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金银花为忍冬科 Caprifoliaceae 植物忍冬 Lonicera

japonica Thunb的干燥花蕾或带初开的花，其具有清热

解毒、疏散风热之功效，可用于痈肿疗疮、喉痹、丹毒、热

毒血痢、风热感冒、温病发热等症的治疗[1]。近年来，由

于其市场需求增大，质量难以保持稳定[2]。经化学和药

理研究证实，绿原酸和木犀草苷是主要活性成分，其含

量高低是评价金银花药材质量优劣的重要标志 [3-6]。

2015年版《中国药典》（一部）规定：金银花含绿原酸不得

少于1.5％，木犀草苷不得少于0.050％。目前，对金银花

药理作用的研究比较广泛和深入，但其稳定性的研究较

少，在贮藏过程中多凭借经验进行，没有可靠的质控

方法。

为考察金银花的有效期，笔者通过留样观察，以绿

原酸和木犀草苷为指标，采用高效液相色谱法（HPLC）

测定其含量，为评价金银花药材质量提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

SURVEYOR 型 HPLC 仪，包括 DAD 检测器（美国

Thermo Finnigan 公司）；KQ2200B 型超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司，功率：250 W，频率：35 kHz）；

TG16-WS型高速台式离心机（长沙湘仪离心机仪器有限

公司）；FA2004N型电子分析天平（上海精密科学仪器有

限公司）。
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摘 要 目的：建立测定金银花药材中绿原酸和木犀草苷含量的方法，以探讨金银花在常温密封环境下的保质期。方法：采用高

效液相色谱法。色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18（绿原酸）、Agilent Zorbax SB-Phenyl（木犀草苷），流动相为乙腈-0.4％磷酸溶液

（13 ∶ 87，V/V，绿原酸）、乙腈-0.5％冰醋酸溶液（梯度洗脱，木犀草苷），流速为1.0 mL/min，检测波长为327 nm（绿原酸）、350 nm（木

犀草苷），柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：绿原酸、木犀草苷检测质量浓度线性范围分别为10～100 μg/mL（r＝0.998 6）、5～

50 μg/mL（r＝0.999 3）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜4.0％；加样回收率分别为 95.78％～99.70％（RSD＝1.46％，n＝6）、

96.30％～104.31％（RSD＝2.93％，n＝6）。滚简杀青、烤房烘干、自然晾晒的药材样品中绿原酸和木犀草苷的含量在贮藏12个月

后普遍降低了30％～40％。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复性好，可用于金银花药材中绿原酸和木犀草苷含量的测

定；金银花在贮藏1年后有效成分的含量显著下降，有必要建立金银花保质期规范，以保证临床用药的有效性。
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ABSTRACT OBJECTIVE: To establish a method for determining the contents of chlorogenic acid and luteoloside in Lonicerae ja-

ponicae，and to explore the shelf life of L. japonicae under ordinary temperature and sealed environment. METHODS：HPLC meth-

od was adopted. The determination was performed on Agilent Zorbax SB-C18（chlorogenic acid）column and Agilent Zorbax SB-Phe-

nyl（galuteolin）with mobile phase consisted of acetonitrile-0.4％ phosphoric acid（13 ∶ 87，V/V），acetonitrile-0.5％ glacial acetic ac-

id（gradient elution，galuteolin）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 327 nm（chlorogenic acid）

and 350 nm（galuteolin）. The column temperature was 30 ℃，and sample size was 10 μL. RESULTS：The linear range of chloro-

genic acid and galuteolin were 10-100 μg/mL（r＝0.998 6），5-50 μg/mL（r＝0.999 3），respectively. RSDs of precision，stability

and reproducibility tests were all lower than 4.0％ . Recoveries were 95.78％ -99.70％（RSD＝1.46％，n＝6）、96.30％ -104.31％

（RSD＝2.93％，n＝6）. The contents of chlorogenic acid and galuteolin in roller method，baking method and natural drying method

of processed L. japonicae were all decreased by 30％-40％ after stored for 12 months. CONCLUSIONS：The method is simple，

precise，stable and repeatable，and can be used for simultanoue determination of chlorogenic acid and luteoloside in L. japonicae.

The contents of active components in L. japonicae decrease significantly after stored for 12 months. It is necessary to establish shelf

life standard of L. japonicae，so as to guarantee the effectiveness of drug use in the clinic.
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绿原酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110753-201314，纯度：≥98％）；木犀草苷对照品（天津

一方科技有限公司，批号：20121227，纯度：≥98％）；乙

腈为色谱纯，磷酸为分析纯，乙酸、无水乙醇为优级纯，

水为重蒸水。

1.3 药材

金银花药材源自全国不同省市，采用不同加工方

式，由山东九间棚药业有限公司提供，经山东医学高等

专科学校冯丽娟教授鉴定为真品。样品收集之后研磨

过4号筛，密封贮藏。取药材样品18份，每份约50 g，以

密封袋封口室温贮藏。分别于贮藏 1个月（Y1）和 12个

月（Y2）时测定药材样品相关指标。

表1 金银花药材信息

Tab 1 Information of L. japonicae

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

来源
江苏省
浙江省
江苏省
山东省
湖北省
江西省
江苏省
江苏省
山东省

采收时间
2014年6月
2014年5月
2014年6月
2014年5月
2014年6月
2014年6月
2014年6月
2014年6月
2014年5月

加工方式
滚筒杀青
滚筒杀青
滚筒杀青
滚筒杀青
滚筒杀青
滚筒杀青
烤房烘干
烤房烘干
烤房烘干

编号
S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

来源
河北省
云南省
广西省
广东省
江苏省
河南省
宁夏省
山东省
江苏省

采收时间
2014年5月
2014年6月
2014年6月
2014年5月
2014年6月
2014年6月
2014年6月
2014年5月
2014年6月

加工方式
烤房烘干
烤房烘干
烤房烘干
自然晾晒
自然晾晒
自然晾晒
自然晾晒
自然晾晒
自然晾晒

2 方法与结果
2.1 绿原酸的含量测定

2.1.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Agilent

Zorbax SB-C18（250 mm × 4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-0.4％磷酸溶液（13 ∶ 87，V/V）；流速：1.0 mL/min；检测

波长：327 nm，柱温：30 ℃，进样量：10 μL。在上述色谱

条件下，理论板数以绿原酸峰计不少于 1 000；各成分

基线分离良好，分离度＞1.5，详见图1。

2.1.2 对照品溶液的制备 取绿原酸对照品适量，精密

称定，置于棕色量瓶中，加 50％甲醇溶液制成质量浓度

为1 mg/mL的对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取药材样品粉末约0.5 g，精

密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加 50％甲醇溶液 50

mL，称定质量，超声处理 30 min，放冷，再次称定质量，

用50％甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，精密量取

续滤液 5 mL，置于 25 mL棕色量瓶中，加 50％甲醇溶液

定容，摇匀，即得。

2.1.4 线性关系考察 分别精密量取“2.1.2”项下对照

品溶液0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 mL，分别置于10 mL

量瓶中，加 50％甲醇溶液定容，制成系列对照品溶液。

精密量取上述系列对照品溶液各 10 μL，按“2.1.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。以绿原酸质量浓度

（x，g/L）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得

绿原酸回归方程为 y＝28 061x－46 304（r＝0.998 6）。

结果表明，绿原酸检测质量浓度线性范围为 10～100

μg/mL。

2.1.5 精密度试验 取“2.1.2”项下对照品溶液适量，按

“2.1.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果，绿原酸峰面积的 RSD＝0.15％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液（编号：

S1）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，绿

原酸峰面积的RSD＝0.81％（n＝5），表明供试品溶液在

室温放置24 h内基本稳定。

2.1.7 重复性试验 精密称取同一批样品（编号：S1）适

量，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，共 6份，再按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定并计算平均含量。结果，

绿原酸平均含量为2.19％，RSD＝0.25％（n＝6），表明本

方法重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验 取已知含量样品（编号：S1）适

量，共 6 份，分别加入一定质量的绿原酸对照品，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery test（n＝6）
待测
成分
绿原酸

木犀草苷

取样
量，g
0.552

0.520

0.532

0.546

0.547

0.550

2.003

1.993

2.004

2.004

2.003

2.017

样品含
量，mg

45.56

44.09

44.29

45.69

45.24

45.65

262.35

248.71

266.60

268.05

265.17

270.02

加入量，
mg
4

4

4

4

4

4

3

3

3

3

3

3

测得量，
mg
49.55

48.04

48.19

49.62

49.07

49.63

293.38

279.63

297.25

296.94

296.38

301.31

加样回收
率，％
99.70

98.73

97.55

98.40

95.78

99.45

103.42

103.04

102.17

96.30

104.02

104.31

平均加样回
收率，％

98.27

102.21

RSD，
％

1.46

2.93
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC Chromatograms
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2.1.9 样品中绿原酸含量测定 取 18批药材样品各适

量，分别按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算样品

中绿原酸含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（n＝3，％）

Tab 3 Results of contents determination of samples

（n＝3，％）

处理方式
滚筒杀青

烤房烘干

自然晾晒

样品编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

平均值
S7

S8

S9

S10

S11

S12

平均值
S13

S14

S15

S16

S17

S18

平均值

绿原酸Y1

4.27

3.39

3.77

3.45

3.28

2.91

3.51

1.55

1.53

2.13

1.83

3

3.24

2.21

0.31

0.15

0.29

1.89

2.73

1.82

1.20

绿原酸Y2

2.33

1.84

2.54

1.83

1.85

2.08

2.08

0.74

1.00

1.54

1.00

1.88

1.91

1.34

0.25

0.15

0.20

1.33

1.77

1.12

0.80

木犀草苷Y1

0.07

0.08

0.08

0.09

0.10

0.12

0.09

0.05

0.06

0.06

0.07

0.07

0.09

0.07

0.02

0.01

0.05

0.06

0.07

0.08

0.05

木犀草苷Y2

0.06

0.06

0.04

0.07

0.08

0.05

0.06

0.05

0.04

0.06

0.04

0.04

0.08

0.05

0.01

0.01

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

2.2 木犀草苷的含量测定

2.2.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Agilent

Zorbax SB-Phenyl（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈（A）-0.5％冰醋酸溶液（B），梯度洗脱（0～15 min，

10％→20％A；15～30 min，20％A；30～40 min，20％→

30％A）；流速：1.0 mL/min；检测波长：350 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 μL。在上述色谱条件下，理论板数以

木犀草苷峰计不少于 20 000；各成分基线分离良好，分

离度＞1.5，详见图1。

2.2.2 对照品溶液的制备 取木犀草苷对照品适量，精

密称定，加70％乙醇溶液制成质量浓度为1 mg/mL的对

照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取药材样品粉末约 2 g，精

密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加 70％乙醇溶液 50

mL，称定质量，超声处理 60 min，放冷，再次称定质量，

加70％乙醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，精密量取

续滤液 10 mL，回收溶剂至干，残渣用 70％乙醇溶液

溶解，移至 5 mL 量瓶中，加 70％乙醇溶液定容，摇匀，

即得。

2.2.4 线性关系考察 分别精密量取“2.2.2”项下对照

品溶液 0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 mL，分别置于 10 mL 量瓶

中，加 70％乙醇溶液定容，制成系列对照品溶液。精密

量取上述系列对照品溶液各 10 μL，按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。以木犀草苷质量浓度

（x，g/L）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得

木犀草苷回归方程为 y＝29 771x－13 725（r＝0.999 3）。

结果表明，木犀草苷检测质量浓度线性范围为 5～50

μg/mL。

2.2.5 精密度试验 取“2.2.2”项下对照品溶液适量，按

“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果，木犀草苷峰面积的 RSD＝3.36％（n＝6），表明仪

器精密度良好。

2.2.6 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液（编号：

S1）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，木

犀草苷峰面积的RSD＝1.37％（n＝6），表明供试品溶液

在室温放置24 h内基本稳定。

2.2.7 重复性试验 精密称取同一批样品（编号：S1）适

量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，共 6份，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定并计算平均含量。结果，

木犀草苷平均含量为0.05％，RSD＝2.36％（n＝6），表明

本方法重复性良好。

2.2.8 加样回收率试验 取已知含量样品（编号：S1）适

量，共 6份，分别加入一定质量的木犀草苷对照品，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表2。

2.2.9 样品中木犀草苷含量测定 取 18批药材样品各

适量，分别按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算样品

中木犀草苷含量，结果见表3。

3 讨论
笔者采用HPLC法测定金银花不同炮制品中绿原酸

和木犀草苷的含量，结果显示其含量顺序为滚筒杀青＞

烤房烘干＞自然晾晒。这表明，金银花采用烘干和晒干

炮制方法的有效成分含量较低，采用滚筒杀青方法的有

效成分含量最高。这可能是由于滚筒杀青能使金银花

瞬间高速受热，多酚氧化酶迅速失活，再快速烘干，使水

分迅速失散，避免了有效成分的损失[7-8]。在传统的自然

晾晒或烤房烘干的炮制方法中，需时较长且更易受外界

环境影响，故有效成分含量显著降低。

本试验中，3种炮制方法的药材样品中绿原酸和木

犀草苷的含量在贮藏 12 个月后普遍降低了 30％～

40％。药材样品粉粹后比表面积增大会使成分降解速

率增加，因此药材的贮藏期应该大于本试验数据结果，

但本试验结果可作为参考[9]。

研究表明，金银花药材中有效成分的含量受物种、

生态环境、栽培措施、物候期、采收、加工、贮藏时间及炮

制方法等多种因素影响[8]，本试验只对贮藏时间和炮制

方法对药材的影响进行了探讨。为了确定中药材的保

质期，应该在综合考虑影响中药材的产地、采收加工、晾

晒贮藏、炮制过程及包装等前提下，通过试验得到各种
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数据，经过统计分析，得到各种影响因素与中药材质量

变化的相关性，为中药材保质期的确定提出科学依据；

且因为中药材的有效成分复杂，不能单一用某种成分来

衡量其有效期，应寻找更全面适合中药有效期的确定方

法，结合药效评价和临床应用实际，制订出科学合理的

中药材保质期。
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柱后衍生阳离子交换色谱法同时测定新疆产贝母中17种氨基酸
的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定新疆产贝母中17种氨基酸含量的方法。方法：采用阳离子交换色谱柱分离17种氨基酸；采用柱后衍

生阳离子交换色谱法测定药材中17种氨基酸的含量：色谱柱为LCAK 06/Na柱，流动相A为柠檬酸三钠11.9 g、柠檬酸6 g、苯酚1

g，加水溶解，再加65 mL甲醇和6 mL浓盐酸，加水定容（调pH至3.4），流动相 B为柠檬酸三钠11.9 g、氢氧化钠2.8 g、苯酚1 g、硼

酸 5.0 g，加水溶解并定容（调 pH 至 10.8）（梯度洗脱），流速为 0.45 mL/min（A 泵）、0.25 mL/min（M 泵），检测波长为 440 nm（脯氨

酸）、570 nm（其余氨基酸），进样量为 50 μL。结果：天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、异

亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、组氨酸、赖氨酸、精氨酸和脯氨酸检测浓度线性范围均为 20～400 nmol/mL（除胱氨酸

10～200 nmol/mL）（r均大于0.989 0）；精密度、重复性、稳定性试验的RSD＜2.0％；检测限除胱氨酸外（0.08 nmol/mL）其余氨基酸

均为0.16 nmol/mL；加样回收率为98.5％～99.5％（RSD为0.06％～0.21％，n＝6）。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复

性好，可用于新疆产贝母中氨基酸含量的同时测定。

关键词 贝母；氨基酸；柱后衍生化；阳离子交换色谱法

Simultaneous Determination of Contents of 17 Amino Acids in Fritillariae Pallidiflorae Bulbus Produced in

Xinjiang by Post-column Derivatization Cation-exchange Chromatography

Aziz·MOHAMMAT1，2，3，SHA Lina3，Ablumiti·YILI1（1.Xinjiang Technical Institute of Physics & Chemistry，Chi-

nese Academy of Sciences，Urumqi 830011，China；2.Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Bei-

jing 100039，China；3.Xinjiang Institute for Food and Drug Control，Urumqi 830000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method of contents determination of 17 amino acids in Fritillariae Pallidiflorae Bulbus

produced in Xinjiang. METHODS：Cation-exchange column was used to separate 17 kinds of amino acids；post-column derivatiza-

tion liquid chromatography was used to determine the contents of amino acids：the column was strong sulfonic acid cation exchange

resin LCAK06/Na with mobile phase A（weighing trisodium citrate 11.9 g，citric acid 6 g，phenol 1 g，dissolving by water，then

adding 65 mL of methanol and 6 mL of concentrated hydrochloric acid，bringing the volume with tap water，adjusting pH to 3.4），

mobile phase B（weighing trisodium citrate 11.9 g，NaOH 2.8 g，phenol 1 g，boric acid 5.0 g，adding water to dissolve，adjusting
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