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ＲＰＨＰＬＣ法测定滇金银花中绿原酸的含量
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摘要：为建立滇金银花中绿原酸含量的测定方法，采用反相高效液相色谱法测定滇金银花中绿原酸的含量．
以Ｖ（乙腈）∶Ｖ（０４％磷酸溶液）＝１０∶９０为流动相，检测波长为 ３２７ｎｍ．结果显示，绿原酸在 ０～
１００４４μｇ／ｍＬ的范围内呈良好的线性关系，方法检出限为００５３８μｇ／ｍＬ，定量限为０１８２μｇ／ｍＬ，加标回
收率为１０１１％，ＲＳＤ为０３％．表明所用方法测定滇金银花中绿原酸的含量操作简单、稳定、准确．
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　　滇金银花 （ＦｌｏｒａＬｏｎｉｃｅｒａｅｂｏｕｒｎｅｉ）为忍冬科
植物西南忍冬 （ＬｏｎｉｃｅｒｅｉｂｏｕｒｎｅｉＨｅｍｓｌ．）的干燥
花蕾或带初开的花，在云南常作为药用金银花的地

方习用品，收载于２００５年版 《云南省中药饮片标

准：第７册》．该药材在 《全国中草药汇编》中称

为 “短唇忍冬”，在 《云南中药资源名录》中称为

“西南忍冬”，为了与２０１５年版 《中华人民共和国

药典：一部》［１］收载的 “金银花”区别，将该药材

名称确定为 “滇金银花”．滇金银花主要产于云南
省的峨山、双柏、建水、思茅、勐腊等地．２００５
年版 《云南省中药材标准：第７册》［２］显示，滇金
银花中主要含有绿原酸等酚性成分、木犀草素和金

丝桃苷等黄酮成分，以及三萜皂苷、挥发油等．目

前，使用高效液相色谱法测定金银花中绿原酸的含

量已有许多报道［３－６］，但对滇金银花含量测定的报

道却较少．因此，本研究尝试建立反相高效液相色
谱法测定滇金银花中绿原酸含量的方法，以期为评

价滇金银花的质量提供科学依据．

１　材料与方法

１１　药材
滇金 银 花 ３批 （批 号：１６０９０１；１７０８０２；

１６１１０１），经检验均为滇金银花．
１２　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪，带紫外检测器
（美国安捷伦公司）；ＭＳ２０５ＤＵ电子天平 （梅特勒



公司，１／１０００００），ＡＬ２０４电子天平 （梅特勒公

司，１／１００００）；ＤＦＹ２００高速万能粉碎机 （温岭

市林大机械有限公司）；ＫＱ５２００ＤＢ数控超声波清
洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；ＣＨＯＲＵＳ超纯
水系统 （英国ＥＬＧＡ公司）．
１３　试药与试剂

绿原酸对照品 （中国食品药品检定研究院，

批号：１１０７５３２０１７１６）；乙腈 （德国默克集团，批

号：ＪＡ０５４２３０，色谱纯）；磷酸 （四川西陇化工有

限公司，批号：１７０５１２，分析纯）；甲醇 （国药集

团化学试剂有限公司，批号：２０１７０７１２，分析
纯）；水为ＧＢ／Ｔ６６８２中规定的一级水．
１４　实验方法
１４１　对照品储备溶液的制备

精密称取绿原酸２５００ｍｇ，置５０ｍＬ棕色容量
瓶，加５０％甲醇制成每１ｍＬ含５００μｇ的溶液，即
得对照品储备溶液．
１４２　供试品溶液的制备

取过４号筛的该药材粉末０５ｇ，精密称定其质
量，平行取样２份，准确加入５０％甲醇溶液１００ｍＬ，
称定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放置至室温，称定质
量，用５０％甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，过滤，
准确吸取续滤液５ｍＬ，置于２５ｍＬ的棕色量瓶，加
５０％甲醇溶液至刻度，摇匀，即得供试品溶液．
１４３　液相条件

色谱柱为 ＺｏｒｂａｘＣ１８（２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ），紫外检测器，检测波长３２７ｎｍ，流动相为
Ｖ（乙腈）∶Ｖ（０４％磷酸溶液）＝１０∶９０，流速
１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温 ４０℃，进样量 １０μＬ．对照品
溶液色谱图如图１，供试品溶液色谱图如图２．
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图１　对照品色谱图

２　结果与分析

２１　系统适用性考察
将制备好的供试品溶液与对照品溶液按１４３
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图２　供试品色谱图

项下条件注入液相色谱仪进行系统适用性考察，结

果理论板数均大于８０００，供试品中主色谱峰绿原
酸与前后杂峰的分离度均大于３０．
２２　线性关系考察

分别取１４１项下制备的对照品储备溶液０００，
１００，２００，４００，８００，２０００ｍＬ至１００ｍＬ量瓶
中，加５０％甲醇至刻度，摇匀即得质量浓度为
０００，５００，１０００，２０００，４０００，１００００μｇ／ｍＬ
系列标准溶液．按１４３项下条件进样，然后以峰
面积Ａ为纵坐标，以绿原酸含量Ｃ为横坐标，绘制
标准曲线图 （图３），回归方程为Ａ＝１４５８３８３Ｃ＋
４９７８５５，Ｒ＝０９９９９０．
２３　检出限及定量限考察
２３１　仪器检出限和定量限考察

取对照品溶液 （质量浓度５００μｇ／ｍＬ）分别稀
释至信号／噪音比为Ｓ／Ｎ＝１∶３和Ｓ／Ｎ＝１∶１０时，通
过计算得到仪器所对应的检出限为００５１７μｇ／ｍＬ，
定量限为０１６４μｇ／ｍＬ．
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图３　绿原酸标准曲线

２３２　方法检出限和定量限考察
取供试品溶液 （批号１６０９０１）分别稀释至信

号／噪音比为为１∶３和１∶１０时，计算得到方法检出
限为００５３８μｇ／ｍＬ，定量限为０１８２μｇ／ｍＬ．
２４　重复性实验

取滇金银花 （批号１６０９０１），按样品制备条件

１１１第６期　　　　　　　马跃新，聂根宇，李维莉：ＲＰＨＰＬＣ法测定滇金银花中绿原酸的含量



１４２制备的供试品溶液，平行制备６份，代入标
准曲线得到供试品质量浓度，供试品中绿原酸的

ＲＳＤ为００９％，结果见表１．
表１　重复性实验结果

样品
绿原酸质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

平均质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／％

１ ３３４７７１４

２ ３３５０１４２

３ ３３４９５９１

４ ３３４６６４７

５ ３３４２８８４

６ ３３４９９８１

３３４７８２７ ００９

由上述实验得出ＲＳＤ小于２０％，说明该方法
的重复性良好．
２５　精密度考察

系列标准溶液与对照品溶液 ４（即质量浓度
４０μｇ／ｍＬ），连续进样６次，测定，代入标准曲线
得到供试品质量浓度，计算得到 ＲＳＤ为 ００７％，
结果见表２．

表２　精密度实验结果

样品 绿原酸质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％

１ ３８４７７１４

２ ３８５０１４２

３ ３８４９５９１

４ ３８４６６４７

５ ３８４２８８４

６ ３８４９９８１

００７

由上述实验得出ＲＳＤ小于２０％，说明该实验
有较好的精密度．
２６　稳定性实验
２６１　时间稳定性考察

系列标准溶液与供试品溶液 （批号１６０９０１）分
别在０，１２，２４，４８，７２，９６ｈ进样分析，以所得标
准曲线计算质量浓度，并计算平均质量浓度与ＲＳＤ，
得到供试品中绿原酸的ＲＳＤ为１１％，结果见表３．

由上述实验得出ＲＳＤ小于２０％，说明供试品
溶液在９６ｈ内稳定．
２６２　柱温稳定性考察

系列标准溶液与供试品溶液 （批号 １６０９０１）
分别在柱温为２０，３０，４０℃ 进样分析，每次平行
进样４次，以所得标准曲线计算所得质量浓度，并
计算平均质量浓度和ＲＳＤ，得到供试品中绿原酸的

ＲＳＤ为１２％，结果见表４．
表３　时间稳定性实验结果

时间／ｈ
绿原酸质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

平均质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／％

０ ３３４７７１４

０ ３３５０１４２
３３４８９２８

１２ ３３９２２５５

１２ ３３９５１９１
３３９３７２３

２４ ３３９８０１６

２４ ３４３３２１６
３４１５６１６

４８ ３２９８３４２

４８ ３３３１７２２
３３１５０３２

７２ ３３５００１７

７２ ３３５５６５８
３３５２８３８

９６ ３３２８４０９

９６ ３３２６６３６
３３２７５２３

１１

表４　柱温稳定性实验结果

温度／℃
绿原酸质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

平均质量浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／％

２０ ３３４９５７６

２０ ３３４９３７２

２０ ３３５５２６２

２０ ３３５００３０

３３５１０６０

３０ ３３２２２９９

３０ ３３２３１１８

３０ ３３２９８１７

３０ ３３２４６１３

３３２４９６２

４０ ３３９２２５５

４０ ３３９５１９１

４０ ３３９８０１６

４０ ３４３３２１６

３４０４６７０

１２

由上述实验得出ＲＳＤ小于２０％，说明供试品
溶液测定柱温在２０～４０℃的测定结果稳定．
２７　回收率实验

精密称取１份已知含量的滇金银花粉末样品
０５０ｇ，加入适量绿原酸对照品，按样品制备方法
操作，制成含对照品２５μｇ／ｍＬ的加标溶液，进行
分析，结果代入标准曲线计算质量浓度，依次计算

回收率．使用样品 （批号１６０９０１）制备加标溶液
６份，同时平行制备样品溶液．得到平均回收率为
１０１１％，ＲＳＤ为０３％，结果见表５．
２８　样品含量测定

精密称取每批滇金银花粉末样品各两份，每份

０５ｇ，按样品制备方法分别制备供试品溶液，每份进
样测定２次，计算样品的平均含量，结果见表６．
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表５　回收率实验结果

样品编号
样品测得量／
（μｇ·ｍＬ－１）

理论加入量／
（μｇ·ｍＬ－１）

实测量／
（μｇ·ｍＬ－１）

回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１６０９０１１ ３４０９ ２５１１ ５９２５ １００２
１６０９０１２ ３４０９ ２５１１ ５９１５ ９９８０
１６０９０１３ ３４０９ ２５１１ ５９２４ １００２
１６０９０１４ ３４０９ ２５１１ ５９３０ １００４
１６０９０１５ ３４０９ ２５１１ ５９１１ ９９６
１６０９０１６ ３４０９ ２５１１ ５９２７ １００３

１００１ ０３

表６　样品含量测定结果

样品 取样量／ｇ
实测质量浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）

绿原酸含量／

（ｍｇ·ｇ－１）

平均含量／

（ｍｇ·ｇ－１）
１６０９０１１１
１６０９０１１２
１６０９０１２１
１６０９０１２２

０５０１１

０５０１３

３３９７５６２ ３３９０
３４０００８０ ３３９２
３４１７８３６ ３４０９
３４２０２９６ ３４１１

３４０１

１６１１０１１１
１６１１０１１２
１６１１０１２１
１６１１０１２２

０５０４５

０５０５９

２５７９８３９ ２５５７
２５８３１４２ ２５６０
２５８９３０７ ２５５９
２５９０１２４ ２５６０

２５５９

１７０８０２１１
１７０８０２１２
１７０８０２２１
１７０８０２２２

０５０４１

０５０６７

２５００１１７ ２４７９
２５０４４７４ ２４８４
２５０７８６９ ２４７４
２５１０３８７ ２４７７

２４７９

３　讨论与结论

因绿原酸分子结构中含有邻二酚羟基，遇光很

不稳定，考虑到该因素，绿原酸对照品溶液及供试

品溶液用棕色的容量瓶盛放，以保证测定结果的准

确性与稳定性．
本实验对提取溶剂选择时，比较了乙醇、甲

醇、５０％乙醇溶液和５０％甲醇溶液，最后选择峰
形和提取率更好的５０％甲醇溶液．

在绿原酸含量测定的过程中，对供试品溶液的

制备方法进行比较，最终选取最佳方案为加入５０％
的甲醇溶液进行超声处理 （功率 ２５０Ｗ，频率
３５ｋＨｚ）３０ｍｉｎ．对流动相和检测波长的选择，经比
较认为以Ｖ（乙腈）∶Ｖ（０４％磷酸溶液）＝１０∶９０为流
动相峰形及分离度效果最好，检测波长在３２７ｎｍ处
各色谱峰之间分离效果最佳．

在系统适用性实验中，通过在不同品牌液相色

谱系统 （赛默飞世尔液相、岛津液相）条件下测

定绿原酸的理论塔板数与分离度，所得结果理论塔

板数均大于８０００，分离度均大于 １５，满足文献
［１］中的标准要求．

样品的生长环境、采收时间、储存条件等因素

均可能影响到滇金银花中绿原酸的含量，这可能是

造成表６中样品含量差异较大的原因之一．
本实验结果表明，重复性 ＲＳＤ为００９％，精

密度ＲＳＤ为００７％，回收率 ＲＳＤ为０３％，说明
采用反相高效液相色谱法测定滇金银花中主要成分

绿原酸的含量，方法操作简单、稳定、精确，可为

评价滇金银花的质量提供参考依据．
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