
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｍａｙ ２０２０ꎬ ４０(５): ６９６－７０５ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１９０１０２４

郭志龙ꎬ 马治华ꎬ 张虹ꎬ 等. 不同甜叶菊品种叶中绿原酸类成分的比较研究 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２０ꎬ ４０(５): ６９６－７０５.
ＧＵＯ ＺＬꎬ ＭＡ ＺＨꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ [Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ
２０２０ꎬ ４０(５): ６９６－７０５.

不同甜叶菊品种叶中绿原酸类成分的比较研究

郭志龙ꎬ 马治华ꎬ 张　 虹ꎬ 陈　 任ꎬ 张自萍∗

( 宁夏大学 西部特色生物资源保护与利用教育部重点实验室ꎬ 银川 ７５００２１ )

摘　 要: 该文以 １４ 个扦插培育的甜叶菊品种叶为材料ꎬ从 ８ 种不同型号的树脂中筛选出一种合适的大孔吸

附树脂对甜叶菊叶中绿原酸类成分进行纯化前处理ꎬ采用 ＨＰＬＣ 法对不同甜叶菊品种叶中所含绿原酸类成

分进行比较分析ꎮ 结果表明:(１)在 ８ 种不同型号的树脂中ꎬＸＡＤ￣１６ 对甜叶菊叶中绿原酸类成分吸附－解

析性能最佳ꎮ (２)经优化ꎬ上样液浓度 １.２０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、样品溶液 ｐＨ ３、解析液乙醇体积分数 ７０％时 ＸＡＤ￣１６

树脂对甜叶菊叶中绿原酸类成分具有较好的纯化效果ꎮ (３)ＨＰＬＣ 检测分析表明ꎬ在 １４ 个品种中共检测出

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 六种绿原酸类成分ꎬ其中主要成分均为

异绿原酸 Ａ、绿原酸、异绿原酸 Ｃꎬ而在品种 ３、５、１３、１４ 中没有检测出异绿原酸 Ｂꎮ (４)１４ 个品种中 ６ 个绿原

酸类成分的含量分别为异绿原酸 Ａ ２０.５５ ~ ５４.３ ｍｇ􀅰ｇ￣１、绿原酸 １７.９６ ~ ３２.９３ ｍｇ􀅰ｇ￣１、异绿原酸 Ｃ ４.１５ ~
１９.４９ ｍｇ􀅰ｇ￣１、新原酸 ０.６１~ ４.６１ ｍｇ􀅰ｇ￣１、隐绿原酸 ０.５２~ ３.１１ ｍｇ􀅰ｇ￣１、异绿原酸 Ｂ ０.０ ~ ３.１７ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ６ 种

绿原酸类成分总量为 ４３.９~ ９７.８ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎮ 可见ꎬ不同品种甜叶菊叶中绿原酸类成分含量有明显差异ꎬ富含

绿原酸类成分的甜叶菊品种可用于开发获取绿原酸类物质ꎮ
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　 　 甜叶菊(Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ)为一种原产于南美

亚热带地区的多年生草本植物ꎬ我国于 ２０ 世纪 ７０
年代引进栽培ꎬ目前在我国南北方地区均有种植

(丁海荣等ꎬ２０１６)ꎮ 其叶片中含有多种低热量、高
甜度的甜菊糖苷ꎬ被誉为最有发展前途的新糖源ꎬ
已在食品、饮料等行业得到广泛应用( Ｓａｍｕｅｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 此外ꎬ近年来研究发现甜叶菊提取物

具有抗氧化、抗炎、降血糖、降血压等多种功效

(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ刘乃新等ꎬ２０１６)ꎬ研究表明这

些功效可能更多地与其所含绿原酸等酚酸类物质

有关(Ｍｏｌｉｎａ￣Ｃａｌｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 绿原酸类物质是

由咖啡酸与奎尼酸组成的一类缩酚酸类化合物ꎬ
具有抗菌、抗氧化、抑癌、调控糖脂代谢等多种生

物学活性(赵昱等ꎬ２００６)ꎬ已被应用于食品、保健

品、日用化工等领域ꎬ但目前主要从金银花、杜仲

叶、咖啡豆等植物中获取绿原酸类物质ꎬ原材料来

源有限ꎬ成本较高(席利莎等ꎬ２０１４)ꎮ 现有研究表

明甜叶菊中除含有高含量的甜菊糖苷外还含有丰

富的绿原酸类物质ꎬ其整株均含有绿原酸、异绿原

酸 Ａ 和异绿原酸 Ｃꎬ以叶片含量最高ꎬ叶中绿原酸

类成分含量高达 ５２. ６９ ｍｇ􀅰ｇ￣１(付晓等ꎬ２０１４)ꎻ
Ｋａｒａｋｏｓｅ ｅｔ ａｌ.(２０１１)采用 ＬＣ￣ＭＳ 在甜叶菊中发现

了 ２４ 种奎尼酸和莽草酸的羟基肉桂酸衍生物ꎻ额
尔敦巴雅尔等(２０１７)采用 ＵＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 在甜叶

菊水提物中检测出 １０ 种酚酸类物质ꎻＨａｎｄｅ ｅｔ
ａｌ.(２０１５)在甜叶菊叶中检测出 ５ 种绿原酸类成

分ꎻ李华丽等(２０１７)测定不同产地甜叶菊中酚酸

类成分含量最高可达 ６.７２６％ꎮ
近年来ꎬ大孔吸附树脂在天然产物领域应用

十分广泛ꎬ如王立志等(２０１４)采用 ＤＭ７００ 树脂用

于纯化绿咖啡豆中的绿原酸ꎬ熊硕等(２０１３)选用

ＮＫＡ￣２ 树脂对杜仲中绿原酸成分进行了纯化研

究ꎬ但鲜有树脂纯化处理甜叶菊中绿原酸类成分

相关方面的研究报道ꎮ 在甜叶菊中除含有绿原酸

类成分外ꎬ还含有碳水化合物、生物碱、植物色素

等其他杂质成分(刘乃新等ꎬ２０１６)ꎬ直接进行分析

不仅影响测定结果准确性ꎬ而且会对检测系统产

生较大污染ꎮ 因此ꎬ本文以紫外分光光度法测定

绿原酸类成分总量ꎬ以 ＨＰＬＣ 法测定不同种类绿

原酸类成分含量ꎬ先筛选合适的大孔吸附树脂对

甜叶菊叶中绿原酸类成分纯化前处理ꎬ继而对 １４
个不同甜叶菊品种叶中所含绿原酸类成分进行比

较分析ꎬ以期筛选出有较高含量绿原酸类物质的

甜叶菊品种ꎬ为扩大甜叶菊的开发利用提供依据ꎮ
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１　 材料与方法

１.１ 材料

１４ 个甜叶菊品种是由宁夏优势特色作物现代

分子育种重点实验室利用植物培养专用智能温室

扦插培育的ꎬ包括目前生产上常用的 ９ 个品种及

张虹等(２０１７)以秋水仙素诱导处理中山二号种子

获得的 ５ 个四倍体品种ꎮ 甜叶菊叶自然阴干后ꎬ
粉碎过 ４０ 目筛处理ꎮ
１.２ 试剂和仪器

绿原酸(批号 ＭＵＳＴ￣１５０４１８１４)、隐绿原酸(批

号 ＭＵＳＴ￣１７０２２４０３ )、 新 绿 原 酸 ( 批 号 ＭＵＳＴ￣
１７０１１００１)、异绿原酸 Ａ(批号 ＭＵＳＴ￣１７０３０６２１)、
异绿原酸 Ｂ(批号 ＭＵＳＴ￣１７０２１６０２)、异绿原酸 Ｃ
(批号 ＭＵＳＴ￣１７０２１６０３)标准品均购自成都曼斯特

生物科技有限公司ꎻ咖啡酸(批号 １７０４０６)、阿魏

酸(批号 １７０１０６)标准品购自成都植标化纯生物

技术有限公司ꎬ质量分数均大于 ９８％ꎻ色谱纯乙

腈ꎬＦｉｓｈｅｒ 公司ꎻ冰乙酸ꎬ天津市永大化学试剂开发

中心ꎻ水为娃哈哈饮用纯净水ꎻ其余试剂均为分析

纯ꎮ 不同型号大孔吸附树脂理化性能参数及生产

厂家如表 １ 所示ꎮ
Ｕ￣５１００ 型紫外可见分光光度计ꎬ 日本日立公

表 １　 不同型号大孔吸附树脂理化性能参数和生产厂家
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒｅｓｉｎｓ

型号
Ｔｙｐｅ

极性
Ｐｏｌａｒｉｔｙ

比表面积
Ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ
(ｍ２􀅰ｇ￣１)

平均孔径
Ａｖｅｒａｇｅ ａｐｅｒｔｕｒｅ

(Ａ０)

生产厂家
Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

ＡＢ￣８ 弱极性
Ｗｅａｋ￣ｐｏｌａｒ

４８０~５２０ １３０~１４０ 上海华震科技公司
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｈｕａｚｈｅｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

ＡＤＳ￣７ 强极性
Ｐｏｌａｒ

≥１００ ２５０~３００ 天津南开和成科技公司
Ｔｉａｎｊｉｎ Ｎａｎｋａｉ Ｈｅｃｈｅｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

ＡＤＳ￣１７ 中等极性
Ｍｏｄｅｒａｔｅ￣ｐｏｌａｒ

９０~１５０ ２５０~３００ 天津南开和成科技公司
Ｔｉａｎｊｉｎ Ｎａｎｋａｉ Ｈｅｃｈｅｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

ＤＭ１３０ 中等极性
Ｍｏｄｅｒａｔｅ￣ｐｏｌａｒ

５００~５５０ ９０~１００ 山东鲁抗医药股份公司
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｌｕｋａｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

Ｄ１０１ 弱极性
Ｗｅａｋ￣ｐｏｌａｒ

５００~５５０ ９０~１００ 沧州宝恩化工有限公司
Ｃａｎｇｚｈｏｕ Ｂａｏｅｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

ＸＡＤ￣１６ 非极性
Ｎｏｎ￣ｐｏｌａｒ

８００ １５０ Ｒｏｈｍ ＆ Ｈａａｓ

ＨＰ２０ 非极性
Ｎｏｎ￣ｐｏｌａｒ

５９０~６００ >２００ 三菱化学控股株式会社
Ｍｉｔｓｕｂｉｓｈｉ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｈｏｌｄｉｎｇｓ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

Ｘ￣５ 非极性
Ｎｏｎ￣ｐｏｌａｒ

５００~６００ ２９０~３００ 上海华震科技公司
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｈｕａｚｈｅｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.

司ꎻＣＱ￣２５０￣ＤＳＴ 型超声波清洗机ꎬ上海跃进医用

光学器械厂ꎻＤＥＬＴＡ￣３２０ ｐＨ 计、ＡＬ２０４ 型电子天

平ꎬ梅特勒－托利多仪器有限公司ꎻＲＥ￣５２Ａ 旋转蒸

发仪ꎬ上海亚荣生化仪器厂ꎻＳＨＡ￣Ｂ 双功能水浴恒

温振荡器ꎬ杰瑞尔电器有限公司ꎻＳＨＢ￣ＩＶ 双 Ａ 循

环水式多用真空泵ꎬ郑州长城科工贸有限公司ꎻ
Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ￣８ 型离心机ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＷａｔｅｒｓ
２６９５ 高效液相色谱仪、２９９８ 检测器ꎬ沃特世科技

(上海)有限公司ꎮ

１.３ 样品溶液制备

取甜叶菊叶粉末 ０.１ ｇꎬ加 ６０％乙醇水 ５ ｍＬꎬ
６０ ℃条件下超声提取 ２５ ｍｉｎꎬ提取 ３ 次ꎬ离心取上

清液ꎬ合并上清液过滤ꎬ收集滤液于 ２５ ｍＬ 容量瓶

并定容至刻度ꎬ备用ꎮ
１.４ 紫外分光光度法

参考钟方晓(２００５)的紫外分光光度法ꎬ以绿

原酸为标准品ꎬ在波长 ３２７ ｎｍ 处测定甜叶菊叶中

绿原酸类成分的总量ꎮ
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１.５ 高效液相色谱法

借鉴李华丽等(２０１７)测定甜叶菊中 ６ 个酚酸

类成分的 ＨＰＬＣ 方法并对其优化ꎮ
１.５. １ 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８ 色谱柱( １５０
ｍｍ × ４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相 Ａ 为乙腈ꎬＢ 为 １％
乙酸水溶液ꎬ梯度洗脱(０ ~ １５ ｍｉｎꎬ８％ Ａ~ １７％ Ａꎬ
１.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ１５ ~ ２２.５ ｍｉｎꎬ１７％ Ａ ~ １７.５％ Ａꎬ
１.０ ~ ０.６ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ２２.５ ~ ３０ ｍｉｎꎬ１７.５％ Ａ ~ １８％
Ａꎬ０.６ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ３０ ~ ４０ ｍｉｎꎬ１８％ Ａ~ ２０％ Ａꎬ０.６
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ４０ ~ ４２ ｍｉｎꎬ２０％ Ａ ~ ２４％ Ａꎬ０.６ ~ １. ０
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ４２ ~ ５０ ｍｉｎꎬ２４％ Ａ ~ ４０％ Ａꎬ１.０ ｍＬ􀅰
ｍｉｎ￣１ꎻ５０ ~ ６５ ｍｉｎꎬ ４０％ Ａ ~ ４０. ２％ Ａꎬ１. ０ ｍＬ􀅰
ｍｉｎ￣１)ꎬ柱温 ３０ ℃ꎬ进样量 １０ μＬꎬ波长 ３３０ ｎｍꎮ
１.５.２ 线性关系 　 依次取新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 标准品

适量ꎬ加 ６０％乙醇溶解得混合标准品溶液ꎬ按比例

分别稀释至相应浓度梯度进行 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
１.５.３ 精密度　 取混合标准品溶液重复进样 ５ 次ꎬ
以峰面积计算新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿

原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.５.４ 重复性　 取甜叶菊叶粉末平行制备 ６ 份样品溶

液进行测定ꎬ以峰面积计算新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.５.５ 稳定性　 取甜叶菊样品粉末制备样品溶液ꎬ
分别在 ０、４、８、１２、２４ ｈ 进行测定ꎬ以峰面积计算新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸

Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.５.６ 回收率试验 　 分别取一定体积的混合标准

品溶液加入甜叶菊样品中ꎬ平行制备 ５ 份样品溶

液进行 ＨＰＬＣ 分析ꎬ以峰面积计算新绿原酸、绿原

酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸

Ｃ 的回收率ꎮ
１.６ 树脂型号的筛选

１.６.１ 树脂预处理　 取 ８ 种型号的大孔吸附树脂适

量ꎬ先向各种树脂中加入无水乙醇浸泡 ２４ ｈꎬ然后

用去离子水洗净乙醇至无醇味为止ꎻ再依次用 ４％
ＨＣｌ 溶液和 ２％ ＮａＯＨ 溶液处理各树脂ꎬ浸泡 ２ ~ ４
ｈ 后洗至出水 ｐＨ 为中性ꎬ备用ꎮ
１.６.２ 不同型号树脂之间的比较 　 以紫外分光光

度法所测绿原酸类成分的总量为指标ꎬ比较八种

不同极性的大孔树脂对甜叶菊叶中绿原酸类成分

的吸附－解析性能ꎮ 首先ꎬ取 ８ 种预处理好的树脂

各 １.０ ｇꎬ分别加入浓度为 Ｃ０的供试品溶液 １０ ｍＬꎬ
恒温(２５ ℃)振荡吸附 ２４ ｈꎬ测定吸附后溶液的浓

度 Ｃ 值ꎬ滤过ꎻ然后ꎬ向各树脂中分别加入 １０ ｍＬ
水ꎬ恒温(２５ ℃)振荡 １０ ｍｉｎꎬ重复两次ꎻ最后ꎬ水
洗后向各树脂中分别加入 ６０％乙醇 ２５ ｍＬꎬ２５ ℃
恒温振荡解吸 ２４ ｈꎬ测定解析后绿原酸类物质浓

度 Ｃ１值ꎬ依据下述公式(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)计算各树

脂吸附量 Ｑ ( ｍｇ􀅰ｇ￣１)、吸附率 Ｅ (％) 和解析率

Ｄ(％)ꎮ
Ｅ ＝ [(Ｃ０－Ｃ) / Ｃ０] ×１００％ꎻ
Ｑ＝ (Ｃ０－Ｃ)Ｖ / Ｗꎻ
Ｄ＝ [Ｃ１Ｖ１ / (Ｃ０－Ｃ)Ｖ] ×１００％ꎮ
式中:Ｃ０ 为吸附前绿原酸类物质浓度(ｍｇ􀅰

ｍＬ￣１)ꎻ Ｃ 为 吸 附 后 绿 原 酸 类 物 质 浓 度 ( ｍｇ 􀅰
ｍＬ￣１)ꎻＣ１ 为 解 吸 后 绿 原 酸 类 物 质 浓 度 ( ｍｇ 􀅰

ｍＬ￣１)ꎻＶ 为吸附液体积(ｍＬ)ꎻＷ 为树脂重量( ｇ)ꎻ
Ｖ１为解吸液体积(ｍＬ)ꎮ
１.７ ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附与解析性能的优化

１.７.１ 样品溶液浓度对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性能的影

响　 以紫外分光光度法测定样品溶液的绿原酸类

成分总量ꎬ考察不同样品溶液浓度对 ＸＡＤ￣１６ 树脂

吸附性能的影响ꎮ 称取 １.０ ｇ 预处理好的 ＸＡＤ￣１６
树脂 ５ 份加入 ５ 只具塞锥形瓶内ꎬ再分别加入

０.３、 ０.６、 １.２、 ２.４、 ３.６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１浓度的样品溶液

１０ ｍＬ 于 ２５ ℃恒温振摇吸附 ２４ ｈ 后ꎬ测定不同样

品溶液浓度条件下 ＸＡＤ￣１６ 对甜叶菊叶中绿原酸

类物质的吸附率ꎮ
１.７.２ 样品溶液 ｐＨ 对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性能的影

响　 称取 １.０ ｇ 预处理好的 ＸＡＤ￣１６ 树脂 ３ 份加入

３ 只具塞锥形瓶内ꎬ将样品溶液( ｐＨ ５.６)的 ｐＨ 值

调节为 ｐＨ ５.０、ｐＨ ４.０、ｐＨ ３.０ꎬ各取 １０ ｍＬ 加入锥

形瓶内于 ２５ ℃ 恒温振摇吸附 ２４ ｈ 后依次进行

ＨＰＬＣ 分析ꎬ考察不同 ｐＨ 条件下 ＸＡＤ￣１６ 对甜叶

菊叶中绿原酸类成分的吸附能力ꎮ
１.７.３ 乙醇体积分数对 ＸＡＤ￣１６ 树脂解析性能的影

响　 以紫外分光光度法测定不同体积分数乙醇解

析液中绿原酸类成分总量ꎮ 称取 １.０ ｇ 预处理好
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的 ＸＡＤ￣１６ 树脂 ５ 份加入具塞锥形瓶内ꎬ分别加入

样品溶液(１.２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬｐＨ ３)１０ ｍＬꎬ２５ ℃ 恒温

振摇吸附 ２４ ｈ 后先用 １０ ｍＬ 水处理两次ꎬ水洗后

再分别加入体积分数为 １０％、 ３０％、６０％、７０％、
９０％的乙醇各 ２５ ｍＬꎬ２５ ℃恒温振摇解析 ２４ ｈ 后

测定不同乙醇浓度条件下的解析率ꎮ
１.８ １４ 个甜叶菊品种叶中绿原酸类成分含量测定

分别取 １４ 个不同品种甜叶菊叶粉末各 ０.１ ｇꎬ
按 １.３ 项方法制备样品溶液ꎬ在上述静态吸附－解析

实验的基础上ꎬ采用 ＸＡＤ￣１６ 树脂前处理后以 ＨＰＬＣ
法测定各甜叶菊品种叶中所含绿原酸类成分ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 高效液相色谱法

２.１.１ ＨＰＬＣ 效果图 　 在 １.５.１ 项所建立的色谱条

件下对照品及甜叶菊样品的色谱图如图 １ 所示ꎮ
从图 １ 可以看出ꎬ该色谱条件下新绿原酸、绿原

酸、隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、异绿原酸 Ｂ、异绿原

酸 Ａ 和异绿原酸 Ｃ 八种酚酸对照品可获得较好的

分离效果ꎬ在甜叶菊叶中也能检测出新绿原酸、绿
原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ 和异绿

原酸 Ｃ 六种酚酸类成分ꎮ
２.１.２ 方法学考察 　 以质量浓度为横坐标ꎬ峰面积

为纵坐标进行线性回归ꎬ对线性关系进行考察ꎬ结
果为新绿原酸 ｙ＝ ３５ １９７ｘ＋５ ６６３.３ꎬｒ２ ＝ ０.９９９ ４ꎬ线
性范围 １.２５ ~ ２０.０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ绿原酸 ｙ ＝ ３３ ９６３ｘ＋
７４ ２１４ꎬｒ２ ＝ ０.９９９ ９ꎬ线性范围 １６.６６ ~ ２６６.６６ μｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎻ隐绿原酸 ｙ ＝ ２６ ２０５ｘ－６ ３４６.７ꎬｒ２ ＝ ０.９９９ ８ꎬ
线性范围 １.４６ ~ ２３.３３ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ异绿原酸 Ｂ ｙ ＝
３０ ９０２ｘ ＋ ２ ３５２.９ꎬ ｒ２ ＝ ０.９９９ ９ꎬ线性范围 １. ４６ ~
２３.３３ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ异绿原酸 Ａ ｙ ＝ ５９ １６４ｘ－１５ ９０３ꎬ
ｒ２ ＝ ０.９９９ ９ꎬ线性范围 １８.３３ ~ ２９３.３３ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ异
绿原酸 Ｃ ｙ＝ ６７ ４６１ｘ－６０ ４３８ꎬｒ２ ＝ ０.９９９ ９ꎬ线性范

围８.７５ ~ １４０.０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ
精密度试验中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、

异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值在

０.５３％ ~０.９１％之间ꎬ表明该仪器精密度良好ꎻ重复

性试验中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸

Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值在 ０.９３％ ~

１.８１％之间ꎬ表明该方法重复性良好ꎻ稳定性试验

中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿

原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的 ＲＳＤ 值在 ０.９５％ ~ １.７４％之

间ꎬ表明样品溶液在 ２４ ｈ 内保持稳定ꎻ回收率试验

中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿

原酸 Ｂ、异绿原酸 Ｃ 的平均回收率在 ９５. １％ ~
１０４.８％之间ꎮ
２.２ 树脂型号的筛选

以紫外分光光度法所测绿原酸类成分的总量

为指标ꎬ表 ２ 结果表明ꎬ八种不同极性的树脂中强

极性树脂 ＡＤＳ￣７ 对甜叶菊叶中绿原酸类成分吸附

率和吸附量最高ꎬ但其解析率过低ꎻ非极性的

ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附能力略低于 ＡＤＳ￣７ 树脂ꎬ却表现

出最佳解吸附能力ꎮ 因此ꎬ选择 ＸＡＤ￣１６ 树脂对甜

叶菊叶中绿原酸类物质前处理ꎮ
２.３ ＸＡＤ￣１６ 吸附与解析性能的优化

２.３.１ 样品溶液浓度对 ＸＡＤ￣１６ 吸附性能的影响　
０.３、０.６、１.２、２.４、３.６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１５ 个不同样品溶液

浓度条件下 ＸＡＤ￣１６ 对甜叶菊中绿原酸类成分的

吸附 率 分 别 为 ８９. ０％、 ８８. ５％、 ９０. １％、 ８５. ２％、
７６.０％ꎮ 可以看出ꎬ上样浓度低于 １.２ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时

对 ＸＡＤ￣１６ 树脂的吸附能力几乎没有影响ꎬ当上样

浓度大于 １.２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬＸＡＤ￣１６ 树脂吸附率逐

渐下降ꎮ 因此ꎬ样品溶液浓度以 １. ２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１

最佳ꎮ
２.３.２ 样品溶液 ｐＨ 对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性能的影

响　 当我们采用 ＨＰＬＣ 分析 ＸＡＤ￣１６ 吸附前后样

品溶液中绿原酸类成分的情况后ꎬ发现 ＸＡＤ￣１６ 对

不同种类绿原酸类成分吸附能力不同ꎮ 如图 ２ 所

示ꎬ吸附前可检测到样品溶液( ｐＨ ５.６)中含有多

种绿原酸类成分ꎬ吸附后几乎检测不到异绿原酸

Ａ、异绿原酸 Ｃ 等成分(对应的色谱峰为 ６、７、８)ꎬ
只检测到绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸成分(对应

的色谱峰为 １、２、３)ꎬ表明在 ｐＨ ５.６ 时 ＸＡＤ￣１６ 对

其中的异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 等成分的吸附能

力强ꎬ而对绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸成分的吸

附能力较差ꎮ 绿原酸类化合物是一类含有羟基和

邻二酚羟基的有机酚酸ꎬ研究表明酸性条件下有

利于酚酸类化合物在大孔吸附树脂上的吸附

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 因此ꎬ 我们进一步通过调节样
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１. 新绿原酸ꎻ ２. 绿原酸ꎻ ３. 隐绿原酸ꎻ ４. 咖啡酸ꎻ ５. 阿魏酸ꎻ ６. 异绿原酸 Ｂꎻ ７. 异绿原酸 Ａꎻ ８. 异绿原酸 Ｃꎮ
１. Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ２. Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ３. Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ４. Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄꎻ ５. Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄꎻ ６. Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｂꎻ
７. Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ａꎻ ８. Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ.

图 １　 对照品和甜叶菊样品色谱图
Ｆｉｇ. １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ａｎｄ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ２　 不同型号树脂吸附与解析性能的比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ

树脂型号
Ｒｅｓｉｎ ｔｙｐｅ

吸附量
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏ
(％)

解析率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏ
(％)

ＸＡＤ￣１６ １１.９０ ８８.０ ９６.６

ＡＢ￣８ １１.４０ ８４.４ ８６.４

ＨＰ￣２０ １１.３４ ８４.０ ８９.３

Ｘ￣５ １１.３０ ８３.７ ８５.４

Ｄ１０１ １１.２０ ８３.０ ８４.６

ＤＭ￣１３０ １０.６１ ７９.０ ７４.２

ＡＤＳ￣７ １３.０５ ９６.０ １９.２

ＡＤＳ￣１７ ５.５０ ４０.３ ３８.７

品溶液 ｐＨ 考察甜叶菊叶中绿原酸类成分在 ＸＡＤ￣
１６ 树脂上的吸附能力ꎮ

通过考察样品溶液 ｐＨ 对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性

能的影响(图 ３)ꎬ发现不同 ｐＨ 条件下异绿原酸

Ａ、异绿原酸 Ｃ 等成分在 ＸＡＤ￣１６ 上均有较好的吸

附效果ꎬＸＡＤ￣１６ 对绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸的

吸附能力随 ｐＨ 值降低逐渐增强ꎬ表现在随着 ｐＨ
值的降低ꎬ吸附后样品溶液中绿原酸、新绿原酸、
隐绿原酸成分含量逐渐降低ꎬ其中绿原酸含量降

低最为明显(对应的色谱峰为 ２)ꎮ 提示经 ｐＨ ３ 处

理后ꎬ总体上增强了 ＸＡＤ￣１６ 对甜叶菊叶中绿原酸

类成分的吸附能力ꎮ 因此ꎬ 选择 ｐＨ ３ 条件下进行

甜叶菊叶中绿原酸类成分的吸附ꎮ
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图 ２　 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附前后的样品溶液(ｐＨ ５.６)ＨＰＬＣ 图
Ｆｉｇ. ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (ｐＨ ５.６) ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｎ ＸＡＤ￣１６ ｒｅｓｉｎ

２.３.３ 乙醇体积分数对 ＸＡＤ￣１６ 树脂解析性能的影

响　 １０％、 ３０％、６０％、７０％、９０％ ５ 个不同乙醇浓

度条件下 ＸＡＤ￣１６ 树脂的解析率分别为 １２. ８％、
５２.６％、８０.７％、９２.８％、８８.２％ꎮ 结果表明ꎬ不同体

积分数的乙醇对绿原酸类物质的解析产生较大影

响ꎬ随着乙醇体积分数的增加ꎬ绿原酸类物质的解

析率先上升后下降ꎬ７０％乙醇时最高达到 ９２.８％ꎮ
乙醇体积分数较低时ꎬ随着解析液极性性质逐渐

减弱ꎬ有利于目标组分的洗脱ꎬ而过高体积分数的

乙醇会把杂质成分洗脱下来从而导致解析率下降

(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 因此ꎬ选择 ７０％体积分数的乙

醇作为洗脱液进行解吸附ꎮ
２.４ １４ 个甜叶菊品种叶中绿原酸类成分含量测定

以 ＨＰＬＣ 法测定 １４ 个不同品种甜叶菊中绿原

酸类物质ꎬ结果见表 ３ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ在成分

种类方面ꎬ１４ 个甜叶菊品种中都含有新绿原酸、绿
原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ 和异绿原酸 Ｃꎬ其中

主要组成成分均为绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸

Ｃꎬ而新绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ｂ 含量相对较

少ꎬ在品种 ３、５、１３、１４ 中没有检测出异绿原酸 Ｂ
成分ꎮ １４ 个品种中 ６ 种绿原酸类物质总量介于

４.３９％ ~９.７８％之间ꎬ含量最高的为品种 １ꎬ其中异

绿原酸 Ａ 含量在 ２０.５５ ~ ５４.３ ｍｇ􀅰ｇ￣１之间ꎬ含量最

高的为品种 ３ꎻ绿原酸含量在 １７.９６ ~ ３２.９３ ｍｇ􀅰ｇ￣１

之间ꎬ含量最高的为品种 １０ꎻ异绿原酸 Ｃ 含量在

４.１５ ~ １９.４９ ｍｇ􀅰ｇ￣１之间ꎬ含量最高的为品种 ８ꎻ新
绿原酸含量在 ０.６１ ~ ４.６１ ｍｇ􀅰ｇ￣１之间ꎬ含量最高

的为品种 １ꎻ隐绿原酸含量在 ０.５２ ~ ３.１１ ｍｇ􀅰ｇ￣１之
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图 ３　 不同样品溶液 ｐＨ 对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性能的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐＨ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＸＡＤ￣１６

间ꎬ含量最高的为品种 １ꎻ异绿原酸 Ｂ 含量在 ０ ~
３.１７ｍｇ􀅰ｇ￣１之间ꎬ含量最高的为品种 １ꎮ

３　 讨论

大孔吸附树脂具有工艺简单、成本相对较低

以及可重复使用等优点ꎬ已被广泛应用于多酚类、
黄酮类等天然产物的分离纯化(黄燕秋ꎬ２０１８)ꎮ
本文首次采用大孔吸附树脂对甜叶菊叶中绿原酸

类成分进行纯化处理ꎬ在 ８ 种不同型号的树脂中

ＸＡＤ￣１６ 具有较大的比表面积ꎬ对甜叶菊叶中绿原

酸类成分总体上表现出较好吸附及解吸附能力ꎮ
大孔吸附树脂以物理吸附为主ꎬ本研究发现 ＸＡＤ￣
１６ 对不同种类绿原酸类成分吸附能力不同ꎬ非极

性树脂 ＸＡＤ￣１６ 易于吸附极性相对较弱的异绿原

酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 等组分ꎬ而对绿原酸、新绿原酸

等极性较强的组分吸附能力较差ꎬ通过比较不同

ｐＨ 值对 ＸＡＤ￣１６ 树脂吸附性能的影响ꎬ发现 ＸＡＤ￣
１６ 对甜叶菊叶中绿原酸类成分的吸附能力随 ｐＨ
降低逐渐提升ꎬ样品溶液 ｐＨ ３ 处理后 ＸＡＤ￣１６ 对

绿原酸、新绿原酸等组分的吸附能力显著提高ꎬ总
体上增强了 ＸＡＤ￣１６ 对甜叶菊叶中绿原酸类成分

的吸附能力ꎮ 此外ꎬ确立了 ＸＡＤ￣１６ 树脂最佳处理

样品溶液浓度为 １.２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ最佳解析液乙醇体

积分数为 ７０％ꎮ
绿原酸物质是药用植物中非常重要的功效成

分(王丽萍等ꎬ２０１１)ꎮ 本研究发现品种不同会对

甜叶菊叶中绿原酸类物质产生较大影响ꎬ绿原酸

类成分种类及含量均会受到品种差异性的影响ꎮ
１４ 个品种中多数均含有新绿原酸、绿原酸、隐绿原

酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ、异绿原酸 Ｂ 六种酚酸

类成分ꎬ 而少数品种中只含有新绿原酸、 绿原酸、
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表 ３　 １４ 个甜叶菊品种叶中所含绿原酸类物质
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ １４ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

品种编号
Ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｎｏ.

新绿原酸
Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ

绿原酸
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ

隐绿原酸
Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ

异绿原酸 Ｂ
Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ Ｂ

异绿原酸 Ａ
Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ Ａ

异绿原酸 Ｃ
Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ Ｃ

总量
Ｔｏｔａｌ

１ ４.６１ ３０.４４ ３.１１ ３.１７ ３９.８８ １６.５８ ９７.８

２ ０.９２ ２５.８６ ２.０６ １.６９ ２４.０１ １７.５７ ７２.１

３ ０.６７ ２１.１１ １.０７ — ５４.３０ ８.０５ ８５.２

４ １.６１ ２７.５３ ２.０１ １.９２ ３３.４１ １２.９２ ７９.４

５ ２.０４ １８.９９ １.４８ — ３７.４４ ６.１１ ６６.１

６ ０.９２ ２２.２８ １.３８ ２.１０ ４３.７４ １２.７６ ８３.２

７ １.２４ ２１.４５ １.５２ １.６１ ４８.４０ ９.３９ ８３.６

８ ２.４７ ２２.６０ ２.９８ ３.１０ ２６.５５ １９.４９ ７７.２

９ １.６２ ２５.２３ ２.１１ ２.８２ ３３.１０ １７.２２ ８２.１

１０ ０.６１ ３２.９３ ０.５２ ０.６１ ２７.２６ ６.０８ ６８.０

１１ ２.２１ ２５.１５ １.７０ ２.５７ ３４.２６ １１.００ ７６.９

１２ ３.０８ ２２.５３ ２.１５ ２.４０ ３６.３０ １２.５７ ７９.０

１３ ３.３２ ２５.１０ １.３２ — ５１.２６ １３.２３ ９４.２

１４ ０.６５ １７.９６ ０.６１ — ２０.５５ ４.１５ ４３.９

　 注: “—”表示未检测出ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “—” ｍｅａｎｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.

隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 五种酚酸类成

分ꎻ１４ 个品种中绿原酸类成分总量最高的品种可

达 ９７.８ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ最低仅为 ４３.９ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ不同种类

绿原酸类成分在不同品种中含量高低不同ꎮ 目前

甜叶菊的主要用途是作为糖草使用生产甜菊糖苷

甜味剂ꎬ有必要对绿原酸类物质含量较高的甜叶

菊品种进一步开发研究ꎬ丰富绿原酸类物质原材

料来源的同时还可促进甜叶菊综合利用ꎮ
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