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摘要:目的:建立同时测定保健食品中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基

汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素的分

析方法.方法:样品经丙酮提取,C１８固相萃取柱净化,采

用高效液相色谱仪,以样品基质匹配的标准曲线法进行

定量分析.色谱柱为 PhenomenexLuna􀆿C１８(２５０mm×
４．６mm,５μm),通过流动相(乙腈—乙酸溶液)进行梯度

洗脱,流 速 为 １．０ mL/min,柱 温 为 ３０ ℃,检 测 波 长 为

２８０nm.结果:保健食品基质中６种目标物分离情况良

好,相应的浓度与峰面积呈良好的线性关系,相关系数

(R２)均＞０．９９,精密度和稳定性试验 RSD≤３．０８％,加标

平均回收率为８３％~１００％(RSD＜４．６３％).方法检出限

为０．０２~０．０７mg/kg,方法定量限为０．０８~０．２５mg/kg.

结论:该方法重现性好、有机溶剂消耗少,适用于保健食

品中６种黄酮类化合物的同时测定.
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Abstract:Objective:ToestablishamethodforsimultaneousdeＧ

terminationofwogonoside,４＇Ｇhydroxywogonin,norwogonin,baＧ

icalein,wogoninandchrysininhealthcareproductsbyhighperＧ

formanceliquidchromatography(HPLC)．Methods:Thesamples

wereextractedwithacetone,C１８solidphaseextractioncolumn

wasusedforpurification．Thetargetcompoundsweredetermined

byHPLC,quantifiedbymatrixＧmatchedstandardcurvemethod．

PhenomenexLuna􀆿C１８(２５０mm×４．６mm,５μm)columnwas

applied,mobilephasewasacctonitrileＧaceticacid,usinggradient

elution)attheflowrateof１．０mL/min．ThetemperatureofcolＧ

umnwas３０℃andthedetectionwavelengthwassetat２８０nm．

Results:Theresultsshowedthatthese６targetcompoundshad

goodseparationandthecorrespondingconcentrationhadagood

linearrelationship withthepeakarea．Correlationcoefficients
(R２)wereallgreaterthan０．９９,RSDsofprecisionandstability

testswerewithin３．０８％andtheaveragerecoverieswere８３％~

１００％ (RSD＜４．６３％)．Thelimitsofdetection were０．０２~

０．０７mg/kg．Thelimitsofquantificationwere０．０８~０．２５mg/kg．

Conclusion:ThismethodissuitableforsimultaneousdeterminaＧ

tionofflavonoidsinhealthcareproductswithgoodreproducibiliＧ

ty,andlessconsumptionoforganicsolvents．

Keywords:highperformanceliquidchromatography;flavonoids;

healthcareproducts

黄酮类化合物广泛分布在自然界中,是植物在长期

自然选择过程中产生的一类次生代谢产物[１].其中,４’Ｇ
羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素和汉黄

岑苷是黄岑等植物提取物的主要活性成分,具有护肝[２]、

抗氧 化[３－４]、抗 糖 尿 病[５]、抗 炎、保 护 神 经[６]、抗 纤 维

化[７]、抗病毒、抗癌[８]等作用.白杨素又称白杨黄素,具

有多种药理作用,如抗肿瘤活性[９]、改善体重和脂质代谢

作用[１０]、抗 抑 郁 作 用[１１]、神 经 保 护 作 用[１２]、治 疗 皮 肤

病[１３]等.由于黄岑素类化合物对预防各类疾病的功效优

异,因此容易被不法商家用作保健食品的虚假功效宣传.

另一方面,随着黄酮类化合物在保健食品中的开发和利
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用,过量摄入相关成分对人体的危害尚未明确,这些产品

可能会带来潜在健康风险,因而对黄芩素含量的测定研

究对保健食品价值的评价具有重要意义[１４].

目前黄岑素类化合物测定的方法主要集中在高效液

相色谱(highperformanceliquidchromatography,HPLC)

法[１５－１８],其分离效能高,灵敏度高,应用范围广,检测成

本低,操作简单,适用于常规的日常检测工作.黄酮类化

合物的提取方法中,较多使用超声提取法,该方法较常规

提取方法具有温度低、效率高、能耗低、节省溶剂等优

点[１９],但往往提取杂质较多,严重影响分析结果.研究拟

采用 HPLC技术,建立对汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去

甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素６种黄酮类化合

物含量同时测定的方法,并验证上述６种黄酮类成分在

不同类别保健食品中的方法学数据,以期为后续保健食

品中黄酮类化合物的分析研究提供参考依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

保健食品(维生素片和胶原钙片各５份):市售;

４’Ｇ羟基汉黄岑素(CAS５７０９６Ｇ０２Ｇ３)、去甲汉黄岑素

(CAS４４４３Ｇ０９Ｇ８)、汉 黄 岑 素 (CAS６３２Ｇ８５Ｇ９):纯 度 ≥
９８％,武汉天植生物技术有限公司;

黄岑素(CAS４９１Ｇ６７Ｇ８):纯度≥９８％,上海源叶生物

科技有限公司;

白杨素(CAS４８０Ｇ４０Ｇ０)、汉黄岑苷(CAS５１０５９Ｇ４４Ｇ
０):纯度≥９８％,上海吉至生化科技有限公司;

乙腈、甲醇、丙酮:色谱纯,上海安谱实验科技股份有

限公司;

甲酸、乙酸:分析纯,美国SigmaAldrich公司;

二甲亚砜:分析纯,广州化学试剂厂;

C１８固相萃取小柱(６０mg,３mL):上海安谱实验科技

股份有限公司;

AtiantisT３(１５０mm×４．６mm,５μm):沃特世科技

(上海)有限公司;

ThermoC１８(２５０mm×４．６mm,５μm):赛默飞世尔

科技有限公司;

PhenomenexLunaC１８(２５０mm×４．６mm,５μm):美
国飞诺美公司.

１．１．２　主要仪器设备

高效液相色谱仪:WatersAllianceE２６９５型,沃特世

科技(上海)有限公司;

超纯水系统:MilliＧQ AdvantageA１０型,法国 Merck

Millipore公司;

超声波清洗器:KQ３２００V 型,昆山市超声仪器有限

公司;

离心机:４kＧ１５型,美国西格玛公司;

涡旋混匀器:IKAVortex４型,德国IKA公司.

１．２　方法

１．２．１　样品的前处理　样品经粉碎机粉碎、混匀,分装于

洁净盛样袋中待用.称取样品２．００g于５０mL离心管

中,加入１０mL丙酮,涡旋混匀,超声提取１０min,涡旋,

８０００r/min离心,取２mL样液加入１０mL纯化水,混匀

后全部移入C１８固相萃取小柱,再用５mL丙酮洗脱,收集

流出液,４０ ℃ 氮 吹 近 干,用 丙 酮 复 溶,并 准 确 定 容 至

１mL,过０．２２μm 尼龙膜,待测.

１．２．２　标准溶液的配制　准确称取黄岑素、汉黄岑素、汉
黄岑苷、白杨素标准物质于１０mL棕色容量瓶,用甲醇溶

解并稀释至刻度,准确称取４’Ｇ羟基汉黄岑素、去甲汉黄

岑素标准物质于１０mL棕色容量瓶,用二甲亚砜溶解并

稀释至刻度,均配制成质量浓度为１mg/mL的标准储备

溶液,于４℃下避光保存,有效期１个月.分别移取１mL
上述６种 目标物的标准储备液至 １０ mL 容量瓶中,用

５０％乙腈水溶液配制成１００mg/L的混合标准溶液.选

取不含６种目标化合物的保健食品(维生素片和胶原钙

片),按照１．２．１的方法制备样品空白基质溶液.取混合

标准溶液,用维生素片和胶原钙片样品空白基质溶液分

别配制质量浓度为０．０,１．０,２．０,４．０,８．０,１２,２０mg/L的

混合标准工作溶液,现配现用.

１．２．３　 色 谱 条 件 　 色 谱 柱 为 PhenomenexLunaC１８

(２５０mm×４．６mm,５μm).流动相 A 为乙腈,流动相 B
为２％乙酸溶液.梯度洗脱程序:０~２min,２０％ A;２~
５min,２０％~４０％ A;５~１１min,４０％ A;１１~２８min,

４０％ ~ ４３％ A;２８ ~ ３０ min,２０％ A. 流 速 为

１．０mL/min,柱温为３０℃,进样量为２０μL;检测波长为

２８０nm.

１．２．４　回收率的计算　按照１．２．１的方法,称取均匀后的

样品,在样品中添加３个水平的混合标准溶液,进行加标

回收试验,每个添加水平平行测定３次计算平均回收率.

１．２．５　精密度的计算　按照１．２．１的方法,进行加标回收

试验,在２４h内,每个水平测定６个平行样.所得结果计

算相对标准偏差.

１．２．６　数据处理　测量数据采用仪器分析软件进行采集

和处理,使用 Origin８．０进行作图.

２　结果与分析

２．１　色谱条件优化

２．１．１　流动相的优化　考察了乙腈、甲醇、０．５％甲酸水

溶液、２％甲酸水溶液、０．５％乙酸水溶液、２％乙酸水溶液

等不同流动相体系及不同流动相的配比对目标物色谱峰

形的影响.结果表明,需要较大比例的甲醇才能将目标

物洗脱出来,乙腈比甲醇的洗脱能力更强.因此,用乙腈
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作为有机相可使溶剂消耗更小,有利于节省有机溶剂的

成本,２％乙酸水溶液作为水相比甲酸水溶液体系的目标

物色谱峰形的分离度更高.

２．１．２　色谱柱的选择　考察了 AtiantisT３(１５０mm×
４．６mm,５μm)、ThermoC１８(２５０mm×４．６mm,５μm)、

PhenomenexLunaC１８(２５０mm×４．６mm,５μm)３种色谱

柱对目标物色谱峰形的影响.结果表明,AtiantisT３色

谱柱虽然目标物出峰时间快,但是去甲汉黄岑素、黄岑素

的目标峰有部分重叠难分开,基线波动大,ThermoC１８色

谱柱目标物的峰形比PhenomenexLunaC１８色谱柱的差,

PhenomenexLunaC１８色谱柱的分离效果较为理想,基线

平稳,因此,采用PhenomenexLunaC１８色谱柱进行测定.

以维生素片和胶原钙片作为空白基质溶液,６种目标

化合物质量浓度均为１０mg/L,根据上述最优色谱条件

进行 测 定,结 果 显 示 各 峰 分 离 情 况 良 好,如 图 １、图 ２
所示.

２．２　方法的验证

以目标物的浓度(X)为横坐标,对应的峰面积(Y)为

纵坐标,进行线性回归,绘制标准曲线.维生素片、胶原

钙片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、

黄岑素、汉黄岑素、白杨素的线性方程见表１.结果表明,

维生素片和胶原钙片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、

去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素在０~２０mg/L
的质量浓度范围内均有良好的线性关系.同时,按照

１．２．２的方法配制目标物的基质标准溶液,以外标法进行

定量.选用阴性样品进行低浓度加标,根据仪器的信噪

比３倍(S/N＝３)和１０倍(S/N＝１０)的标准确定方法检

出限(LOD)和方法定量限(LOQ)[２０],维生素片、胶原钙

片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄
岑素、汉黄岑素、白杨素的LOD和LOQ见表１.

２．３　仪器测定精密度试验

分别吸取维生素片和胶原钙片基质的混合标准溶

液,质量浓度为１０mg/L,按１．２．３仪器条件进行连续进

样６次的测定,结果表明,维生素片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ
羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素

的精密度分别为１．３８％,０．５９％,１．０６％,０．８０％,０．７９％,

１．汉黄岑苷　２．４’Ｇ羟基汉黄岑素　３．去甲汉黄岑素　４．黄岑素

５．汉黄岑素　６．白杨素

图１　维生素片基质中６种黄酮类化合物色谱图

Figure１　Chromatogramof６flavonoidsinvitamin
tabletmatrix

１．汉黄岑苷　２．４’Ｇ羟基汉黄岑素　３．去甲汉黄岑素　４．黄岑素

５．汉黄岑素　６．白杨素

图２　胶原钙片基质中６种黄酮类化合物色谱图

Figure２　Chromatographicdiagramof６flavonoidsincolＧ
lagencalciumtabletmatrix

表１　空白基质中６中目标物的线性关系、检出限和定量限

Table１　Linearrelationship,limitofdetectionandlimitofquantificationof６targetsinblankmatrix

基质 物质 标准曲线 R２ LOD/(mg􀅰kg－１) LOQ/(mg􀅰kg－１)

维生素片 汉黄岑苷 Y＝８７６９７X＋４３６８ ０．９９９６ ０．０２ ０．０８

维生素片 ４’Ｇ羟基汉黄岑素 Y＝５３２４１X＋１１０４９ ０．９９６１ ０．０５ ０．１８

维生素片 去甲汉黄岑素 Y＝５７４４９X＋７３５０ ０．９９７９ ０．０６ ０．２０

维生素片 黄岑素 Y＝７５０８２X＋４１１４ ０．９９９７ ０．０５ ０．１６

维生素片 汉黄岑素 Y＝１４６９３８X＋２６５８５ ０．９９９０ ０．０４ ０．１２

维生素片 白杨素 Y＝７６６０９X＋９７６５ ０．９９８９ ０．０７ ０．２５

胶原钙片 汉黄岑苷 Y＝８９８７５X＋６５２３ ０．９９９５ ０．０２ ０．０８

胶原钙片 ４’Ｇ羟基汉黄岑素 Y＝５３９４７X＋７９６６ ０．９９８７ ０．０５ ０．１７

胶原钙片 去甲汉黄岑素 Y＝５１２３１X＋１３４６２ ０．９９５４ ０．０６ ０．２２

胶原钙片 黄岑素 Y＝７１６９５X＋４３６３ ０．９９９２ ０．０５ ０．１６

胶原钙片 汉黄岑素 Y＝１５２５２７X＋２４３０８ ０．９９４７ ０．０４ ０．１２

胶原钙片 白杨素 Y＝７５６９６X＋２５７４ ０．９９８４ ０．０７ ０．２４

２７

安全与检测SAFETY &INSPECTION 总第２５０期|２０２２年８月|



１．１７％,胶原钙片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去

甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素的精密度分别为

１．２７％,１．３１％,０．７４％,０．５４％,１．５３％,０．４２％,表明此方

法的精密度良好.

２．４　空白基质的混合标准溶液稳定性试验

分别吸取维生素片和胶原钙片基质的混合标准溶

液,质量浓度为１０mg/L,按１．２．３仪器条件于０,６,１２,

２４,４８h进样测定,结果表明,维生素片基质中汉黄岑苷、

４’Ｇ羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨

素的 RSD分别为１．８２％,２．９５％,１．７７％,０．５６％,３．０８％,

３．０５％,胶原钙片基质中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去

甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素的 RSD 分别为

１．２７％,１．３１％,０．７４％,０．５４％,１．５３％,０．４２％,表明这两

种基质的混合标准溶液在４８h内的稳定性良好.

２．５　空白基质的混合标准溶液加标回收试验

由于保健食品中６种黄酮类化合物含量差异较大,

虽然有较多的样品呈阴性,但为了贴合实际测定,选择经

１．２．１处 理 测 定 后,汉 黄 岑 素 本 底 含 量 分 别 为

１．９５mg/kg的维生素片和本底含量为１．８８mg/kg的胶

原钙片样品进行加标试验.采用外加法,分别向样品中

添加３个水平的标准物质,添加量分别为本底值的０．５,

１．０,５．０倍,即１．００,２．００,１０．００mg/kg,每个水平在同等

条件下进行３个平行样品测定,回收率及精密度试验结

果见表２、表３.结果表明,上述两种基质的加标回收率

在８３％~１００％,精密度 RSD在１．０６％~４．６３％,该方法

的回收率高,稳定性好.

２．６　实际样品测定

根据优化后的方法对市售８个样品进行测定,８个样品

中有２个样品检出汉黄岑苷,含量分别为８８２,６５１mg/kg,

２个样品检出黄岑素,含量分别为４３６,１３８mg/kg,２个样

品检出汉黄岑素,含量分别为１２５,５１mg/kg.４’Ｇ羟基汉

黄岑素、去甲汉黄岑素、白杨素均未检出.图３为维生素

片阴性样品的色谱图,图４为维生素片阳性样品色谱图,

其中汉黄岑素检出值为５１mg/kg.

３　结论

试验建立了同时测定保健食品中汉黄岑苷、４’Ｇ羟基

汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄岑素、白杨素的高

效液相色谱的分析方法,通过优化流动相体系、梯度洗脱

程序 和 色 谱 柱 等 色 谱 条 件,使 ６ 种 黄 酮 类 化 合 物 在

３０min内完全出峰,且分离度和峰形均良好;通过维生素

片和胶原钙片这两种基质考察了该方法的精密度、稳定

性以及不同浓度的加标试验,回收率和标准偏差,结果表

明该方法能满足日常检测的要求且操作简单,回收率高,

重现性好,经济成本较低,方便高效,适用于保健食品中

表２　维生素片基质中６种黄酮类化合物的回收率和精密度

Table２　Recoveryandprecisionofsixflavonoidsinvitamintabletmatrix

目标物
添加量/

(mg􀅰kg－１)

平行１/

(mg􀅰kg－１)

平行２/

(mg􀅰kg－１)

平行３/

(mg􀅰kg－１)

平均值/

(mg􀅰kg－１)
回收率/％ 精密度/％

１．００ ０．９４ ０．９２ ０．８９ ０．９１ ９１ ３．０６

汉黄岑苷 ２．００ １．８２ １．８６ １．８５ １．８４ ９２ １．１３

１０．００ １０．１０ ９．８５ ９．２４ ９．７３ ９７ ４．５５

１．００ ０．８７ ０．９１ ０．９１ ０．９０ ９０ ２．６０

４’Ｇ羟基汉黄岑素 ２．００ １．９０ １．８６ １．８８ １．８８ ９４ １．０６

１０．００ ８．６５ ９．３２ ９．１０ ９．０２ ９０ ３．７８

１．００ ０．８３ ０．８６ ０．８４ ０．８４ ８４ １．７４

去甲汉黄岑素 ２．００ １．８７ １．７５ １．８３ １．８２ ９１ ３．３６

１０．００ ９．０３ ８．７５ ８．４６ ８．７５ ８８ ３．２６

１．００ ０．８２ ０．８２ ０．８４ ０．８３ ８３ １．８５

黄岑素 ２．００ １．６２ １．７１ １．６８ １．６７ ８４ ２．７４

１０．００ ８．２５ ８．５３ ８．１１ ８．３０ ８３ ２．５８

１．００ ０．９１ ０．９１ ０．８９ ０．９０ ９０ ０．９５

汉黄岑素 ２．００ １．９２ １．９４ １．８８ １．９１ ９６ １．６０

１０．００ ８．９４ ８．６２ ９．１６ ８．９１ ８９ ３．０５

１．００ ０．８８ ０．８６ ０．８９ ０．８８ ８８ １．８４

白杨素 ２．００ １．８６ １．８１ １．９４ １．８７ ９４ ３．５１

１０．００ ８．６９ ８．９５ ９．２７ ８．９７ ９０ ３．２４
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表３　胶原钙片基质中６种黄酮类化合物的回收率和精密度

Table３　Recoveryandprecisionof６flavonoidsfromcollagencalciumtabletmatrix

目标物
添加量/

(mg􀅰kg－１)

平行１/

(mg􀅰kg－１)

平行２/

(mg􀅰kg－１)

平行３/

(mg􀅰kg－１)

平均值/

(mg􀅰kg－１)
回收率/％ 精密度/％

１．００ ０．９０ ０．８８ ０．９２ ０．９０ ９０ ２．０７

汉黄岑苷 ２．００ ２．０５ １．９６ １．９５ １．９９ ９９ ２．７７

１０．００ ９．６５ ９．４６ ９．８５ ９．６５ ９６ ２．０２

１．００ ０．９３ ０．９５ ０．９１ ０．９３ ９３ ２．１５

４’Ｇ羟基汉黄岑素 ２．００ １．８３ １．８６ １．７８ １．８２ ９１ ２．２２

１０．００ ９．８８ ９．７２ ９．４６ ９．６９ ９７ ２．１９

１．００ ０．８６ ０．８９ ０．９２ ０．８９ ８９ ３．２５

去甲汉黄岑素 ２．００ １．９５ １．８７ １．８５ １．８９ ９４ ２．８０

１０．００ １０．１２ １０．１０ ９．７６ ９．９９ １００ ２．０２

１．００ ０．８５ ０．８１ ０．８３ ０．８３ ８３ ２．０２

黄岑素 ２．００ １．６４ １．７２ １．６８ １．６８ ８４ ２．３８

１０．００ ８．５７ ８．０９ ８．１８ ８．２８ ８３ ３．０８

１．００ ０．８８ ０．９２ ０．９３ ０．９１ ９１ ３．２２

汉黄岑素 ２．００ １．９８ ２．０６ １．９７ ２．００ １００ ２．４６

１０．００ ９．０２ ８．８３ ８．９４ ８．９３ ８９ １．０７

１．００ ０．９８ ０．９６ ０．９６ ０．９７ ９７ １．３５

白杨素 ２．００ １．７５ １．８２ １．７９ １．７９ ８９ １．９７

１０．００ ９．１６ ８．７４ ８．３５ ８．７５ ８８ ４．６３

图３　维生素片阴性样品色谱图

Figure３　ChromatogramsofvitamintabletＧnegative
samples

图４　维生素片阳性样品色谱图

Figure４　ChromatogramsofvitamintabletＧpositive

samples

汉黄岑苷、４’Ｇ羟基汉黄岑素、去甲汉黄岑素、黄岑素、汉黄

岑素、白杨素６种黄酮类化合物的检测分析.
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