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［摘　 要］ 　 建立了 ＵＰＬＣ 同时测定桃金娘果中没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇和白藜芦醇 ４ 种酚类物

质的方法。 桃金娘果样品经甲醇超声提取后采用 Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳ ® ＵＰＬＣ ® Ｔ３ 色谱柱（２． １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，１． ６ μｍ）；流动相为乙腈 － ０． ２％磷酸溶液进行梯度洗脱程序；流速 ０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３５℃；
检测波长为 ２８０ ｎｍ。 结果显示桃金娘果中的 ４ 种成分 １０ ｍｉｎ 内能够完全分离，在测定的质量浓度

范围内线性关系良好，相关系数均大于 ０． ９９９０；平均加样回收率在 ９５． １％ ～ １０２％之间，ＲＳＤ １． ５％
～２． ８％ ；检出限分别为 ７． ５５、２． ３２、６３． ７、４． ５９ ｎｇ ／ ｍＬ。 该法简便快速，具有较高准确性和重复性，
可用于桃金娘果药材的质量控制。
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６３． ７， ４． ５９ ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ
ｔｏｍｅｎｔｏｓａ （Ａｉｔ． ） Ｈａｓｓｋ． ｆｒｕｉｔｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ （Ａｉｔ． ） Ｈａｓｓｋ． ｆｒｕｉｔ； ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ；
ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ； ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ； ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ

　 　 桃金娘 ［ Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ （ Ａｉｔ． ） Ｈａｓ⁃
ｓｋ． ］，又名稔子树、豆稔等，是一种优良的野生药用

植物资源［１ － ３］，我国台湾、福建、广西、广东以及云

南等南方地区较为常见，在日本、菲律宾、印度以及

马来西亚等国家也有分布。 桃金娘全株可入药，具
有除湿祛风、去瘀止血、止痛等功效，在《兽药国家

标准（化学药品、中药卷）第一册》 （中国兽药委员

会，２０１３）中已收录了桃金娘根，而其他部位尚未有

统一标准。 桃金娘果实中富含黄酮、多酚以及多糖

等多种活性成分，在饮料、酿酒以及保健品等方面

都逐渐得到了开发应用［４ － ６］。 桃金娘果中已知的

酚类物质有没食子酸 （Ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡ）、鞣花酸

（Ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ， ＥＡ）、白皮杉醇（Ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ， ＰＩＣＥ）
和白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ， ＲＥＳ）等［７ － ８］。 目前，对于

这 ４ 种酚类物质的检测方法主要有紫外分光光度

法（ＵＶ） ［９］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［１０］ 和高效液

相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ － ＭＳ） ［１１ － １２］ 等。 ＵＶ 法

较为繁琐，灵敏度低，重现性差；而 ＨＰＬＣ 法同时测

定多种酚类物质耗时较长，试剂消耗大；ＨＰＬＣ － ＭＳ
法虽然灵敏度和准确度高，但检测费用较高、普及

率低。 基于前期基础，研究建立了一种快速、简便

分离测定桃金娘果中没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、
白藜芦醇的超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ），为桃金娘

果药材质量标准的制定提供科学依据，促进野生桃

金娘资源得到更有效的开发和利用。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与试剂　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ 带二级管

阵列检测器（ ＰＤＡ），ＥｍｐｏｗｅｒＴＭ ３ 色谱工作站，配
Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳ ® ＵＰＬＣ ® Ｔ３ 色谱柱（２． １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，１． ６ μｍ）（美国 ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＳＫ７２００ＨＰ 型

超声波清洗器 （上海科导）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 超纯水仪

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
没食子酸对照品（中国食品药品检定研究所，

１１０８３１ － ２０１２０４，含量 ８９． ９％ ）；鞣花酸对照品（中
国食品药品检定研究所，１１１９５９ － ２０１６０２，含量

８９． ３％）；白皮杉醇对照品（北京索莱宝科技有限公

司，１００８３ － ２４ － ６，ＨＰＬＣ≥９８％）；白藜芦醇对照品

（中国食品药品检定研究所，１１０８７７ － ２０１７０３，含量

９９． ４％）；０． ２ μｍ 混合滤膜（美国 ｗａｔｅｒｓ 公司）；桃金

娘干果（产地广东梅州、广西桂林和广西柳州，经广

西植物研究所温放副研究员鉴定为桃金娘的干燥果

实）；实验用试剂均为色谱纯，实验用水均为超纯水。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＵＰＬＣ 检测条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳ
®ＵＰＬＣ ®Ｔ３ 色谱柱（２． １ ｍｍ ×１００ ｍｍ， １． ６ μｍ）；
流动相：乙腈 － ０． ２％ 磷酸；梯度洗脱条件：０ ～
２ ｍｉｎ， ６％ 乙腈；２ ～ ４ ｍｉｎ，６％ ～ ２０％ 乙腈；４ ～
１０ ｍｉｎ，２０％ ～ ６０％ 乙腈；１０ ～ １２ ｍｉｎ，６％ 乙腈；检
测波长：２８０ ｎｍ；流速：０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进
样体积 ５ μＬ。
１． ２． ２　 标准溶液的配置　 准确称取没食子酸、鞣花

酸、白皮杉醇、白藜芦醇对照品置于不同棕色容量瓶

中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，分别制成没食

子酸浓度为 ９８． ７ μｇ ／ ｍＬ、鞣花酸浓度 １４８ μｇ ／ ｍＬ、白
皮杉醇浓度 １２１ μｇ ／ ｍＬ、白藜芦醇浓度 ９０． ２ μｇ ／ ｍＬ
的对照品溶液；实验时，分别用甲醇依次稀释配制成

不同浓度的标准工作液，过 ０． ２ μｍ 滤膜后使用。
１． ２． ３ 　 供试品溶液配置　 将桃金娘干果打粉，过
筛，得到的样品粉末置烘箱中烘干至恒重，置干燥

器中储存；准确称取 １． ０ ｇ 桃金娘果粉末置于具塞

锥形瓶中，准确加入 ３０ ｍＬ 甲醇，称定重量，超声

（３５０ Ｗ，５３ ｋＨｚ，４０ ℃）提取 ４０ ｍｉｎ，放冷，补重，过
滤，置于棕色容量瓶中保存，过滤膜。
２　 结果与分析

２． １　 色谱行为 　 吸取一定量含没食子酸浓度为

４９． ４ μｇ ／ ｍＬ、鞣花酸浓度 ７４． ０ μｇ ／ ｍＬ、白皮杉醇浓
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度 ６０． ６ μｇ ／ ｍＬ、白藜芦醇浓度 ４５． １ μｇ ／ ｍＬ 的混合

对照品溶液，按 １． ２． １ 节色谱条件，在 １９０ ～ ４００ ｎｍ
进行紫外波长扫描，得到的紫外光谱图如图 １ 所

示。 没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇对照品

溶液和桃金娘干果（广西桂林）供试品溶液的色谱

图分别见图 ２、图 ３，在 １． ２． １ 节的梯度洗脱条件

下，没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇能够与

样品基质较好分离。

Ａ． 没食子酸； Ｂ． 鞣花酸； Ｃ． 白皮杉醇； Ｄ． 白藜芦醇

图 １　 对照品紫外光谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

Ａ． 没食子酸； Ｂ． 鞣花酸； Ｃ． 白皮杉醇； Ｄ． 白藜芦醇

图 ２　 对照品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
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１． 没食子酸； ２． 鞣花酸； ３． 白皮杉醇； ４． 白藜芦醇

图 ３　 桃金娘果样品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ（Ａｉｔ． ） Ｈａｓｓｋ． ｆｒｕｉｔ ｓａｍｐｌｅ

２． ２　 方法学考察

２． ２． １　 方法线性范围　 分别精密吸取不同浓度的

没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇对照品溶液

进行 ＵＰＬＣ 测定，以得到的色谱峰峰面积（ｙ）为纵

坐标，相应的浓度（ｘ）为横坐标，绘制 ４ 种酚类物质

的标准曲线。 当没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜

芦醇浓度在一定范围时，具有良好的线性关系（ｒ ＞
０． ９９９６，如表 １ 所示）。

表 １　 线性方程、相关系数和线性范围

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ， ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ

ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ

名称 线性方程 相关系数 ｒ
线性范围

／ （μｇ·ｍＬ － １）

没食子酸 ｙ ＝ ３５７７． ９ｘ ＋ １６０５． １ ０． ９９９６ ０． ６２４ ～ ４９． ４

鞣花酸 ｙ ＝ ３８７３． １ｘ ＋ １２６７． ５ ０． ９９９７ ４． ６３ ～ ７４． ０

白皮杉醇 ｙ ＝ ４５６８． ９ｘ ＋ １７３０． ９ ０． ９９９７ ５． ０５ ～ １２１

白藜芦醇 ｙ ＝ ９７９７ｘ ＋ １１７． １１ ０． ９９９６ ０． ２２４ ～ ４５． １

２． ２． ２ 　 精密度试验 　 分别对没食子酸浓度为

４９． ４ μｇ ／ ｍＬ、鞣花酸浓度 ７４． ０ μｇ ／ ｍＬ、白皮杉醇浓

度 ６０． ６ μｇ ／ ｍＬ、白藜芦醇浓度 ４５． １ μｇ ／ ｍＬ 的对照

品溶液进行 １１ 次平行测定，没食子酸、鞣花酸、白

皮杉醇、白藜芦醇峰面积的 ＲＳＤ 分别为 １． ６％ 、

２． ７％ 、３． ０％ 、２． ５％ ，迁移时间 ＲＳＤ 分别为 ０． ８％ 、

０． ２％ 、０． １％ 、０． ５％ 。

２． ２． ３　 稳定性试验　 精密称取产地为广西桂林的

桃金娘干果样品粉末 １． ０ ｇ，按 １． ２． ３ 节方法制备供

试品溶液，在室温下保存，分别在制备后的 ０、４、８、

１２、２４、４８ ｈ 注入 ＵＰＬＣ 中进行测定，记录各个时间样

品的峰面积。 计算没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白

藜芦醇峰面积的相对标准偏差，分别为１． ８％、１． ６％、

２． ３％、２． ７％，说明样品在 ４８ ｈ 内稳定。

２． ２． ４　 重复性试验　 准确称取产地为广西桂林的

桃金娘干果样品粉末 ５ 份，按 １． ２． ３ 节方法制备样

品溶液，在 １． ２． １ 节色谱条件下对样品进行测定，

根据 ＵＰＬＣ 测定得到的各个物质的峰面积，计算

ＲＳＤ，得到样品中没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白

藜芦醇峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ２． ０％ 、２． ３％ 、２． ７％ ，

３． ０％ ，结果显示该方法具有良好的重现性。

２． ２． ５　 检出限　 根据 ＩＵＰＡＣ 规定，得到本法测定

没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇的检出限

（３σ， ｎ ＝ １１）分别为 ７． ５５、２． ３２、６３． ７、４． ５９ ｎｇ ／ ｍＬ。

２． ３． ６　 回收率试验　 精密称取广西桂林的桃金娘
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果粉末样品，按 １． ２． ３ 节处理方法制备供试品，将
一定浓度的没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇

标准溶液分别添加至样品中，混匀后过滤进行 ＵＰ⁃
ＬＣ 分析，每个浓度的样品制备 ３ 份溶液，根据 ＵＰ⁃

ＬＣ 分析得到的结果计算回收率和 ＲＳＤ 值，结果见

表 ２。 ４ 种酚类物质的加标回收率在 ９５． １％ ～
１０２％之间，ＲＳＤ 为 １． ５％ ～２． ８％ ，该法具有较好的

回收率和重现性。

表 ２　 没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇测定的回收率（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＧＡ、ＥＡ、ＰＩＣＥ ａｎｄ ＲＥＳ （ｎ ＝３）
化合物 加入量 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 平均加入量 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

没食子酸

１２． １６ １２． ２４ １００． ７ １． ５

２４． ３２ ２３． １６ ９５． ２ １． ８

３６． ４８ ３６． １７ ９９． ２ １． ８

鞣花酸

５． ９４ ５． ６５ ９５． １ ２． ４

１１． ８８ １１． ３８ ９５． ８ ２． ３

１７． ８２ １７． １９ ９６． ５ ２． ４

白皮杉醇

１０． ２７ １０． ０２ ９７． ６ ２． ２

２０． ５４ ２０． ９３ １０１． ９ ２． １

３０． ８１ ３０． １０ ９７． ７ ２． ８

白藜芦醇

２． ０１ １． ９５ ９７． ０ ２． ８

４． ０２ ４． ０６ １０１． ０ ２． ７

６． ０３ ６． ０７ １００． ７ ２． ７

２． ４　 样品分析　 对不同地区的桃金娘干果样品进

行分析，考察各地 ４ 种酚类物质的含量差异。 精密

称取桃金娘干果粉末 １． ０ ｇ，每个各称取 ３ 份平行

样，按 １． ２． ３ 节制备供试品溶液，各进样 ５ μＬ，对样

品中的没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇、白藜芦醇的含

量进行分析测定，结果如表 ３ 所示，不同地区的桃

金娘果 ４ 种酚类物质的含量存在一定的差异。

表 ３　 桃金娘果中没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇和白藜芦醇的含量测定（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＡ，ＥＡ，ＰＩＣＥ ａｎｄ ＲＥＳ ｉｎ Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ （Ａｉｔ． ） Ｈａｓｓｋ． ｆｒｕｉｔ （ｎ ＝３）

化合物
广东梅州 广西桂林 广西柳州

含量 ／ （μｇ·ｇ － １） ＲＳＤ ／ ％ 含量 ／ （μｇ·ｇ － １） ＲＳＤ ／ ％ 含量 ／ （μｇ·ｇ － １） ＲＳＤ ／ ％

没食子酸 ８２０． ６ ２． ６ ７１１． ２ ２． ３ ８６２． ３ ２． １

鞣花酸 ６６２． ７ ２． ０ １０２６ １． ７ ７８１． ６ ２． ３

白皮杉醇 ８６１． ３ １． ９ １０９２ ２． ４ ９５６． ０ ２． ３

白藜芦醇 １６． ３１ ２． ７ ４４． ０２ ２． １ １５． ８２ ２． ９

３　 讨论与结论

３． １　 ＵＰＬＣ 检测条件的优化 　 同一物质在不同检

测波长下具有不同的吸收值。 利用 ＰＤＡ 检测器对

混合对照品溶液进行全波长（１９０ ～ ４００ ｎｍ）扫描，

结果显示没食子酸、白皮杉醇和白藜芦醇在 ２２０ ｎｍ
附近具有较强的紫外吸收，而在该波长下溶剂峰对

目标检测物没食子酸的影响较大；此外，鞣花酸在

２７１ ｎｍ、白皮杉醇和白藜芦醇在 ３００ ｎｍ 波长附近也
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有较强吸收峰，而采用多波长同时检测多种物质时会

降低灵敏度低，因此综合考虑，选取中间值 ２８０ ｎｍ 为

检测波长。 不同色谱柱由于其构型及填充材料的

不同对物质的分离效果也不同。 分别采用 Ｗａｔｅｒｓ
ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ，１． ７ μｍ）、
Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８ 色 谱 柱 （ ２． １ ｍｍ × ５０ ｍｍ，
１． ７ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳ ® ＵＰＬＣ ® Ｔ３ 色谱柱

（２． １ ｍｍ ×１００ ｍｍ，１． ６ μｍ）对对照品以及样品溶

液进行分离测定，发现样品经 Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳ ®
ＵＰＬＣ ® Ｔ３ 色谱柱（２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ，１． ６ μｍ）分
离得到的色谱图峰形更好，基线更平稳，分析时间

更短。 此外，流动相也是色谱分析的一个重要影响

因素，不同浓度比例的溶剂以及流动相的酸碱度对

待测物质的分离程度和色谱峰的峰形有着一定影

响。 分别比较了乙腈 － ０． １％磷酸、乙腈 － ０． ２％磷

酸、乙腈 － ０． １％甲酸和乙腈 － ０． ２％甲酸等流动相

体系进行梯度洗脱的分离检测效果。 结果显示，流
动相为乙腈 － ０． ２％ 磷酸时，４ 种酚类物质在色谱

柱上的保留效果最佳、灵敏度更高和分离度更好。
这是由于没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇以及白藜芦

醇均为弱酸性物质，磷酸能更好地增加保留利于分

离，因此，本研究选择的流动相体系为乙腈 － ０． ２％
磷酸，整个分析时间不超过 １０ ｍｉｎ，显著优于现有

检测技术方法［１３ － １４］。
３． ２　 样品预处理的优化　 由于酚类物质的结构带

有 － ＯＨ，根据相似相溶原理酚类物质在醇类溶剂

中的溶解度较纯水好，因此选择不同浓度的甲醇和

乙醇溶剂（甲醇、８０％ 甲醇、６０％ 甲醇、９５％ 乙醇、
８０％乙醇、６０％ 乙醇）进行提取实验，结果显示，４
种酚类物质在甲醇中都具有较好的溶解效果，而且

提取液中的杂质对目标成分的干扰较小，因此综合

考虑选择甲醇作为提取溶剂。 此外，还考察了料液

比对提取量的影响，研究结果表明，当料液比大于

１∶ ３０时，酚类物质的提取率呈现下降趋势，这可能

是由于随着提取溶剂甲醇量的增加稀释了提取样

品，或是高浓度甲醇易挥发间接降低了料液比，因
此综合考虑，选择１∶ ３０料液比适宜。 提取时间对提

取率也存在着重要影响，提取时间太短则提取不充

分，而提取时间过长又容易产生热效应降低提取

率。 考察不同超声提取时间对 ４ 种酚类物质的提

取量的影响，当提取时间超过 ４０ ｍｉｎ 时，提取量增

加缓慢并有缓慢下降的趋势，可能是由于提取时间

过长温度过高，降低了酚类物质的溶解度，故选择

超声提取时间为 ４０ ｍｉｎ。
相较于现有的没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇以

及白藜芦醇检测方法 ＵＶ、ＨＰＬＣ 和 ＨＰＬＣ － ＭＳ 法，
本文建立的同时测定桃金娘果中 ４ 种酚类物质含

量的 ＵＰＬＣ 法更为简便、快速、重现性好，检出限达

到了 ｎｇ 级，可用于桃金娘果中药材的质量控制及

含量测定，为制定桃金娘果药材标准提供参考

依据。
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