
异构化反应,而室温、自然光下放置 3 h后同样会使

差向米诺环素量增加。因此, 在测定盐酸米诺环素

有关物质时应注意温度、湿度及避光。

实验考察了中国部分盐酸米诺环素生产厂家的

产品,均达到国家标准和国际标准要求。所以,实验

对盐酸米诺环素检测方法的研究,对提高产品的质

量、产品的安全性及稳定性具有重要意义。
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RP- HPLC测定宁夏原周区金银花中绿原酸含量的动态变化

郝凤霞,杨敏丽*

(宁夏大学能源化工重点实验室, 宁夏 银川 750021)

摘要: 目的  研究宁夏原周区金银花中绿原酸含量的动态变化。方法  采用 RP- HPLC法测定。结果  绿原酸的含量在六

月份最高,九月份最低。同一天内, 以上午 10. 00~ 12. 00 采收的含量最高。结论  若以绿原酸含量为指标, 金银花以六月份

为最佳采收期,且在上午 10. 00~ 12. 00采收为佳。

关键词:金银花;绿原酸;反相高效液相色谱法
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The contents variation of chlorogenic acid in Flos lonicerae in Yuanzhou, Ningxia by R P - HPLC

HAO Feng- xia, YANGMin- li
*

( Key Laboratory of Energy Sources Chemical Engineering, Ningxia University, Yinchuan 750021, China )

Abstr act: OBJECTIVE  To study the variation of the contents of chlorogenic acid in Flos Lonicerae in Yuanzhou, Ningxia in the growing pe2

riod. METHODS  An RP- HPLC method was used. RESULTS The contents of chlorogenic acid was the highest in June and the lowest in

September. CONCLUSION  The best collecting time is 10. 00- 12. 00 am. in June.

Key words: Flos Lonicer ae;Chlorogenic acid; RP- HPLC
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  金银花属忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica

Thunb 的干燥花蕾或初开的花, 是传统的清热解毒

中药
[ 1]
。一般认为,金银花的主要抗菌有效成分为

绿原酸,常以绿原酸的含量高低来评价金银花的质

量[2]。金银花中绿原酸的含量不仅与品种、产地有

关,而且与生长期、采收期有关[3~ 5]。宁夏原周区金

银花种植面积较大,为了指导当地农民合理采收金银

花,我们采用反相高效液相色谱法对当地金银花中绿

原酸的含量进行了动态跟踪。

1  实验部分

1. 1  仪器、试剂和样品

Agilent 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司) ; L/

L - S 电子天平 (梅特勒 - 托利多仪器公司) ;

KQ5200B超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司)。绿原酸对照品(中国药品生物制品检定所) ;甲

醇(分析纯, 上海振兴化工一厂)。样品采自宁夏原

周区,采样时间为 2004年 6月 20日至 2004 年 9月

20日,每隔 30 d采 1次,每次采样分为四个时间段,

分别为 8. 00~ 10. 00、10. 00~ 12. 00、14. 00~ 16. 00、

16. 00~ 18. 00,将样品按采集时间编号(表 2)。

1. 2  方法与结果

1. 2. 1  溶液的制备  精密称取绿原酸对照品 5 mg,

用 50%甲醇溶解后,转移至 50ml量瓶中,再用50%

甲醇稀释至刻度, 摇匀, 配制成 0. 1 mg#ml
- 1
的绿原

酸对照品溶液。精密称取金银花细粉 0. 5 g, 置 50

华西药学杂志
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ml具塞三角瓶中, 加 40 ml 50%甲醇, 超声振荡 30

min,抽滤, 滤液定容至 50 ml量瓶中, 用 0. 45 Lm微

孔滤膜过滤,即得供试品溶液。

1. 2. 2  测定波长的选择  将绿原酸对照品、供试品

溶液在 200~ 400 nm扫描,其最大吸收波长均为 327

nm,故选择 327 nm为检测波长。

1. 2. 3  色谱条件  色谱柱为 Zorbax SB- C18柱 ( 5

Lm, 250 mm@4. 6 mm) ,流动相为 0. 4% 磷酸- 乙腈

( 87B13) ,检测波长 327 nm,柱温 20 e ,进样量 5 Ll。

1. 2. 4  标准曲线的绘制  精密吸取绿原酸对照品

溶液 1、3、5、7、9 ml,分别置 10 ml量瓶中, 用 50%甲

醇稀释至刻度,按/ 1. 2. 30项的色谱条件测定, 记录

峰面积,并对供试品浓度作图,得直线回归方程为:

Y= 1. 461 @104X - 3. 09( r = 0. 9999) , 绿原酸在

0. 01~ 0. 09 mg#ml- 1范围内呈良好的线性关系。

1. 2. 5  仪器精密度考察  取绿原酸对照品,重复进

样5次,绿原酸峰面积的 RSD= 0. 81%。

1. 2. 6  方法的重复性  取某一批供试品, 按/ 1. 2.

10项下方法制备供试品溶液,进样测定,计算绿原酸

峰面积,其平均值为 665. 86, RSD= 0. 99% ( n= 5)。

1. 2. 7  方法的准确度  取/ 1. 2. 10项下已知含量的

供试品溶液 5份, 加入一定量的对照品, 进样测定,

计算回收率和 RSD, 结果见表 1。
表 1  回收率实验结果( mg#ml - 1, n= 5)

Table 1  Results of r ecover y test ( mg#ml- 1, n= 5)

Batch No. Original Added Detected Recovery/ % X/ % RSD/ %

040602- 1 0. 013 0. 071 0. 083 98. 6 98. 0 2. 69

040602- 2 0. 027 0. 022 0. 048 95. 4

040602- 3 0. 035 0. 042 0. 078 102. 4

040602- 4 0. 049 0. 030 0. 078 96. 7

040602- 5 0. 054 0. 035 0. 088 97. 1

图 1  绿原酸对照品溶液( A)及供试品溶液( B)的色谱图

Fig 1  HPLC chromatograms of contr ol solution of chlorogenic acid( A)

and sample solution( B)

1. 2. 8  供试品溶液的稳定性  吸取/ 1. 2. 10项下的

供试品溶液, 分别在 0、2、4、6、8 h 进样, 测定峰面

积,计算得绿原酸峰面积的 RSD= 0. 58%。

1. 2. 9  样品的测定  按/ 1. 2. 30项下色谱条件测定供

试品,记录其峰面积,用外标法(标准曲线法)计算含

量(表 2)。对照品及供试品的色谱图见图 1。
表 2 原周地区不同物候期金银花中绿原酸的含量( n= 3)

Table 2  The contents of chlorogenic acid in Flos Lonicerae in

Yuanzhou, Ningxia( n= 3)

Batch
No.

Gathering t ime
Contents of chloro2
genic acid/ %

RSD/ %

040601 2004- 06- 20 8. 00- 10. 00 2. 45 1. 98

040602 10. 00- 12. 00 2. 52 2. 31

040603 14. 00- 16. 00 2. 31 0. 98

040604 16. 00- 18. 00 2. 28 1. 23

040701 2004- 07- 20 8. 00- 10. 00 1. 84 2. 65

040702 10. 00- 12. 00 2. 25 1. 42

040703 14. 00- 16. 00 1. 75 2. 36

040704 16. 00- 18. 00 1. 65 2. 56

040801 2004- 08- 20 8. 00- 10. 00 1. 32 0. 65

040802 10. 00- 12. 00 1. 54 1. 96

040803 14. 00- 16. 00 1. 29 2. 20

040804 16. 00- 18. 00 1. 25 1. 31

040901 2004- 09- 20 8. 00- 10. 00 1. 19 1. 25

040902 10. 00- 12. 00 1. 31 2. 25

040903 14. 00- 16. 00 1. 21 2. 92

040904 16. 00- 18. 00 1. 20 1. 65

2  讨论

通过对宁夏原周区不同月份金银花中绿原酸含

量变化的考察,可知从 6月至 9月的含量变化较大,

六月份含量最高,九月份含量最低。若以绿原酸含

量为指标,则在六月份采集金银花比较合理。

在同日的不同时间采集样品时, 发现 10. 00~

12. 00 am.采收的样品中绿原酸含量最高。故最好

在这一时间段采收。

实验曾选用 RP- HPLC和UV两种方法对同一

批样品进行测量, 结果发现采用 UV 测定结果明显

偏高,故选用 RP- HPLC对样品进行测定。
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