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摘要 目的: 建立杏香兔耳风药材中绿原酸和 3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸的含量测定方法。方法: 采用 H PLC法, 使用 D is-

covery C18柱 ( 250 mm @ 416 mm , 5Lm ) , 以乙腈 - 0105%甲酸水溶液为流动相 ,流速 11 0 mL# m in- 1,梯度洗脱, 检测波长为

328 nm。结果: 绿原酸进样量在 0160~ 31 00Lg范围内呈线性关系 ( r= 019996, n= 5) , 平均回收率为 1001 8% ; 3, 5- O -二咖

啡酰基奎宁酸进样量在 1130~ 61 52 Lg范围内呈线性关系 ( r= 019997, n = 5) , 平均回收率为 9914%。结论: 本方法操作简

便、可靠,重复性好, 专属性强,可作为杏香兔耳风药材质量控制方法。

关键词: 杏香兔耳风;绿原酸; 3, 5- O-二咖啡酰基奎宁酸; H PLC

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0245- 1793( 2009) 03- 0430- 03

HPLC determ ination of chlorogenic acid and

3, 5-O - dicaffeoylquinic acid inA insliaea fragrans Champ

WANG Y ing- feng, X IE L iang- liang, LIU Suo- lan, YAN L i- zh i

( Analys is and Testing C enter, Cap italNorm alUn iversity, Beijing 100037, C hina)

Abstract Objec tive: To estab lish an HPLC method for determ ination chlorogenic acid and 3, 5 - O - dica-f

feoylquinic ac id in A insliaea f ragrans Champ. Method: The chromatograph ic co lumn w as D iscovery C18 ( 250mm @
416mm , 5 Lm ), UV detection w avelength was 328 nm , a m ix ture of 0105% form ic acid - w ater and aceton itrile

w as used asmob ile phasew ith gradient elution and f low ratew as 110mL# m in
- 1
. Results: Ch lorogen ic ac id at the

qua lity o f 0160- 3100 Lg show ed good linearity , the average recovery ( n = 5) w as 10018% ; 3, 5- O - dica-f

feoylquinic ac id a t the quality of 1130- 6152 Lg show ed good linearity, the average recovery( n= 5) w as 9914%.

Conc lusion: Th is methods is fast, reliable and accurate , andm ay be as one o f index used to judge the quality o f

Ainsliaea f ragrans Champ.
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杏香兔耳风 (A insliaea f ragrans Champ )为菊科

兔耳风属植物的干燥全草,具有清热、利湿、凉血、解

毒的功效
[ 1]
, 化学成分研究表明杏香兔耳风中含有

单咖啡酰基奎宁酸和双咖啡酰基奎宁酸等多个酚酸

类成分,药理研究表明此类成分具有抗氧化
[ 2]
、抗

炎
[ 3]
、抑制微生物和病毒

[ 4 ]
、酶抑制

[ 5 ]
、保肝

[ 6]
、抗

凝血
[ 7]
等多种生物活性, 本文选择单咖啡酰基中的

绿原酸和双咖啡酰基中的 3, 5- O -二咖啡酰基奎

宁酸作为指标成分, 采用高效液相色谱法同时测定

其含量,为控制药材质量提供可靠方法。

1 仪器与试药

LC ( W aters A lliance: W aters 2695 separations

modu le, W aters 2487 Dua lKAbsorbanceD etecter) ,电

子天平 ( Sartorius, 精度 0101 mg) , 超声波清洗器

( KQ - 250型,昆山超声仪器有限公司 )。

绿原酸对照品 (中国药品生物制品检定所, 供

含量测定用, 批号: 110753- 200212), 3, 5- O - 二

咖啡酰基奎宁酸对照品 (自制,经 UV、MS、NMR、IR

鉴定结构, 纯度 98% 以上 ), 甲酸 ( A1R, 北京化工
厂 ) , 甲醇 ( D ikmaPure, D imA USA ) , 乙腈 ( D ikm a-

Pure, D imA USA ) ,水为超纯水。

2 溶液制备

211 对照品溶液  分别精密称取对照品绿原酸

1120 mg及 3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸 2161 mg,
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置于同一 10mL的量瓶中, 用 50%甲醇溶解并定容

至刻度,摇匀,即得浓度分别为 01120 mg# mL
- 1
和

01261mg# mL
- 1
的对照品混合溶液。

212 供试品溶液  取一定量的杏香兔耳风药材,

粉碎, 过 20目筛, 精密称取约 110 g于具塞平底烧

瓶中, 加入 50%甲醇 25mL, 称重,加热回流 30m in,

冷却,再次称重, 用 50%甲醇补足减失的重量,过滤,

取续滤液,过 0145 Lm滤膜后,即得供试品溶液。

3 色谱条件

色谱柱: D iscovery C18柱 ( 250 mm @ 416 mm , 5

Lm);流动相:流动相 A为 0105%甲酸水溶液, 流动

相 B为乙腈,梯度洗脱 (以流动相 A比例表示: 0y

15 m in, 93% y 75% ; 15y 20 m in, 75% y 85% ; 20y

25 m in, 85% y 93%。) ; 流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测

波长: 328 nm; 柱温: 30 e ; 进样体积: 10 LL。在此

色谱条件下的色谱图见图 1。

图 1 杏香兔耳风药材含量测定色谱图

Fig 1 The HPLC chromatogram s ofAinslia ea frag rans Champ

A.样品 ( sam p le) B.对照品 ( reference sub stances)

1.绿原酸 ( ch lorogen ic acid) 2. 3, 5 - O -二咖啡酰基奎宁酸 ( 3, 5 -

O - d icaffeoylquinic acid)

4 线性关系考察

分别精密吸取对照品溶液 5, 10, 15, 20, 25 LL,

按上述色谱条件进行 HPLC分析,记录峰面积; 以绿

原酸及 3, 5 - O - 二咖啡酰基奎宁酸峰面积 ( Y )对

进样量 (X, Lg )绘制标准曲线,并进行线性回归,计

算其回归方程分别为:

Y= 51101 @ 10
4
X + 1 @ 10

3
r= 019996

Y= 71037 @ 10
4
X - 1 @ 10

3
r= 019997

结果表明,绿原酸及 3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸进

样量分别在 0160~ 3100 Lg及 1130~ 6152 Lg范围
内呈线性关系。

5 稳定性试验

取同一份样品,按 / 2120项下方法制备溶液, 分

别在 0, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 h进行 HPLC测定,记录

峰面积,计算绿原酸及 3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸

的 RSD值分别为 114%及 116%, 表明 10 h内供试

品溶液基本稳定。

6 精密度试验

取同一份供试品溶液,连续进样 6次,记录峰面

积, 计算绿原酸 RSD为 0140%, 3, 5- O -二咖啡酰

基奎宁酸 RSD为 1107%,表明精密度良好。

7 重复性试验

分别精密称取同一批杏香兔耳风药材 5份, 每

份约 110 g, 按 / 2120项下方法制得供试品溶液, 进

样 10 LL, 记录峰面积, 外标法计算含量。结果绿原

酸含量平均值 (n = 5)为 0150%, RSD为 110%; 3, 5-

O -二咖啡酰基奎宁酸含量平均值 ( n = 5)为 110%,

RSD为 218%。结果表明,本试验重复性良好。

8 回收率试验

精密称定已知含量 ( 0150% )的杏香兔耳风药

材粉末 5份,每份 015 g, 各加入对照品溶液 (绿原

酸浓度为 116 mg# mL
- 1
, 3, 5- O -二咖啡酰基奎

宁酸浓度为 2175 mg# mL
- 1

) 210 mL, 按 / 2120项

下方法制得供试溶液, 进行 HPLC测定, 进样 10

LL,记录峰面积, 外标法计算含量。求得绿原酸平

均回收率为 10018%, RSD为 218%; 3, 5 - O - 二

咖啡酰基奎宁酸平均回收率为 9914%, RSD为

119%。
9 样品测定

取江西婺源产杏香兔耳风药材 3批及江西、贵

州、云南产杏香兔耳风各 1批, 按 / 2120项下方法制

得供试品溶液,进样 10 LL, 记录峰面积, 外标法计

算含量,结果见表 1。

表 1 含量测定结果 (% )

Tab 1 Resu lts of samp les

产地

( source)

绿原酸

( chlorogenic ac id)

3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸

( 3, 5-O - dicaffeoy lqu in ic a cid)

江西婺源

(W uyuan Jiangx i)

0153 1112

0153 1107

0152 1110

0154 1112

贵州 ( Guizhou) 0111 0130

云南 ( Yunnan) 0101 0104
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10 讨论

本实验分别考察了甲醇、水、50%甲醇、50%乙

醇等提取溶剂对提取效率的影响, 结果表明 50%甲

醇对目标成分的提取较完全, 50%甲醇和 50%乙醇

的提取效率相当。

为确定最佳的提取效率,本实验对提取方法进

行了考察,比较了超声提取和回流提取的效果率,结

果证明,采用回流方法,提取效率较好, 同等条件下

目标峰的峰面积较大,提取较完全。分别考察了回

流 20, 30, 40m in对提取效率的影响, 结果表明提取

30 m in较 20 m in有明显差别, 而提取 40 m in与 30

m in无显著差异,因此确定提取时间为 30 m in。提

取溶剂用量的考察结果表明,溶剂用量 25 mL与 50

mL的提取效率无差异。故确定以 25 mL 50%甲醇

加热回流 30m in为供试品溶液制备方法,回收率高,

方法稳定。

样品的测定结果表明,江西婺源产杏香兔耳风

药材中绿原酸和 3, 5- O -二咖啡酰基奎宁酸的平

均含量分别为 0153%和 111% , 而贵州产杏香兔耳

风药材中两者平均含量分别为 0111%和 0130% ,云

南产杏香兔耳风药材中的含绿原酸和 3, 5- O -二

咖啡酰基奎宁酸较少, 将提取夜浓缩后测得其平均

含量分别为 0101%和 0104% ,以江西产药材含量为

最高, 且各批次含量较稳定。
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(本文于 2008年 10月 15日修改回 )

赛默飞世尔科技可检测合成雄性类固醇

  2009年 3月 4日,赛默飞世尔科技宣布在 Kenneth L. M addy分析化学实验室用液相色谱串联质谱

成协检测合成雄性类固醇。该系统由 Thermo Sc ientif icA riaTLX- 2涡流色谱系统和三重四级杆质谱仪

组成,可以对来源于有关动物的尿液和血浆中的同化雄性类固醇实现高准确度和高灵敏的检测。

若需了解更多关于 A ria TLC- 2涡流色谱系统和三重四极杆质谱, 请邮件 analyze. cn@ thermo fish-

er. com,也可以访问: www. thermo. com / turboflow或 www. thermo. com /tsqvantage.
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