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摘　要　碱性介质中绿原酸对鲁米诺-Ag (Ⅲ)化学发光体系有显著增敏作用, 在一定范围内, 绿原酸

的浓度与化学发光强度成正比。据此, 结合流动注射技术,建立了绿原酸化学发光测定的新方法,并研究了

影响化学发光强度的因素。在最优条件下测得方法的检出限为 0. 50 g / L , 线性范围 1. 0—200. 0 g/ L。对

25. 0 g/ L 的绿原酸进行平行测定 11 次, 其 RSD为 2. 1% , 该法已用于金银花中绿原酸含量的测定。
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1　引言
绿原酸( Chlorog enic acid) ,又称三咖啡酰奎尼酸( 3-caffeoylquinic acid) ,被认为是众多药材和中

成药抗菌解毒、消炎利胆的主要有效成分, 通常被作为定性甚至定量的指标。目前测定绿原酸的方

法有分光光度法[ 1]、高效液相色谱法[ 2]和毛细管电泳法[ 3, 4]等。

化学发光分析法由于其灵敏度高、线性范围宽、仪器设备简单,越来越受到人们的青睐。化学发

光法测定绿原酸的文献也曾有报道, 采用的是鲁米诺-铁氰化钾发光体系
[ 5]
和鲁米诺-KIO4 体系

[ 6]
,

但鲁米诺-Ag (Ⅲ)化学发光体系用于绿原酸的测定未见报道。康维钧等研究发现, 在碱性条件下,

Ag(Ⅲ)可以氧化鲁米诺产生稳定的化学发光信号,由此建立了鲁米诺-Ag(Ⅲ)化学发光新体系, 已

成功用于皮质醇、肾上腺素和多巴胺的测定
[ 7, 8]

, 并指出该发光体系良好的应用前景。实验发现, 在

碱性介质中,绿原酸能显著增强鲁米诺-Ag (Ⅲ)体系的化学发光作用,且发光强度与绿原酸的浓度

在一定范围内呈良好的线性关系。据此, 结合流动注射技术, 建立了流动注射-化学发光测定绿原酸

的新方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

IFFM -E型流动注射化学发光分析仪(西安瑞迈分析仪器有限责任公司) ; T U1901型紫外可见

分光光度计(北京普析仪器公司) ; 1810-BC 型石英自动双重纯水蒸馏器(江苏省金坛市白塔石英玻

仪厂)。实验用水为双重蒸馏水。

绿原酸标准储备液( 0. 10g / L ) :称取 0. 0100g 绿原酸(中国药品生物制品检定所) ,用水定容至



100mL; Luminol储备液( 2×10- 2
mol/ L ) :称取 0. 886g 鲁米诺( Sigma) ,加 1. 0mol/ L 的 NaOH 溶液

7mL 溶解后,转移至容量瓶,用水定容至 250mL; Ag (Ⅲ)储备液( 3. 0×10- 2
mol/ L ) , 按文献报导方

法制备[ 9]。Ag (Ⅲ)配离子储备液用其配合物的结晶当天配制使用,浓度依据配合物在 362nm 处的

摩尔吸光系数测定( = 1. 26×10
4
M

- 1
·cm

- 1
)。[ Ag ( HIO 6) 2 ]

5-
配合物结构见图1。所有储备液均储

存于 4℃冰箱, 工作液在使用前由储备液逐级稀释制得。实验用水为双重蒸馏水。

图 1　Ag(Ⅲ)配合物结构示意图

2. 2　实验方法

实验流路如图 2所示, Ag (Ⅲ)溶液先与鲁米诺溶液经过三通管混合均匀并充分反应,待基线

稳定后,通过进样阀将绿原酸溶液注入到 Ag(Ⅲ)与鲁米诺的混合液流中发生化学发光反应,记录

化学发光信号,以峰高定量。

图 2　流动注射化学发光流路示意图

P——蠕动泵; V——注射阀; C——流通池; PMT——光电倍增管; AM P——放大器; HV——高压;

R——记录装置; W——废液; a——鲁米诺; b——Ag(Ⅲ)溶液; c——水; d——绿原酸溶液。

3　结果与讨论

3. 1　流路参数的选择

在其它确定的情况下, 分别考察了光电倍增管的负高压、混合管长度和试剂流速对信噪比的影

响。结果表明, 在光电倍增管的负高压为- 800V、混合管长度为12cm 和试剂流速在 2. 0mL/ min 时

信噪比最佳。

3. 2　化学发光条件的选择

3. 2. 1　Ag(Ⅲ)碱度的选择

在本实验中,鲁米诺-Ag(Ⅲ)体系的相关化学发光反应均是在碱性条件下进行的(溶于 KOH

溶液)。考察了0. 01—0. 60mol/ L 浓度范围内的 Ag(Ⅲ)碱度对光强的影响。实验发现,随着Ag(Ⅲ)

碱度的增大,其信号先增强后减弱,但浓度噪声较大,根据信噪比作图 3,确定 Ag (Ⅲ)碱度的最佳

浓度为 0. 30mol/ L。
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图 3　Ag (Ⅲ)溶液碱度对发光信号的影响

3. 2. 2　鲁米诺碱度的选择

考察了 0. 001—0. 05mol/ L 浓度范围内的鲁米

诺碱度对光强的影响。实验发现, 随着鲁米诺碱度的

增大, 其信号先增强后减弱, 但噪声也随之增大, 根

据最佳信噪比, 确定鲁米诺碱度的最佳浓度为

0. 003mol/ L。

3. 2. 3　鲁米诺浓度的选择

考察了 5. 0×10- 8—1. 0×10- 6mol/ L 浓度范围

内的鲁米诺对光强的影响。实验发现, 随着鲁米诺浓

度的增 大信号 增强, 但 噪声也 随之增大, 在

2. 0×10- 7
mol/ L浓度处有最佳信噪比。

图 4　Ag (Ⅲ)络合物浓度对发光信号的影响

3. 2. 4　Ag(Ⅲ)浓度的选择

考察了 5. 0×10- 6—6. 0×10- 5
mol/ L 浓度范围

内的 Ag (Ⅲ)对光强的影响。实验发现,随着 Ag (Ⅲ)

浓度的增大信号先增强后减弱,但噪声也随之增大,

根据信噪比作图 4, 确定 Ag (Ⅲ) 的最佳浓度为

3. 0×10- 5
mol/ L。

3. 3　线性范围、检出限和精密度

在 上 述 选 定 的 最 佳 实 验 条 件 下, 在

1. 0—200. 0 g/ L的浓度范围内,体系的化学发光强

度与绿原酸的浓度呈良好的线性关系, 回归方程为y= 190. 72+ 20614. 64x。检出限为 0. 50 g/ L ,

低于文献[ 5]和[ 6]的报道。为考察方法的可靠性,在最优条件下对 25. 0 g/ L 的绿原酸连续进行平

行测定 11次,相对标准偏差 RSD为 2. 1%。

3. 4　干扰实验

在最佳的实验条件下,试验了样品中可能有的共存物对绿原酸测定的影响。结果表明对于

25. 0 g/ L的绿原酸, 以引起的测定偏差小于 5%为标准, 1000 倍的 K
+ 、Ca

2+ 、Mn
2+、Zn

2+、Cl
-、

NO
-
3 、淀粉, 500倍的葡萄糖、蔗糖、乳糖、果糖对测定无干扰。

3. 5　样品测定

金银花是忍冬科植物忍冬的干燥花蕾,是临床常用的中药材之一,绿原酸是金银花的主要药用

成分。将干燥的金银花粉碎后过孔径 0. 9mm 筛,用烘箱 30℃烘至恒重,可得到药物提取的粉末样

品。

准确称取干燥的金银花粉末样品 2. 0000g ,置于 100mL 锥形瓶中, 加入 40mL 70%乙醇,锥形

瓶口封闭后, 将锥形瓶置于超声波清洗器中,超声提取30m in 后,离心倾出上层清液,再向装有残渣

的锥形瓶中加入 40mL 70%乙醇,封闭锥形瓶口, 二次超声提取 30min, 离心倾出上层清液, 再向装

有残渣的锥形瓶中加入 40mL 70%乙醇, 第三次超声提取 30min,离心倾出上层清液。将三次提取

液合并,取 5mL 减压浓缩挥干溶剂后, 用水稀释到 100mL 即得样品溶液。测得样品溶液中的绿原

酸含量为 126. 6 g / L。分别加入低中高浓度的绿原酸标准溶液,测得回收率为 96. 0%—98. 3%。
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表 1　样品回收率

绿原酸样品溶液含量

( g/ L )

加入量

( g/L )

测得含量

( g/L )

回收率

( % )

平均回收率

( % )

20 145. 8 96. 0

126. 6 40 165. 0 96. 0 96. 8

70 195. 4 98. 3

4　结论
建立了测定绿原酸的高灵敏流动注射化学发光分析法, 该方法简单、灵敏、快速, 且线性范围

宽,检出限低,被成功用于金银花中绿原酸的含量测定。
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Abstract　 The chlorog enic acid had remarkable sensitization ef fect on lum inal-Ag ( Ⅲ )

chemiluminescence( CL) system, and content of chlorogenic acid w as proport ional to CL intensities

w ith limits. A novel method for determinat ion of chlorogenic acid was established by

chemiluminescence method w ith f low injection analysis, and the ef fects of factors of chemiluminescence

intensit ies w ere invest igated. U nder opt imum conditions, the detect ion limit was 0. 50 g/ mL, and

linear range w as 1. 0—200. 0 g / mL, w ith relative standard deviat ion( n= 11) of 2. 1% for chlorogenic

acid content of 25. 0 g / L . T his method w as applied for the determinat ion of chlorogenic acid in

honey suckle.
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