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摘　 要: 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定大果山楂果实中原儿茶酸、绿原酸、二氢咖啡酸、咖啡酸、根皮酸、ｐ￣香豆酸、
阿魏酸和肉桂酸的方法ꎬ并通过 ＨＰＬＣ 法分析这八种酚酸在不同产地大果山楂果实中的含量ꎮ 采用

ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色 谱 柱ꎬ 以 甲 醇 / １. ５％ 甲 酸 水 溶 液 ( ｖ / ｖ ) 为 流 动 相ꎬ 梯 度 洗 脱ꎬ 柱 温 ３５ ℃ꎬ 流 速

１.０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ检测波长 ２８０、３２０ ｎｍꎮ 结果表明:(１)在线性范围内八种酚酸质量浓度与色谱峰峰面积的

线性关系良好ꎬ相关系数均>０.９９７ꎬ检出限 ０.０８~ ０.２０ μｇｍＬ￣１ꎬ定量下限 ０.２７~ ０.６７ μｇｍＬ￣１ꎬ变异系数均

<５.０％ꎬ加标回收率 ９９.３％ ~１０３.３％ꎻ(２)１０ 个不同产地的大果山楂果实中酚酸含量丰富ꎬ均检出原儿茶酸、
绿原酸、二氢咖啡酸、咖啡酸、根皮酸、阿魏酸和肉桂酸七种酚酸ꎬ其中ꎬ二氢咖啡酸、根皮酸、阿魏酸均为首

次检出ꎬ以绿原酸为主(８ ４１０.２~ １３ ８２６.７ μｇｇ￣１)ꎬ占总酚酸的 ８０％以上ꎬ总酚酸的质量分数在 １０ １８７.８ ~
１５ ５８３.９ μｇｇ￣１之间ꎬ其中广西百色靖西和桂林恭城产的果实总酚酸质量分数相对较高ꎬ均大于 １５ ０００
μｇｇ￣１ꎮ 综上结果表明ꎬ该研究的 ＨＰＬＣ 法适用于大果山楂果实中酚酸含量的测定ꎬ可为大果山楂优良品

种的选育、产品质量控制及深度开发利用提供方法和科学参考ꎮ
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　 　 大果山楂ꎬ又名涩梨、广山楂等ꎬ为蔷薇科

(Ｒｏｓａｃｅａｅ) 苹果属 (Ｍａｌｕｓ Ｍｉｌｌ.) 植物台湾林檎

(Ｍ. ｄｏｕｍｅｒｉ )或光萼林檎(Ｍ. ｌｅｉｏｃａｌｙｃａ )的果实ꎬ
主要分布于中国南部广西、福建、台湾等地ꎬ广西逐

步成为大果山楂台湾林檎人工栽培主产区(王雷宏

等ꎬ２０１２ꎻ曾勇豪等ꎬ２０１４ꎻ黄欣欣ꎬ２０１５)ꎮ 大果山楂

含有丰富的营养成分和活性成分ꎬ具有降脂、保肝

和抗肿瘤等生理功效 ( Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ赵帅等ꎬ
２０２０)ꎬ是广西道地药材之一 (邓家刚和韦松基ꎬ
２００７)ꎬ为壮药ꎬ其果实酸甜ꎬ可加工成果糕、果酒等

地方特色食品ꎬ具有广阔的开发利用前景(广西壮

族自治区食品药品监督管理局ꎬ２０１１ꎻ张巧等ꎬ２０１８ꎻ
郭婷等ꎬ２０１９)ꎮ 但大果山楂物质基础研究不够深

入ꎬ缺乏科学、合理的质量评价方法ꎬ阻碍了其深度

开发和利用(温玲蓉ꎬ２０１６ꎻ赵帅等ꎬ２０２０)ꎮ
酚酸类化合物是含有活泼氢供体结构的酚羟

基有机酸ꎬ具有抗氧化、抗菌和抗病毒等多种生物

活性ꎬ是大果山楂果实中重要的功效成分之一(温
玲蓉ꎬ２０１６ꎻＣｈｏｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ陈志杰等ꎬ２０１８)ꎬ定
性定量分析大果山楂果实的酚酸类组成及含量对

评价果实的品质并促进其深度加工利用具有重要

意义ꎮ 现有多种分析酚酸类化合物的方法ꎬ而高

效液相色谱法(ＨＰＬＣ)因具有准确度高、经济简便

等优点被检测领域广泛使用(李岩等ꎬ２０１８ꎻ邓渝

等ꎬ２０１８ꎻ屈艳勤等ꎬ２０１９)ꎮ 目前ꎬ对大果山楂果

实中酚酸类成分进行定性定量分析的报道较少ꎬ
仅有 Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ. (２０１６)采用 ＨＰＬＣ 法测定了果实

中绿原酸、咖啡酸、肉桂酸三种酚酸的含量ꎬ且分

离效果仍有待改进ꎮ 本研究建立 ＨＰＬＣ 法同时测

定大果山楂果实中原儿茶酸、绿原酸、二氢咖啡

酸、咖啡酸、根皮酸、ｐ￣香豆酸、阿魏酸和肉桂酸的

方法ꎬ并比较分析这八种酚酸在不同产地大果山

楂果实中的含量ꎬ以期为大果山楂优良品种的选

育、原料和产品的质量控制以及深度开发和利用

提供科学参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

大果山楂样品采自 １０ 个不同产地的新鲜果ꎬ
经广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所李

典鹏研究员和黄渝松副研究员鉴定ꎬ均为台湾林

檎(Ｍａｌｕｓ ｄｏｕｍｅｒｉ) 果实ꎬ具体见表 １ꎮ 选择无病虫

害、无机械损伤且成熟度基本一致的样品ꎬ在温度

４ ℃、湿度 ７８％左右环境中贮藏ꎮ
原儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、肉桂酸、ｐ￣香豆酸、

阿魏酸、二氢咖啡酸和根皮酸对照品 (纯度≥
９８％)ꎬ西安玉泉生物科技有限公司ꎻ甲醇、乙腈

(色谱纯)ꎬ安徽天地高纯溶剂有限公司ꎻ氢氧化

钠、盐酸、甲酸(ＡＲ)ꎬ西陇化工股份有限公司ꎻ乙

６３１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



酸乙酯、乙醚 ( ＡＲ)ꎬ天津市大茂化学试剂厂ꎻ
ＥＤＴＡ、抗坏血酸(ＡＲ)ꎬ国药集团化学试剂有限公

司ꎻ水为超纯水ꎮ

表 １　 大果山楂果实样品信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｄｏｕｍｅｒｉ ｆｒｕｉｔｓ ｓａｍｐｌｅｓ

编号
Ｃｏｄｅ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

采收时间
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

Ｄ１ 广西河池市天峨县
Ｔｉａｎ’ｅ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ２ 广西柳州市柳江区
Ｌｉｕｊｉａｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｌｉｕｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ３ 广西百色市德保县
Ｄｅｂａｏ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｂａｉｓｅ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ４ 广西百色市靖西县
Ｊｉｎｇｘｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｂａｉｓｅ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ５ 广西梧州市长洲区
Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｗｕｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ６ 广西贺州市昭平县
Ｚｈａｏｐｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ７ 广西贺州市钟山县
Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ８ 广西桂林市平乐县
Ｐｉｎｇｌｅ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ９ 广西桂林市恭城县
Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２０１９－１０

Ｄ１０ 广东茂名市信宜市
Ｘｉｎｙｉ Ｃｉｔｙꎬ Ｍａｏｍｉｎｇ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ２０１９－１０

１.２ 仪器和设备

Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＬＣ￣２０Ａ 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 配 有

Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ ＳＰＤ￣Ｍ２０Ａ ＰＤＡ 检测器)ꎬ日本岛津公

司ꎻ高速冷冻离心机ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻ真空冷

冻干燥机ꎬ上海乔枫实业有限公司ꎻＲＩＯＳ ８ 超纯水

系统ꎬ美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＸＳ２０５ＤＵ 电子分析天

平ꎬ梅特勒￣托利多国际贸易(上海)有限公司ꎻＦ￣
０２０ＳＴ 数控超声波清洗机ꎬ深圳福洋科技集团有限

公司ꎻＬＨＳ 智能恒温恒湿箱ꎬ上海一恒科学仪器有

限公司ꎻＮ￣１１００ 旋转蒸发仪ꎬ日本东京理化器械株

式会社ꎻＢＣＤ￣２１３Ｄ１１Ｄ 双门冰箱ꎬ广东容声电器股

份有限公司ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 溶液的配制 　 １. ５％甲酸水溶液的配制:取
１５.０ ｍＬ 甲酸ꎬ超纯水定容至 １.０ Ｌꎬ用 ０.４５ μｍ 水

相膜过滤ꎬ超声 ５ ｍｉｎꎬ现配现用ꎮ 酚酸单一对照

品储备液的配制:分别精确称取 ２０.０ ｍｇ 的原儿茶

酸、绿原酸、咖啡酸、肉桂酸、ｐ￣香豆酸、阿魏酸、二

氢咖啡酸和根皮酸对照品ꎬ置于 ２５ ｍＬ 棕色容量

瓶中ꎬ并用色谱甲醇溶解后定容至刻度ꎬ得到

８００.０ μｇｍＬ￣１的单一对照品储备液ꎬ置于－２０ ℃
冰箱中避光保存备用ꎮ 样品稀释液的配制:取

１.５％甲酸水溶液 ９５ ｍＬꎬ加入 ５ ｍＬ 色谱甲醇ꎬ混
匀ꎬ现配现用ꎮ 混合酚酸对照品工作液的配制:等
量移取 ８ 种单一对照品储备液ꎬ充分混匀后ꎬ用样

品稀释液稀释至 ０.０５ ~ １００ μｇｍＬ￣１的系列混合

酚酸对照品溶液ꎬ过 ０.４５ μｍ 有机滤膜ꎬ超声脱气

５ ｓꎬ现配现用ꎮ 碱提取液:分别先配成 ４ ｍｏｌＬ￣１

ＮａＯＨ、１％抗坏血酸和 １０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＥＤＴＡ 溶液ꎬ
将三者按 １２０ ∶ ２ ∶ ３ 的比例添加后混匀ꎻ萃取液:
乙醚和乙酸乙酯按体积比 １ ∶ １ 混匀即可ꎮ
１.３.２ 大果山楂果实总酚酸的提取及分析前样品

预处理

１.３.２.１ 总酚酸的提取　 参照文献方法(Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ 李岩等ꎬ２０１８ꎻ匡凤元等ꎬ２０１９)ꎬ稍作改进ꎮ
将新鲜的大果山楂果实切成小块ꎬ冻干磨成粉ꎮ 酚

酸有机溶剂提取:称取粉末样品 ２.０００ ｇꎬ加入 ８０％
甲醇水溶液 ４０ ｍＬꎬ常温浸提 ２４ ｈꎬ４０ ℃超声提取

３０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎꎬ滤渣重复

提取 ２ 次ꎬ合并上清液得到 Ａ 提取液ꎮ 碱提取:将
上述过滤得到的残渣和离心得到的沉淀合并后加

入 ５０ ｍＬ 碱提取液ꎬ在氮气保护并密封条件下室温

搅拌约 ２４ ｈꎬ用 ＨＣｌ 调节 ｐＨ 为 ２.０ꎬ用 ６０ ｍＬ 萃取

液萃取三次ꎬ合并萃取液 １０ ０００ ｒｍｉｎ￣１ 离心 ５
ｍｉｎꎬ得到 Ｂ 提取液ꎮ 酸提取:继续将上述碱处理过

的残渣和沉淀在 ８５ ℃下用 ５０ ｍＬ ＨＣｌ(４ ｍｏｌＬ￣１)
水解 ３０ ｍｉｎꎬ冷却后用 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 为 ２.０ꎬ其余

同碱提取方法ꎬ得到 Ｃ 提取液ꎮ 合并 Ａ、Ｂ、Ｃ 三种提

取液即为总酚酸提取液ꎮ
１.３.２.２ 分析前样品预处理 　 将 １.３.２.１ 得到的总

酚酸提取液 ５０ ℃真空旋蒸干ꎬ用色谱甲醇溶解并

定容至 ２５.０ ｍＬꎬ进样前用样品稀释液稀释至标准

曲线线性范围内的浓度ꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１ 离心 ５
ｍｉｎꎬ过 ０.４５ μｍ 有机滤膜备用ꎮ
１.３.３ 色谱条件优化及系统适应性试验 　 检测波

长:取八种酚酸对照品储备液各 ５０ μＬꎬ单独稀释

成 ８０.０ μｇｍＬ￣１ꎬ分别在波长 １９０ ~ ４００ ｎｍ 之间

扫描紫外光谱ꎬ选择有较大吸收且无溶剂干扰的

波长作为检测波长ꎮ 色谱柱:选用四种不同填料

的反相 色 谱 柱 ( Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８、 Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３、 ＢＥＨ
Ｃ１８ 和 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８)ꎬ分析 ８０.０ μｇｍＬ￣１的

７３１１７ 期 孙博等: ＨＰＬＣ 法测定大果山楂果实中八种酚酸类成分的含量



混合酚酸对照品工作液ꎬ选择分离度和峰型相对

较好的色谱柱ꎮ 流动相及检测条件:以甲醇－水溶

液或乙腈－水溶液为流动相ꎬ改变水溶液的酸种类

和浓度、梯度洗脱程序、柱温和流速ꎬ以对照品各

色谱峰之间的分离度、样品中主要目标组分的理

论塔板数以及样品中目标组分与干扰峰的分离效

果评价系统适应性ꎬ并确定较优的色谱条件ꎮ
１.３.４ 方法学验证方法

１.３.４.１ 线性关系和灵敏度试验　 将混合酚酸对照

品工作液按 １.３.３ 优化的色谱条件进行检测ꎬ以色

谱峰面积为纵坐标( ｙ)ꎬ质量浓度为横坐标( ｘ)绘

制八种酚酸的标准曲线确定线性方程和线性范

围ꎬ以信噪比( Ｓ / Ｎ)为 ３ 时ꎬ确定检出限( ＬＯＤ)ꎬ
Ｓ / Ｎ 为 １０ 时ꎬ确定定量下限( ＬＯＱ) (陈丹丹等ꎬ
２０１９)ꎬ重复 ６ 次ꎮ
１.３.４.２ 精密度试验 　 精密吸取 ４０.０ μｇｍＬ￣１混

合酚酸对照品工作液ꎬ处理方法同 １.３.４.１ꎬ连续进

样检测 ６ 次ꎬ以色谱峰面积计算每个酚酸的变异

系数(ＲＳＤ)值ꎮ
１. ３. ４. ３ 稳 定 性 试 验 　 移 取 ５. ０、 ２０. ０、 ６０. ０
μｇｍＬ￣１混合酚酸对照品工作液ꎬ处理方法同

１.３.４.１ꎬ在 １ ｄ 内进样检测 ６ 次ꎬ时间间隔 ４ ｈꎻ在 ６
ｄ 内ꎬ每日同一时间点进样 １ 次ꎮ 按照 １.３.４.２ 方

法计算每个酚酸日内和日间的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.３.４.４ 重复性试验 　 精密称取 １.３.２.１ 方法制备

的大果山楂冻干粉 ２.０００ ｇꎬ共 ６ 份ꎬ分别按 １.３.２
的方法提取酚酸并进行样品预处理ꎬ进样检测ꎬ按
照 １.３.４.２ 方法计算每个酚酸的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.３.４.５ 加标回收率的测定 　 精密称取 １.３.２.１ 方

法制备的大果山楂冻干粉 １.０００ ｇꎬ以原有目标化

合物量的 １５０％、１００％、５０％加入 ８ 个酚酸对照品

溶液ꎬ按照 １.３.２ 的方法提取酚酸并进行样品预处

理ꎬ进样检测ꎬ重复 ３ 次ꎬ将得到的色谱峰面积代

入线性方程ꎬ根据样品和加标样品的浓度计算每

个酚酸的加标回收率和 ＲＳＤ 值ꎮ
１.３.４.６ 样品色谱图分析 　 移取 １.３.２.２ 制备的样

品进行检测ꎬ比较单一对照品的保留时间并结合

相应的紫外光谱对样品中目标组分进行定性ꎬ根
据标准曲线和峰面积计算对应样品中每个酚酸的

含量ꎬ重复 ６ 次ꎮ
１.４ 数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件进行数据处理ꎬ ＳＰＳＳ
２３.０ 软件对数据进行差异性分析 ( ＡＮＯＶＡ)ꎬ

Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ｃｃ ２０１９ 软件对图像进行处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 色谱条件的确定

２.１.１ 检测波长的选择 　 酚酸单一对照品紫外扫

描的结果表明:原儿茶酸、二氢咖啡酸、根皮酸和

肉桂酸在 ２８０ ｎｍ 附近有最大吸收峰ꎻ绿原酸、咖
啡酸、ｐ￣香豆酸和阿魏酸在 ３２０ ｎｍ 附近有最大吸

收峰ꎮ 因此ꎬ选择 ２８０、３２０ ｎｍ 作为检测波长ꎮ
２.１.２ 色谱条件优化结果及对照品和样品色谱图

分析　 色谱柱是 ＨＰＬＣ 检测分析的核心部件ꎬ其
性能发挥受到分析样品的化学组成和理化性质的

影响(李旻昊等ꎬ２０１９)ꎮ 四种反相色谱柱研究结

果表明ꎬＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色谱柱在同一分析条件

下目标组分峰形相对较好ꎬ因此ꎬ选择该色谱柱用

于本实验后续进一步的研究ꎮ 流动相是影响

ＨＰＬＣ 分离效果的重要因素ꎬ甲醇 －水溶液或乙

腈－水溶液是酚酸类成分分析采用较多的流动相ꎬ
在水溶液中添加适量浓度的酸对改善样品的分离

度和峰形有明显的效果ꎬ甲酸或乙酸比较常用(王
晓梅等ꎬ２０１６ꎻ邓宝安等ꎬ２０１７ꎻ李岩等ꎬ２０１８ꎻ邓渝

等ꎬ２０１８ꎻ匡凤元等ꎬ２０１９ꎻ屈艳勤等ꎬ２０１９)ꎮ 比较

甲醇、乙腈、甲酸水溶液和乙酸水溶液对目标组分

的分离效果ꎬ结果表明:以 ０.１％乙酸水溶液为流

动相时ꎬ甲醇和乙腈的分离效果均不理想ꎬ绿原酸

和二氢咖啡酸大部分重叠ꎬ而以 ０.１％甲酸水溶液

为流动相时ꎬ甲醇和乙腈均能改善绿原酸和二氢

咖啡酸的分离效果ꎬ两者的分离度分别为 １. ０ 和

０.８ꎬ甲醇稍优于乙腈ꎬ但随着绿原酸和二氢咖啡酸

的分离ꎬ相邻咖啡酸与二氢咖啡酸的分离度只能

达到 １.２ꎮ 以甲醇为流动相ꎬ进一步研究不同浓度

的甲酸水溶液对目标组分分离效果的影响ꎬ当甲

酸水溶液为 １.０％时ꎬ八种对照品酚酸之间的分离

度可达到 １.５ꎬ基线平稳且色谱峰峰形较好ꎬ因此ꎬ
选择甲醇￣甲酸水溶液作为流动相ꎮ

准确地对目标成分进行定性和定量分析ꎬ不仅

对照品的分离度需要满足要求ꎬ也需考虑样品中的

目标成分是否与干扰峰实现到有效分离ꎮ 大果山

楂酚酸样品提取过程中不可避免会带入其他黄酮

类成分ꎬ研究发现ꎬ阿魏酸、肉桂酸与大果山楂中的

黄酮糖苷出峰时间很容易重合或非常接近ꎬ进一步

调整流动相组成、柱温和流速等参数ꎬ结果显示提
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高流动相水溶液中的酸浓度和柱温可显著改善样

品的酚酸与黄酮糖苷的分离效果ꎮ 综合考虑色谱

柱的使用寿命和样品的分离效果ꎬ优化后的色谱条

件:ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色谱柱(４.６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ ５
μｍ)ꎻ流动相为 １.５％甲酸水溶液(Ａ)￣甲醇(Ｂ)ꎬ梯
度洗脱程序(０ ~ ２５ ｍｉｎꎬ１０％ ~ ３５％ Ｂꎻ２５ ~ ４５ ｍｉｎꎬ
３５％~４５％ Ｂꎻ４５~４８ ｍｉｎꎬ４５％ Ｂ)ꎻ柱温 ３５ ℃ꎻ流速

１.０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ进样量 ２０ μＬꎮ
采用以上优化的色谱条件进行液相分析ꎬ混

合酚酸对照品及大果山楂果实酚酸提取物样品的

色谱图见图 １ꎬ八种酚酸的保留时间分别为原儿茶

酸 ９.６ ｍｉｎ、绿原酸 １４.６ ｍｉｎ、二氢咖啡酸 １６.０ ｍｉｎ、
咖啡酸 １７.９ ｍｉｎ、根皮酸 ２２.７ ｍｉｎ、ｐ￣香豆酸 ２５.０
ｍｉｎ、阿魏酸 ２７.８ ｍｉｎ、肉桂酸 ４５.１ ｍｉｎꎬ各酚酸之

间的色谱峰分离度均大于 １.５ꎬ理论塔板数以样品

中的主成分绿原酸色谱峰计算大于 ３ ０００ꎬ基线平

整ꎬ峰形好ꎬ表明本检测分析方法可以对大果山楂

果实中的八种酚酸类成分进行定性与定量分析ꎮ

１. 原儿茶酸ꎻ ２. 绿原酸ꎻ ３. 二氢咖啡酸ꎻ ４.咖啡酸ꎻ ５. 根皮酸ꎻ ６. ｐ￣香豆酸ꎻ ７. 阿魏酸ꎻ ８. 肉桂酸ꎮ
１. Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄꎻ ２. Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ３. Ｄｉｈｙｄｒｏｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄꎻ ４. Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄꎻ ５. Ｐｈｌｏｒｅｔｉｃ ａｃｉｄꎻ ６. ｐ￣ｃｏｕｍａｒｉｃ ａｃｉｄꎻ ７. Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄꎻ
８. Ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ.

图 １　 对照品(ＡꎬＢ)和样品(ＣꎬＤ)的色谱图
Ｆｉｇ. １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ (ＡꎬＢ) ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ (ＣꎬＤ)

２.２ 方法学考察结果

２.２.１ 线性关系、检出限及定量下限 　 从表 ２ 中可

以看出ꎬ八种酚酸对照品在线性范围内均呈现良

好的线性关系ꎬ相关系数 ０.９９７ ７ ~ ０.９９９ ５ꎬ检出限

０. ０８ ~ ０. ２０ μｇ  ｍＬ￣１ꎬ 定 量 下 限 ０. ２７ ~ ０. ６７
μｇｍＬ￣１ꎬ表明本方法检测灵敏度较高ꎬ能够实现

样品中低浓度酚酸的定量分析ꎮ
２.２.２ 精密度测定 　 同一样品连续进样得到的峰

面积越接近ꎬ说明仪器的精密度越好ꎬ试验结果越

精准ꎮ 本方法的精密度试验显示酚酸对照品的

ＲＳＤ 值分别为原儿茶酸１.０７％、绿原酸 １.１１％、二
氢咖啡酸 ２.５９％、咖啡酸 ２.１４％、根皮酸 ０.８５％、ｐ￣
香豆酸 ２.６０％、阿魏酸 ２.１１％、肉桂酸 １.４６％ꎬ最大

的变异系数为 ２.５９％ꎬ表明精密度良好ꎬ符合测定

要求ꎮ
２.２.３ 稳定性测定 　 样品在放置的时间段内ꎬ测得

的峰面积变化越小ꎬ说明样品越稳定ꎬ试验结果则

越准确ꎮ 本方法不同浓度对照品的日内和日间稳

定性测定结果如表 ３ 所示ꎬ各种酚酸在日内的变异

系数均小于 ４.６２％ꎬ 日间的变异系数均小于 ４.９９％ꎬ
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表 ２　 八种酚酸对照品的线性方程、相关系数、线性范围、检出限和定量下限 (ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓꎬ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅꎬ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ (ＬＯＤ) ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ (ＬＯＱ) ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ ｓｔａｎｄａｒｄｓ (ｎ＝ ６)

酚酸
Ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

线性方程
Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｒ２

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
(μｇｍＬ ￣１)

检出限
ＬＯＤ

(μｇｍＬ ￣１)

定量下限
ＬＯＱ

(μｇｍＬ ￣１)

Ｆ１ ｙ＝ ３２ ９８０ｘ＋５ ８８１.８ ０.９９９ ４ ０.６７~ １００ ０.２０ ０.６７

Ｆ２ ｙ＝ ４５ ０９７ｘ－３ ５９３.６ ０.９９９ ５ ０.５０~ １００ ０.１５ ０.５０

Ｆ３ ｙ＝ １６ ６６９ｘ－６ ８２０.３ ０.９９７ ７ ０.６７~ １００ ０.２０ ０.６７

Ｆ４ ｙ＝ ９７ ０５６ｘ＋４ １３３.９ ０.９９９ １ ０.３３~ １００ ０.１０ ０.３３

Ｆ５ ｙ＝ ８ ６５５.８ｘ＋３ ８２７ ０.９９９ ３ ０.４０~ １００ ０.１２ ０.４０

Ｆ６ ｙ＝ １０１ ７２９ｘ＋６ １５９ ０.９９９ ４ ０.３０~ １００ ０.０９ ０.３０

Ｆ７ ｙ＝ ９５ ６３３ｘ－５ ３１５.４ ０.９９９ ２ ０.５０~ １００ ０.１５ ０.５０

Ｆ８ ｙ＝ １６０ ３５４ｘ＋６ ４３６ ０.９９９ １ ０.２７~ １００ ０.０８ ０.２７

　 注: Ｆ１－Ｆ８ 分别代表原儿茶酸、绿原酸、二氢咖啡酸、咖啡酸、根皮酸、ｐ－香豆酸、阿魏酸和肉桂酸ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｆ１－Ｆ８ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄꎬ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ｄｉｈｙｄｒｏｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ｐｈｌｏｒｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ｐ￣ｃｏｕｍａｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ｆｅｒｕｌｉｃ
ａｃｉｄ ａｎｄ ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表明对照品日间和日内的稳定性良好ꎬ符合稳定

性要求ꎮ
２.２.４ 重复性测定 　 同样的大果山楂样品进行酚

酸提取和预处理ꎬ测得的峰面积越接近ꎬ表明试验

在操作过程中出现的误差越小ꎬ试验结果则越准

确ꎮ 本研究方法的重复性试验显示样品中各个酚

酸的 ＲＳＤ 值 分 别 为 原 儿 茶 酸 ３. １６％、 绿 原 酸

１.１９％、二氢咖啡酸 ３.３７％、咖啡酸 １.４８％、根皮酸

３.０８％、ｐ￣香豆酸 １. ７１％、阿魏酸 １. ９６％、肉桂酸

２.０９％ꎬ最大的变异系数为 ３.３７％ꎬ表明该方法的

重复性较好ꎬ符合实验要求ꎮ
２.２.５ 加标回收率的测定 　 本方法大果山楂果实

样品加标回收率结果如表 ４ 所示ꎬ八种酚酸的平

均加标回收率在 ９９.３％ ~ １０３.３％之间ꎬＲＳＤ 值均

小于 ３.４５％ꎬ表明该方法准确度良好ꎬ可以用于对

大果山楂果实酚酸含量的检测ꎮ
２.３ 不同产地大果山楂果实酚酸含量的比较分析

１０ 个不同产地大果山楂果实中测定的八种酚

酸含量见表 ５ꎬ样品中均检出原儿茶酸、绿原酸、二
氢咖啡酸、咖啡酸、根皮酸、阿魏酸和肉桂酸七种

酚酸ꎬ其中二氢咖啡酸、根皮酸、阿魏酸在大果山

楂果实中首次检出(赵帅等ꎬ２０２０)ꎬｐ￣香豆酸虽存

在于大果山楂叶中(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ但本研究

的所有样本中均未检出ꎬ表明果实中可能不存在

这种酚酸或含量极其微量ꎬ不在检测范围内ꎮ 进

一步的单因素方差分析可知ꎬ不同产地果实的酚

酸总含量以及各酚酸之间的含量均存在明显差

异ꎬ七种酚酸总含量在 １０ １８７.８ ~ １５ ５８３.９ μｇｇ￣１

之间ꎬ绿原酸均为最主要的酚酸类成分(８ ４１０.２ ~
１３ ８２６.７ μｇｇ￣１)ꎬ占总酚酸 ８０％以上ꎬ广西百色

靖西和桂林恭城产的果实ꎬ其总酚酸和绿原酸含

量相对较高ꎬ分别大于 １５ ０００、１３ ５００ μｇｇ￣１ꎻ其
余六种酚酸含量都远低于绿原酸ꎬ分别为咖啡酸

４７１.６ ~ ８５０. ５ μｇ ｇ￣１、原儿茶酸 １８４. ３ ~ ４８７. ８
μｇｇ￣１、二氢咖啡酸 １０２.６ ~ ３９１.５ μｇｇ￣１、肉桂酸

８１.２ ~ ５２０.１ μｇｇ￣１、阿魏酸 ５７.８ ~ ４２３.４ μｇｇ￣１、
根皮酸 ２４.２ ~ ２３０.８ μｇｇ￣１ꎬ根皮酸为含量相对较

少的酚酸成分ꎬ整体水平最低ꎮ 以上结果表明ꎬ大
果山楂果实中酚酸类成分种类和含量丰富ꎬ这为

今后对大果山楂果实的开发利用提供了方向和

依据ꎮ

３　 讨论与结论

本文建立了 ＨＰＬＣ 法测定大果山楂果实中原

儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、肉桂酸、ｐ￣香豆酸、阿魏

酸、二氢咖啡酸和根皮酸的方法ꎬ该方法不仅可以

实现同时检测这八种酚酸ꎬ而且与以往三种酚酸

的检测方法相比(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ酚酸之间分

离度好ꎬ酚酸与干扰峰之间得到有效分离ꎬ 基线平
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表 ３　 对照品的日内和日间 ＲＳＤ 值 (ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ３　 ＲＳＤ ｏｆ ｉｎｔｅｒ￣ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｒａ￣ｄａｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ (ｎ＝ ６)

酚酸
Ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

日内处理 Ｉｎｔｅｒ￣ｄａｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
(μｇｍＬ ￣１)

５.０ ２０.０ ６０.０

日间处理 Ｉｎｔｒａ￣ｄａｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
(μｇｍＬ ￣１)

５.０ ２０.０ ６０.０

Ｆ１ ３.４２ ２.８４ ３.１４ ４.５２ ４.８５ ４.５３

Ｆ２ ４.２７ ３.１５ ２.８８ ４.３４ ４.７８ ４.８２

Ｆ３ ３.８４ ３.２４ ３.１８ ３.５８ ４.７６ ４.５７

Ｆ４ ４.６２ ３.２１ ２.５６ ３.９８ ４.３２ ４.７９

Ｆ５ ４.５３ ３.５５ ２.５６ ４.１１ ３.８３ ４.９９

Ｆ６ ３.６３ ２.３６ ２.７６ ４.２７ ３.７４ ３.８４

Ｆ７ ３.７２ ２.９８ ３.２４ ３.２４ ４.８９ ３.９７

Ｆ８ ４.２７ ２.９５ ３.２１ ４.３２ ３.９８ ４.６６

表 ４　 八种酚酸的加标回收率 (ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ (ｎ＝ ３)

酚酸
Ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

原有量
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｑｕａｎｔｉｔｙ

(ｍｇｇ ￣１)

加入量
Ａｄｄｅｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ
(ｍｇｇ ￣１)

测得量
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ

(ｍｇｇ ￣１)

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
(％)

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

(％)

ＲＳＤ
(％)

Ｆ１ ０.２７２ ０.４０８
０.２７２
０.１３６

０.６８５
０.５４１
０.４０５

１０１.２
９８.９
９７.８

９９.３ １.７６

Ｆ２ ８.４１５ １２.６２３
８.４１５
４.２０８

２１.００５
１６.６９０
１２.６９５

９９.７
９８.３
１０１.７

９９.９ １.７０

Ｆ３ ０.２８５ ０.４２８
０.２８５
０.１４３

０.７２１
０.５６９
０.４２４

１０２.０
９９.６
９７.５

９９.７ ２.２３

Ｆ４ ０.５２６ ０.７８９
０.５２６
０.２６３

１.３０２
１.０６０
０.７９８

９８.４
１０１.５
１０３.４

１０１.１ ２.５３

Ｆ５ ０.２３２ ０.３４８
０.２３２
０.１１６

０.５８７
０.４６１
０.３５３

１０２.０
９８.７
１０４.３

１０１.７ ２.７７

Ｆ６ ０.０００ ０.２００
０.１００
０.０５０

０.１９５
０.１０３
０.０５２

９７.５
１０３.０
１０４.０

１０１.５ ３.４５

Ｆ７ ０.２７９ ０.４１９
０.２７９
０.１４０

０.６９２
０.５５６
０.４２３

９８.７
９９.３
１０３.２

１００.４ ２.４６

Ｆ８ ０.０８２ ０.１２３
０.０８２
０.０４１

０.２０８
０.１６６
０.１２５

１０２.４
１０２.４
１０４.９

１０３.３ １.３６

整ꎬ准确度、灵敏度和精密度高ꎬ重复性和稳定性

好ꎬ符合检测分析的要求ꎬ因此定性和定量更为准

确ꎮ 色谱条件为 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色谱柱(４.６ ｍｍ ×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ以甲醇 / １.５％甲酸水溶液(ｖ / ｖ)为

流动相ꎬ梯度洗脱ꎬ柱温 ３５ ℃ꎬ流速 １.０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ
检测波长 ２８０、３２０ ｎｍꎬ进样量 ２０ μＬꎮ

大果山楂果实中酚酸组成和含量丰富ꎬ共检

出原儿茶酸、绿原酸、二氢咖啡酸、咖啡酸、根皮酸、

１４１１７ 期 孙博等: ＨＰＬＣ 法测定大果山楂果实中八种酚酸类成分的含量



表 ５　 １０ 个不同产地大果山楂果实中酚酸的组成及含量 (ｎ＝ ６) (单位:μｇｇ ￣１)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｍａｌｕｓ ｄｏｕｍｅｒｉ

ｆｒｕｉｔｓ ｆｒｏｍ ｔｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｒｅａｓ (ｎ＝ ６) (Ｕｎｉｔ:μｇｇ ￣１)

编号
Ｃｏｄｅ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ 总量

Ｔｏｔａｌ

Ｄ１ ２７１.９±
２.５ ｅ

８ ４１０.２±
４８.１ ｇ

２８５.６±
３.７ ｃ

５２７.２±
３.８ｈ

２３０.８±
３.８ ａ

ｎｄ ２７９.３±
７.４ ｃ

８１.２±
１.３ｈ

１０ １８７.８±
４６.１ｈ

Ｄ２ ４８７.８±
５.４ ａ

９ ５６８.５±
８４.１ｄ

３９１.５±
５.９ ａ

６２１.１±
６.９ ｆ

１２３.２±
２.３ｄ

ｎｄ ５７.８±
１.２ ｉ

１８４.５±
８.１ ｇ

１１ ４３４.６±
８４.６ ｅ

Ｄ３ ２８０.２±
５.４ｄ

１２ ４９８.４±
６２.０ｂ

１８５.８±
２.５ ｇ

４７１.６±
８.４ ｉ

８３.８±
０.９ ｆ

ｎｄ １８５.０±
２.２ ｅｆ

２１２.４±
３.６ ｆ

１３ ９１７.３±
６６.１ｄ

Ｄ４ ２７６.７±
１.６ｄ

１３ ８２６.７±
９８.４ ａ

１９５.０±
１.８ ｆ

５７９.６±
６.３ ｇ

９３.２±
１.０ ｅ

ｎｄ １８８.５±
２.４ ｅ

４２４.１±
３.６ ｃ

１５ ５８３.９±
９５.３ ａ

Ｄ５ ３６６.９±
４.０ｂ

９ ３４３.３±
１６.０ ｅ

１５７.６±
０.９ ｉ

６２８.７±
３.６ ｅ

３５.６±
０.７ｈ

ｎｄ ３２２.９±
１.７ｂ

３２４.２±
２.１ ｅ

１１ １７９.３±
２５.４ ｆ

Ｄ６ ４８５.４±
３.１ ａ

１１ ４００.５±
１１１.４ ｃ

１０２.６±
０.７ ｊ

８２５.２±
１.４ｂ

２４.２±
０.９ ｉ

ｎｄ ４２３.４±
１.２ ａ

５２０.１±
２.０ ａ

１３ ７８１.４±
１１２.２ｄ

Ｄ７ ２３７.４±
２.１ ｆ

１２５ ２８.９±
４３.２ｂ

２１４.０±
３.２ ｅ

７５５.３±
６.８ ｃ

４５.５±
１.２ ｇ

ｎｄ １５４.５±
４.０ ｇ

４２４.０±
１.６ｄ

１４ ３５９.６±
４２.６ ｃ

Ｄ８ １８４.３±
１.３ ｇ

９ ３４７.４±
２８.２ ｅ

３２４.２±
１.０ ａ

８５０.５±
２.９ ａ

１４３.８±
１.４ｂ

ｎｄ ２１１.３±
２.２ｄ

４５６.０±
１.８ｂ

１１ ５１７.６±
２５.７ ｅ

Ｄ９ ２８７.２±
１.９ ｃ

１３ ６５５.１±
１０６.８ ａ

１７９.９±
２.１ｈ

６２１.８±
３.６ ｆ

１２６.４±
０.７ ｃ

ｎｄ ８７.６±
１.８ｈ

２１５.０±
３.８ ｆ

１５ １７３.０±
１０６.１ｂ

Ｄ１０ １８５.５±
１.９ ｇ

８ ７５３.８±
３４６.１ ｆ

２１８.９±
２.５ｄ

７２２.６±
６.７ｄ

１２５.０±
１.０ ｃｄ

ｎｄ １８２.７±
１.７６ ｆ

２１５.９±
１.３ ｆ

１０ ４０４.４±
３４６.５ ｇ

　 注: 同列不同字母表示不同产地大果山楂果实中该种酚酸在 ０.０５ 水平存在显著差异ꎻ ｎｄ 表示样品中未检出ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈａｗｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎｓ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０.０５ꎻ ｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ.

阿魏酸和肉桂酸七种酚酸ꎬ二氢咖啡酸、根皮酸、
阿魏酸在大果山楂果实中首次检出ꎻ果实中总酚

酸及酚酸之间的含量差异明显ꎬ七种酚酸总的质

量分数在 １０ １８７.８ ~ １５ ５８３.９ μｇｇ￣１之间ꎬ以绿原

酸为主(８ ４１０.２ ~ １３ ８２６.７ μｇｇ￣１)ꎬ占总酚酸的

８０％以上ꎬ广西百色靖西和桂林恭城的果实总酚

酸和 绿 原 酸 质 量 分 数 均 相 对 较 高ꎬ 分 别 大 于

１５ ０００、１３ ５００ μｇｇ￣１ꎬ绿原酸含量为同属植物苹

果的 ３ ~ １８０ 倍(Ｆｅｌｉｃｉａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ 李鑫ꎬ２０１５ꎻ
韩明虎等ꎬ２０１８)ꎬ在后续的品种选育、原料选择和

加工利用方面值得关注ꎮ
酚酸类化合物是高等植物中普遍存在的一类

次生代谢产物ꎬ也是合成木质素的中间产物(陈志

杰等ꎬ２０１８ꎻ高媛等ꎬ２０１８)ꎬ果实中的酚酸组成和

含量除了与品种、产地有关外ꎬ也与果实采摘时的

成熟度和贮藏条件等密切相关 ( Ｓｅｒａｇｌｉｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎻ 匡凤元等ꎬ２０１９)ꎬ进一步研究不同时期酚

酸类成分的变化规律更有利于准确评估不同产地

大果山楂果实中的酚酸类组成和含量ꎮ 本研究结

果能为以上这些后续研究提供检测方法和研究

方向ꎮ
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