔｅｎｔＰＰＡＲｇａｍｍａａｃｔｉｖａｔｏｒｓｆｒｏｍＲｅ

ｎｅａｌｍｉａｔｈｙｒｓｏｉｄｅａ（Ｒｕｉｚ＆Ｐａｖ．）Ｐｏｅｐｐ＆Ｅｎｄｌ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏ

ｐｈａｒｍ，２０１４，１５７：１４９

［１４］　ＢＥＮＭＥＲＡＣＨＥＡ，ＢＥＮＴＥＬＤＪＯＵＮＥＭ，ＡＬＡＢＤＵＬＭＡＧＩＤＡ，

ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｎｄａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉ

ｔｉｅｓｏｆＴａｍａｒｉｘｂａｌａｎｓａｅＪ．Ｇａｙａｅｒｉａｌｐａｒｔｓ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｄＲｅｓ，

２０１７，３１（２４）：２８２８

［１５］　柴玲，陈明生，袁健童，等拟草果总黄酮制备纯化及抗炎活

性研究［Ｊ］．广西植物，２０２０，４０（１２）：１７０６

ＣＨＡＩＬ，ＣＨＥＮＭＳ，ＹＵＡＮＪＴ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉ－ｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｙｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍＡｍｏｍｕｍｐｓｒａｔａｓｏｋｏ

［Ｊ］．Ｇｕｉｈａｉａ，２０２０，４０（１２）：１７０６

［１６］　柴玲，林霄，梁柏照，等拟草果化学成分研究［Ｊ］．中草药，

２０１８，４９（１４）：３２１７

ＣＨＡＩＬ，ＬＩＮＸ，ＬＩＡＮＧＢＺ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｓｆｒｏｍ

ｆｒｕｉｔｓｏｆＡｍｏｍｕｍｐｓｒａｔａｓｏｋｏ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＨｅｒｂＤｒｕｇ，２０１８，

４９（１４）：３２１７

［１７］　冯军，柴玲，陈明生，等指纹图谱结合一测多评法评价拟草

果质量的研究［Ｊ］．中草药，２０２１，５２（３）：８５２

ＦＥＮＧＪ，ＣＨＡＩＬ，ＣＨＥＮＭＳ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＱＡＭＳｉｎｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＡｍｏｍｕｍｐａｒａｔｓａｏｋｏ

［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＨｅｒｂＤｒｕｇ，２０２１，５２（３）：８５２

［１８］　张轶华，田晓彤，王柳，等主成分自身对照法测定注射用奥

美拉唑钠中的７个已知杂质［Ｊ］．药物分析杂志，２０２２，４２

（７）：１２０１

ＺＨＡＮＧＹＨ，ＴＩＡＮＸＴ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎｉｍ

ｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｏｍｅｐｒａｚｏｌｅｓｏｄｉｕｍｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－

ｃｏｍｐａｒｅｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，２０２２，４２（７）：１２０１

［１９］　袁健童，柴玲，陈明生，等棒柄花叶中胡椒酚 －β－Ｄ－吡

喃葡萄糖苷候选对照品的制备研究［Ｊ］．药物分析杂志，

２０２３，４３（５）：８８９

ＹＵＡＮＪＴ，ＣＨＡＩＬ，ＣＨＥＮＭＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｏｆｃｈａｖｉｃｏｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅｆｒｏｍ

ｌｅａｖｅｓｏｆＣｌｅｉｄｉｏｎｂｒｅｖｉｐｅｔｉｏｌａｔｕｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，２０２３，

４３（５）：８８９

［２０］　国家药典委员会国家药品标准工作手册［Ｍ］．北京：中国

医药科技出版社，２０１５：４４９

ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ＮａｔｉｏｎａｌＤｒｕｇＳｔａｎｄａｒｄ

ＷｏｒｋｉｎｇＭａｎｕａｌ［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＣｈｉｎａＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙＰｒｅｓｓ，２０１５：４４９

（本文于２０２３年１１月１４日修改回）


