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超声辅助萃取-高效液相色谱同时测定 
益母草中8 种有效成分

陈军华1，周光明1,*，邓永利1，秦红英1，彭贵龙1，高  意1，陈定军2

（1.西南大学 发光与实时分析教育部重点实验室，重庆 400715；

2.成都金建人民医院药剂科，四川 成都 610000）

摘  要：目的：建立高效液相色谱法同时测定益母草中丁香酸、阿魏酸、芦丁、大豆素、槲皮素、橙皮素、山柰

酚和芹菜素8 种有效成分的方法。方法：采用InertSustain C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；流动相为甲醇

（A）-0.1%乙酸溶液（B）；线性梯度洗脱；流速1.0 mL/min；紫外检测波长285 nm；柱温35 ℃；进样量20 μL。
结果：该条件下8 种成分的分离度良好，标准曲线在线性范围内呈良好线性，相关系数均不小于0.999 1（n=7）。

加样回收率（n=3）平均值为89.93%～102.01%，相对标准偏差为1.17%～3.11%。结论：实验结果表明本方法简

单、快速、准确，为药用植物益母草的质量控制提供了实验依据。
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Simultaneous Determination of 8 Active Ingredients in Herba Leonuri by Ultrasonic-Assisted Extraction  

Coupled with High Performance Liquid Chromatography
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Abstract: Objective: To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) method for the simultaneous 
determination of syringic acid, ferulic acid, rutin, daidzein, quercetin, quercetin, quercetin and quercetin in Herba Leonuri. 
Methods: The analytes were separated on an InertSustain C18 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm). The mobile phase consisted of 
methanol and 0.1% acetic acid (pH 3.0) with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL/min. The UV detection wavelength 
was set at 285 nm. The column temperature was maintained at 35 ℃. The injection volume was 20 μL. Results: The eight 
compounds were well separated, showing good linear correlations with correlation coefficient (r) ≥ 0.999 1 (n = 7). The 
average recoveries were 89.93%–102.01%, with relative standard deviations (RSDs) between 1.17% and 3.11%. Conclusion: 
The method is simple, rapid and accurate, which can provide an experimental basis for quality control of Herba Leonuri.
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益母草（Herba Leonuri）为唇形科植物（Leonurus 
japonicus Houtt）的新鲜或干燥地上部分，鲜品春季幼苗

期至初夏花前期采摘；干品夏季茎叶茂盛、花未开或初

开时采割，切断晒干。其味辛、苦，性微寒，归肝、心
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包、膀胱经，具有利尿消肿、活血调经的功效，用于治

疗疮疡肿毒、月经不调、痛经闭经、恶露不尽、水肿尿

少等疾病[1]。目前已从益母草中分离得到黄酮类、多肽

类、二萜类、生物碱类、芳香族化合物等成分[2-7]。目前

国内外已有很多关于益母草的药理和临床应用的报道，

如相关文献对益母草在防治弥散性血管内凝血、治疗急

性脑梗死、痛经心肌缺血以及在妇产科中的应用进行了

深入研究[8-12]；亦有报道[13]对益母草的种族药理学、植物

化学和药物学进行了归纳总结，并且指出益母草中含有丁

香酸、阿魏酸、芦丁、大豆素、槲皮素、橙皮素、山柰

酚和芹菜素等达140多种化学物质，其中的主要活性成分

为生物碱、二萜类和黄酮类物质。亦有很多研究表明益

母草具有抗氧化、缓解细胞凋亡和心肌衰弱的功效[14-17]。

但是，目前关于益母草中有效成分定量分析的报道并不

多，少量文献报道了益母草中水苏碱和益母草碱的分离

和测定[18-24]，而鲜见对其中有机酸和黄酮的定量分析，如

翁爱彬等[25]用高效液相色谱法仅测定了益母草中的芦丁

和槲皮素，丛悦等[26]高效液相色谱法也仅测定了其中的

丁香酸和芦丁。本实验采用超声辅助萃取前处理样品，

具有操作简单、萃取效率高和适用性广的优点，另外超

声波萃取的工艺成本和能源消耗也较低。结合高效液相

色谱法快速分离和测定了益母草中丁香酸、阿魏酸、芦

丁、大豆素、槲皮素、橙皮素、山柰酚和芹菜素8 种有效

成分，为益母草药材的进一步研究提供了实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂  

益母草 市购。丁香酸、阿魏酸、芦丁、大豆素、

槲皮素、橙皮素、山柰酚和芹菜素对照品（纯度均不

小于98.5%） 上海晶纯实业有限公司；乙酸（分析

纯）、甲醇（色谱纯） 重庆川东化工有限公司化学试

剂厂；二次蒸馏水 实验室自制。

1.2 仪器与设备

LC-20A高效液相色谱仪（包括SPD-20A紫外检测

器、CTO-10AS柱温箱、LC-20AT泵） 日本岛津公司； 

KH-3200B型超声波清洗器 昆山禾创超声仪器有限公

司；SZ-2自动双重纯化水蒸馏器 上海泸西分析仪器厂

有限公司；XY型电热恒温干燥箱 上海精宏实验设备有

限公司；FA2004A型分析天平 上海精天电子仪器有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 供试品溶液的制备

精密称取益母草干燥粉末（过60 目筛）0.1 g，置

于具塞锥形瓶中，准确加入80%甲醇溶液8 mL，称定质

量，超声20 min（100 W，40 kHz），放冷，再称定质

量，用80%甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，静止，取

上清液用0.45 μm微孔滤膜过滤，即得。

1.3.2 对照品溶液的制备

精密称定各对照品适量于10 mL容量瓶中，甲醇稀

释至刻度，分别配制成质量浓度为500.0 μg/mL丁香酸、

530.0 μg/mL阿魏酸、1 000.0 μg/mL芦丁、500.0 μg/mL 
大豆素、500.0 μg/mL槲皮素、500.0 μg/mL橙皮素、

490.0 μg/mL山柰酚和320.0 μg/mL芹菜素的对照品溶液。

分别精密吸取丁香酸和芦丁对照品溶液各2.0 mL，阿魏

酸、大豆素、槲皮素、橙皮素、山柰酚和芹菜素对照品

溶液各1.0 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇定容至刻度，制

成混合对照品溶液，置于冰箱（4 ℃）内避光保存备用。

1.3.3 色谱条件

色谱柱：InertSustain C18（150 mm×4.6 mm，

5   μm）；流动相：甲醇为流动相A， 0 . 1 %乙酸溶

液（p H   3 . 0）为流动相B，梯度洗脱（0～5   m i n，
45%～60% A；5～10 min，60%～60% A；10～15 min，
60%～70% A；15～20 min，70%～45% A）；流速：

1.0 mL/min；进样量：20 μL；检测波长：285 nm；柱

温：35 ℃。混合对照品和样品的色谱图见图1。
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图 1 混合对照品（A）和样品（B）色谱图

Fig.1 Chromatograms of standard mixture (A) and sample (B) 

1.3.4 标准曲线绘制

精密量取1.3.2节的混合对照品溶液，以甲醇逐步稀

释为7 个不同质量浓度的混合对照品溶液。不同质量浓度

的混合对照品溶液按质量浓度由低到高的顺序，在1.3.3
节的条件下依次进样两次进行分析。以对照品平均峰面

积（mAU）为纵坐标Y，质量浓度（μg/mL）为横坐标X
作图，并进行线性回归。8 种化合物的线性关系考察结果

见表1。
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表 1 8 种化合物的线性关系考察结果

Table 1 Calibration curve equations with linear  

ranges for 8 compounds

化合物 线性方程
线性范围/
（μg/mL）

相关系数
（n=7）

检出限/
（μg/mL）

丁香酸 Y =3 051.84＋216 644.78X 0.06～50.00 0.999 9 0.000 8
阿魏酸 Y =－33 646.94＋170 850.93X 0.07～26.50 0.999 6 0.001 2
芦丁 Y =－7 386.43＋16 482.31X 0.03～100.00 0.999 1 0.005 8

大豆素 Y=－1 415.12＋59 034.18X 0.03～25.00 0.999 9 0.002 7
槲皮素 Y ＝2 297.66＋44 543.25X 0.03～54.00 0.999 8 0.001 5
橙皮素 Y ＝－24 543.40＋75 842.84X 0.03～25.00 0.999 9 0.002 9
山柰酚 Y ＝－13 059.10＋92 461.20X 0.03～25.00 0.999 8 0.014 3

芹菜素 Y ＝28 225.82＋100 539.82X 0.04～32.00 0.999 8 0.004 8

2 结果与分析

2.1 提取条件的优化

2.1.1 流动相的选择

分别考察甲醇-水、乙腈-水、乙醇-水作为流动相的

分离效果，发现甲醇和水作为流动相时能够有效分离。

当甲醇-水（50∶50，V/V）等度洗脱时对照品能够彼此分

开，但是山柰酚和芹菜素的保留时间太长且峰形展宽，

为了有效改善色谱峰展宽的现象同时是各成分达到完全

分离，最终确定了1.3.3节中的梯度洗脱条件。同时本实

验进一步比较了不同pH值的流动相对分离效果的影响，

当用pH 3的乙酸溶液代替纯水时能有效改善色谱峰的前

延和拖尾，故最终选择甲醇和0.1%乙酸溶液（pH 3）作

为流动相。

2.1.2 提取溶剂的选择

在考察了乙醇、环己烷和甲醇作为提取溶剂后，发

现甲醇作为萃取溶剂的提取量明显高于另外两种溶剂。

用乙醇和环己烷作为提取溶剂，在进样分析中可能与流

动相甲醇存在溶剂效应导致了低的提取量，所以选择甲

醇作为提取溶剂。同时进一步考察了不同比例的甲醇-水
溶液对有效成分提取量的影响，依次考察20%、40%、

60%、80%和100%的甲醇体积分数对有效成分提取的影

响。20%和40%甲醇体积分数提取溶剂可能与提取目标物

的极性相差太大使得提取率不高，结果见图2。
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图 2 甲醇体积分数对提取量的影响

Fig.2 Effect of methanol concentration on extraction efficiency

2.1.3 超声时间的影响

比较超声提取10、20、30、40 min和50 min的提取

量，超声提取大于30 min时，部分有效成分的提取量逐

渐减小，可能是过长的超声时间破坏了浸出的有效成

分，结果见图3。
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图 3 超声时间对提取量的影响

Fig.3 Effect of ultrasound radiation time on  extraction efficiency

2.1.4 超声功率的影响
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图 4 超声功率对提取量的影响

Fig.4 Effect of ultrasound power on extraction efficiency

考察不同超声提取功率对8 种有效成分提取量的影

响，由图4可知，功率由80 W增至120 W时，各成分的提取

量逐渐增大；提取功率大于120 W时，各成分的提取量稍有

降低，故选择120 W超声功率进行后续的单因素试验。

2.1.5 固液比和波长的选择
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图 5 固液比对提取量的影响

Fig.5 Effect of solid to liquid ratio on extraction efficiency

考察固液比为1∶20、1∶30、1∶50、1∶80和1∶100（g/mL） 

的提取效果，不同固液比对有效成分的提取量影响较

大，或许是不同质量浓度的样品提取液导致了有效成分
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的浸出率，结果见图5。根据8 种有效成分的最大吸收波

长，综合考虑含量较低成分的最大吸收强度，最终选择

285 nm作为检测波长。

2.1.6 正交试验结果

在单因素试验的基础上，采用L9（34）正交试验进

一步优化实验参数，选定甲醇体积分数、固液比、超声

时间和超声功率4 个影响因素，各取3 个水平进行正交试

验。试验中根据8 种活性成分的提取总量来评价萃取性

能。正交试验设计的结果及直观分析见表2。由极差R可
知，各因素对8 种活性成分提取总量的影响程度依次为

B＞A＞D＞C，即固液比是影响提取总量的主要因素，

甲醇体积分数和超声功率次之，超声时间的影响最小。

比较k1、k2、k3的值可得提取8 种活性成分的最佳条件为

A2B3C2D1，即甲醇体积分数80%、固液比1∶80、超声时间

30 min、超声功率100 W。

表 2 正交试验设计及结果

Table 2 Orthogonal array design with direct analysis of 

experimental results

试验号
A甲醇体积
分数/%

B固液比
（g/mL）

C超声
时间/min

D超声
功率/W

提取总量/
（μg/g）

1 1（60） 1（1∶30） 1（20） 1（100） 985.7
2 1 2（1∶50） 2（30） 2（120） 1 028.0
3 1 3（1∶80） 3（40） 3（160） 1 122.1
4 2（80） 1 2 3 1 055.2
5 2 2 3 1 1 145.3
6 2 3 1 2 1 366.4
7 3（100） 1 3 2 990.3

8 3 2 1 3 981.9

9 3 3 2 1 1 259.7

k1 1 045.3 1 010.4 1 111.3 1 130.2 

k2 1 189.0 1 051.7 1 114.3 1 128.2 

k3 1 077.3 1 249.4 1 085.9 1 053.1 

R 143.7 239.0 28.4 77.2 

2.2 精密度实验结果

混合对照品溶液在1.3.3节的条件下重复进样6 次，

测定各个对照品的峰面积，结果丁香酸、阿魏酸、芦

丁、大豆素、槲皮素、橙皮素、山柰酚和芹菜素对照品

的峰面积相对标准偏差均在0.63%～1.59%之间，表明仪

器精密度良好。

2.3 稳定性实验结果

用同一供试品溶液48 h内每间隔6 h连续测定，结果

8 种有效成分峰面积的相对标准偏差均在1.01%～2.52%

之间，表明供试品溶液稳定性良好。

2.4 重复性实验结果

取同一批次益母草样品粉末5 份，按1.3.1节的步骤

制备供试品溶液，进样分析，计算得到8 种有效成分峰面

积的相对标准偏差（n=5）在1.19%～1.66%之间，表明仪

器重复性良好。

2.5 样品的含量测定及回收率实验结果

按1.3.1节的步骤制备供试品溶液3 份，每份供试品

溶液进样分析3 次，根据线性方程测定样品含量，结果见

表3。精密称取9 份0.1 g同一批益母草样品，分为3 组，

每组按低、中、高分别加入一定量的对照品溶液，然后

按照供试品溶液的制备方法进行处理，每组重复进样

3 次，计算平均回收率，结果见表3。各成分加标回收率

平均值为89.93%～102.01%，结果令人满意；相对标准偏

差为1.17%～3.11%，表明该分离测定方法相当稳定。

表 3 样品含量测定及加标回收率实验（n=3）

Table 3 Results of determination of real samples and  

spiked recoveries (n = 3)

化合物
样品中
含量/μg

加入量/
μg

测得
量/μg

回收
率/%

平均回
收率/%

相对标准
偏差/%

丁香酸

14.10 8.00 21.10 95.48
95.13 1.1714.45 10.00 22.94 93.82

14.33 12.00 25.30 96.09

阿魏酸

8.19 6.00 14.61 102.96
102.01 3.118.45 8.00 16.21 98.54

8.28 10.00 19.11 104.54

芦丁

14.72 10.00 24.38 98.62
97.64 1.5714.68 12.00 26.27 98.46

14.73 14.00 27.53 95.82

大豆素

3.71 2.00 5.34 93.52
96.54 2.663.72 4.00 7.53 97.54

3.65 6.00 9.51 98.55

5.07 5.00 10.01 99.40
槲皮素 5.16 10.00 14.88 98.15 97.53 2.25

5.15 15.00 19.15 95.04

橙皮素

2.91 1.00 3.57 91.30
2.93 3.00 5.16 87.02 89.93 2.52
2.73 5.00 7.07 91.46

12.23 6.00 18.72 97.35
山柰酚 12.04 8.00 21.02 99.90 98.19 1.48

12.52 10.00 22.89 97.32

8.67 6.00 14.33 97.68
芹菜素 8.71 8.00 15.63 93.54 94.66 2.64

8.52 10.00 17.18 92.76

3 结 论

本实验利用高效液相色谱法结合紫外检测器，实现

了益母草中丁香酸、阿魏酸、芦丁、大豆素、槲皮素、

橙皮素、山柰酚和芹菜素的分离及测定，取得了满意的

效果。采用超声萃取前处理样品，方法简单、快速、经

济。分别考察了不同流动相、甲醇体积分数、萃取剂体

积、超声功率及时间对提取8 种有效成分的影响，为益母

草药材的进一步研究提供了实验依据。
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