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层析 - 高效液相色谱法测定保健食品中葛根素的含量
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摘 　要 :目的 　建立测定保健食品中葛根素含量的层析反相高效液相色谱法。方法 　D101 大孔树脂层析柱 (10

cm×15 cm ×110 cm)层析 ,采用 ODS C18 (250 mm ×416 mm ,5μm) 色谱柱 ,甲醇 + 36 %乙酸 + 水 = 25 + 3 + 72 作为流

动相 ,检测波长 247 nm。结果 　葛根素在 510～5010μgΠml内呈线性关系 , r = 01999 8 ,方法的回收率为 8116 %～

10012 % ,试样测定 RSD 为 0184 %～1108 %。结论 　该方法简便、准确、灵敏 ,回收率高 ,分离效果好。
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Abstract : Objective 　To establish the method of laminar2high performance liquid chromatography for puerarin in health foods.

Method　The D101 macroporals resin (10 cm ×15 cm ×110 cm) was used as column. ODS C18 (250 mm ×416 mm , 5μm)

was used as chromatographic column. The mobile phase was methanol + 36 % acetic acid + H2O = 25 + 3 + 72 , at the wavelength

of 254 nm. Results 　The linear range was 510 ～5010μgΠml. Recovery varied from 8116 % to 10012 %. RSD was from 0184 %

to 1108 %. Conclusion 　The method has the characteristics of simple , accuracy , sensitivity , high recovery and fine separation.
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　　葛根素 ,易溶于甲醇、水等极性溶剂 ,化学名称

为 8 -β- d 葡萄吡喃糖 - 4′,7 - 二羟基异黄酮。

目前 ,葛根素的定量分析报道较多 ,已见报道的

葛根素测定方法有分光光度法[1 ] 、薄层扫描[2 ] 、近红

外光谱分析[3 ] 、毛细管电泳[4 ] 和高效液相色谱分

析[5 - 15 ] 。分光光度法是比较普及和实用的方法 , 但

无法排除干扰 ,影响测定结果 ;薄层扫描法具有试验

费用便宜等优点 , 但只能作为半定量测定方法 ;近

红外光谱分析法由于仪器的普及率不高 ,故方法的

推广性不强 ;毛细管电泳法虽也是现在较为常用的

检测方法 ,但定量差。高效液相色谱法的研究很多 ,

但多用于血浆和中药中葛根素的测定[5 - 12 ]
,也有少

量文献[13 - 15 ]报道用液相色谱法测定保健食品中的

葛根素的含量 ,但前处理过程过于简单 ,无法去除干

扰和污染。本研究采用层析 - 反相高效液相色谱法

测定保健食品中的葛根素 ,由于经过了层析等前处

理步骤 ,大大减少了试样对分析柱的污染和干扰。

1 　材料与方法

111 　试剂

甲醇 (CH3OH) ,保证试剂 ;冰乙酸 (CH3 COOH) ,

保证试剂 ;无水乙醇 (C2 H5OH) ,分析纯 ;36 %乙酸 ,

用冰乙酸与水按 9∶16 的比例配制 ;水 ,为实验室一

级用水 ;电导率 (25 ℃)为 0101 mS/ m。

葛根素标准品 　纯度 ≥95 % ,中国生物制品检

定所。

葛根素标准储备溶液 　准确称取01020 0 g葛根

素标准品 ,用 70 %甲醇溶解并定容至 10 ml ,得浓度

为 210 mgΠml的标准溶液 (此标准溶液在4 ℃冰箱中

可保存 1 周) 。

葛根素标准使用液 　准确吸取 110 ml 葛根素

标准储备溶液于 10 ml 容量瓶中 ,用 70 %甲醇定容

至刻度 ,得浓度为 200μgΠml的标准使用液 (此标准

溶液在4 ℃冰箱中可保存 1 周) 。

D101 大孔树脂 (天津市海光化工有限公司) 　

树脂用 70 %乙醇浸泡 24 h ,使其充分溶胀 ,反复用

去离子水冲洗 ,将乙醇洗净后装入层析柱上 ,层析

柱 :柱高为 10 cm ,长 15 cm ,内径 110 cm。
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112 　仪器与设备

高效液相色谱仪 　附二极管阵列检测器 　美国

Water’s 公司 ,超声波清洗器 　美国 Branson 公司 ,离

心机 　美国 SIGMA 公司。

113 　方法

11311 　试样处理 　单一葛根提取物制成的试样 　

根据试样含量 ,称取 015～110 g ,精确至 01001 g ,加

适量 70 %甲醇 ,于超声波清洗器中超声提取 20 min ,

冷却至室温 ,再用 70 %甲醇定容至 10 ml ,混匀 ,静

置 ,上清液经 0145μm 微孔滤膜过滤后 ,待液相色谱

分析。

多种植物提取物制成的试样 　根据试样含量 ,

称取 015～110 g ,精确至 01001 g ,加适量水溶解 ,并

于超声波清洗器中超声 20 min ,冷却至室温后用水

定容至 10 ml ,混匀 ,4 000 rΠmin 离心 5 min。取 1 ml

上清液上层析柱 ,用约 40 ml 水淋洗杂质 ,再用 50 ml

70 %乙醇洗脱葛根素 ,将洗脱液置于沸水浴蒸发近

干 ,用 70 %甲醇将其溶解并定容至 1 ml ,过 0145μm

滤膜后 ,待高效液相色谱用。

校正曲线的制备 　分别吸取标准使用液 ,用

70 %甲醇稀释并定容得浓度分别为 510、1010、2010、

3010、4010、5010μgΠml标准系列。

11312 　高效液相色谱条件 　色谱柱 :ODS C18 250

mm ×416 mm ,5μm ;流动相 :甲醇 + 36 %乙酸 + 水 =

25 + 3 + 72 ;流速 :016 mlΠmin ;检测波长 :247 nm ;进样

体积 :10μl。

11313 　在给定的仪器条件下进标准溶液系列和试

样净化液进行液相色谱仪分析 ,以保留时间定性 ,以

峰高或峰面积定量。

114 　分析结果的表述

x =
c ×V ×1 000

m ×1 000 ×1 000

　　式中 : x —试样中葛根素的含量 , (gΠkg) ; c —由

校正曲线求得进样液中葛根素的浓度 , (μgΠml) ; V —

试样定容体积 , (ml) ; m —试样质量 , (g) 。计算结果

保留两位有效数字。

115 　允许差

在重复条件下获得的 2 次独立测定结果的绝对

值不得超过算术平均值的 10 %。

116 　标准色谱图 　见图 1。

图 1 　葛根素标准色谱图

2 　结果与讨论

211 　试样前处理条件的选择

21111 　试样提取溶剂的选择 　根据葛根素易溶于

甲醇、水等极性溶剂的理化性质 ,实验采用水、乙醇、

甲醇、不同比例的甲醇 + 水和不同比例的乙醇 + 水

进行提取 ,上述溶剂均可有效地将其提取完全。由

于不少保健食品为剂型复杂的复合配方 ,水、乙醇、

甲醇单一提取液的直接色谱分析分离行为较差 ,干

扰峰很多 ,必须要通过层析柱净化 ,而大孔树脂层析

柱最好采用水相 ,故选择水作为复杂试样的提取溶

剂 ,保证下步净化的顺利开展。对于基质简单的试

样可采用 70 %甲醇直接超声提取 ,提取液经 0145

μm 滤膜过滤 ,分析效果较好。

21112 　大孔树脂条件的优化选择 　将处理好的大

孔树脂湿法装柱 ,用 20 ml 去离子水将树脂柱清洗

一遍 ,保持去离子水刚好浸没树脂。将 100μgΠml 葛

根素标准液 1 ml 加入树脂中 ,先用 40 ml 蒸馏水洗 ,

再改用体积分数 70 %乙醇溶液洗脱 ,依次接收每 10

毫升淋洗液 ,用 HPLC 测定葛根素。以洗脱液体积

为横坐标 ,葛根素含量为纵坐标 ,绘制淋洗曲线。

从图 2 可以看出 ,在用 40 ml 水淋洗阶段 ,葛根

素未检出 ,可见用水无法从层析柱上将葛根素洗脱

下来。改用体积分数 70 %乙醇洗脱液后 ,使用 50 ml
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图 2 　D101 型大孔树脂分离葛根素的淋洗曲线

洗脱液即可将葛根素完全洗脱下来。

212 　色谱条件的选择

21211 　色谱流动相的选择 　分别选择 012 % 磷酸

水溶液 + 乙腈 (92 + 8) (见图 3) ;甲醇 + 0105 molΠL
乙酸铵 (20 + 80) (见图 4) ;甲醇 + 36 %乙酸 + 水 (25

+ 3 + 72) (见图 5) 等溶液作为流动相进行比较。

图 3 　012 % 磷酸水溶液 + 乙腈 ( 92 + 8 ) 葛根素标准图

选用流动相甲醇 + 36 %乙酸 + 水 (25 + 3 + 72)

时不但出峰时间合适且可将被测成分与杂质峰很好

地分离 ,此条件下葛根素的出峰时间在 17～19 min

　　

图 4 　甲醇 + 0105 molΠL 乙酸铵 (20 + 80)葛根素标准图

图 5 　甲醇 + 36 %乙酸 + 水 (25 + 3 + 72)葛根素标准图

(见图 5) 。而且通过与标准的光谱图对照 ,试样中

待测组分的光谱图与标准的光谱图匹配性很好 ,完

全可以达到将待测组分与杂质峰完全分离的目的

(见图 6) ,满足分析的要求。

21212 　检测波长的选择 　选择较高灵敏度的检测

波长可以提高分析的精密度。根据葛根素有紫外吸

收波长的性质 ,在 200～400 nm 进行吸收强度扫描 ,

其中 247 nm 为其最大吸收波长 ,故选择此 247 nm

作为葛根素的吸收波长。葛根素紫外光谱图见

图 7。

图 6 　葛根素试样图

图 7 　葛根素紫外光谱图

213 　方法的线性关系及检出限

以 70 % 甲醇为溶剂 ,配成葛根素含量为 510、

1010、2010、3010、4010、5010μgΠml的标准系列 ,绘制

校正曲线 ,在规定的色谱条件下 ,进样 10μl 进行测

定 ,求葛根素的响应峰面积 - 葛根素浓度的线性回

归方程 ,多次测定表明 ,在该浓度范围内 ,峰面积与

浓度呈线性关系 ,符合定量要求 ,其相关系数 r 的范

围为01999 2～01999 9。

当信噪比 SΠN = 3 ,取样量为 110 g ,定容体积为

10 ml 时 ,本方法的检出限 (LOD) 为 210 ×10
- 5

gΠkg ;

当信噪比 SΠN = 10 ,取样量为 110 g ,定容体积为 10

ml 时 ,方法的定量限 (LOQ) 610 ×10
- 5

gΠkg。

214 　准确度试验

目前 ,保健食品市场中葛根和葛根的提取物应

用范围较广 ,本研究共选择 11 种试样进行试样的加
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标回收率实验 ,共进行了 3 个加标水平 ,6 次重复的

回收试验 ,低标约为试样本底值的 50 % ,中标约为

试样本底值 ,高标约为试样本底值的 1 倍 ,具体结果

见表 1。

表 1 　不同基质试样的检测准确度结果 %

试样名称 主要成分 低标平均回收率 中标平均回收率 高标平均回收率

样品 1 葛根、黄芪、黄连、炙甘草等 9216 9011 9615

样品 2 松针粉、松针提取物粉、菊花、绿茶、葛根提取物等 8815 8913 9015

样品 3 菊花、生地黄、葛根粉、牡丹皮、山茱萸、枸杞子、茯苓、越橘提取物等 8312 8619 9014

样品 4 黄酮、皂甙、金雀异黄素、染料木苷、黄豆苷元、黄豆苷、葛根等 9016 9315 9411

样品 5 马鹿尾、人参、覆盆子、淫羊藿、葛根、马鹿茸、蜂蜜、蜂蜡等 8217 8116 9015

样品 6 大蒜精油、花粉、牡蛎粉、西洋参、枸杞提取物、大豆油、葛根提取物、蜂蜡等 9615 9214 8816

样品 7 桔梗末、远志末、甘草末、罗汉果末、葛根末、人参末等 8711 8818 8515

样品 8 海鱼蛋白、海松皮提取物、茶多酚、葛根提取物、锌、铁、镁等 9312 9318 9117

样品 9 螺旋蓝海藻、甲壳素、蚝提取物、葛根提取物、蜂皇乳等 9215 9314 8919

样品 10 酸枣仁、麦冬、葛根、远志、藤茶等 9010 9311 8911

样品 11 黄芪、甘草、麦冬、黄连、百合、紫苏子、苦杏仁、葛根等 9517 9012 10012

　　从表 1 中可以看出 ,试样的总体加标回收率范

围为 8116 %～10012 % ,平均回收率为 9017 % ,符合

葛根素化学分析的要求 ,方法的准确度满足建立该

方法的要求。

215 　精密度

对 3 个已知含量的试样进行了 6 次测定。其中

RSD 的范围为 0184 %～1110 % ,见表 2。

216 　稳定性试验

在 24 h 内每隔 015 h 检测 1 次葛根素试样溶

液 ,各测定结果之间的 RSD < 015 % ,表明用此方法

处理过的葛根素试样溶液在常温下 24 h 内是稳

定的。

表 2 　试样检测的精密度结果

试样名称 1 2 3 4 5 6 平均值 (gΠkg) RSD ( %)

片剂　　 0162 0164 0162 0161 0163 0162 0162 0184

胶囊　　 2170 2160 2160 2160 2170 2160 2160 0166

保健茶　 0132 0133 0133 0135 0131 0133 0133 111

　　将标准溶液放置冰箱中 1 周 ,每天测定 1 次 ,各

测定结果之间的 RSD < 017 % ,说明葛根素的标准溶

液在一周以内是稳定的。
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