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黄毛耳草不同部位香豆素、黄酮质量分数测定
及抗氧化活性研究

孙宗淼 1，许秀萍 1，金贤武 2
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摘要：基于高效液相色谱法和1，1－二苯基－2－三硝基苯肼、2，2′－联氮－双－（3－乙基苯并噻唑

啉－6－磺酸）二铵盐、铁离子还原/抗氧化能力法，用于同时测定黄毛耳草不同部位中东莨菪内酯、

芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷及总香豆素、总黄酮质量分数，并评价不同部位的抗氧化活性 . 结

果表明，黄毛耳草不同部位中东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷3个成分及总香豆素、总

黄酮的质量分数在叶部最高，全草中次之，茎中最低；抗氧化能力为叶 > 全草 > 茎 . 方法简便易行，

结果准确且重复性好，适用于黄毛耳草不同部位的成分定量分析及药理活性评价 .
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黄毛耳草是茜草科耳草属植物金毛耳草（Hedyotis chrysotricha（Palib.）Merr.）的全草，别名敷地两耳草、

节节花等，在我国江西、浙江、江苏、广东、广西等地广泛分布［1］. 该药材通常采收于夏或秋季，洗净，鲜用或

晒干后全草入药 . 毛耳草味辛、苦，性平，具有保肝利胆、清热利尿、抗炎解热等作用［2］，临床上常用于湿热黄

疸、暑热泻痢、外伤出血、肾炎、肠炎、肿瘤的治疗［3］，也是肠炎宁片、伤湿丸等中成药的主要成分［4－5］. 研究［6］

显示，黄毛耳草具有防衰老、抗炎、抗菌、抗氧化、抗病毒、抗肿瘤等多种活性，含有黄酮、香豆素、三萜、生物

碱、甾醇等类化合物［7］，其中芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷等黄酮类化合物是发挥上述药理活性的功能成

分［8］，东莨菪内酯香豆素类成分具有显著的抗肿瘤、抗氧化、抗炎等作用［9-10］.
中药不同部位中的化学成分的种类和质量分数往往存在明显差异 . 黄毛耳草作为全草入药中药，具

体主要药效部位研究还未见报道 . 因此，有必要对黄毛耳草不同部位的化学成分质量分数及药理活性进

行研究 . 本文采用紫外分光光度法，对黄毛耳草不同部位进行总香豆素和总黄酮的质量分数进行测定；

采用高效液相色谱法对其不同部位中东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷 3 个成分的质量分数

进行测定和比较研究；采用 1，1－二苯基－2－三硝基苯肼（DPPH）、2，2′－联氮－双－（3－乙基苯并噻

唑啉－6－磺酸）二铵盐（ABTS）、铁离子还原/抗氧化能力法（FRAP）研究其不同部位的抗氧化活性 . 通过

上述研究初步阐明黄毛耳草不同部位之间的成分和药效差异，为黄毛耳草的资源利用和质量评价提供

依据 .

1　仪器与试药

1. 1　仪器

高效液相色谱仪（Waters 2695，美国沃特斯公司）；万分之一电子天平（AB204－N，瑞士梅特勒仪器有限

公司产品）；超纯水仪（ULUP－Ⅰ－5/10/20T，四川优浦达科技有限公司）；高频超声波仪（UC－8000，深圳市

朗杰超声电器有限公司）.
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1. 2　试剂

DPPH、ABTS和 2，4，6－三吡啶基－1，3，5－三嗪（TPTZ）购自成都普思生物科技股份有限公司，维生素C
（VC）购自广东光华科技股份有限公司，磷酸、乙腈为色谱纯购自ThermoFisher公司 .

1. 3　分析样品

东莨菪内酯对照品（批号 92－61－8，成都曼思特生物科技有限公司）；芦丁（批号 111081－201208，中国

食品药品检定研究院）；山奈酚－3－O－芸香糖苷（批号 112007－201909，中国食品药品检定研究院）. 黄毛

耳草全草购自国济堂大药房，批号分别为220916（产地江西）、230518（产地浙江）、230625（产地安徽）.

2　方法与结果

2. 1　有效成分的质量分数测定

2. 1. 1　色谱条件

以 Agilent TC－C18（4. 6 mm × 250 mm， 5 μm）为色谱柱；以乙腈－体积分数为 0. 1% 磷酸水溶液为流动

相，梯度洗脱，洗脱程序为：0 ~ 8 min，体积分数为 20%→25%乙腈；8 ~ 20 min，体积分数为 25%→28%乙腈；

流速1. 0 mL/min，检测波长325 nm；进样量10 μL.

2. 1. 2　对照品溶液的制备

分别称取适量的东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷对照品，置于10. 0 mL棕色量瓶中 . 加入体

积分数为70%乙醇定容至刻度，摇匀，制得质量浓度分别为132. 0、105. 0和12. 8 μg/mL的混合对照品溶液 .

2. 1. 3　供试品溶液的制备

取干燥粉碎后的黄毛耳草茎、叶及全草样品各 1. 0 g，置于 100 mL锥形瓶中 . 加入 50. 0 mL的体积分数

为 70% 乙醇溶液，称重 . 采用超声提取法提取 45 min，冷却后再次称重，用该乙醇溶液补足减失的重量，过

滤，得相应的供试品溶液 .

2. 1. 4　专属性试验

取上述对照品和供试品溶液各10 μL，按照“2. 1. 1”项下的液相方法进样测定分析 . 结果发现，对照品和

供试品溶液中3个被测成分与相邻峰能够完全分离，HPLC色谱见图1.

2. 1. 5　线性关系的考察

精密吸取“2. 1. 2”项下的对照品溶液 0. 20、0. 50、1. 00、2. 50、5. 00和 10. 00 mL，分别置于 10 mL容量瓶

中，加甲醇至刻度，滤过，取续滤液，进样分析测定峰面积 . 以峰面积 Y对质量浓度X进行线性回归，得到回

归方程、相关系数及线性范围，见表1.

1. 东莨菪内酯；2. 芦丁；3. 山奈酚 - 3 - O - 芸香糖苷

图 1　专属性高效液相色谱图
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2. 1. 6　精密度试验

取“2. 1. 2”项下混合对照品溶液，连续进样 6次测定，记录峰面积并计算相对标准偏差（RSD）. 结果发

现，东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷的峰面积RSD分别为1. 02%、0. 76%和1. 25%.

2. 1. 7　稳定性试验

取批号220916黄毛耳草茎样品，制备成供试品后分别于0、2、4、6、12和24 h进样分析，记录色谱图的峰面

积 . 结果表明，东莨菪内酯，芦丁，山奈酚－3－O－芸香糖苷的峰面积RSD分别为0. 87%、1. 80%和1. 61%.

2. 1. 8　重复性试验

取批号220916黄毛耳草茎样品，按“2. 1. 3”项下的方法平行制备6份供试品溶液，进样分析，记录色谱图的

峰面积 . 结果表明，东莨菪内酯，芦丁和山奈酚－3－O－芸香糖苷的峰面积RSD分别为1. 21%、1. 95%和1. 58%.

2. 1. 9　加样回收率试验

取批号 220916黄毛耳草茎 6份，每份约 0. 5 g. 按质量比为 1∶1的比例加入各对照品，按“2. 1. 3”项下方

法制备供试品溶液，按“2. 1. 1”项下液相方法进样分析测定，计算各成分回收率及其RSD，结果见表2.

2. 1. 10　质量分数的测定

取不同批次黄毛耳草的茎、叶及全草各 1. 0 g，每个样品平行 3份，按“2. 1. 3”项下方法制备供试品溶液

并测定质量分数，结果见表3.
表 3　黄毛耳草不同部位 3 个成分的质量分数测定结果

220916 茎

叶

0.13
3.41

0.26
3.54

0.14
0.16

2.47
12.25

10.28
96.63

批号 部位
质量分数/（mg‧g-1）

东莨菪内酯 芦丁 山奈酚－3－O－芸香糖苷 总香豆素 总黄酮

表 1　3 个被测成分的线性关系考察结果

测定成分

东莨菪内酯

芦丁

山奈酚－3－O－芸香糖苷

回归方程

Y = 139 97X - 3 515.5
Y = 176 59X - 3 295.6
Y = 147 55X - 585.2

R2

0.999 7
0.999 6
0.999 2

线性范围/（μg‧mL-1）

2.6 ~ 132.0
2.1 ~ 105.0
0.3 ~ 12.8

表 2　加样回收率试验结果

成分

东莨菪内酯

芦丁

山奈酚－3－O－芸香糖苷

取样量/g
0.503 2
0.501 6
0.503 6
0.505 4
0.502 4
0.501 2
0.503 2
0.501 6
0.503 6
0.505 4
0.502 4
0.501 2
0.503 2
0.501 6
0.503 6
0.505 4
0.502 4
0.501 2

已知量/mg
0.065 4
0.065 2
0.065 5
0.065 7
0.065 3
0.065 2
0.130 8
0.130 4
0.130 9
0.131 4
0.130 6
0.130 3
0.070 4
0.070 2
0.070 5
0.070 8
0.070 3
0.070 2

加入量/mg
0.065 2
0.065 2
0.065 2
0.065 2
0.065 2
0.065 2
0.132 4
0.132 4
0.132 4
0.132 4
0.132 4
0.132 4
0.069 6
0.069 6
0.069 6
0.069 6
0.069 6
0.069 6

测定量/mg
0.129 5
0.130 2
0.131 7
0.128 4
0.129 6
0.128 2
0.262 8
0.265 2
0.267 1
0.262 6
0.267 6
0.264 8
0.138 4
0.136 6
0.139 4
0.137 8
0.138 2
0.139 9

回收率/%
98.31
99.69

101.53
96.17
98.62
96.63
99.70

101.81
102.87

99.09
103.47
101.59

97.70
95.40
98.99
96.26
97.56

100.14

平均回收率/%

98.49

101.42

97.67

RSD/%

2.01

1.70

1.77
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230518

230625

全草

茎

叶

全草

茎

叶

全草

1.72
0.24
4.39
2.36
0.19
5.82
2.83

1.15
0.41
3.05
1.42
0.28
2.39
0.96

0.15
0.21
0.24
0.23
0.16
0.19
0.17

9.76
4.02

17.49
11.83

2.75
14.82
10.16

65.94
16.38

125.81
81.52
18.51

106.83
74.93

续表 3
批号 部位

质量分数/（mg‧g-1）

东莨菪内酯 芦丁 山奈酚－3－O－芸香糖苷 总香豆素 总黄酮

2. 2　总香豆素、总黄酮的质量分数测定

2. 2. 1　供试品溶液的制备

取干燥粉碎后的黄毛耳草茎、叶及全草样品各1. 0 g，置于100 mL锥形瓶中，加入体积分数为70%的乙醇

溶液50. 0 mL，称重 . 超声提取45 min，冷却后称重，用该乙醇溶液补足减失量，过滤，得相应的供试品溶液 .

2. 2. 2　总香豆素的质量分数测定

参照赵懿瑶等［11］方法并改进，取 10 mL的容量瓶 6个，依次精密量取东莨菪内酯对照品溶液 0. 10、0. 50、
1. 00、2. 00、3. 00和4. 00 mL，加入体积分数70%的乙醇溶解，定容至刻度，摇匀 . 在348 nm波长处测定吸光度

值，得到线性回归方程Y ＝ 0. 005 9X − 0. 009 1，R2 ＝ 0. 998 6，质量浓度范围为 3. 36～134. 4 μg/mL. 取不同

产地和批次的黄毛耳草茎、叶及全草供试品溶液各 2 mL，置于 10 mL的容量瓶，用上述乙醇溶液定容至刻度

后，在348 nm 处测定吸光度，以体积分数为70%乙醇为空白对照，计算总香豆素质量分数，结果见表3.

2. 2. 3　总黄酮的质量分数测定

参照王立抗等［12］的方法并改进，精密吸取芦丁标准品溶液0. 5、1. 0、2. 0、3. 0、4. 0和5. 0 mL，分别置于10 mL
容量瓶中 . 加入0. 4 mL体积分数5%亚硝酸钠溶液，摇匀，静置6 min后再加入0. 4 mL体积分数10%的硝酸铝溶

液，摇匀，静置 6 min. 再加入 4. 0 mL 体积分数 1. 0 mol/L 氢氧化钠溶液，最后加入蒸馏水定容至刻度，放置

10 min. 以体积分数70%乙醇作为空白背景，于510 nm波长处测定其吸光度，得到线性回归方程Y ＝ 0. 006 4X ＋ 
0. 003 7，R2 ＝ 0. 999 1，质量浓度范围为12. 6 ~ 126. 0 μg/mL. 分别精密吸取不同产地和批次的黄毛耳草茎供试

品溶液5. 0 mL，叶和全草供试品溶液0. 5 mL，按前述方法进行操作测定，计算总黄酮质量分数，结果见表3.

2. 3　抗氧化活性测定

2. 3. 1　对DPPH自由基清除能力的测定

参照文献［13］的方法，在96孔板中依次加入质量浓度为0. 4 mg/mL的DPPH工作液100 μL和不同质量浓

度（0. 125、0. 25、0. 5、1. 0、2. 0和 4. 0 mg/mL）的待测液 100 μL，混匀，室温静置 30 min. 空白组用体积分数为

70%的乙醇代替待测液，对照组用体积分数为 70%的乙醇代替DPPH溶液 . 均在 517 nm波长处测定吸光度，

分别对应记为A样、A空、A对. 以VC为阳性对照 . 每个试验重复3组，DPPH自由基清除率（IDPPH）计算见公式（1）.
IDPPH = (1 - ( A样 - A对 )/A空 ) × 100%. （1）

2. 3. 2　对ABTS自由基清除能力的测定

参照文献［13］的方法配制 ABTS 工作液，在 96 孔板中依次加入 ABTS 工作液 200 μL 和质量浓度为

0. 125、0. 25、0. 5、1. 0、2. 0和 4. 0 mg/mL的待测液 10 μL. 空白组用体积分数 70%的乙醇代替待测液，对照组

用该乙醇溶液代替ABTS工作液 . 均在 30 ℃下反应 20 min，于 734 nm波长处测定吸光度，分别对应记为 Ai、
Ac、Aj. 以VC为阳性对照，每个试验重复3组，ABTS自由基清除率（IABTS）计算见公式（2）.

IABTS = (1 - ( A i - A j )/Ac ) × 100%. （2）
2. 3. 3　FRAP法总抗氧化能力的测定

参照文献［14］的方法制备 FRAP 工作液，避光保存，备用 . 在 96 孔板中依次加入质量浓度为 0. 125、
0. 25、0. 5、1. 0、2. 0和 4. 0 mg/mL 的样品溶液 20 μL与 FRAP工作液 180 μL，空白对照组为体积分数为 70%
的乙醇20 μL与FRAP工作液180 μL混合，于37 °C静置10 min后，在593 nm波长处测定其吸光度，分别记为
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Am和An. 以VC为阳性对照，每个试验重复3组，总抗氧化能力（R）计算见公式（3）.
R = (1 - An /Am ) × 100%. （3）

2. 3. 4　抗氧化试验结果

黄毛耳草不同部位提取物对DPPH自由基的清除率、ABTS自由基清除率及总抗氧化能力结果如图 2所

示 . 结果显示，在质量浓度为 0. 125 ~ 4. 0 mg/mL范围内，黄毛耳草不同部位提取物对DPPH自由基、ABTS自

由基均有不同程度的清除效果，其清除能力和总抗氧化能力均随着质量浓度的升高而增加，不同部位提取

物清除率依次为叶 > 全草 > 茎 .

3　结语

基于UV和HPLC技术，对黄毛耳草茎、叶和全草提取物有效成分的质量分数进行分析研究 . 结果显示，

黄毛耳草茎、叶和全草提取物中总香豆素、总黄酮及东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖苷质量分数

存在差异，其中叶部最高，茎部最低，表明黄毛耳草发挥药效的主要成分可能主要来源于叶部 . 通过 ABTS
法、DPPH法和 FRAP法对其抗氧化活性进行了研究，结果显示黄毛耳草茎、叶及全草均有显著的抗氧化活

性，其抗氧化能力为叶>全草>茎，与总香豆素、总黄酮质量分数及东莨菪内酯、芦丁、山奈酚－3－O－芸香糖

苷质量分数呈正相关 . 因此，后续应对黄毛耳草不同部位的有效成分和药效机制进行深入研究，为黄毛耳草

的资源开发和质量评价提供依据 .
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图 2　黄毛耳草不同部位提取液的抗氧化能力结果
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