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HPLC法测定杜仲雄花中绿原酸含量
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摘要:为建立一种快速简便测定杜仲雄花中绿原酸含量的方法,采用 AgilentＧC１８色谱柱(４．６mm×２５０．０mm,

５μm),乙腈Ｇ０．４％醋酸(１０∶９０)等度洗脱,流速１．０mL􀅰min－１,柱温箱温度３５℃,３２７nm 单波长检测,通过

试验对该方法的稳定性、精密度等进行优化.结果表明,杜仲雄花绿原酸在测定范围内呈良好的线性关系

(R２＝０．９９９８),平均回收率为９７．３０％.供试品溶液处理方法为环境友好型方法,能更好地减少环境污染,
对实验人员安全性更高,且该方法具有较高的精密度和重复性,可用作杜仲雄花中绿原酸含量的测定.
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　　杜仲是我国常用的特有药材,在我国已有两

千年的历史,由于其生长周期较长,传统药用部位

以皮部为主,所以导致大量野生杜仲遭到破坏,且
具有不可再生性质,导致其资源紧缺[１].

近年来研究发现,杜仲皮、叶、花其药理作用

相似,但还是有一定的差异[２Ｇ４],如杜仲不同部位

水提取物的镇痛作用、抑菌作用效果中杜仲雄花

明显优于其他部位[２].同时也有研究表明杜仲

皮、叶、花等不同部位成分含量不同,如杜仲皮中

松脂醇二葡萄糖苷和京尼平含量较高,杜仲叶中

绿原酸含量较其它部位高,杜仲雄花中桃叶珊瑚

苷、京尼平苷酸、等含量较高,导致这些含量差异

的原因除了药用部位不同外还与其具体采收、提
取方式也有较大关系[５Ｇ６].

杜仲是一类雌雄双株的植物,雄花就是杜仲

雄树开的花,其花粉是我国珍贵的药用资源[７].
根据杜仲雄花调节阴虚证、阳虚证动物模型,推测

出其可能具有补肾及改善生殖的功能[８].杜仲雄

花含有丰富的蛋白质、氨基酸、矿质元素及多种维

生素等,是一类营养丰富的保健饮品,不但可以改

善睡眠、调节雌激素、镇痛等,而且其主要成分中

绿原酸具有显著的药理活性[９Ｇ１０].绿原酸对血液

系统、消化系统等均有疗效,其抗菌消炎作用最为

突出[１０Ｇ１１].近年来随着研究的深入,学者发现杜

仲雄花茶中绿原酸对肿瘤预防也有着重要的意

义[９],而且对IIＧ型糖尿病及与衰老相关的疾病也

有一定的治疗作用[９Ｇ１０].
不同区域的杜仲雄花中绿原酸含量也有较大

差别,如南北地域差异,海拔高度差异等影响,均
会导致杜仲花中品质的差异[１２].不同的加工方

式会使杜仲雄花茶呈现不同的绿色,更严重的是

不当的加工提取方式会造成绿原酸等物质的损

失.由于其本身含热敏性功能而导致绿原酸含量

发生差异,另外在杜仲雄花处理杀青过程中,可能

导致绿原酸在多酚氧化酶的作用下被氧化分

解[１３],使其无法更有效地发挥其自身有效价值,
降低杜仲雄花中绿原酸的利用率.作为判断杜仲

雄花中重要功能成分之一的绿原酸,如何快速检

测杜仲雄花中绿原酸含量至关重要,除可提高提

取速度、保证提取率外,还可以减少实验过程试剂

用量及试剂污染[１４Ｇ１５].本研究通过试验对其稳

定性、精密度等进行优化,为快速检测杜仲雄花中

绿原酸含量提供参考.

１　材料与方法

１．１　仪器及材料

仪器设备:高效液相色谱仪(配紫外检测器或

二极管阵列检测器,１２６０InfinityⅡBinaryLC,美
国安捷伦科技有限公司)、十万分之一电子天平
(AB１３５ＧS,上海精密科学仪器有限公司).

材料及试剂:２０２２年５月采于陕西汉中偏深

绿色杜仲雄花、绿原酸对照(中国食品药品检定研

究院)、乙腈(色谱纯,弗顿科技有限公司)、醋酸
(分析纯,默克公司)、乙醇(分析纯,国药).
１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱选用 AgilentC１８柱

(４􀆰６ mm×２５０．０ mm,５μm);流 动 相:乙 腈Ｇ
０􀆰４％醋酸(１０∶９０)等度洗脱,流速１．０mL􀅰min－１;

３６
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柱温箱温度 ３５ ℃;检测波长 ３２７nm;进样量

１０μL
[１５].

１．２．２　供试品溶液制备　精密称定１．００g左右

粉碎试样于２５mL棕色容量瓶中,加入２０mL
５０％乙醇,超声提取４５min,用５０％乙醇定容至

刻度,混匀,过０．２２μm 滤膜,滤液作为待测样品

备用[１０Ｇ１１].
１．２．３　对照品溶液制备　精密称取绿原酸标准

品１３．０mg至１０mL容量瓶中,加流动相溶解
[０．４％醋酸Ｇ乙腈(９０∶１０)]定容,摇匀,得到绿原

酸标准溶液母液(浓度１３３０mg􀅰L－１);分别精密
量取绿原酸标准溶液母液０．１０,０．４０,０．８０,１．２５
和２．５０mL至５mL容量瓶中,加流动相溶解定容,
摇匀,得到绿原酸标准样品２６．６mg􀅰L－１(２＃)、
１０６．４ mg􀅰L－１ (３＃)、２１２．８ mg􀅰L－１ (４＃)、
３３２．５mg􀅰L－１(５＃)、６６５．０mg􀅰L－１(６＃),再取

２６．６mg􀅰L－１(２＃)标准溶液１．０mL至１０mL
容量瓶中,加流动相溶解定容,摇匀,得到绿原酸

标准溶液２．６６mg􀅰L－１(１＃).
１．２．４　提取时间的确定　分别精密称定１．００g
左右粉碎试样于２５mL棕色容量瓶中,分别加入

５０％乙醇按１５,３０,４５和６０min时间进行超声提

取.超声冷却后,使用提取溶剂定容至刻度,混
匀,过０．２２μm 滤膜,按１．２．１色谱条件进行色

谱分析,比较不同提取时间的绿原酸浓度差异.
１．２．５　提取溶剂的筛选　分别精密称定１．００g
左右粉碎试样于２５mL棕色容量瓶中,分别加入

２０mL 纯 水、５０％ 乙 醇、７０％ 甲 醇 超 声 提 取

３０min,超声冷却后,分别使用提取溶剂定容至刻

度,混匀,过０．２２μm滤膜,按１．２．１色谱条件进

行色谱分析,比较不同提取溶剂处理的绿原酸浓

度差异.
１．２．６　色谱峰面积与绿原酸浓度的关系　将上

述标准溶液１＃~６＃,在上述色谱条件下进行分

析,得到各浓度的绿原酸色谱峰的峰面积,以浓度

为横坐标,相对应的色谱峰面积为纵坐标建立

曲线.
１．２．７　精密度试验　取某批次陕西汉中偏深绿

色杜仲雄花按照１．２．２方法制备供试品溶液,并
按１．２．１中色谱条件连续进样分析６次,得到各

次分 析 时 测 得 的 绿 原 酸 浓 度,计 算 浓 度 的

RSD值.
１．２．８　稳定性试验　取１．２．３中供试品溶液进

行稳定性试验考察,按照１．２．１中液相色谱条件

分别在０．７５,１．５０,３．００,４．５０,７．５０和９．７５h对

供试品溶液中绿原酸进行检测,得到各次分析时

绿原酸浓度,计算浓度的RSD值.
１．２．９　重复性试验　取某批次陕西汉中偏深绿

色杜仲雄花进行重复性试验,分别称取６份供试

品１．００１１,１．０１０３,１．００５６,１．００３７,１．００４３和

１．００９３g,以１．２．２中样品制备方法,按照１．２．１
中色谱方法进行分析,利用已建立的标准曲线计

算样品中各目标成分的含量.
１．２．１０　加标回收试验　标准溶液制备:精密称

取绿原酸２５．７３mg,绿原酸含量１００％,用流动相

定容到２０mL容量瓶中,摇匀,得到绿原酸标准

溶液１２８６．５０００mg􀅰L－１.
加标回收试验供试品制备:分别称取９份供

试品(原则取样品量１/２进行加标试验,由于此样

品含量较高,故取样品量约１/４进行加标试验)
０􀆰１００４,０．１００９,０．１０７２,０．１００８,０．１００８,
０􀆰１００３,０．１０６１,０．１０００和０．１０５６g,分别加入

０．５,１．０和１．５mL浓度为１２８６．５０００mg􀅰L－１

标准溶 液,按 １．２．２ 进 行 样 品 前 处 理 定 容 至

１０mL,再按照１．２．１中色谱方法进行色谱分析,
利用已建立的标准曲线计算加标回收样品中绿原

酸的加标量,与实际加入量进行比较,计算回

收率.

２　结果与分析

２．１　供试品溶液制备考察

２．１．１　提取时间的确定　由表１可知,在提取

１５,３０,４５和６０min４个时间段所测得浓度相近,
而３０min提取浓度略高,综合考虑选择提取时间

３０min较为合适.

表１　不同提取时间对绿原酸浓度的影响

时间/min 溶液浓度/(mg􀅰L－１)

１５ ３０９．７１０５

３０ ３１２．７３１３

４５ ３０９．７１１９

６０ ３１０．９８２３

２．１．２　提取溶剂的筛选　由表２可知,纯水超声

提取所测得浓度略低,５０％乙醇与７０％甲醇超声

提取所测得浓度无明显差异,考虑到实验人员及

环境污染等原因,选择５０％乙醇进行超声提取.

表２　不同提取溶剂对绿原酸浓度的影响

提取溶剂 溶液浓度/(mg􀅰L－１)

纯水 ２７８．８９６２

５０％乙醇 ２９３．２０２５

７０％甲醇 ２９４．２００５

４６
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２．２　检出限试验

精密称取绿原酸标准物质适量,加流动相溶

解至适当浓度,在１．２．１色谱条件下进行色谱分

析,使得绿原酸的色谱峰高与基线噪音的比值约

为３,经试验,确定绿原酸浓度为０．０２６６mg􀅰L－１

时为最低检出浓度,最低检出浓度标准溶液色谱

图见图１.

图１　最低检出浓度的标准溶液色谱图

２．３　线性范围试验

不同浓度标准品与对应的色谱峰峰面积数据如

表３所示,相关标准曲线为绿原酸(y)＝２９．９５x－
１４０．０２,R２＝０􀆰９９９９(图２).

表３　标准曲线建立相关数据

序号 浓度/(mg􀅰L－１) 峰面积/(mAU)

１ ２．６６ ６１．１７１

２ ２６．６０ ６９１．８５６

３ １０６．４０ ２９５９．８９７

４ ２１２．８０ ６１８４．５１３

５ ３３２．５０ ９７２０．６９４

６ ６６５．００ １９８５３．０１５

图２　绿原酸标准曲线

２．４　精密度试验

由表４可知,绿原酸精密度试验 RSD值均≤
５％,满足GB/T２７４０４－２００８«实验室质量控制规范

食品理化检测»精密度试验要求,表明仪器方法性能

稳定,检测结果的随机误差较小.

表４　绿原酸精密度试验数据及RSD值

序号 测得浓度/(mg􀅰L－１)

１ ３０５．０１４０

２ ３０６．１１２２

３ ３０６．７３０３

４ ３０６．７８４１

５ ３０６．７１３４

６ ３０７．３９３０

RSD/％ ０．２７

２．５　稳定性试验

由表５可知,绿原酸稳定性试验 RSD值均≤
５％,满足GB/T２７４０４－２００８«实验室质量控制规范

食品理化检测»稳定性试验要求,绿原酸在９．７５h内

稳定性良好.

表５　绿原酸稳定性试验数据及RSD值

序号 稳定性时间/h 测得浓度/(mg􀅰L－１)

１ ０．７５ ３０６．１１２２

２ １．５０ ３０６．７３０３

３ ３．００ ３０６．７１３４

４ ４．５０ ３０７．２６７７

５ ７．５０ ３０７．７２８１

６ ９．７５ ３０７．９９８４

RSD/％ － ０．２３

５６
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２．６　重复性试验

由表６可知,绿原酸重复性试验RSD值均≤
５％,满足 GB/T２７４０４－２００８«实验室质量控制

规范 食品理化检测»稳定性试验要求,表明绿原

酸检测方法重复性良好.
２．７　加标回收试验

由表７可知,绿原酸加标回收收率在９７．３５％~
１０１．３５％,满足 GB/T２７４０４－２００８«实验室质量

控制规范 食品理化检测»中回收率试验的技术要

求,表明方法准确可靠.

表６　重复性试验数据及RSD值

序号 样品质量/g 测得浓度/(mg􀅰L－１)样品含量/％

１ １．００１１ ３０７．３３１６ ０．７６７５

２ １．０１０３ ３０９．３９３２ ０．７６５６

３ １．００５６ ３０８．４９１０ ０．７６６９

４ １．００３７ ３０６．８１８８ ０．７６４２

５ １．００４３ ３０７．０８０８ ０．７６４４

６ １．００９３ ３０９．８２３５ ０．７６７４

RSD/％ － － ０．１９

表７　杜仲雄花中绿原酸加标回收率及RSD值

称样量/g
实际测得浓度/

(mg􀅰L－１)
样品理论含量/mg 加标后含量/mg 加标含量/mg 回收率/％ 平均值/％ RSD/％

０．１００４ １３９．５３５１ ０．７６９１ １．３９５４ ０．６４３３ ９７．３５

０．１００９ １４２．４９１８ ０．７７２９ １．４２４９ １０１．３５

０．１０７２ １４６．３８２６ ０．８２１２ １．４６３８ ９９．９０

０．１００８ ２０５．６２６４ ０．７７２１ ２．０５６３ １．２８６５ ９９．８２

０．１００８ ２０５．４０４５ ０．７７２１ ２．０５４０ ９９．６４ ９７．３０ ３．１２

０．１００３ ２０３．６６７０ ０．７６８３ ２．０３６７ ９８．５９

０．１０６１ ２７１．２５３３ ０．８１２７ ２．７１２５ １．９２９８ ９８．４５

０．１０００ ２７１．１０８５ ０．７６６０ ２．７１１１ １００．７９

０．１０５６ ２７３．３７６８ ０．８０８９ ２．７３３８ ９９．７４

２．８　不同采收批次成品杜仲雄花中绿原酸含量

由表８可知,不同采收批次杜仲雄花中绿原

酸含量存在明显差异,同区域杜仲雄花中绿原酸

含量无明显差异.

表８　不同批次仲杜雄花中绿原酸含量

样品 样品含量/％

陕西汉中深色杜仲雄花茶 ７．０４５２

陕西汉中绿色杜仲雄花茶 ７．３６８７

杜仲雄花茶１＃ ６．３８２３

杜仲雄花茶２＃ ４．７３８４

张家界杜仲雄花茶 ３．７７１６

３　讨论
杜仲雄花中绿原酸含量检测过程中,提取方

式主要参考杜仲叶的提取方式,且方式也较为多

样化,如以水为溶剂,可进行煎煮、热回流、超声、
酶法提取等方法,其中热回流法绿原酸提取率高

于其他提取方法[１６Ｇ１９],通过水提法对提取过程中

温度等参数进行了控制,其提取率可超过８０％,
其他方法绿原酸提取率在９０％以上[１８Ｇ１９].在医

药、食品等其他行业中对原料有极高要求,或从提

取步骤、耗时及提取有效成分的差异等各方面进

行综合考虑,可以根据需要选用更加合适的方法

进行提取.任小宁等[２０]在提取杜仲叶粉的时候

选择使用不同工艺的酶提取法,可以提高提取效

率且无污染.胡小祥等[２１]在与芦丁同时提取时
选择采用７０％甲醇作为提取溶剂.王燕等[２２]从

金银花粗产品中一次分离得到高纯度绿原酸时,
选择采用微波辅助乙醇提取方法.

目前,研究提取金银花中绿原酸的报道较多,
对杜仲雄花及杜仲叶中单一绿原酸的提取分离较

少,且提取分离步骤较为繁琐,使用有毒有害试剂

较多,试验过程可能会造成环境污染等.本实验

室前期通过相关试验分析证明,不同溶剂对杜仲

雄花进行提取后绿原酸含量差异性较小,纯水超

声提取所得绿原酸浓度略低,５０％乙醇与７０％甲

醇超声提取所得绿原酸浓度无明显差异,故在无

特殊含量要求的情况下可以选择５０％乙醇作为

提取溶液更加安全可靠.本试验已通过方法学考

察,验证该试验方法具有良好的精密度、稳定性和

重复性.对单一研究杜仲雄花茶中绿原酸含量有

较高的专属性,可以更加有效地分析研究不同品

种杜仲雄花茶的品质.
另外也有文献记载同产地不同批次杜仲雄花

茶绿原酸含量存在较大差异,如魏媛媛等[５]研究

６６
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表明,张家界不同采样点的绿原酸含量存在较大

波动.而本试验主要采用陕西地区杜仲雄花茶,
其绿原酸含量相较于文献报道的张家界产区中的

绿原酸含量高[５].本研究中绿原酸含量较高的原

因可能是供试品溶液处理过程参数影响了最终绿

原酸的含量.因此后续研究中应采用较为方便快

捷的方法,分析研究不同品种杜仲雄花茶生产、采
摘等方面的品质控制.

４　结论
研究结果表明本试验条件下 HPLC法测定

杜仲雄化中绿原酸含量最佳提取时间为３０min,
考虑实验室环境污染及实验人员安全,选择较为

实用的５０％乙醇作为提取溶液.经过方法学考

察,该试验方法具有良好的精密度、稳定性和重复

性,可快速简便测定杜仲雄花中绿原酸含量.
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DeterminationofChlorogenicAcidinEucommiaMale
FlowersbyHPLC

ZHUYan１,LIXianzhi１,２,MAOQiongli１,YANLing１,SHIHao１,LIUYang１,HUYang１,CHENYanhe１

(１．JingBrandCo．,Ltd．,Huangshi４３５１００,China;２．HubeiKeyLaboratoryofQualityandSafetyofTraditional
ChineseMedicineHealthFood,Huangshi４３５１００,China)

Abstract:Inordertoestablisharapidandsimplemethodforthedeterminationofchlorogenicacidinmaleflowersof
Eucommiaulmoides,thechromatographywasperformedonAgilentＧC１８column(４．６mm×２５０．０mm,５μm)

withisometricelutionofacetonitrileＧ０．４％aceticacid(１０∶９０)attheflowrateof１．０mL􀅰min－１at３５℃,single
wavelengthdetection３２７nm．Thestabilityandprecisionofthemethodwereoptimizedthroughexperiments．
Theresultsshowedthatthechlorogenicacidshowedagoodlinearrelationship(R２＝０．９９９８)andtheaverage
recoverywas９７．３０％．ThetreatmentmethodofthetestsolutionisenvironmentＧfriendly,whichcanbetter
reduceenvironmentalpollutionandprotecttheexperimenters．Themethodhashighprecisionandrepeatability,and
canbeusedasthedeterminationofchlorogenicacidcontentinEucommiamaleflowers．
Keywords:Eucommiamaleflower;chlorogenicacid;HighPerformanceLiquidChromatography(HPLC)
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