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ＲＰＨＰＬＣ同时测定野菊花中

绿原酸、木犀草苷和蒙花苷的含量
△

郭美兰，敬应春，蔡国琴

（上海市中药研究所，上海　２０１４０１）

［摘要］　目的：建立同时测定野菊花中绿原酸、木犀草苷和蒙花苷３个主要活性成分含量的方法。方法：采
用ＲＰＨＰＬＣ法，选用ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ，）色谱柱；以乙腈－００５％磷酸溶液为流动相（梯度洗

脱）；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为３３４ｎｍ；柱温为３０℃。结果：绿原酸、木犀苷和蒙花苷分别在４０４４～
６４７０４ｎｇ（ｒ＝０９９９８）、１９５０～３１１９２ｎｇ（ｒ＝０９９９７）和２５３６２～４０５７８２ｎｇ（ｒ＝０９９９９）范围内线性关系良好；
平均回收率分别为１００９６％、９９９９％和９８９４％，ＲＳＤ均 ＜２０％。２２批野菊花药材中绿原酸含量为 ０１０８％ ～
０５４５％，木犀苷含量为００２９％～０３９３％，蒙花苷含量为００２８％～３５１８％。结论：本方法简便准确、稳定可靠，
可以用于野菊花药材的含量测定。

［关键词］　野菊花；ＲＰＨＰＬＣ法；绿原酸；木犀草苷；蒙花苷

野菊花药材为菊科植物野菊 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｉｎｄｉｃｕｍＬ的干燥头状花序，其味苦、辛，微寒，
具有清热解毒，泻火平肝的功能。用于疔疮痈肿，

目赤肿痛，头痛眩晕
［１］。野菊花中含有萜类、挥发

油、黄酮类、酚酸类等化学成分
［２３］。黄酮类化合物

是野菊花中重要的药效成分，木犀草苷和蒙花苷则

是其代表性活性成分；而酚酸类化合物的代表性成

分则是绿原酸，它们是野菊花抗炎、抗毒、抗菌、

降血压等作用的有效成分
［４５］。因此，建立能准确测

定野菊花中活性成分的方法，对于控制其质量和确

保疗效具有重要的意义。

目前，有关野菊花的定量分析，多是单指标活

性成分或双指标黄酮类成分测定
［６９］。本文选择绿原

酸、木犀草苷和蒙花苷为指标成分，采用 ＲＰＨＰＬＣ
法同时测定三者在野菊花中的含量，并对商品药材

进行质量评价，为野菊花药材的质量控制提供可靠

的方法和依据。

１　仪器与试药

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪（ＶＭＤ检测器）、
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高 效 液 相 色 谱 仪 （ＤＡＤ 检 测 器）、
ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎＢ０３０１色谱工作站（安捷伦科技）；岛

津ＬＣ１０ＡＴＶＰ高效液相色谱仪（ＳＰＤ检测器）；Ｍｉｌｌｉ
Ｑ超纯水机（ＭｉｌｌｉＰｏｒｅ）；ＣＱ`２５０超声波清洗器（上
海新超超声波仪器有限公司）；ＢＳ２２４Ｓ电子天平
（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）。

绿原酸（批号：１１０７５３２００４１３）、木犀草苷（批
号：１１１７２０２００９０５）、蒙 花 苷 （批 号：１１１５２８
２００６０６），均购自中国食品药品检定研究院；乙腈为
色谱纯，Ｍｅｒｃｋ；超纯水为实验室自制；其余试剂均
为分析纯。

野菊花药材，２０１０年１１月于产地收集，经上海
雷允上药业有限公司测试中心按 《中国药典》２０１０
版一部鉴定，均为正品。

２　方法与结果
２１溶液的制备
２１１供试品溶液制备　取野菊花药材细粉０２５ｇ，
精密称定，置圆底烧瓶中，精密加入５０％甲醇溶液
５０ｍＬ，称定重量，８０℃回流 ２ｈ，冷至室温，加
５０％甲醇溶液补足减失重量，摇匀，０４５μｍ微孔
滤膜滤过，取续滤液，即得。

２１２对照品溶液的制备　取绿原酸、木犀草苷、
蒙花苷对照品置五氧化二磷干燥器中真空干燥２４ｈ；
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取绿原酸对照品约１０ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ的容
量瓶中，加甲醇溶解，定容至刻度，摇匀，作为绿

原酸储备液。取木犀草苷对照品约 １０ｍｇ，精密称
定，置１００ｍＬ的容量瓶中，加甲醇溶解，定容至刻
度，摇匀，作为木犀草苷储备液。取蒙花苷对照品

约１０ｍｇ，精密称定，置２５０ｍＬ的容量瓶中，精密
加入绿原酸储备液、木犀草苷储备液各２５ｍＬ，再
加适量甲醇溶解，定容至刻度，摇匀，作为混合对

照品储备液（含绿原酸 ２１７４μｇ·ｍＬ－１、木犀草苷
１０２７μｇ·ｍＬ－１、蒙花苷４２９４μｇ·ｍＬ－１）。

精密量取５０ｍＬ混合对照品储备液，置１０ｍＬ
容量瓶中，加水至近刻度，冷至室温，重新定容，

摇匀，作为对照品溶液（含绿原酸１０８７μｇ·ｍＬ－１、
木犀草苷５１３μｇ·ｍＬ－１、蒙花苷２１４７μｇ·ｍＬ－１）。

２２色谱条件与系统适用性实验

色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为 ００５％磷酸水溶液，
线性梯度洗脱：０～５ｍｉｎ，Ａ相从１０％ ～１５％，５～
２５ｍｉｎ，Ａ相从 １５％ ～２０％，２５～４０ｍｉｎ，Ａ相从
２０％ ～３０％，４０～５０ｍｉｎ，Ａ相从 ３０％ ～７０％，
５０～６０ｍｉｎ，Ａ相为 ３０％；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温：３０℃；检测波长：３３４ｎｍ；进样量：２０
μＬ。以绿原酸、木犀草苷和蒙花苷的色谱峰计
算，三者的分离度均不低于 ２０，理论塔板数均
不低于２００００。对照品溶液和供试品溶液图谱见
图１。

１绿原酸　２木犀草苷　３蒙花苷

图１　对照品溶液和野菊花供试品溶液的ＨＰＬＣ图

２３方法验证
２３１线性关系考察　分别精密量取混合对照品溶液
（含绿原酸８０８８μｇ·ｍＬ－１、木犀草苷３８９９μｇ·ｍＬ－１、
蒙花苷５０７２３μｇ·ｍＬ－１）５，１０，２０，４０，８０μＬ注

入液相色谱仪，依２２项下色谱条件测定。以各指
标成分进样量（μｇ）为横坐标，峰面积（ｍＡＵＳ）
为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程、相关系

数以及线性范围。结果如下：绿原酸回归方程为：

Ｙ＝４０４５６Ｘ＋２１３７６，ｒ＝０９９９８，在 ４０４４～
６４７０４ｎｇ线性关系良好。木犀草苷回归方程为：
Ｙ＝２５１７９Ｘ－１１７０６，ｒ＝０９９９７，在 １９５０～
３１１９２ｎｇ线性关系良好。蒙花苷回归方程为：Ｙ＝
２３２７９Ｘ＋５３３４７，ｒ＝０９９９９，在 ２５３６２～
４０５７８２ｎｇ线性关系良好。
２３２仪器精密度试验　取２３１项下混合对照品溶
液，按２２项下色谱条件，重复测定６次，进样量
２０μＬ，以各指标成分色谱峰的峰面积计算 ＲＳＤ值。
结果表明，绿原酸、木犀草苷和蒙花苷的 ＲＳＤ值分
别为 ０２８％，０１８％和 ００８％。仪器精密度符合
规定。

２３３重复性试验　取同一批野菊花药材（批号：
２０１１１１１１）粉末，按２１１项下方法平行制备６份
供试品溶液，按２２项下色谱条件测定，按外标一
点法计算药材中各指标成分含量及其 ＲＳＤ值。结果
表明，绿原酸、木犀草苷和蒙花苷的含量的 ＲＳＤ值
分别为 ０４２％，１７２％和 ０４７％。方法的重复性
良好。

２３４中间精密度试验　取同一批野菊花药材（批
号：２０１１１１１１）粉末，按２１１项下方法制备供试
品溶液，在２２项下色谱条件测定，并按外标一点
法计算药材中各指标成分含量，考察不同人员、不

同时间、不同仪器测定结果的精密度，计算 ＲＳＤ
值。结果表明，不同时间、不同人员、不同仪器下

所得各指标成分含量测定结果的 ＲＳＤ值均小于
１５％，该方法的中间精密度符合规定。
２３５回收率试验　　取野菊花药材（批号：２０１１１１１）
粉末０１２５ｇ，精密称定，置圆底烧瓶中，精密加入
２１２中混合对照品储备液２５ｍＬ，再精密加入水
２５ｍＬ、５０％甲醇１７ｍＬ（甲醇和水混合后的体积
补偿），称定重量，８０℃水浴回流提取２ｈ，冷至
室温，加 ５０％甲醇溶液补足减失重量，摇匀，
０４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶
液。平行制备６份供试品溶液，在２２色谱条件下
测定，按外标一点法计算各指标成分回收率及其

ＲＳＤ值。结果表明，各指标成分回收率 ＲＳＤ值均
小于２０％，该方法的准确度符合规定。相关数据
见表１～３。
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表１　绿原酸回收率

样品编号
样品中

量／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回

收率／％
ＲＳＤ／％

１ ０３５６４０５４３５０９０８１ １０１５０ １００９６ ０５７

２ ０３５７３０５４３５０９０６３ １０１０２

３ ０３５６７０５４３５０９０９３ １０１６７

４ ０３５６２０５４３５０９００９ １００２２

５ ０３５７００５４３５０９０２７ １００４０

６ ０３５６４０５４３５０９０５１ １００９５

表２　木犀草苷回收率

样品编号
样品中

量／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回

收率／％
ＲＳＤ／％

１ ０１８９４０２５６７０４４５０ ９９５８ ９９９９ ０５９

２ ０１８９８０２５６７０４４７６ １００４１

３ ０１８９５０２５６７０４４７５ １００５１

４ ０１８９２０２５６７０４４７３ １００５５

５ ０１８９７０２５６７０４４４１ ９９１２

６ ０１８９４０２５６７０４４５５ ９９７７

表３　蒙花苷回收率

样品编号
样品中

量／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回

收率／％
ＲＳＤ／％

１ ０９１３４１０７３４１９８２７ ９９６２ ９８９４ １０２

２ ０９１５６１０７３４１９７６０ ９８７９

３ ０９１４１１０７３４１９８４７ ９９７４

４ ０９１２７１０７３４１９５３７ ９６９９

５ ０９１４９１０７３４１９８０８ ９９３１

６ ０９１３４１０７３４１９７８２ ９９２０

２４样品测定
取２２批不同来源野菊花药材，按２１１项下方

法制备供试品溶液，每批药材平行制备两份，每份

进两针，按外标一点法计算药材中绿原酸、木犀草

苷、蒙花苷等指标成分的含量。药材含量测定结果

见表４。

３　讨论

３１指标性成分的选择
本项目还检测了野菊花药材中酚酸类的咖啡酸

和黄酮类的木犀草素，但是咖啡酸与绿原酸极性相

近，木犀草素与蒙花苷极性相近。而绿原酸、木犀

草苷和蒙花苷３种活性成分，其分子结构、极性和
光谱特征均存在明显差异，作为指控指标成分具有较

表４　不同来源２２批野菊花药材含量测定
／％

批号 产地 绿原酸 木犀草苷 蒙花苷

２０１０１１０１ 安徽岳西县 ０４３１５ ０３９３３ ００２８３

２０１０１１０２ 安徽全椒县 ０３０５２ ００５８１ １５０７４

２０１０１１０３ 湖北罗田县 ０４４６１ ００８５７ ２３５１１

２０１０１１０４ 湖北罗田县 ０４９７３ ０１１２３ ２８３２１

２０１０１１０５ 湖北老河口 ０２６７５ ０１４９２ ００４５０

２０１０１１０６ 湖北枣阳市 ０３７５４ ００７０５ ２００６５

２０１０１１０７ 湖北广水市 ０１４００ ００２８８ ３４２９０

２０１０１１０８ 湖北随州市 ０２６６８ ０１３８６ ０４１７０

２０１０１１０９ 湖北随州市 ０１０８１ ００３５２ ３５１８３

２０１０１１１０ 湖北随州市 ０２９９９ ０１３８４ ０９０２９

２０１０１１１１ 湖北随州市 ０３２０９ ０１７１３ ０８０７０

２０１０１１１２ 湖北随州市 ０４３０８ ０１２５１ ０６５６６

２０１０１１１３ 湖北孝感市 ０５４５４ ００８９０ ３１４５２

２０１０１１１４ 河南桐柏市 ０３７６３ ０１５２３ ０５９７７

２０１０１１１５ 河南桐柏市 ０３４２８ ０１３１８ １０６３１

２０１０１１１６ 河南西峡市 ０３５７３ ０１７８４ ０３８９２

２０１０１１１７ 河南信阳市 ０２７００ ０１０２３ １５２１８

２０１０１１１８ 河南罗山市 ０２３４０ ０１５５５ ０１９４６

２０１０１１１９ 河南南阳市 ０２８４３ ０１６６７ ００５５８

２０１０１１２０ 河南商城市 ０１６８１ ０１２３０ ０６０４４

２０１０１１２１ 湖北随州县 ０４５３５ ００８５０ ２８１３７

２０１０１１２３ 湖北麻城市 ０５３８１ ０１５８５ １３９３９

好的代表性。又兼顾检测成本，本文选绿原酸、木

犀草苷和蒙花苷３种活性成分，作为野菊花药材质
量分析的指标成分。

３２检测波长的选择

根据绿原酸、木犀草苷和蒙花苷３种成分紫外
光谱特征，以及野菊花供试品 ＤＡＤ全波长三维图
谱，认为３３４ｎｍ下得到的色谱图基线平稳，并可兼
顾３种成分的检测灵敏度。因此，选３３４ｎｍ为三者
同时测定的检测波长。

３３提取条件的选择

参考文献
［１０］
考察了乙醇、甲醇、５０％甲醇和

７０％甲醇溶剂的提取效果，结果表明 ５０％甲醇和
７０％甲醇的提取效率最高，但是７０％甲醇提取液在
含量分析时，溶剂效应较强，故选择５０％甲醇为提
取溶剂。同时还考察了回流和超声两种提取方式，

发现回流提取效率较高，且回流提取２ｈ最佳。
·２１·
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３４流动相的选择
考察了乙腈－水 －磷酸体系和甲醇 －水 －磷酸

体系，结果表明前者峰型及分离度都优于后者。同

时还对酸度进行了考察，结果乙腈 －００５％磷酸水
体系分离效果最好。

３５质量分析评价
野菊花为应用较为广泛的药材， 《中国药典》

２０１０年版一部采用 ＨＰＬＣ方法测定蒙花苷的含量，
并以其作为野菊花质量控制的标准

［１］。本文建立了

ＨＰＬＣ同时测定野菊花中绿原酸、木犀草苷和蒙花苷
３种活性成分含量的方法，方法精密度高，重现性
好，稳定可靠，为建立更加完善可靠的野菊花质量

标准提供了科学的方法和依据。

２２批野菊花药材含量测定结果表明，药材中绿
原酸、木犀草苷和蒙花苷含量波动较大，在一定程

度上反映出野菊花药材商品质量不稳定，认为主要

与野菊花药材为野生品有关。应进一步积累样品和

数据，以制定更科学合理的含量限度。

参考文献

［１］　国家药典委员会中国药典［Ｓ］一部北京：中国医
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