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［摘　 要］ 　 建立超高效液相色谱－二极管阵列检测法（ＵＰＬＣ－ＰＤＡ 法）测定蒲公英提取物中咖啡酸

的含量。 采用反相高效液相色谱法，用带有二极管阵列检测器的高效液相色谱仪（ＵＰＬＣ－ＰＡＤ）对
咖啡酸进行色谱分离和快速筛查。 以 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．８ μｍ）
为分离柱，柱温：３５ ℃；流动相体系：Ａ 项为乙腈，Ｂ 项为 ０．４％磷酸水溶液，进行梯度洗脱；流速：
０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ；检测波长为 ３２３ ｎｍ。 通过光谱图、保留时间及峰面积参数对咖啡酸进

行定性定量检测。 咖啡酸在 １～１００ μｇ ／ ｍＬ 的范围内线性良好（Ｒ２ ＝ ０．９９９）；０．２５ μｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照

品溶液与空白溶液的信噪比＞３，为检出限，１ μｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品溶液与空白溶液的信噪比＞１０，为
定量限，完全满足检测需求。 该方法色谱分离较好，分析速度较快，前处理简单，适用于蒲公英提取

物中咖啡酸的定性定量检测。
［关键词］ 　 蒲公英提取物；超高效液相色谱－二极管阵列检测法；咖啡酸； 含量测定
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ＰＤＡ） ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ． Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ－ｐｈａｓｅ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ－ＰＡＤ） ｗｉｔｈ ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ．
Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｉｓ ｌｉｋｅ ｔｈａｔ： ｓｅｐａｒａｔｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ （２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ－１． ８ μ ｍ），
ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３５ ℃， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ０． ４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｓ ０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ５ μ Ｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ
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３２３ ｎｍ． Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｐｅａｋ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ．Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １～
１００ μｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＝ ０．９９９）．Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ） ｉｓ ０．２５ μｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ＞３）， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ
（ＬＯＱ） ｉｓ １ μｇ ／ ｍＬ （ Ｓ ／ Ｎ ＞ １０），ｗｈｉｃｈ ｆｕｌｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｆｉｎｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，
ｑｕｉｃｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ； ＵＰＬＣ－ＰＤＡ； ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 蒲公英为菊科植物蒲公英 Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉ⁃

ｃｕｍ Ｈａｎｄ－Ｍａｚｚ、碱地蒲公英 Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｂｏｒｅａｌｉｓｉｎｅｓｅ

Ｋｉｔａｍ 或同属数种植物的干燥全草。 味甘、微苦，性

寒，无毒，用于疔疮肿毒、乳痈、咽痛、湿热黄疸、热

淋涩痛。 蒲公英同时含有蛋白质、脂肪、碳水化合

物等，有丰富的营养价值，是药食兼用的食物。 药

材及相关制剂被收录于中华人民共和国药典和兽

药典［１－２］。 由于其良好的治疗效果和亲民的价格，

蒲公英提取物在兽药中的研究也成为热点，对其有

效成分进行质量控制成为必然。 蒲公英主要含有

黄酮类、酚酸类、糖类、倍半萜内酯类等成分，其中

以咖啡酸为代表成分。

有文献报道采用薄层色谱法（ＴＬＣ）为蒲公英

提取物制定定性鉴别方法；采用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ） 法测定其咖啡酸含量［１－８］。 前者耗时较

长，实验室进行了改进。 本文对经水提醇沉的蒲公

英提取物，采用超高效液相色谱法对其有效成分咖

啡酸进行定性和定量检测，方法经济快速，满足日

常检测需求，为下一步蒲公英提取物的工艺调整和

优化方案的筛选提供最快速的检测方法，为制定检

测标准提供方法借鉴。

１　 仪器与试药

１．１　 仪器　 分析天平：感量 ０．００００１ｇ；仪器 Ｗａｔｅｒｓ

ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ＬＣ 超高效液相色谱仪。

１．２　 药品及试剂 　 咖啡酸标准品，批号 １１０８８５－

２０１７０３，含量 ９９． ７％，中国食品药品检定研究院。

甲酸、甲醇、乙腈、磷酸均为色谱纯；超纯水。 蒲公

英提取物为水提醇沉，北京生泰尔科技股份有限公

司小试生产的产品。

２　 方法与结果

２．１ 　 色谱条件 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ

Ｔ３ 色谱柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．８ μｍ）；流动相 Ａ：乙

腈；流动相 Ｂ：水溶液（０．４％磷酸），进行梯度洗脱；

流速：０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ；柱温：３５ ℃。 二

极管阵列检测器，检测波长为 ３２３ ｎｍ。 液相色谱梯

度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件表

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％ 曲线

０ １０ ９０

０～３ １０→１５ ９０→８５ ６

３～６ １５→３５ ８５→６５ ６

６～１０ ３５→５０ ６０→５０ ６

１０～１１ ５０→１０ ５０→９０ ６

１１～１２ １０ ９０ ６

２．２　 样品制备

２．２．１　 样品　 蒲公英提取物

２．２．２　 标准储备液的制备　 精密称取咖啡酸对照

品 ９．３６ ｍｇ，加甲醇至 １００ ｍＬ，制成 １００ μｇ ／ ｍＬ 的溶

液，作为咖啡酸标准储备液。
２．２．３　 标准工作液的制备　 取适量标准储备液，用
初始比例流动相稀释，制备成系列浓度为： １．０、２．０、
５．０、１０、２０、５０ μｇ ／ ｍＬ 标准工作液，并绘制标准曲线。
２．２．４　 蒲公英提取物样品的制备　 精密称取蒲公

英提取物样品约 ０．５、０．２、０．１、０．０５ ｇ，置 １５ ｍＬ 离心

管中，加 ５％甲酸甲醇溶液溶解并定容至１０ ｍＬ，超
声 ３０ ｍｉｎ，５０００ ｒｐｍ．离心 １０ ｍｉｎ，过滤至 １５ ｍＬ 离

心管中，作为样品初始液；分别精密量取相应浓度
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的样品初始液适量，用初始比例流动相稀释 ５ 倍，
摇匀，０．２２ μｍ 滤膜滤过，上机测试。
２．３　 方法线性考察

２．３．１　 专属性试验　 咖啡酸对照品和蒲公英提取

物样品待测液，在 ２．１ 项条件下，色谱保留时间为

３．４５ ｍｉｎ 左右见图 １－图 ２。 光谱图见图 ３－图 ４。

图 １　 １０ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １０ｕｇ ／ ｍＬ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ２　 蒲公英提取物样品中咖啡酸色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｓａｍｐｌｅ

图 ３　 １０ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品光谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ １０ｕｇ ／ ｍＬ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ４　 蒲公英提取物样品中咖啡酸光谱图

Ｆｉｇ ４　 ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｓａｍｐｌｅ

　 　 由光谱图可以看出对照品和样品中咖啡酸的

紫外最大吸收波长分别为 ３２４．４、３２３．２ ｎｍ。 测试

比较 ３２３ 与 ３２４ ｎｍ 波长的峰面积，３２３ ｎｍ 处咖啡

酸峰面积更大些，见表 ２。 定量检测时选择 ３２３ ｎｍ
波长。

表 ２　 不同波长的峰面积比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｅｓｋ ａｒｅａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ
取样量 ／ ｇ 峰面积 ３２３ ｎｍ 峰面积 ３２４ ｎｍ

０．５ ５８８９２０ ５８７９４７

０．２ ２６９８１６ ２６９０１２

０．１ １４５００７ １４４３９５

０．０５ ７６４８９ ７５９０８

２．３．２　 咖啡酸标准曲线　 在选定的色谱条件下，使
用梯度洗脱的方法，可以有效地分离各杂质峰，在
１～１００ μｇ ／ ｍＬ 的范围内标准曲线方程为 ｙ＝ ７０２００ｘ＋

３８３００，Ｙ 为咖啡酸峰面积，Ｘ 为咖啡酸的浓度，其相

关系数 Ｒ２ 为 ０．９９９，线性良好。 见图 ５。

·８２·
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图 ５　 咖啡酸标准曲线图

Ｆｉｇ ５　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ

２．３．３　 重复性试验　 配制 １０ ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品

溶液，重复 ６ 份，进样，计算咖啡酸峰面积 ＲＳＤ 为

０．８２％。
２．３．４　 精密度试验　 取 １０ ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品溶

液，重复进样 ６ 次，计算咖啡酸峰面积 ＲＳＤ 为

０．５１％。
２．３．５　 稳定性试验 　 取“２．３．４”项下 １０ ｕｇ ／ ｍＬ 咖

啡酸对照品溶液，在室温放置 ３、６、１２、２４ ｈ；在 ４ ℃
放置 ３、６、１２、２４ ｈ 后，各进样 ５ μＬ，计算咖啡酸峰

面积 ＲＳＤ 为 ０．７３％。
２．３．６　 检测限和定量限　 ０．２５ ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照

品溶液信噪比＞３ 为检出限，１ ｕｇ ／ ｍＬ 咖啡酸对照品

溶液信噪比＞１０ 为定量限。
２．３．７　 取样量及校正方法的选择　 称取蒲公英提

取物样品约 ０．５、０．２、０．１、０．０５ ｇ，各 ２ 个平行，处理

后，约为 ０．５ ｇ 称样量的上机溶液的峰面积与 １０ ｕｇ ／
ｍＬ 的对照品溶液的峰面积较为接近，其他的峰面

积按比例减小，最终选取 ５ ｕｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液对

约 ０．２ ｇ 称样量的上机溶液进行定量计算，平均值

为 ０． ７７ ｍｇ ／ ｇ， 与 按 标 准 曲 线 含 量 计 算 结 果

０．７８５ ｍｇ ／ ｇ相差 ０．０１５ ｍｇ ／ ｇ，随着取样量的减少，两

者计算的偏差越来越大，见表 ３，最终选择称取

０．２ ｇ样品进行处理，并按照相近峰面积浓度的单点

计算含量。

表 ３　 不同校正方法的含量结果比较

Ｔａｂ ３　 ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

取样量 ／ ｇ
相应单点
校正结果

／ （ｍｇ·ｇ－１）

标准曲线
校正结果

／ （ｍｇ·ｇ－１）
偏差 ／ ％

０．４９２０３ ０．７６ ０．７８ ２．６０

０．４９８９１ ０．６９ ０．７２ ４．２６

０．２０９００ ０．８１ ０．８２ １．２３

０．２１４２２ ０．７３ ０．７５ ２．７０

０．１０４３９ ０．８３ ０．７２ １４．１９

０．１０５６９ ０．７９ ０．６８ １４．９７

０．０５２１１ ０．８７ ０．５３ ４８．５７

０．０５１７６ ０．８０ ０．４３ ６０．１６

２．３．８　 添加回收试验　 精密称取蒲公英提取物样

品约 ０．１ ｇ，置 １５ ｍＬ 离心管中，加 ８ ｍＬ 咖啡酸对照

品储备液，加 ５％甲酸甲醇溶液 ２ ｍＬ，同供试品同

样处理上机测试。 回收率在 ９４％～１０１％的范围内，

满足准确度的要求。

表 ４　 咖啡酸添加回收率结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ
序号 取样量 ／ ｍｇ 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １００．２１ ０．７７１６ ０．７４８８ １．４７６１ ９４．０８

２ １０１．９１ ０．７８４７ ０．７４８８ １．５１１９ ９７．１１

３ １００．１１ ０．７７０８ ０．７４８８ １．５０１３ ９７．５５

４ １０１．３８ ０．７８０６ ０．７４８８ １．５００５ ９６．１４

５ ９９．９５ ０．７６９６ ０．７４８８ １．５１９４ １００．１３

６ １０２．５１ ０．７８９３ ０．７４８８ １．５１６７ ９７．１４

９７．０２ ２．０３

·９２·
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３　 讨论与结论

实验选择了超高效液相色谱法对蒲公英提取

物中的咖啡酸进行定性和定量测定。 与 ２０１５ 版中

国兽药典［１］、中国药典［２］中蒲公英的检测方法和文

献报道方法相比［３－８］，一是鉴别采用了光谱法，省却

了薄层色谱法鉴别［１－２］ 繁琐的操作，节省了多种如

乙酸乙酯、乙酸丁酯等有机溶剂的使用，保护了环

境；二是采用了 ＵＰＬＣ，定量的色谱图出峰保留时间

提前至 ３． ５ ｍｉｎ 左右，运行时间短 １２ ｍｉｎ，流速

０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，比文献 ＨＰＬＣ 方法［１－８］ 节省了大量的

流动相；三是摒弃了甲醇：磷酸盐缓冲液等［１－８］作为

流动相，降低了色谱柱因磷酸盐易堵的风险。
使用超高效液相色谱－ＰＤＡ 检测器，对蒲公英

提取物中的咖啡酸进行定性和定量测定，方法准确

度高，灵敏度好，经济可行，绿色环保，并为生产企

业下一步调整优化蒲公英提取物的生产工艺提供

快速的检测方法。
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