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HPLC 法同时测定炒牛蒡子饮片中 7 个活性成分的含量 *
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摘要　目的：建立 HPLC 法同时测定炒牛蒡子饮片中绿原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5- 二咖

啡酰奎宁酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷、牛蒡苷元 7 个主要活性成分的含量。方法：采用 YMC-Pack-
ODS-A C18 （250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，流动相 B 为乙腈，梯度洗脱

（0~20 min，5%B → 15%B；20~75 min，15%B → 35%B；75~90 min，35%B → 50%B），流速为 1.0 mL·min-1，检 
测波长为 286 nm，柱温为 35℃。结果：绿原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5- 二咖啡酰奎宁

酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷、牛蒡苷元质量浓度分别在 12.55~200.80、17.84~89.20、2.44~122.00、
10.26~513.00、5.48~274.00、44.63~1 428.00、12.83~205.20 μg·mL-1 范围内与峰面积呈良好的线性关系

（r=0.999 3~1.000），平均加样回收率（n=6） 均在 94.3%~100.8% 范围内，RSD 均小于 3.0%。样品中 7 个成

分的含量测定结果分别为 1.99~6.21、1.16~1.75、1.35~2.18、1.14~2.96、1.77~4.98、34.81~74.26、2.38~9.19 
mg·g-1。结论：该方法可以用于炒牛蒡子饮片中 7 个主要活性成分的含量测定。
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酸；牛蒡苷；牛蒡苷元；高效液相色谱
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Abstract　Objective：To develop an HPLC method for simultaneous determination of seven main bioactive 
constituents （chlorogenic acid，cryptochlorogenic acid，3，4-dicaffeoylquinic acid，3，5-dicaffeoylquinic acid，
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4，5-dicaffeoylquinic acid，arctiin and arctigenin） in processed Fructus Arctii．Methods：A YMC-Pack-
ODS-A C18 column （250 mm×4.6 mm，5 μm） was used and the column temperature was 35 ℃ . The mobile 
phase consisted of 0.1% formic acid （A） and acetonitrile （B） with elution gradient （5%B → 15%B at 0-20 
min，15%B → 35%B at 20-75 min，35%B → 50%B at 75-90 min） at a flow rate of 1 mL·min-1. The detection 
wavelength was set at 286 nm. Results：The calibration curves of chlorogenic acid，cryptochlorogenic acid，3，

4-dicaffeoylquinic acid，3，5-dicaffeoylquinic acid，4，5-dicaffeoylquinic acid，arctiin and arctigenin were 
in good linearity within 12.55-200.80，17.84-89.20，2.44-122.00，10.26-513.00，5.48-274.00，44.63-
1 428.00 and 12.83-205.20 μg·mL-1（r=0.999 3-1.000），respectively. The average recoveries（n=6）were 
in the ranges of 94.3%-100.8% with RSD less than 3.0%．The contents in 12 batches of processed Fructus 
Arctii were 1.99-6.21 mg·g-1 for chlorogenic acid，1.16-1.75 mg·g-1 for cryptochlorogenic acid，1.35-2.18  
mg·g-1 for 3，4-dicaffeoylquinic acid，1.14-2.96 mg·g-1 for 3，5-dicaffeoylquinic acid，1.77-4.98 mg·g-1 

for 4，5-dicaffeoylquinic acid，34.81-74.26 mg·g-1 for arctiin and 2.38-9.19 mg·g-1 for arctigenin. 
Conclusion：The method developed can be used for the determination of the seven bioactive constituents in 
processed Fructus Arctii. 
Keywords：processed Fructus Arctii；chlorogenic acid；cryptochlorogenic acid；3，4-dicaffeoylquinic acid； 3，

5-dicaffeoylquinic acid；4，5-dicaffeoylquinic acid；arctiin；arctigenin；high performance liquid chromatography

描述，只以 HPLC 法只测定了牛蒡苷的含量，不能有

效控制其质量。近年来，国内外专家对不同产地炒牛

蒡子进行了质量评价研究［12-14］，但研究内容多为牛

蒡苷的含量测定，难以全面反映牛蒡子质量。为了全

面控制炒牛蒡子的质量，本文建立了同时测定炒牛蒡

子中绿原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5-
二咖啡酰奎宁酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷和牛

蒡苷元 7 个成分的 HPLC 方法，具有简便可行，准确、

快速的特点，可为测定炒牛蒡子中酚酸类及木脂素类

成分提供方法学参考。

1　仪器与试药

Shimadzu LC-20AB 高效液相色谱系统（岛津公

司，包括在线脱气机、Prominence SIL-20A 自动进样

器、SPD-M20A 二极管阵列检测器、CTO-20A 柱温

箱）。KQ5200DB 型 数 控 超 声 波 清 洗 器（昆 山 市 超

声仪器有限公司）；BP121S 电子分析天平（梅特勒 -
托 雷 多 公 司）。YMC-Pack-ODS-A C18 色 谱 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm，以十八烷基硅烷键合硅胶为填

料）（YMC Co. Ltd，Japan）。

对 照 品 绿 原 酸（批 号 110753-201314，纯 度

96.2%）购自中国食品药品检定研究院，牛蒡苷（批

号 150901，纯度 100%）购自天津市科曼思特医药

科技发展有限公司，隐绿原酸（批号 150728，纯度

98%）、3，5- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸（批 号 151028，纯 度

牛 蒡 子 为 菊 科 植 物 牛 蒡（Arctium lappa L.）的

干燥成熟果实，始载于《本草图经》，又称为恶实、大

力子、蝙蝠刺等，国内各个地区也有不同的叫法。牛

蒡子味辛、苦，性寒，归肺、胃二经，具有疏散风热、

解毒透疹、利咽消肿等功效［1］，主产于吉林、辽宁、

黑龙江、浙江等地，以东北三省产量最大，称作“关

力子”。牛蒡子主要含牛蒡苷、牛蒡苷元等木脂素

类成分及绿原酸、3，5- 二咖啡酰奎宁酸等酚酸类

成分［2-3］。牛蒡苷元具有抗炎、抗病毒活性［4］，抗肿

瘤活性强于牛蒡苷［5-6］；绿原酸、隐绿原酸是互为同

分异构体的单咖啡酰奎宁酸，绿原酸为牛蒡子清热

解毒的主要活性成分，具有利胆、抗菌、抗病毒、降

压、增高白血球及兴奋中枢神经系统等多种药理作

用［7］，3，5- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸、3，4- 二 咖 啡 酰 奎 宁

酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸是互为同分异构体的二

咖啡酰奎宁酸，具有不同程度的抗氧化、抗肿瘤活

性［8-9］。前期研究发现，牛蒡子炒制之后量变成分

较多，质变成分较少［10］；牛蒡子还含有脂肪油类成

分，含量高达 26.1%，使得牛蒡子生品性滑利，有导

泻滑肠作用，研究表明牛蒡子炒制之后脂肪油含量

下降，可缓和其寒滑之性，免伤脾胃，故临床常用其 
炒品［11］。

2015 年版《中华人民共和国药典》炒牛蒡子饮

片附于牛蒡子项下，对其只有简单的炮制方法和性状
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98%）、3，4- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸（批 号 150726，纯 度：

98%）、4，5- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸（批 号 150624，纯 度：

98%）均购自南京森贝伽生物科技有限公司。牛蒡

苷元由本实验室自制，HPLC 法确定纯度大于 98%。

实验中不同产地炒牛蒡子样品购自中药饮片企业，共

12 个产地（山东、东北、吉林、湖南、河北、安徽、江苏、

四川、陕西、甘肃、广东、湖北），经南京海源中药饮片

有限公司丁斐中药师鉴定，为菊科植物牛蒡 Arctium 
lappa L. 的干燥成熟果实。

2　方法与结果

2.1　色谱条件　采用 YMC-Pack-ODS-A C18（250 mm× 
4.6 mm，5 μm）色谱柱；以流动相 0.1% 甲酸水溶液

（A）- 乙腈（B）梯度洗脱（0~20 min，5%B → 15%B；

20~75 min，15%B → 35%B；75~90 min，35%B → 
50%B），流速 1.0 mL·min-1，柱温 35 ℃，检测波长：

286 nm，进样量 10 μL。混合对照品及炒牛蒡子样品

的色谱图见图 1。

2.2　混合对照品溶液的制备　分别取待测成分的

对照品适量，精密称定，加甲醇溶解，配制成质量浓

度 分 别 为 绿 原 酸 200.80 μg·mL-1，隐 绿 原 酸 89.20 
μg·mL-1，3,4- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸 122.00 μg·mL-1，

3,5- 二咖啡酰奎宁酸 513.00 μg·mL-1，4,5- 二咖啡酰

奎 宁 酸 274.00 μg·mL-1，牛 蒡 苷 1428.00 μg·mL-1，

牛蒡苷元 205.20 μg·mL-1 的混合对照品溶液，冷藏 
（4 ℃），备用。

2.3　供 试 品 溶 液 的 制 备　 取 炒 牛 蒡 子 粉（60 目） 
1.0 g，精密称定，置 100 mL 锥形瓶中，精密加入 70%
乙醇溶液 60 mL，超声（功率 200 W，频率 40 kHz）提

1. 绿 原 酸（chlorogenic acid）　2. 隐 绿 原 酸（cryptochlorogenic acid）　

3. 3，4- 二咖啡酰奎宁酸（3，4-dicaffeoylquinic acid）　4. 3，5- 二咖啡

酰 奎 宁 酸（3，5-dicaffeoylquinic acid）　5. 4，5- 二 咖 啡 酰 奎 宁 酸（4，

5-dicaffeoylquinic acid）　6. 牛蒡苷（arctiin）　7. 牛蒡苷元（arctigenin）

图 1　 炒牛蒡子样品（A）与混合对照品（B） HPLC 色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of processed Fructus Arctii （A） and 
reference substances （B）

取 30 min，取出称量，用 70% 乙醇补足减失的量，静

置后滤过，取续滤液即得。

2.4　线性关系考察　精密吸取混合对照品储备液一

定体积，按倍数关系稀释成 5 种不同质量浓度的溶

液，按上述色谱条件测定峰面积，以峰面积（Y）对分

析物浓度（X）作线性回归，求回归方程及线性相关

系数，结果见表 1。

表 1　回归方程及线性范围

Tab. 1　The regression equations and linear ranges

成分

（component）
回归方程

（regression equation）
r

线性范围

（ linear range） /
（μg·mL-1）

绿原酸（chlorogenic acid） Y=1.846×104X-6.236×104 0.999 4 12.55~200.80

隐绿原酸（cryptochlorogenic acid） Y=9.675×103X-1.042×105 0.999 6 17.84-89.20

3，4- 二咖啡酰奎宁酸（3，4-dicaffeoylquinic acid） Y=2.047×104X-6.600×104 0.999 4 2.44~122.00

3，5- 二咖啡酰奎宁酸（3，5-dicaffeoylquinic acid） Y=2.180×104X-7.945×104 1.000 0 10.26~513.00

4，5- 二咖啡酰奎宁酸（4，5-dicaffeoylquinic acid） Y=2.301×104X-6.382×104 0.999 9 5.48~274.00

牛蒡苷（arctiin） Y=3.733×103X-1.722×104 0.999 3 44.63~1 428.00

牛蒡苷元（arctigenin） Y=7.041×103X-1.296×104 0.999 4 12.83~205.20
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2.5　精密度试验　精密吸取“2.2”项下的混合对照

品溶液 10 μL，按照“2.1”项下色谱条件连续进样 6
次，结果显示：绿原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁

酸、3，5- 二咖啡酰奎宁酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛

蒡苷、牛蒡苷元峰面积的 RSD 分别为 0.65%、0.15%、

0.58%、0.54%、0.59%、0.61%、0.87%，表明仪器的精密

度良好。

2.6　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别在 0、2、

4、8、12、24 h 进样测定，记录绿原酸、隐绿原酸、3，

4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5- 二咖啡酰奎宁酸、4，5- 二

咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷、牛蒡苷元的峰面积，计算峰

面 积 的 RSD 分 别 为 0.62%、0.67%、0.54%、0.58%、

0.55%、0.55%、0.59%，表明供试品溶液 24 h 内稳定。

2.7　重复性试验　精密称取山东炒牛蒡子样品粉末

1.0 g，共 6 份，分到按照“2.3”项下方法制备供试品

溶液，以“ 2. 1” 项下的色谱条件进样测定。结果绿

原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5- 二咖啡

酰奎宁酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷、牛蒡苷元

平均含量分别为 4.50、0.75、3.34、2.89、4.78、64.55、

16.21 mg·g-1，RSD 分 别 为 1.9%、1.2%、1.0%、1.1%、

1.3%、1.4%、0.67%，表明方法的重复性良好。

2.8　回收率试验　精密称定山东炒牛蒡子样品 0.5 g，

共 6 份，精密加入对照品适量（与 0.5 g 炒牛蒡子中各

成分量相当），按“2.3”项下方法制备供试溶液，在上

述色谱条件下进样分析，计算回收率。结果绿原酸、隐

绿原酸、3，4- 二咖啡酰奎宁酸、3，5- 二咖啡酰奎宁

酸、4，5- 二咖啡酰奎宁酸、牛蒡苷、牛蒡苷元的的平均

回收率分别为 100.8%、99.8%、99.4%、100.6%、94.3%、

96.8%、98.6%，RSD 分别为 1.1%、2.1%、1.9%、2.6%、

2.2%、1.3%、0.76%，表明方法的回收率良好。

2.9　样品含量测定　精密称取 12 个不同产地炒牛

蒡子样品粉末约 1.0 g，按照“2. 3” 项下方法制备供

试品溶液，以“2.1”项下色谱条件进样测定，按“2.4”

项下回归方程计算绿原酸、隐绿原酸、3，4- 二咖啡酰

奎宁酸、3，5- 二咖啡酰奎宁酸、4，5- 二咖啡酰奎宁

酸、牛蒡苷、牛蒡苷元的含量，结果见表 2、图 2。

表 2　炒牛蒡子中 7 个活性成分的含量（mg·g-1，n=3）

Tab. 2　Contents of the seven active constituents in processed Fructus Arctii.

样品号

（sample

No．）

产地

（ habitat）

绿原酸

（chlorogenic 

acid）

隐绿原酸

（cryptochlorogenic 

acid）

3，4- 二咖啡

酰奎宁酸（3，

4-dicaffeoyl-
quinic acid）

3，5- 二咖啡

酰奎宁酸（3，

5-dicaffeoyl-
quinic acid）

4，5- 二咖啡

酰奎宁酸（4，

5-dicaffeoyl-
quinic acid）

牛蒡苷

（arctiin）

牛蒡苷元

（arctigenin）

1 山东（Shangdong） 6.21 1.30 2.07 2.72 4.36 71.89 2.64

2 东北（Dongbei） 3.68 1.70 2.05 2.45 4.12 67.58 6.10

3 江苏（Jiangsu） 2.94 1.08 2.03 1.14 1.77 34.81 9.19

4 河北（Hebei） 3.13 1.39 1.94 1.79 2.98 58.78 6.11

5 安徽（Anhui） 5.85 1.32 2.18 2.42 4.10 69.23 2.51

6 吉林（Jilin） 3.66 1.38 1.84 2.16 3.63 60.30 2.95

7 四川（Sichuan） 3.97 1.40 1.92 2.28 3.86 63.50 3.87

8 陕西（Shaanxi） 1.99 1.16 1.35 1.70 2.78 58.34 7.46

9 湖南（Hunan） 3.04 1.18 1.61 1.95 3.22 53.69 8.80

10 甘肃（Gansu） 3.80 1.75 2.06 2.59 4.45 69.55 7.66

11 广东（Guangdong） 5.93 1.48 2.10 2.96 4.98 74.26 2.38

12 湖北（Hubei） 4.48 1.47 1.82 2.90 4.80 64.88 8.22

3　讨论

本研究在优选供试品溶液的提取条件时，采用不

同的提取方法（超声提取、索氏提取、回流提取）、提

取溶剂（30%、50%、70% 乙醇溶液以及 30%、50%、

70% 甲醇溶液）、提取时间（30、45、60、90、120 min）、

溶剂倍量（20 倍、40 倍、60 倍、80 倍）制备供试品溶

液，通过进样分析比较，最终确定的最佳提取条件为

60 倍量的 70% 乙醇溶液超声提取 30 min。
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图 2　不同产地牛蒡子中主要活性成分含量

Fig. 2　Contents of bioactive components in Fructus Arctii from 
different habitats

此外，本实验通过考察甲醇 - 水溶液、甲醇 - 
0.1% 甲酸水溶液、甲醇 -0.2% 甲酸水溶液、乙腈 - 水

溶液、乙腈 -0.1% 甲酸水溶液、乙腈 -0.2% 甲酸水

溶液等流动相洗脱系统，综合比较高效液相色谱图

的基线噪声、拖尾程度、分离度等因素，最终选择乙 
腈 -0.1% 甲酸水溶液系统作为流动相。在此条件

下，供试品溶液出峰较多，能够使所测色谱峰的形状

和各峰的分离度较好，杂质峰较少，且基线较为平稳。

实验同时对供试品溶液进行全波长扫描，根据扫描结

果确定 286 nm 作为测定的检测波长。

现代研究认为，单纯选用 1 种或 2 种成分作为

评价饮片质量优劣的指标，已经不能满足中药饮片质

量控制的需要，本文采用 HPLC 法对 12 个产地炒牛

蒡子中 7 个成分的含量进行了测定，从表 2、图 2 中 
7 个成分的含量来看，各个产地牛蒡苷的含量最高，

牛蒡苷、牛蒡苷元含量稍有差异，酚酸类成分含量相

当，其中山东、安徽、广东炒牛蒡子中 7 个活性成分的

含量均较高，该含量测定方法简便，结果准确，可为制

定更加科学合理的炒牛蒡子饮片质量标准，并控制炒

牛蒡子饮片质量提供科学依据。
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