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高效液相色谱-蒸发光散射法同时测定山银花 

提取物中 5种皂苷的含量 

罗  艳, 杨  柳, 涂晓琴, 赵  薇* 

(湖南省药品检验研究院, 长沙  410001) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-蒸发光散射法(high performance liquid chromatography-evaporative light 

scattering, HPLC-ELSD)同时测定山银花提取物中 5 种皂苷的含量的分析方法。方法  采用 Agilent ZORBAX 

SB-C18(250 mm×4.6 mm, 5 µm), 以乙腈-0.1%甲酸溶液作为流动相进行梯度洗脱, 流速为 0.8 mL/min, 柱温为

30 ℃, 漂移管温度为 60 ℃。结果  5 种皂苷(灰毡毛忍冬皂苷乙、灰毡毛忍冬皂苷甲、川续断皂苷乙、灰毡

毛忍冬次皂苷乙和灰毡毛忍冬次皂苷甲 )在一定范围内线性关系良好 (r 为 0.9989~0.9999), 回收率为

95.74%~97.02%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.9%~1.4% (n=6)。结论  本法简便、可靠、

准确, 适用于山银花提取物的质量控制。 
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Simultaneous determination of 5 kinds of saponins in Lonicera hypoglauca 
extract by high performance liquid chromatography-evaporative 

light scattering 

LUO Yan, YANG Liu, TU Xiao-Qin, ZHAO Wei* 

(Hunan Institute for Drug Control, Changsha 410001, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 5 kinds of saponins in Lonicera 

hypoglauca extract by high performance liquid chromatography-evaporative light scattering (HPLC-ELSD). 

Methods  Agilent ZORBAX SB-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) was used, and gradient elution was conducted with 

acetonitrile-0.1% formic acid as mobile phase for determination. Flow rate was 0.8 mL/min, column temperature was 

30 ℃, and drift tube temperature was 60 ℃. Results  The 5 kinds of saponins (macranthoidin A, macranthoidin B, 

dipsacoside B, macranthoside A and macranthoside B) had a good linear correlation in certain range (r were 

0.9989-0.9999). The average recoveries were 95.74%-97.02%, and relative standard deviations (RSD) were 

0.9%-1.4% (n=6). Conclusion  This method is simple, reliable, accurate, which is suitable for the quality control for 

Lonicera hypoglauca extract. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-evaporative light scattering; Lonicera hypoglauca extract; 

saponins; content determination 
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1  引  言 

山银花提取物为以忍冬科植物灰毡毛忍冬、红腺忍

冬、华南忍冬或黄褐毛忍冬的干燥花蕾或带初开的花为原

料, 经提取、过滤、精制、浓缩、干燥等工序制成的提取

物。其具有清热解毒、疏散风热之功效[1], 被广泛应用于

药品、食品饮料[2]、保健食品[3]和化妆品[4]等领域。 

市售山银花提取物主要有 2 个规格: 山银花提取物

(5%绿原酸)和山银花提取物(10%绿原酸)。由于绿原酸在自

然界中广泛存在, 缺乏专属性, 因此, 仅以绿原酸含量作

为质量控制指标, 不能客观地评价山银花提取物的质量。

皂苷类是除有机酸类外发挥抗炎、抗肿瘤作用的重要药效

物质基础, 主要为常春藤皂苷类, 灰毡毛忍冬皂苷乙、灰

毡毛忍冬皂苷甲、川续断皂苷乙、灰毡毛忍冬次皂苷乙和

灰毡毛忍冬次皂苷甲等[5,6]。皂苷类成分的含量测定一般采

用 高 效 液 相 色 谱 - 紫 外 法 (high performance liquid 

chromatography-ultraviolet visible detector, HPLC-UV)和高

效液相色谱-蒸发光散射检测器法(high performance liquid 

chromatography-evaporative light scattering, HPLC-ELSD), 
由于皂苷类成分多为紫外末端吸收, 干扰较大, 因此, 皂

苷类成分的检测常采用 HPLC-ELSD 法, 但此方法也存在

灵敏度相对较低的缺点, 有必要通过加大样品浓度来克服

这个问题[7]。 

本研究在参考相关文献的基础上[5,7-10], 以皂苷类成

分为考察对象, 建立了 HPLC-ELSD 测定山银花提取物中

的 5 种皂苷含量的方法, 以期为山银花提取物的质量评价

提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与材料 

灰毡毛忍冬皂苷乙 (批号 : 111814-201604, 纯度 : 

94.4%) 、川续断皂苷乙 ( 批号 : 111813-201403, 纯度 : 

92.2%)(中国食品药品检定研究院); 灰毡毛忍冬皂苷甲(批

号: PS0460-0020, 纯度: 98.0%)、灰毡毛忍冬次皂苷甲(批

号: PS171109-02, 纯度: 98%)和灰毡毛忍冬次皂苷乙(批号: 

PS171109, 纯度: 98%)(四川 PHYTOUNICO 公司); 乙腈

(色谱纯)、甲酸(分析纯, 美国 Sigma 公司), 水为超纯水, 。 

山银花提取物共计 10 批: 其中 7 批为市售, 购自 4 个

生产厂家, 标记为 T1~T7; 另外 3 批为委托湖南九芝堂药

业有限公司中试提取制得, 标记为 T8～T10, 原料购自湖

南鸿利药业有限公司(湖南省邵阳市隆回县小沙江镇)。 

2.2  仪  器 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(带 Agilent 1260 蒸发光

散射检测器, 美国安捷伦公司); TB-215D 十万分之一分析

天平(德国赛多利斯公司); SB25-12 超声波清洗仪(天津泰

林智慧科技有限公司); UV-Toc/UF 超纯水系统(美国赛默

飞公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  自制山银花提取物 

取山银花原料 3 批, 每批 10 kg, 按料液比 1:20(m:V)

加水煎煮 2次, 每次 1h, 煎液滤过, 将滤液合并, 60 ℃减压

浓缩至相对密度为 1.13~1.18 g/mL, 干燥后得山银花提取

物 T8、T9 和 T10。 

2.3.2  对照品溶液的制备 

分别精密称取灰毡毛忍冬皂苷甲、灰毡毛忍冬皂苷

乙、川续断皂苷乙、灰毡毛忍冬次皂苷甲、灰毡毛忍冬次

皂苷乙对照品适量, 分别置于 5 个 10 mL 量瓶中, 加 50%

甲醇制成浓度分别为 1697.4、1557.6、1488.1、2120.7 和

1781.6 μg/mL 的对照品储备溶液。分别精密吸取上述 5 种

对照品储备溶液 1mL 置于同一 10mL 量瓶中, 以流动相稀

释并定容至刻度, 摇匀, 得到混合标准溶液。 

2.3.3  供试品溶液的制备 

取过四号筛的山银花提取物(编号: T1)约 0.5 g, 精密

称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入 70%甲醇 50 mL, 密塞, 

称定重量, 超声处理 30 min(300 W, 频率 40 kHz)40 min, 

放冷, 再称定重量, 用 50%甲醇补足减失的重量, 摇匀, 

滤过, 取续滤液, 即得[7,10]。 

2.3.4  色谱条件与系统适用性实验 

Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 

µm), 以乙腈为流动相 A, 0.1%甲酸溶液为流动相 B, 进行

梯度洗脱 ( 洗脱程序 : 0~5 min, 10~20%A; 5~10 min, 

20~40%A; 10~30 min, 40~65%A)。流速为 0.8mL/min; 进样

量为 5 µL; 柱温为 30 ℃; 蒸发光散射检测器(evaporative 

light scattering detector)漂移管温度: 60 ℃, 蒸发管温度: 

90 ℃, 增益: 8; 理论板数按山银花提取物皂苷乙计应≥

4000。照上述色谱条件, 取混合对照品溶液和供试品溶液

分别注入液相色谱仪, 记录色谱图(见图 1)。 

3  结果与分析 

3.1  线性关系 

精密吸取 5 种皂苷混合对照品溶液 1、2、5、10、15

和 20  μL, 注入高效液相色谱仪测定, 以峰面积对数为纵

坐标, 进样量对数为横坐标, 绘制标准曲线。各成分线性

方程、相关系数及线性范围见表 1。 

3.2  提取条件的优化 

提取方式考察了加热回流和超声, 结果两者效果无

明显差异(详见表 2), 故选择相对简单的超声提取法; 提取

溶剂考察了 50%甲醇、70%甲醇和甲醇, 结果采用 70%甲

醇为提取溶剂提取得率最高(详见表 3); 提取时间考察了

30、40 和 50 min, 结果 40 min 提取得率最高(详见表 4), 
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注: 1. 灰毡毛忍冬皂苷乙; 2. 灰毡毛忍冬皂苷甲; 3. 川续断皂苷乙; 4. 灰毡毛忍冬次皂苷乙; 5. 灰毡毛忍冬次皂苷甲。 

图 1  混合对照品(A)和山银花提取物(B)的色谱图 

Fig.1  HPLC chromatogram of mixed standards(A)and Lonicera hypoglauca extract(B) 
 
 

表 1  线性方程、相关系数及线性范围 
Table 1  Linear equations, correlation coefficients and effective components 

成分 线性方程 相关系数 线性范围/ng 

灰毡毛忍冬皂苷乙 Y1=1.7090X2.8363 0.9999 155.76~3115.20 

灰毡毛忍冬皂苷甲 Y2=1.7425X3.0112 0.9989 169.74~3394.80 

川续断皂苷乙 Y3=1.7328X2.9331 0.9999 148.81~2976.20 

灰毡毛忍冬次皂苷乙 Y4=1.3146X1.8029 0.9990 178.16~3563.20 

灰毡毛忍冬次皂苷甲 Y5=1.3106X1.8114 0.9997 212.04~4241.40 

 
 

表 2  提取方法选择结果比较表 
Table 2  Results of extraction method selection  

序号 取样量/g 
提取 

方法 

含量/% 

总量 
/% 灰毡毛忍冬 

皂苷甲 

灰毡毛忍冬 

皂苷乙 

川续断 

皂苷乙 

灰毡毛忍冬 

次皂苷甲 

灰毡毛忍冬 

次皂苷乙 

1 0.5011 超声 2.011 0.336 0.345 0.101 0 2.793 

2 0.4950 回流 2.001 0.333 0.348 0.105 0 2.787 

 
 
 

表 3  提取溶剂选择结果比较表 
Table 3  Results of extraction solvent selection  

序号 取样量/g 
提取 

溶剂 

含量/% 

总量 
/% 灰毡毛忍冬皂

苷甲 

灰毡毛忍冬皂

苷乙 

川续断 

皂苷乙 

灰毡毛忍冬 

次皂苷甲 

灰毡毛忍冬 

次皂苷乙 

1 0.5266 50%甲醇 2.002 0.317 0.335 0.093 0 2.747 

2 0.5166 70%甲醇 2.021 0.332 0.351 0.111 0 2.815 

3 0.4788 甲醇 1.826 0.288 0.305 0.0782 0 2.497 
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表 4  提取时间选择结果比较表 
Table 4  Results of extraction time selection 

序号 取样量/g 
提取时间 

/min 

含量/% 

总量/%灰毡毛忍冬 

皂苷甲 

灰毡毛忍冬 

皂苷乙 

川续断 

皂苷乙 

灰毡毛忍冬 

次皂苷甲 

灰毡毛忍冬 

次皂苷乙 

1 0.5076 30 1.977 0.295 0.302 0.084 0 2.658 

2 0.5011 40 2.005 0.327 0.334 0.103 0 2.769 

3 0.5005 50 1.989 0.291 0.310 0.092 0 2.682 

 
 

故提取条件最终选择以 70%甲醇为提取溶剂, 超声处理

40 min。优化后的方法本法简便、可靠、准确, 适合用于

山银花提取物的质量控制。 

3.3  精密度实验 

取混合对照品储备液 10 μL, 依次进样 6 次, 灰毡毛

忍冬皂苷乙、灰毡毛忍冬皂苷甲、川续断皂苷乙、灰毡毛

忍冬次皂苷乙和灰毡毛忍冬次皂苷甲峰面积对数的相对标

准偏差 (relative standard deviation, RSD)分别为 0.9%、

1.0%、1.1%、1.2%和 1.2%(n=6), 表明仪器精密度良好。 

3.4  稳定性实验 

取同一供试品(编号: T1)溶液, 分别于 0、2、5、10、

15、20 和 24 h 测定灰毡毛忍冬皂苷乙、灰毡毛忍冬皂苷

甲、川续断皂苷乙、灰毡毛忍冬次皂苷乙和灰毡毛忍冬次

皂苷甲的峰面积, 灰毡毛忍冬皂苷乙、灰毡毛忍冬皂苷甲、

川续断皂苷乙、灰毡毛忍冬次皂苷乙的 RSD 分别为 0.9%、

1.5%、1.6%和 1.8%; 灰毡毛忍冬次皂苷甲未检出, 表明供

试品溶液在 24 h 内稳定。 

3.5  重复性实验 

取同一供试品(编号: T1), 加入一定量的对照溶液, 

依法制备 6 份供试品溶液, 测定并计算, 灰毡毛忍冬皂苷

乙、灰毡毛忍冬皂苷甲、川续断皂苷乙、灰毡毛忍冬次

皂苷乙和灰毡毛忍冬次皂苷甲平均值的 RSD 分别为

0.5%、0.4%、0.8%、0.8%、1.4%(n=6)。结果表明, 本方

法重复性较好。 

3.6  回收率实验 

取同一供试品(编号: T1), 加入一定量的对照溶液, 依

法制备 6 份供试品溶液, 测定并计算, 结果见表 5。5 种皂苷

的加标回收率在 95.74%~97.02%之间, RSD 小于 3%, 表明

本法回收率较好。 

3.7  样品含量测定 

按拟定的含量测定方法测定了 7 批市售和 3 批自制山

银花提取物中 5 种皂苷的含量, 含量测定结果(按干燥品计)

见表 6。 
 

表 5  加样回收实验结果(n=6) 

Table 5  Results of recoveries(n=6) 

成分 取样量/g 样品中含量/(μg/mL) 加入量/μg 测得量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

灰毡毛忍冬皂

苷乙 

0.2518 5071.252 

 
4672.80 

 

9572.7 96.33 

97.02 1.3 

0.2509 5053.126 9584.3 96.97 

0.2531 5097.434 9580.4 95.94 

0.2545 5125.630 9611.4 96.00 

0.2515 5065.210 9682.7 98.82 

0.2527 5089.378 9671.3 98.06 

灰毡毛忍冬皂

苷甲 

0.2518 835.976 

 
848.7 

 

1645.2 95.35 

 
95.74 

 
0.9 

0.2509 832.988 1647.1 95.92 

0.2531 840.292 1655.2 96.02 

0.2545 844.940 1646.8 94.48 

0.2515 834.980 1647.3 95.71 

0.2527 838.964 1661.9 96.96 
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续表 5 

成分 取样量/g 样品中含量/(μg/mL) 加入量/μg 测得量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

川续断皂苷乙 

0.2518 878.782 

 
1488.1 

 

2307.8 96.03 

 
96.19 

 
1.2 

0.2509 875.641 2285.4 94.74 

0.2531 883.319 2306.5 95.64 

0.2545 888.205 2323.9 96.48 

0.2515 877.735 2336.5 98.03 

0.2527 881.923 2314.3 96.26 

灰毡毛忍冬 

次皂苷乙 

0.2518 276.980 

1781.6 
 

1975.3 95.33 

95.84 
 

0.9 
 

0.2509 275.990 2008.9 97.27 

0.2531 278.410 1991.2 96.14 

0.2545 279.950 1976.3 95.21 

0.2515 276.650 1989.4 96.14 

0.2527 277.970 1969.5 94.94 

灰毡毛忍冬 

次皂苷甲 

0.2518 0 

 
2120.7 

 

2020.5 95.28 

 
96.38 

 

 
1.4 

 

0.2509 0 2023.9 95.44 

0.2531 0 2040.3 96.21 

0.2545 0 2087.2 98.42 

0.2515 0 2069.4 97.58 

0.2527 0 2022.2 95.36 
 
 

表 6  山银花提取物中 5 种皂苷类成分的含量 
Table 6  Content of 5 kinds of saponins in Lonicera hypoglauca extract 

生产 

企业 
编号 规格 

灰毡毛忍冬

皂苷乙 

皂苷乙 

灰毡毛忍

冬皂苷甲 

皂苷乙 

川续断 

皂苷乙 

灰毡毛忍冬 

次皂苷乙 

灰毡毛忍冬 

次皂苷甲 
总量/% 

企业 A 
T1 10%绿原酸 2.014 0.332 0.349 0.110 -- 2.805 

T2 5%绿原酸 7.215 1.353 1.057 -- -- 9.625 

企业 B 
T3 10%绿原酸 1.606 0.240 0.320 0.106 -- 2.272 

T4 5%绿原酸 6.268 0.637 0.686 -- -- 7.591 

企业 C 
T5 10%绿原酸 1.554 0.289 0.366 -- -- 2.209 

T6 5%绿原酸 3.928 1.301 0.532 -- -- 5.761 

企业 D T7 10%绿原酸 -- -- -- -- -- -- 

中试 

T8 / 14.07 1.221 1.62 0.431 -- 17.342 

T9 / 12.68 2.181 1.25 0.544 -- 16.655 

T10 / 10.58 1.117 0.97 0.432 -- 13.099 

注: “--”为未检出。 

 
 

3.7.1  5 种皂苷测定结果分析 

从表中皂苷总量来看, 市售山银花提取物中皂苷类

成分参差不齐, 5 种皂苷的总量从 2.209%~9.625%。从单体

皂苷的含量测定结果来看, 市售山银花提取物中, 5 种皂苷

中 含 量 最 高 的 均 为 灰 毡 毛 忍 冬 皂 苷 乙 , 含 量 从

1.554%~7.215%, 而其余 4种皂苷含量均属于微量成分, 甚

至无法检出。因此, 从简便有效的角度对山银花提取物进

行皂苷类成分含量的质量评价时, 建议采用灰毡毛忍冬皂

苷乙一种测定和评价指标。此外, 尚有一批来自企业 D 的

样品由于未能检测出山银花中的特征性皂苷成分, 无法确

认其提取物原料是否来源于山银花。 

3.7.2  皂苷含量与绿原酸含量相关性分析 

从检测结果还发现, 市售山银花提取物中皂苷类成

分的含量与规格中绿原酸的含量呈负相关, 即绿原酸含量

高, 则皂苷类含量低。分析原因是生产工艺中一般有精制

步骤, 而对绿原酸的精制过程必然是皂苷类含量或多或少

降低的过程。这一点从中试自制提取物中的皂苷含量也可

以得到体现, 自制的 3 批提取物由于没有精制步骤, 总皂
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苷含量明显高于市售山银花提取物。 

4  结论与讨论 

绿原酸类和皂苷类化合物同为山银花提取物的重要

药效物质基础[11-13], 而市售的山银花提取物仅以绿原酸含

量作为唯一的质量衡量指标, 导致部分企业一味追求绿原

酸含量而过度精制, 山银花提取物中的特征性成分(如灰

毡毛忍冬皂苷乙)却无法检出, 从而无法有效地将山银花

提取物与其他含绿原酸类成分的提取物相区别。因此, 建

立山银花提取物中皂苷类成分的含量测定方法是十分必要

的。建议在后续的研究中进一步收集样本, 将绿原酸和灰

毡毛忍冬皂苷乙同时作为山银花提取物的质量评价指标。 

目前由于我国植物提取物的质量控制标准体系很不

完善, 标准项目不够健全, 而日益成为制约植物提取物生

存和发展的瓶颈[14,15]。为了促进其健康发展, 建议进一步

加大力度, 制定统一的植物提取物制备流程, 并在此基础

上对植物提取物的质量标准进一步研究、制定和优化。 
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