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HPLC法测定新疆贯叶连翘中绿原酸和芦丁的含量
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摘 � 要:采用液相色谱法测定贯叶连翘中绿原酸和芦丁含量。用 Hyperil ODS 色谱柱( 12. 5 cm � 6. 0 mm i. d. , 5

�m)进行分离。流动相为甲醇�1%冰醋酸梯度洗脱, 流速为 0. 6 mL/ min。检测波长为 343 nm。绿原酸线性范围

为 0. 0076~ 0. 3040 �g,相关系数R= 0. 9997。芦丁线性范围为 0. 312~ 3. 120�g ,相关系数 R= 0. 9999。样品的平

均回收率分别为 101. 2% , 99. 8%。此方法准确、快速,适用于绿原酸和芦丁的定量分析。
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Determination of Chlorogenic Acid and Rutin of Hypericum

perforatum in Xinjiang by HPLC
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Abstract:To develop a HPLC method for the determination of chlorogenic acid and rutin in Hypericum perforatum L in Xin�

jiang. The chlorogenic acid and rutin were separated on a Hyperil ODS( 12. 5 cm � 6. 0 mm i. d. , 5 �m) with a mixture of

methanol and 1% acetic acid as mobile phase, at a flow rate of 0. 6 mL/ min. The detection wavelength was 343 nm. The linear�

ity of chlorogenic acid was found in the range of 0. 0076~ 0. 3040�g , R = 0. 9997, the average recovery was 101. 2 % , RSD

= 0. 88% . The linearity of rutin was 0. 312~ 3. 120 �g, R= 0. 9999, the average recovery was 99. 8% , RSD= 1. 58% . This

method is reliable, accurate and suitable for the determination of chlorogenic acid and rutin.
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� � 贯叶连翘是多年生草本植物,是藤黄科金丝桃

属( Hypericum L. )植物贯叶连翘( Hypericum perf ora�
tum L. )的全草, 含有多种生物活性成份,具有抗菌

消炎、收敛止血、调经活血、消肿止痛等作用[ 1] ,贯叶

连翘及其提取物是近年来欧美市场最畅销的植物药

之一。贯叶连翘在新疆分布较广,在维吾尔医学中

有悠久的药用历史。目前国内对贯叶连翘的研究主

要集中在金丝桃素、伪金丝桃素等成份[ 2�6] , 而对其

它活性成份如黄酮化合物芦丁和酚酸化合物绿原酸

的测定未见报道。本文以芦丁和绿原酸为质量指

标,建立了用高效液相色谱法同时测定贯叶连翘中

绿原酸和芦丁含量的方法,可用于药材的质量控制。

1 � 仪器与试剂

1. 1 � 仪器

� � Agilent HP1100,包括在线真空脱气机,四元高压

梯度泵,自动进样器,恒温柱箱, 二极管阵列检测器;

超声波振荡器( BRANSON SB3200�T(20 kHz) ,上海)。

1. 2 � 试剂

� � 绿原酸, 芦丁对照品(中国药品生物制品鉴定

所) , 甲醇为色谱纯, 乙酸为分析纯, 蒸馏水为高纯

水。新疆贯叶连翘:采自新疆阿勒泰,塔城地区。

2 � 结果与方法

2. 1 � 色谱条件

� � Hypersil ODS色谱柱( 12. 5 cm � 6. 0 mm i. d. , 5

�m)流动相: 甲醇�1%冰醋酸水溶液, 梯度洗脱: 0~

25 min甲醇由 10~ 45%,维持 5 min。流速: 0�6 mL/
min;柱温: ( 25  1) ! ; 检测波长: 343 nm。

2. 2 � 线性关系考察

� � 称取绿原酸 9. 5 mg 置于 25 mL 容量瓶中, 用甲

醇溶解并稀释至刻度。精密移取1mL 溶液至25 mL

容量瓶中定容,配成浓度为 0�0152 mg/mL 的绿原酸



标准品溶液; 称取芦丁 3. 9 mg 置于 10 mL 容量瓶

中,用甲醇溶解并稀释至刻度。精密移取 2 mL 溶液

至5 mL 容量瓶中定容, 配成浓度为 0. 1560 mg/ mL

的芦丁标准品溶液。以峰面积 Y 为纵坐标, 进样量

X ( �g)为横坐标绘制标准曲线, 绿原酸回归方程为

Y= 7959. 30X - 14. 24, R= 0. 9997, 线性范围为 0.

0076~ 0. 3040 �g; 芦丁回归方程为 Y= 2287. 45X -

59. 63, R= 0�9999,线性范围为 0�312~ 3�120 �g。
2. 3 � 样品测定

� � 以新疆阿勒泰, 塔城贯叶连翘为原料,准确称取

经60 ! 干燥 3 h并过60目筛的样品 0. 20 g, 加入甲

醇20 mL, 超声 30 min,静置,用甲醇定容至25 mL 容

量瓶中,过 0. 45 �m滤膜,进样。结果见表1, 色谱图

见图 1。

表 1 � 样品中绿原酸和芦丁含量( mg/ g)

Table 1� Content of chlorogenic acid and rutin in samples

地区 District 绿原酸 Chlorogenic acid 芦丁 Rutin

阿勒泰 Aletai 0. 3626 23. 92

塔城 Tacheng 1. 5512 7. 124

图 1� 标准品( A)和样品( B)色谱图

Fig�1 � HPLC chromatogram of standard( A) and sample( B)

1�绿原酸 Chlorogenic acid; 2�芦丁 Rutin

2. 4 � 精密度实验
� � 将标准品溶液进样 2 �L,连续重复5次, 以峰面

积计算,绿原酸的 RSD 为 0. 88 %。芦丁的 RSD 为

1. 58%。在信噪比 S/ N= 2时, 绿原酸最低检出限为

0. 63 ng, 芦丁最低检出限为 1. 08 ng。

2. 5 � 重现性实验
� � 称取同一批药材粉末 5份, 按样品测定项下方

法进行操作, 计算含量, 绿原酸和芦丁的平均 RSD

( %)分别为0. 88和 0. 59,表明方法重现性良好。

2. 6 � 回收率实验
� � 精密称取已知含量的贯叶连翘样品, 分别加入

一定量的绿原酸和芦丁标准品, 按样品处理方法制

备样品溶液,每次进样 5 �L, 测定峰面积, 则绿原酸

的平均回收率为 101. 2 %, RSD 为 0. 46 %, 芦丁的

平均回收率为 99. 8 % , RSD 为 0. 18 %。

3 � 讨论

3. 1 � 用二极管阵列检测器分析了芦丁和绿原酸标
准品色谱峰的紫外光谱。

� � 芦丁紫外光谱在 210、257、360 nm 处有吸收峰。

绿原酸紫外光谱在 220、328 nm 处有吸收峰, 为了精

确测定混和物中每个化和物的含量, 选择它们光谱

曲线中的等吸收点,故选择检测波长为343 nm。

3. 2 � 在分析绿原酸和芦丁时, 经过大量试验,选用

甲醇与水为流动相, 甲醇比例过高, 分离效果下降,

比例太低芦丁保留时间太长,不能用等度分离方法,

所以选用梯度洗脱。但峰形有拖尾现象, 这主要是

由于绿原酸、芦丁中羧基和黄酮苷元的酚羟基产生

电离,因而在固定相表面存在着双保留机制。为此,

在流动相中加入少量冰醋酸, 比例在 0. 5~ 2% ( pH

为 2. 0~ 3. 0左右)之间, 使酚羟基及羧基的电离被

抑制,峰形得到改善。结果证明:流动相选择甲醇�1
%冰醋酸进行梯度洗脱,样品分离效果最好。

3. 3 � 从分析结果可以看出,不同产地贯叶连翘样品

中绿原酸和芦丁含量不同,本文为新疆贯叶连翘资

源的开发利用提供基础数据。
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