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摘要 目的:分析双黄连方药制备过程中影响绿原酸水解的因素及可能的水解产物。方法:采用高效液相色谱 －电喷雾串联
质谱法分析绿原酸在不同 pH值条件及不同水解时间的水解产物。结果:绿原酸在 pH6. 85 的水溶液中较稳定，在酸性条件下
比碱性条件下稳定。结论:绿原酸的水解模式主要有分子间酯键断裂、咖啡酰基迁移、水合反应等。
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Abstract Objective: To investigate the main factors that induce the chlorogenic acid hydrolyse and the related hy-
drolysate during the preparation of Shuang － huang － lian decotion． Methods:HPLC － ESI － MSn were used to in-
dentify the hydrolysate of chlorogenic acid in different conditions． Results:chlorogenic acid was stable in the water
with pH value 6. 85，it was more stable in the acidic water than in the basic water． Conclusion: the hydrolyse of
chlorogenic acid was supposed as cleavage of the ester bond，cleavage of the ester bond with a rearrangement of the
caffeoyl residue or the addition of a molecule of water ．
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绿原酸是金银花中的有效成分，具有多种药理

活性，因此常作为含金银花的中药成方制剂的质控

指标
［1，2］。2005 版中国药典双黄连制剂中，绿原酸
为主要质控指标之一，但有文献报道绿原酸不稳定，

在烘烤和 γ射线辐射的条件下，对咖啡提取物中绿
原酸的含量进行考察，发现烘烤将导致绿原酸含量

降低而 γ射线辐射则对其含量没有影响［3，4］; 亦有
研究报道，绿原酸受酸、碱、温度等的影响较大，易发
生水解

［5 ～ 10］，但对其水解模式，水解产物尚缺乏深

入研究。前期我们在研究双黄连方药的化学成分时
也发现，双黄连方药中同时含有 3 个绿原酸的同分
异构体

［11］，双黄连的制剂工艺对绿原酸及其同分异

构体的稳定性有何影响? 绿原酸的同分异构体之间

是否可以相互转化? 值得进一步探讨。因此，本研
究对双黄连制备过程中影响绿原酸稳定性的各类因

素予以考察，并采用高效液相色谱 －电喷雾串联质
谱技术鉴定其水解产物，为双黄连制剂的深入研究

提供参考。
1 仪器与试剂

Agilent G6410A QQQ LC /MS液质联用仪( 美国
Agilent 公司) ，配有 Agilent 1200 高分离度快速液相
色谱系统，ESI ( 电喷雾电离源) 离子源，MassHunter
数据工作站。ZSB －724 恒温水浴锅( 上海智成分析
仪器制造有限公司) ; pHS － 3C 型酸度计( 上海伟业
仪器厂) 。
对照品: 咖啡酸 ( 批号 885 － 200001 ) 、绿原酸

( 批号 110753 － 200413) 、均购自中国药品生物制品
检定所; 奎尼酸标准品 ( 购自 Sigma 公司，纯度 ＞
99% ) ;甲醇( Merck 公司，色谱纯) 。其余试剂为分
析纯。
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金银花药材( 产地河南，批号 070901) 、连翘药材
( 产地河南，批号 070820) ，经本校中药鉴定教研室刘
传明副教授鉴定，金银花为忍冬科植物忍冬 Lonicera
japonica Thunb．的干燥花蕾;连翘为木犀科植物连翘
Forsythia suspensa( Thunb． ) Vahl的干燥果实。
2 实验方法
2. 1 各药材煎液制备及 pH值测定
按《中国药典》2005 版双黄连粉针制备工艺条

件
［12］，制备各药材煎液并测定 pH值。

2. 1. 1 取金银花药材 7. 50 g，加 10 倍量水温浸 30
min，置电热套中回流提取 2 次，每次 1. 5 h，合并两
次滤液，pH计测定该滤液 pH值为 5. 00。
2. 1. 2 取金银花药材 7. 50 g，连翘药材 15. 04 g，加
10 倍量水温浸 30 min，置电热套中回流提取 2 次，
每次 1. 5 h，合并两次滤液，pH计测定该滤液 pH 值
为 4. 18。
2. 2 绿原酸水解试验
重蒸水 4份，其中 3 份分别用乙酸或氨水调 pH

为 4. 18，5. 00，9. 18，另一份用 pH 计测定 pH 值为
6. 85。
精密称取绿原酸对照品 13. 6250 mg，置 25 mL量

瓶中，用无水乙醇溶解并定容至刻度，制成浓度为

0. 5450 mg·mL －1
的绿原酸母液，分别取该母液

1 mL，置于 10 mL的具塞小瓶中，分别加入 pH值为
4. 18，5. 00，9. 18，6. 85 的水溶液至 5 mL，100℃水浴
锅中水解，水解 1. 5 h 后，从各小瓶中取出 1 mL，
0. 45 μm滤膜过滤，得各 pH 条件下水解 1. 5h 样
品。余液继续水解 1. 5 h后，从各小瓶中再各取出
1 mL，0. 45 μm滤膜过滤，得各 pH条件下水解 3 h
样品。
2. 3 高效液相色谱 －电喷雾串联质谱分析条件
2. 3. 1 色谱条件 色谱柱: Aglient Eclipse XDB C18

柱( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇 /0. 1%
醋酸水溶液 ( 33 /67，V /V ) ; 流速 0. 4 mL·min －1，

327 nm检测，柱温:室温。
2. 3. 2 质谱条件 电喷雾电离源，碰撞能 100 V，
干燥气温度 350℃，干燥气流速: 11 L·min －1，雾

化气压力 27. 60 kPa，负离子扫描，扫描范围 m/z
50 ～ 1000。
3 实验结果
3. 1 按“2. 3”项下条件，将绿原酸不同 pH 条件，
不同时间点的水解样品、绿原酸标准品依次上样分
析，谱图如图 1 所示，各峰的推导见表 1。
3. 2 由图 1 可见，绿原酸标准品( A图) 含有一定

的杂质，1 号峰为主峰，［M － H］－ m /z 为 353，有
m/z191 的碎片离子，即为绿原酸峰; 2 号峰为杂质
峰，［M － H］－ m/z 亦为 353，也有 m/z191 的碎片离
子，推测为绿原酸的同分异构体。绿原酸在
pH4. 18，100℃水浴条件下水解 1. 5h 时( B 图) ，1、2
号峰依然存在，但在 5 ～ 6min 处出现少量的水解产
物峰 3，［M － H］－ m/z为 181;水解 3h( C图) 时，5 ～
6min处出现水解产物峰 3、4，［M － H］－ m/z 分别为
181( 推测其为［绿原酸 －奎尼酸 + H2O］

－ ) ，371 ( 推
测其为［绿原酸 + H2O － H］－ ) ，同时，1 号峰旁出现
一个肩峰 5，其［M － H］－ m/z 亦为 353，并与绿原酸
有相同的碎片离子，推测其为绿原酸的同分异构体。
绿原酸在 pH5. 00，100℃水浴条件下水解 1. 5h 时
( D图) ，在 1 号峰旁亦出现肩峰 5，其它与绿原酸标
准品基本相同;水解 3 h 时 ( E 图 ) ，1 号峰旁的肩
峰 5 明显变大，并且在主峰前出现 3 个较小的水
解峰 6、4、7，其中 6 号峰［M － H］－ m /z 为 191，经
奎尼酸标准品对照为奎尼酸峰，推测其由绿原酸

脱咖啡酰基得来 ; 4 号峰［M － H］－ m /z 为 371，推
测 其 为 ［绿 原 酸 + H2 O － H］－ ; 7 号 峰
［M － H］－ m /z为 353，推测其为绿原酸的另一个
同分异构体。绿原酸在 pH = 6. 85 的蒸馏水中，
100℃水浴条件下水解 1. 5 h 时 ( F 图 ) ，与绿原
酸标准品基本相同 ; 水解 3 h 时 ( G 图 ) ，在主峰
前出现水解峰 4。绿原酸在 pH = 9. 18，100℃水
浴条件下水解 1. 5 h 时 ( H 图 ) ，1 号峰峰高明显
降低，2 号峰消失，同时产生了 5 个水解峰 6、8、
7、5、9，对水解峰的质谱进行解析，其中 6 号峰
［M － H］－ m /z 为 191，经奎尼酸标准品对照为奎
尼酸峰，推测其由绿原酸脱咖啡酰基得来 ; 7、5 号
峰［M － H］－ m /z 均为 353，并都有相同的碎片离
子 m /z191，推测其为绿原酸的同分异构体 ; 8 号
峰［M － H］－ m /z 为 352，有 m /z191 的子离子，推
测其为绿原酸在碱性条件下，失去羧基的 H +

后，

再失去咖啡酰基苯环对位上羟基的 H +
而来，此

时苯氧基负离子的负电荷可以分散到酰基上去，

形成稳定的共轭结构 ; 9 号峰显示 m /z165，121，
推测其为［咖啡酰基 + 2H］－，及［咖啡酰基

+ 2H － COO］－。水解 3 h 时( I 图 ) ，11. 6 min 处
的绿原酸主峰全部消失，水解产物主要为 6 号峰
奎尼酸和 9 号峰，推测其为［咖啡酰基 + 2H］－，

及［咖啡酰基 + 2H － COO］－。各色谱峰化学成
分分析见表 1。
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图 1 绿原酸标准品及不同条件下水解样品的总离子流图
Fig 1 Total ion chromatograms of chlorogenic acid and its hydrolysate in different conditions

A绿原酸标准品( chlorogenic acid standard) ; B绿原酸在 100℃，pH4. 18 条件下水解 1. 5 h ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH4. 18 for 1. 5

h) ; C绿原酸在 100℃，pH4. 18 条件下水解 3 h ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH4. 18 for 3 h) ; D绿原酸在 100℃，pH5. 00 条下水解 1. 5

h ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH5. 00 for 1. 5 h) ; E 绿原酸在 100℃，pH5. 00 条件下水解 3 h ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，

pH5. 00 for 3 h) ; F绿原酸在 100℃，pH6. 85 条件下水解 1. 5 h ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH6. 85 for 1. 5 h) ; G 绿原酸在 100℃，

pH6. 85 条件下水解 3 h; ( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH6. 85 for 3 h) ; H绿原酸在 100℃，pH9. 18 条件下水解 1. 5 h ( chlorogenic acid

hydrolysed at 100℃，pH9. 18 for 1. 5 h) ; I绿原酸在 100℃，pH9. 18 条件下水解 3 h( chlorogenic acid hydrolysed at 100℃，pH9. 18 for 3 h)

表 1 各色谱峰化学成分分析
Tab 1 Analysis of the peaks of samples

峰号

( peak No． )

保留时间

( retention time)

/min

分子量

( Mr)

化合物

( compound)

质荷比 m /z( neg)

［M － H］－

1 11. 61 354
绿原酸

( chlorogenic acid)
353

2 16. 13 354
绿原酸异构体Ⅰ

( isomerⅠof chlorogenic acid)
353

3 5. 65 182
［绿原酸 －奎尼酸 + H2O］－

( ［chlorogenic acid － quinic acid + H2O］－ )
181
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续表 1

峰号

( peak No． )

保留时间

( retention time)

/min

分子量

( Mr)

化合物

( compound)

质荷比 m /z( neg)

［M － H］－

4 6. 95 372
［绿原酸 + H2O － H］－

［chlorogenic acid + H2O － H］－
371

5 12. 39 354
绿原酸异构体Ⅱ

isomerⅡof chlorogenic acid
353

6 6. 16 192

奎尼酸

quinic acid 191

7 8. 76 354
绿原酸异构体Ⅲ

isomerⅢ of chlorogenic acid
353

8 7. 40 353
［绿原酸 －2H］–

［chlorogenic acid － 2H］－
352

9 15. 68 166，122
［咖啡酰基 +2H］－，［咖啡酰基 +2H － COO］－

［caffeoyl + 2H］－，［caffeoyl + 2H － COO］－
165，121

4 讨论
绿原酸是由咖啡酸与奎尼酸 ( 1 －羟基六氢没

食子酸) 生成的缩酚酸，分子式: C16H18 O9，分子量:

354. 30，其结构式见图 2。是植物体在有氧呼吸过
程中经莽草酸途径产生的一种苯丙素类化合物。根
据咖啡酰在奎尼酸上的结合部位和数目不同，从理

论上讲，单咖啡酰奎尼酸和二咖啡酰奎尼酸所组成

的绿原酸异构体共有 10 种，分别为: 1 －咖啡酰奎尼
酸、3 －咖啡酰奎尼酸、4 －咖啡酰奎尼酸、5 －咖啡
酰奎尼酸、1，3 －二咖啡酰奎尼酸、1，5 －二咖啡酰
奎尼酸、1，6 －二咖啡酰奎尼酸、3，4 －二咖啡酰奎
尼酸、3，5 －二咖啡酰奎尼酸、4，5 －二咖啡酰奎尼
酸。但到目前为止，从植物中发现的绿原酸异构
体有如下:绿原酸( 3 －咖啡酰奎尼酸) 、隐绿原酸( 4
－咖啡酰奎尼酸) 、新绿原酸( 5 －咖啡酰奎尼酸) 、
异绿原酸 A ( 4，5 －二咖啡酰奎尼酸) 、异绿原酸 B
( 3，4 －二咖啡酰奎尼酸) 、异绿原酸 C ( 3，5 －二咖
啡酰奎尼酸) 、莱蓟素( 1，3 －二咖啡酰奎尼酸) ［13］。

图 2 绿原酸结构式
Fig 2 structure of chlorogenic acid

绿原酸被认为是双黄连制剂中抗菌、抗病毒的
主要有效成分，被作为定量的指标。从绿原酸的分
子结构式看，有酯键、不饱和双键及多元酚三个不稳
定部分。在从植物提取过程中，可通过水解和分子
内酯基迁移而发生异构化，若从酯键处断裂，可产生

m/z191( 奎尼酸峰) 和 m/z163 ( 咖啡酰基峰) 的水解
产物;咖啡酰基断裂后在奎尼酸上的取代位置发生

重排，可产生绿原酸的同分异构体。
我们通过模拟双黄连制剂制备过程中绿原酸可

能存在的环境，对绿原酸的稳定性进行了考察。双
黄连制剂制备时，先将金银花与连翘用温水浸泡，此

时药液 pH 值约在 6. 85 左右，从实验结果可见，绿
原酸在此条件下较稳定，即使在 100℃下水浴 3h 也
只产生一个小的水解峰。随着药材中成分的不断煎
出，药液 pH 逐渐变为 4. 18 左右，在此条件下绿原
酸在水解 1. 5 h 时，可能部分从酯键处断裂，出现少
量的［绿原酸 － 191 + H2O］

－
水解产物;水解 3 h 时，

水解产物进一步增多，出现［绿原酸 + H2 O － H］－

峰，同时发生分子内酯基迁移，出现绿原酸的同分异

构体。因此，提取绿原酸时不宜长时间加热，否则会
引起更多的水解。此外，我们模拟了金银花单煎情
况下绿原酸的水解，pH = 5. 00 时，绿原酸稳定性较
pH4. 18 时稍差，在水解 1. 5 h 时即有绿原酸的同分
异构体出现。在 pH9. 18 时，绿原酸不稳定，发生剧
烈水解，1. 5 h时，由于分子内酯基迁移，产生了 2 个
绿原酸同分异构体; 同时酯键断裂，产生奎尼酸和
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［咖啡酰基 + 2H］－
及［咖啡酰基 + 2H － COO］－，3 h

时，水解产物主要为奎尼酸、［咖啡酰基 + 2H］－
及

［咖啡酰基 + 2H － COO］－。
由此推测在一定的条件下，绿原酸可通过分子

内酯键迁移形成其异构体、分子内酯键断裂形成小
分子的水解产物，也可形成水合离子等。在偏酸性
条件、中性条件时，绿原酸较稳定，在碱性条件下极
不稳定，金银花连翘合煎比金银花单煎有利于绿原

酸的稳定;双黄连制剂工艺中，将金银花连翘合煎提

取物与黄芩提取物混合，最终调溶液 pH 为 7，有利
于绿原酸的稳定。
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