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高效液相色谱法测定金银花中绿原酸及木犀草苷含量

倪  洁 *

（金陵药业股份有限公司，南京 210009）

摘 要：目的 建立一种反向高效液相色谱分析方法，同时检测鲜金银花样品中绿原酸与木犀草苷的含量。 

方法 该方法采用了超声波辅助萃取作为样品预处理手段，并对提取溶剂、温度及流动相等关键参数进行了优

化。结果 实验结果显示，在 0.5~100.0 mg/mL 的浓度范围内，两种化合物展现出优秀的线性关系，相关系数 r ＞

0.999。此外，该方法的加标回收率范围为 96%~108%，重复性 RSD 分别为 2.05% 和 2.44%。结论 本文提出的方

法操作简便且结果精确，适用于鲜金银花中绿原酸和木犀草苷含量的准确测定，能够为鲜金银花活性成分的定量分

析提供可靠的工具，有助于其质量控制和药效评价。
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0  引  言

金银花作为传统中药材，具有清热解毒、疏散风热等功效，

广泛应用于感冒、咽喉肿痛等疾病的治疗。绿原酸和木犀草苷作

为金银花中的主要活性成分，具有抗氧化、抗炎、抗菌等多种

药理作用，其含量直接关系到金银花药材的药效与质量。因此，

准确测定金银花中绿原酸及木犀草苷的含量对于保证药材质量、

优化生产工艺及开发新型药物具有重要意义。在采用高效液相色

谱法时测定金银花中绿原酸、木犀草苷含量，具有方法简便、准

确、可靠的特点，能够大幅度降低金银花中功效成分测试的时

间，以此降低人力、物力成本的浪费。本研究旨在通过优化高效

液相色谱法来实现对金银花中含有的绿原酸、木犀草苷含量测

定，以此为金银花药材的质量控制提供技术支持。

1  材料与方法

1.1  试验材料

本实验中所选用的金银花样本采集自山东省平邑县，实验过

程中采用热风干燥方式进行初步处理。实验中选用的其他实验材

料中，乙醇采购自国药集团化学试剂有限公司，乙腈和磷酸均具

有色谱纯度，使用的超纯水为本次实验室自备超纯水。金银花中

的木犀草苷和绿原酸作为标准品，其检测纯度在 98% 以上，均

由上海麦克林生化科技股份有限公司提供 [1]。

1.2  设备仪器

实验设备选用如下：U–3000 高效液相色谱系统，来自美

国 Thermo Fisher Scientific；Milli–Q Integral 纯 水 系 统， 由 美

国 MilliporeSigma 制造；KQ–5200DE 数控超声波清洗器，昆山

市超声仪器有限公司产品；IKA Vortex Genius 3 涡旋混合器，

德 国 IKA Werke GmbH & Co. KG 出 品；Sorvall Legend XTR 

高速冷冻离心机，美国 Thermo Fisher Scientific 生产；Mettler 

Toledo MS105DU/01 十万分之一精密电子天平，瑞士 Mettler 

Toledo International Inc. 制 造；Mettler Toledo PL203/02S 万 分

之一电子天平，来自瑞士 Mettler Toledo International Inc；Qihe 

KS–1053 高速多功能粉碎机，广州祁和电器有限公司产品 [2]；

GZX–9056MBE 热风循环烘箱，上海博讯实业有限公司医疗设

备厂制造。

1.3  实验方法

1.3.1 制备样品

选取新鲜材料 500 g，运用热风干燥工艺使其水分含量降至

大约 11%，其干燥步骤如下。

第一，温度设置为 45℃，风速 2 m/s，湿度 65%，持续

4 h。第二，温度调整至 50℃，风速不变，湿度下调至 50%，干燥

6 h。第三，在 55℃，相同风速与 30% 湿度条件下干燥，直至含

水量稳定在 11%。当制备样品进行干燥完成后，随后将其放在

粉碎机中进行粉碎，而粉碎后的样品需要筛至 65 目。

1.3.2 样品预处理

第一，称取 2.00 g 样品置于 50 mL 离心管内，加入 20 mL

乙醇，使用涡旋振荡器混合 1 min，接着超声处理 20 min（条件：

60℃，2500 W）。

第二，完成超声后，将样品进行 5 min 的离心处理，离心
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机转速至少需要达到 1000 r/min，经过离心后的样品清液转到

50 mL 的容量屏中，并将剩余的残余物提取后，合并两次以上

的清液并给予补充到标记线位置 [3]。

第三，取 10 mL 混合液倒入氮吹管，于 40℃ 条件下吹干

至接近完全，随后将残留的 1 mL 流动相溶解，并使用 0.22 μm

的过滤膜给予过滤后再进行分析。

1.3.3 色谱分析条件

在对其进行色谱分析时，可使用规格为 4.6 mL×250 mL，

5 μm 的 Thermo Scientific Acclaim C18 色谱柱作为固定相。同

时，针对流动相组成部分，使用乙腈和磷酸水混合容易。其

中，磷酸水溶液的浓度为 0.1%，两者的混合比例按照 15∶85

的比例进行混合。最后，在对其样本体积的设定要求在 20 μL，

同时柱温应控制在 40℃，确保其检测的波长在 340 nm 即可。

1.4  实验数据处理

实验中，每项测定重复三次以确保数据的准确性与可靠性 ,

数据分析采用Thermo Scientific的Chromeleon 7软件进行处理 [4]。

在色谱分析中，以绿原酸和木犀草苷作为参照物质，利用它们的

相对保留时间来准确定位对应的色谱峰位置。定量分析通过外标

法来确保目标化合物浓度测量的精确度。

2  结果与分析

2.1  前处理条件优化

提取相关溶液的过程中应基于以往的研究结果，还需要充

分考虑绿原酸与木犀草苷之间的独有特性。本实验通过对比甲

醇和乙醇水溶液的方式，提取两种 50% 比例水溶液作为最终的

实验提取效果。为此，准确称量三份样品，分别使用上述不同

的溶剂，按照既定的预处理步骤进行处理后进行分析。值得注

意的是，当使用 50% 甲醇水溶液和 50% 乙醇水溶液提取时，

无须进行氮吹浓缩步骤 [5]。其分析结果如表 1 所示，显示纯乙

醇作为提取溶剂时，能够更有效地提取出绿原酸和木犀草苷，

因此后续实验决定采用纯乙醇作为提取溶液。

表 1 提取溶液优化

提取溶液 绿原酸（g/100 g） 木犀草苷（g/100 g）

50% 甲醇水溶液 2.68 0.57

50% 乙醇水溶液 2.64 0.62

乙醇 2.84 0.68

在提取方法的优化方面，根据相关文献资料可知，木犀草

苷在受热情况下具有较高的溶解性 [6]。因此，在实验中，共处

理了 18 份样品，遵循样品预处理所述的流程进行分析，所得

绿原酸和木犀草苷的含量如表 2 所示。分析结果显示，采用

60℃、20 min 的条件，重复提取三次能达到最佳提取效果，不

过与同一温度和时间下重复提取两次的结果相差不大。考虑到

实验效率、人力及资源成本，最终决定采用 60℃、20 min 重复

提取两次的方案作为最优提取方法，实现了效果与成本之间的

平衡。

表 2 提取方法优化

温度 时间（min）提取次数 木犀草苷（g/100 g） 绿原酸（g/100 g）

室温

5

1 0.28 1.95
2 0.36 2.08
3 0.48 2.34

10

1 0.35 2.08
2 0.48 2.21
3 0.57 2.45

20

1 0.58 2.56
2 0.62 2.68
3 0.66 2.71

60℃

5

1 0.34 218
2 0.42 2.21

3 0.52 2.32

10

1 0.45 2.18
2 0.56 2.46
3 0.58 2.68

20

1 0.55 2.62
2 0.68 2.85
3 0.068 2.85

2.2  高效液相色谱法条件选择

在对高效液相色谱法的色谱柱进行选择时，依据《中华人

民共和国药典》标准及相关研究，绿原酸与木犀草苷在 C18 反

相色谱柱上展现出优良的保留特性和分离效果 [7]。基于此，

实验中选用了 Thermo Scientific 品牌的 Acclaim C18 色谱柱（规

格：4.6 mm×250 mm，粒径 5 μm）作为分析平台，以确保这两

种化合物的高效分离与精确检测。对流动相及洗脱程序进行

优化时，关于流动相的选定，参照《中华人民共和国药典》

指南相关学者的研究，如图 1 所示，实验比较了三种不同的

流动相比例，其中流动相 1（乙腈∶0.1% 磷酸水 =15∶85）、流

动相 2（乙腈∶0.5% 乙酸水 =5∶95）及流动相 3（乙腈∶0.1% 磷

酸水 =5∶95）。通过分析所得色谱图，观察到流动相 1 展现出

更佳的分离效果，色谱峰形态清晰，且样品的洗脱时间相对

较短。基于这些观察结果，确定流动相 1（乙腈∶0.1% 磷酸水

=15∶85）属于最佳的洗脱选择方式，能够有效检测出金银花中

绿原酸与木犀草苷的含量。

针对波长的优化检测过程中，根据相关文献资料，木犀草

苷的峰值紫外吸收位于 255~350 nm，而绿原酸的峰值吸收波长

则为 329 nm，实际测量的光谱图分别如图 2 所示。鉴于此，实

验中选定 340 nm 作为检测波长，以同时满足对金银花中绿原酸

和木犀草苷的同步监测需求，确保两者的检测效率与准确性。

这一波长的选择是在考虑了两种化合物的光谱特性后做出的，

旨在实现高效、全面的分析效果 [8]。
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图 1 绿原酸及木犀草苷标准液相色谱图

图 2 木犀草苷和绿原酸吸收 200~400 nm紫外线光谱图

2.3  定性和定量分析

本实验在标准曲线中 , 使用绿原酸与木犀草苷标准品

20 mg，并将绿原酸与木犀草苷各自转移到 50 mL 的容量瓶

内，随后使用乙醇溶解定量后，可得到浓度为 400 μg/mL 的标

准储备液。然后从储备液中分别取出 0.0125、0.025、0.25、

1.25、2.5 mL，移至 10 mL 容量瓶。在对流动相稀释时，以初

始流动相刻度为准，在得到相应的标准混合液后，配比相同梯

度的标准混合液注入到液相色谱仪中进行测试，从而得到如表

3 所示的数据。其数据显示结果在 0.5~100.0 μg/mL 范围内，

两种成分均呈现出良好的线性关系，相关系数高于 0.999，

满足分析标准的要求。此过程确保了标准曲线的准确性和可靠

性，为后续样品中绿原酸和木犀草苷的定量分析提供了坚实的

基础 [9]。

表 3 绿原酸及木犀草苷线性关系

物质 出峰时间（min）线性范围（mg/mL） 线性回归方程 r2（n=5）

绿原酸 6.68 0.5~100 y=0.488x+0.001 0.9995

木犀草苷 32.988 0.5~100 y=0.812x+0.038 0.9997

在本实验的检测限评估中，可采用多次重复测量的方式，

对其进行至少 20 次的测量，以此获得其样品标准偏差三倍值和

标准曲线斜率占比。根据上述方式进行计算，可得出绿原酸与

木犀草苷分别为 0.00565 mg 和 0.00703 mg。随后，将这些数据

代入到相应的计算公式中，能够直接计算出绿原酸与木犀草苷

的实际浓度分别为 0.000141 g/100 g 和 0.000176 g/100 g。与标

准最低含量要求相比，实验中的绿原酸与木犀草苷数值显著低

于标准值。这一结果不仅验证了实验方法的灵敏度和可靠性，

还表明了所分析的金银花样品中目标成分的浓度远超标准规定

的最低限，确保了其品质符合规范 [10]。

3  结  论

本文通过优化高效液相色谱法的各项分析参数，成功建立

了一种快速、准确、可靠的金银花中绿原酸及木犀草苷含量测

定方法。该方法不仅实现了对金银花活性成分的有效分离与精

确定量，还展现了高效液相色谱法在中药复杂体系分析中的强

大潜力。本研究成果不仅为金银花药材的质量控制提供了科学

依据，还为其他中药材活性成分的分析检测提供了参考。随着

高效液相色谱法技术的不断发展与创新，其在中药领域的应

用将更加广泛，为推动中药现代化、国际化进程贡献力量。同

时，进一步深入研究金银花中其他活性成分及其药效机制，将

为金银花药材的综合开发利用开辟新的途径。
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