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摘 要 目的：优化六棱菊中咖啡酸提取工艺，并建立其含量测定方法。方法：以回流提取法提取六棱菊中咖啡酸。以提取含量

为考察指标，设计正交试验，考察乙醇体积分数、料液比及提取时间对咖啡酸提取的影响，优化提取工艺条件。采用高效液相色谱

法，以咖啡酸为对照品，在320 nm波长下测定10批不同产地六棱菊药材中的咖啡酸含量。结果：优化的提取工艺条件为乙醇体积

分数为 10％、料液比为 1 ∶ 40、提取时间为 3 h。以此条件对咖啡酸进行工艺验证试验，六棱菊中咖啡酸平均含量为 0.521 1 mg/g

（RSD＝1.18％，n＝3）。10批不同产地六棱菊药材中咖啡酸含量在0.375 2～0.776 6 mg/g之间，含量差异较大。结论：六棱菊药材

中咖啡酸含量与产地和采收季节等有关。本试验优选工艺提取咖啡酸重复性较好；建立的咖啡酸含量测定方法稳定、可行。
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六棱菊[Laggera alata（D.Don）Sch.Bip. ex Oliv]系菊

科六棱菊属植物，全草入药，性苦、辛，微温，有祛风、除

湿、解毒之功效，在民间作为抗菌消炎、清热解毒的良

药，主要分布于我国东部、东南部至西南部，北至安徽和

湖北[1]。因六棱菊新鲜的枝叶揉搓后散发特殊的臭味，

民间称之为“臭灵丹”[2]，以“臭灵丹”为主的许多复方制

剂在临床上应用也取得较好的疗效[3-5]。目前，六棱菊多

应用于急性扁桃体炎[6]、感冒[7]、病毒感染[8]等的治疗。

六棱菊主要含倍半萜类、黄酮类、酚酸类等化学成

分[2，9-12]，具有治疗急慢性炎症、抗肿瘤、抗病毒和抗微生

物活性等功效[2]。其中，咖啡酸属于酚酸类化合物，在金

银花、野菊花和蒲公英等植物中广泛分布。咖啡酸具有

多种药理作用 [13]，主要包括保护心血管、调节免疫、降

脂、降糖、利胆止血等。以咖啡酸作为指标性成分进行

含量测定，可以为六棱菊药材的质量标准奠定基础，然

而国内外未见对其进行含量测定的相关报道。本试验

不仅建立了六棱菊中咖啡酸的含量测定方法，还同时测

定了广西壮族自治区内 10批不同产地六棱菊中咖啡酸

的含量，并比较不同产地药材中咖啡酸含量差异，为六

棱菊药材的质量评价提供参考。

1 材料
1.1 仪器

2695高效液相色谱仪，包括2489紫外检测器、四元

泵、真空脱气泵、自动进样器、柱温箱和Empower3工作

站（美国Waters公司）；Simplicity纯水系统（密理博中国

有限公司）；Practum224-1CN分析天平[赛多利斯科学仪

器（北京）有限公司]；SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵（郑州

长城科工贸有限公司）；DHG-9203A电热恒温鼓风干燥

箱、HWS-26电热恒温水浴锅（上海齐欣科学仪器有限公

司）；TGL-16G高速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）；

0.45 μm微孔滤膜（天津市津腾实验设备有限公司）。

1.2 试剂与药材

咖啡酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

1110885-200102，纯度：＞98.0％）；乙腈为色谱纯，甲醇

和磷酸为分析纯，试验用水为纯水。所有六棱菊药材样

品均经广西中医药大学药学院田辉教授鉴定为菊科六

棱菊属植物六棱菊 [Laggera alata（D.Don）Sch.Bip. ex

Oliv]的全草。六棱菊样品信息见表1。

表 1 广西壮族自治区内 10批不同产地的六棱菊样品

信息

Tab 1 Sample information of 10 batches of L. alata

from different areas in Guangxi Zhuang Auton-

omous Region

药材编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

药材来源
南宁市武鸣县＊

防城港市上思县＊

南宁市邕宁区＊

百色市田阳县
南宁市上林县＊

百色市隆林县
桂林市平乐县
百色市靖西县
桂林市荔浦县
南宁市宾阳县

采集或采购时间
2015年11月
2015年9月
2015年10月
2014年7月
2015年10月
2016年4月
2015年4月
2014年9月
2015年9月
2014年12月

采集或采购部位
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草

干燥方式
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干
晒干

注：有“＊”标志为自采样品，其余均从药材市场购买

Note：“＊”signs for self-sampling，and the rest are purchased from

the herbal market

2 方法与结果
2.1 六棱菊中咖啡酸提取工艺优化

2.1.1 单因素考察 （1）提取方法考察。从六棱菊中提

取咖啡酸的方法主要有回流提取法、超声提取法、浸渍

法、渗漉法、煎煮法等[14]。以咖啡酸提取时间1 h、料液比

1 ∶ 40、提取溶剂 45％乙醇为提取条件，分别采用回流提

取法、超声提取法和溶剂浸渍法提取六棱菊中的咖啡

酸。结果，回流提取法对咖啡酸提取率较高，故采用回

流提取法。（2）乙醇体积分数考察。固定咖啡酸提取时

间为 3 h、料液比为 1 ∶ 40，采用回流提取法，以乙醇体积

分数为 10％、25％、45％、65％、95％提取六棱菊中咖啡

酸并计算得率。结果，25％乙醇回流提取率较高，但与

10％乙醇提取效果差别不大。从减少乙醇溶剂方面考

虑，选用10％乙醇为提取体积分数。（3）料液比考察。固

定咖啡酸提取时间为3 h、乙醇体积分数为10％，采用回

流提取法，以料液比为 1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40、1 ∶ 50、1 ∶ 60提
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取六棱菊中咖啡酸并计算得率。结果，料液比为1 ∶40时
咖啡酸得率较高，故选用料液比为1 ∶40。（4）提取时间考

察。固定料液比为1 ∶ 40、乙醇体积分数为10％，采用回

流提取法，以提取时间为1.0、2.0、2.5、3.0、3.5 h提取六棱

菊中咖啡酸并计算得率。结果，提取时间为2.5 h时咖啡

酸得率较高，故选用提取时间为2.5 h。

2.1.2 正交试验设计 根据文献[15]和参考 2015年版

《中国药典》（一部），以乙醇体积分数（A，％）、料液比

（B，g/mL）、提取时间（C，h）为考察因素，以咖啡酸含量

作为评价指标，按3因素3水平选用L9（34）正交表进行试

验。各因素水平及试验结果见表 2、表 3，方差分析结果

见表4。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（乙醇体积分数），％

10

45

95

B（料液比），g/mL

1 ∶20

1 ∶30

1 ∶40

C（提取时间），h

1

2

3

表3 正交试验设计与结果

Tab 3 Orthogonal test design and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

0.432

0.390

0.256

0.176

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

0.347

0.338

0.392

0.054

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

0.372

0.304

0.401

0.097

D（误差）

1

2

3

3

1

2

2

3

1

0.361

0.340

0.377

0.037

咖啡酸含量，mg/g

0.434 6

0.336 9

0.524 0

0.340 3

0.412 2

0.416 7

0.266 7

0.265 7

0.235 1

表4 方差分析结果

Tab 4 Result of variance analysis

方差来源
A

B

C

D（误差）

离均差平方和
0.051

0.005

0.015

0.000

自由度
2

2

2

2

均方
0.026

0.003

0.008

0.000

F

25.500

2.500

7.500

1.000

P

＜0.05

＞0.05

＞0.05

注：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00

由表 3可知，各提取因素对六棱菊提取工艺的影响

顺序为A＞C＞B，即乙醇体积分数对六棱菊的提取工艺

影响最大，其次是提取时间，最后是料液比。由表 4可

知，乙醇体积分数对六棱菊提取具有显著影响，而料液

比和提取时间无显著影响，所以对六棱菊中咖啡酸成分

提取效果有显著影响的因素是乙醇体积分数。因此，本

试验最理想的提取方案是 A1B3C3，即乙醇体积分数为

10％、料液比为1 ∶40、提取时间为3 h时，提取效果最佳。

2.1.3 工艺验证试验 以优选出的咖啡酸提取条件进

行六棱菊中咖啡酸提取的验证试验。分别称取3份六棱

菊药材粉末，分别为 0.500 6、0.500 1，0.500 9 g，按

“2.2.3”项下方法制备成供试品溶液，平行进行 3次测

定。计算六棱菊中咖啡酸含量分别为 0.521 4、0.514 8、

0.527 1 mg/g，平均含量为 0.521 1 mg/g，RSD＝1.18％

（n＝3）。验证试验表明，优化后的咖啡酸提取条件较

好，工艺可行。

2.2 高效液相色谱法测定六棱菊中咖啡酸的含量

按文献[15-16]和参考2015年版《中国药典》（四部）

方法测定含量。

2.2.1 色谱条件 色谱柱为 Inertsil ODS-3 C18柱（250

mm×4.60 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1％磷酸（22 ∶ 78，
V/V）；流速为 1.0 mL/min；检测波长为 320 nm；柱温为

30 ℃；进样量为10 μL。按照上述条件测定，各组分分离

度良好，见图1。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取咖啡酸对照品

16.2 mg，置于20 mL量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，

即得咖啡酸对照品贮备液，质量浓度为0.81 mg/mL。精

密量取上述咖啡酸对照品贮备液2 mL，置于25 mL量瓶

中，加甲醇溶液稀释至刻度，即得咖啡酸对照品溶液，质

量浓度为64.8 μg/mL。精密量取上述对照品溶液2 mL，

置于 10 mL量瓶中，加甲醇溶液稀释至刻度，即得咖啡

酸对照品溶液，质量浓度为12.96 μg/mL，此咖啡酸浓度

用于做线性方程。

2.2.3 供试品溶液的制备 精密称取六棱菊药材粉末

0.5 g，使用 10％乙醇提取，回流，以离心半径 0.65 cm、

13 000 r/min 离心 10 min，取上清液，0.45 μm 微孔滤膜

滤过，即得。

2.2.4 方法学考察 按相关方法进行检测。结果显示，

所用色谱条件分离效果良好，提取溶剂对咖啡酸测定无

干扰，咖啡酸出峰时间为6.8 min。以咖啡酸进样量为横

坐标（x）、峰面积为横坐标（y）进行线性回归，得回归方

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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程为 y＝4×106x－22 912（r＝0.999 1），检测限为 10.60

μg/mL，咖啡酸进样量的线性范围为 0.025 92～0.259 2

μg；精密度试验中，RSD＝2.25％（n＝6）；稳定性试验中，

样品溶液室温放置24 h 的峰面积RSD＝1.77％（n＝6）；

重复性试验中，六棱菊中咖啡酸平均含量为 0.455 2

mg/g，RSD＝2.86％（n＝6）；加样回收试验中，低、中、高

加样量（0.182 1、0.227 6、0.273 1 mg）的六棱菊中咖啡酸

的平均回收率分别为 98.33％ 、97.18％、100.07％，RSD

分别为1.85％、2.07％、1.31％（n＝3），均符合相关要求。

2.2.5 样品含量测定 分别称取 10批不同产地的六棱

菊药材粉末（过2号筛）0.5 g，精密称定，按“2.2.3”项下的

方法制备成供试品溶液，按“2.2.1”项下条件测定，采用

外标一点法计算咖啡酸的含量，结果见表5。

表 5 广西壮族自治区内 10批不同产地的六棱菊样品

中咖啡酸含量测定结果

Tab 5 Content determination results of caffeic acid in

10 batches of L. alata from different areas in

Guangxi Zhuang Autonomous Region

药材编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

药材来源
南宁市武鸣县＊

防城港市上思县＊

南宁市邕宁区＊

百色市田阳县
南宁市上林县＊

百色市隆林县
桂林市平乐县
百色市靖西县
桂林市荔浦县
南宁市宾阳县

咖啡酸含量，mg/g

0.399 3

0.447 8

0.463 7

0.712 8

0.559 5

0.550 1

0.375 2

0.776 6

0.651 8

0.575 4

注：有“＊”标志为自采样品，其余均从药材市场购买

Note：“＊”signs for self-sampling，and the rest are purchased from

the herbal market

由表5可知，广西壮族自治区内10批不同产地的六

棱菊药材中均含有咖啡酸，且咖啡酸含量差异较大，其

含量范围为 0.375 2～0.776 6 mg/g；其中百色市靖西县

的六棱菊药材所含咖啡酸含量最高，明显高于其他产地

样品，其次是百色市田阳县、桂林市荔浦县样品，而桂林

市平乐县样品咖啡酸含量最低。六棱菊中的咖啡酸含

量差异较大，可能是受六棱菊植物生长期与生长环境的

共同作用，影响其生长和咖啡酸成分的积累。若仅以咖

啡酸成分作为六棱菊药材质量评价的依据，六棱菊的最

佳产地是百色市靖西县。

3 讨论
3.1 流动相的选择

本试验过程中考察了甲醇-0.05％磷酸、甲醇-0.1％

磷酸、甲醇-0.2％磷酸、甲醇-0.3％甲酸、乙腈-0.05％磷

酸、乙腈-0.1％磷酸、乙腈-0.2％磷酸、乙腈-0.3％甲酸、甲

醇-水、乙腈-水等系统对样品成分分离效果的影响，结

果，乙腈-0.1％磷酸溶液作为流动相时，分离度较好，故

流动相最终确定为乙腈-0.1％磷酸溶液。

3.2 检测波长的选择

采用二极管阵列检测器，在 200～400 nm波长下对
供试品和对照品溶液进行全波长扫描，结果咖啡酸在
291、320 nm波长下有最大吸收。考虑到291 nm作为检
测波长时，溶剂峰大，基线漂移；而用320 nm时，溶剂峰
小，基线平稳，咖啡酸响应值较大。故最终采用 320 nm

作为本试验的检测波长。

3.3 提取方法的选择

本试验过程中还考察了提取溶剂（甲醇、乙醇）、不
同体积分数的乙醇（10％、45％、95％）、提取方法（超声
和加热回流）和提取时间（1、2、3 h）对样品提取结果的影
响。结果，10％乙醇溶液加热回流3 h提取效果好。

综上，本试验优选工艺提取咖啡酸含量重复性较
好；建立的咖啡酸含量测定方法稳定、可行。
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