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摘　要　建立同时测定原花青素中儿茶素（Ｃ）、表儿茶素（ＥＣ）、没食子酸（ＧＡ）、原花青素Ｂ２（ＰＣＢ２）含量的方法，比较不同厂
家的原花青素中这４种物质含量的差异。采用ＲＰＨＰＬＣ法，利用Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪，色谱柱为ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２（４０ｍｍ×
２００ｍｍ，５μｍ），以２％冰醋酸溶液和甲醇为流动相，梯度洗脱，检测波长２８０ｎｍ。结果显示：Ｃ、ＥＣ、ＧＡ和ＰＣＢ２的质量浓度分
别在０１～５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９８６），０１～５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９４５），００５～５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９９）和０１～５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９２２）
范围内与峰面积呈良好的线性关系；Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２的平均加样回收率（％）分别为９８３６、９８２１、８９６０、９８４７，ＲＳＤ（％）
分别为１３９、０８４、２１２、２４６。该方法简便、准确、重复性好，可用于同时测定原花青素中 Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２的含量，不同厂
家不同批号的原花青素中这４种物质的含量差异较显著。
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第４７卷第１期　　张　璐，等：ＲＰＨＰＬＣ法同时测定原花青素中儿茶素、表儿茶素、没食子酸、原花青素Ｂ２的含量

　　原花青素（ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ，ＰＣ）是植物中一类由
多羟基黄烷３醇单元构成的天然多酚化合物的总
称［１］，其广泛存在于葡萄、蓝莓、樱桃、李子和松树

皮等，其中葡萄籽是其重要来源。原花青素是目前

国际上公认的清除人体内自由基最有效的天然抗氧

化剂，其结构上含有大量羟基，是其抗氧化和清除自

由基的物质基础，已成为抗氧化、抗衰老和预防氧化

相关疾病的研究热点。原花青素是由儿茶素、表儿

茶素、表儿茶素没食子酸酯和没食子酸等单体，以及

这些单体通过Ｃ４→Ｃ８或Ｃ４→Ｃ６键结合而成的低
聚体和高聚体等组成的混合物［２］。通常将二～四聚
体称为低聚原花青素（ＯＰＣ），将四聚体以上的称为
高聚原花青素（ＰＰＣ）［３］。其中二聚体在各类原花青
素中分布最广，抗氧化活性最强，是最重要的一类。

目前，国外以葡萄籽提取物中的原花青素为主要活

性成分的药品、食品及营养保健品已广泛应用，我国

的一些厂家也开始研发和生产［４］。

本研究通过 ＲＰＨＰＬＣ对原花青素中的儿茶
素、表儿茶素、没食子酸和原花青素Ｂ２这４种物质
进行含量测定。儿茶素（ｃａｔｅｃｈｉｎ，Ｃ），又名（＋）
儿茶素，和咖啡因同属茶叶中的两大重要功能性组

分，具有防治心血管疾病、预防肿瘤等多种功

能［５］。表儿茶素（Ｌｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ，ＥＣ），又名（－）表
儿茶素，对心脑血管也有防治作用，同时能预防肿

瘤，具有抗氧化作用。没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ），
亦称五倍子酸或蒬酸，具有抗炎、抗突变、抗氧化、

抗自由基等多种生物学活性［６］。原花青素Ｂ２（ｐｒｏ
ｃｙａｎｉｄｉｎＢ２，ＰＣＢ２），在已鉴定的８种二聚体异构体
中活性最强［７］，具有抗高血压、抗肿瘤等活性。其

化学结构式见图１。
由于目前市场上生产原花青素的厂家较多，质

量参差不齐，本文采用 ＲＰＨＰＬＣ法对不同厂家的
原花青素进行检测对比，为原花青素质量控制提供

科学依据。

!

　材　料

１１　试剂与样品
原花青素样品 １～３（Ａ公司批号：００２

１３１０１４７１７和 ００２１４１００５５１３；Ｂ 公 司 批 号：
Ｓ０２０８Ａ）；儿茶素对照品（纯度≥９８％，批号：
Ｄ１４１５０３０）、表儿茶素对照品（纯度≥９８％，批号：
Ｂ０１８１４０７２７４）、没食子酸对照品（，纯度≥９８％，

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃａｔｅｃｈｉｎ（Ａ），ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ（Ｂ），ｇａｌ
ｌｉｃａｃｉｄ（Ｃ）ａｎｄｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＢ２（Ｄ）

批号：１４０５１０７）均为上海创赛科学仪器有限公司
产品；原花青素 Ｂ２对照品（上海源叶生物科技有
限公司，纯度≥９８％，批号：ＰＪ０６１０ＲＢ１４）；甲醇（分
析纯，上海润捷化学试剂有限公司出品）；水为自

制双蒸水；其余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
２６９５高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；

ＡＥ２００电子天平（浙江省科学器材进出口有限责
任公司）。

'

　方　法

２１　色谱条件
色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２（４０ｍｍ×２００ｍｍ，

５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）体积分数为２％冰醋酸
（Ｂ）；梯度洗脱，洗脱程序见表１；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２８０ｎｍ；柱温：３５℃；进样量：２０μＬ。

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｉｍｅｐｒｏｇｒａｍｏｆｌｉｎｅａｒｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

ｔ／ｍｉｎ Ｍｅｔｈａｎｏｌ（Ａ）／％ ２％ Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ（Ｂ）／％
０ １０ ９０
３ １０ ９０
６ １５ ８５
８ ２０ ８０
１１ ２０ ８０
１１５ １０ ９０
１４ １０ ９０

２２　溶液的制备
２２１　对照储备溶液　精密称取Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２
对照品１００ｍｇ，置于１０ｍＬ量瓶中，加无水甲醇
溶解稀释至刻度，制成 １ｍｇ／ｍＬ的 Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、
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ＰＣＢ２的混合标准储备溶液。
２２２　供试溶液　精密称取原花青素１０００ｍｇ，
置于１０ｍＬ量瓶中，加超纯水稀释至刻度，超声促
溶。配制成 １０ｍｇ／ｍＬ原花青素水溶液，现配
现用。

２３　系统适用性
取“２２２”项中的供试溶液，在“２１”项色谱条

件下进样，理论塔板数以Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２计算均不
低于５０００，分离度应大于１５。色谱图见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｏｆｈｙｂｒｉｄｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ（Ｂ）
１：Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ；２：Ｃａｔｅｃｈｌｉｎ；３：ＰｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＢ２；４：Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ

２４　线性关系
精密吸取“２２１”项配制的混合标准品溶液

１００μＬ，甲醇稀释至１ｍＬ，为１００μｇ／ｍＬ的混合标
准品溶液。分别精密吸取“２２１”配制的混合标
准储备溶液５０，２５，１０，５μＬ和１００μｇ／ｍＬ的混合
标准品溶液２５，１０，５，２５，１μＬ于２ｍＬＥＰ管中，
超纯水稀释至１ｍＬ，配制成质量浓度为５０，２５，１０，
５，２５，１，０５，０２５，０１，００５μｇ／ｍＬ的 Ｃ、ＥＣ、
ＧＡ、ＰＣＢ２混合溶液，２０μＬ进样。采用外标法，以
峰面积（ｙ）为纵坐标，标准品浓度（ｘ）为横坐标，得
到４种物质的回归方程和相关系数。
２５　精密度

按照“２２２”项下方法制备供试溶液，配制成
质量浓度分别为２５，５，０５μｇ／ｍＬ供试液直接进
样２０μＬ，按照“２１”项色谱条件下进行测定，分别
通过测定日内精密度和日间精密度来表示，考察其

日内精密度时，１ｄ连续测定５次，３个不同浓度的
样品，１ｄ中测完。考察日间精密度时，连续５ｄ测
定，每天进样１针，５ｄ测完。精密度测定的结果通

过ＲＳＤ表示。
２６　稳定性

取“２５”项下制备的 Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２供试溶
液高、中、低３种浓度，室温放置，分别各自于２，４，
８，１２，２４ｈ进行分析，对峰面积进行考察。稳定性
测定的结果通过ＲＳＤ表示。
２７　回收率

回收率测定方法采用加样回收法。已经测得

原花青素样品１中Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２这４种物质的
质量浓度分别为 ４４２６５，３１２５８，０６２９，１００４７
μｇ／ｍＬ，取原花青素样品１，按“２２２”项方法平行
制备供试溶液，分别置于 １５个 ＥＰ管中，分别编
号。编号为１、２、３、４、５的 ＥＰ管中加入１０ｍｇ／ｍＬ
原花青素供试溶液１００μＬ，质量浓度为５０μｇ／ｍＬ
的混合标准品溶液４００μＬ，加入水至１ｍＬ，混匀；
编号为６、７、８、９、１０的 ＥＰ管中加入１０ｍｇ／ｍＬ原
花青素供试溶液１００μＬ，质量浓度为５０μｇ／ｍＬ混
合标准品溶液的２００μＬ，再加入水至１ｍＬ，混匀；
编号为１１、１２、１３、１４、１５的ＥＰ管中加入１０ｍｇ／ｍＬ
原花青素供试溶液１００μＬ，质量浓度为５０μｇ／ｍＬ
的混合标准品溶液１００μＬ，加入水至１ｍＬ，混匀。
利用ＲＰＨＰＬＣ检测得到测得量。回收率（％）＝
测得量／（原有量＋加入量）×１００。
２８　含量测定

分别取 ３批不同厂家的原花青素样品，按
“２２２”项配制相应的供试品溶液，按“２１”项下
色谱条件进样，记录峰面积计算各个成分的含量。

(

　实验结果

３１　标准曲线
儿茶素（Ｃ）的标准曲线为 ｙ＝５５８４８ｘ－

４５４６６，Ｒ２＝０９９８６，在０１～５０μｇ／ｍＬ范围内，
对照品质量浓度与峰面积呈良好线性关系；表儿茶

素（ＥＣ）的标准曲线为ｙ＝６８７７２ｘ－４１０５３，Ｒ２＝
０９９４５，在０１～５０μｇ／ｍＬ范围内，对照品质量浓
度与峰面积呈良好线性关系；没食子酸（ＧＡ）的标
准曲线为 ｙ＝２５５０１ｘ－３３６０９，Ｒ２＝０９９９９，在
００５～５０μｇ／ｍＬ范围内，对照品质量浓度与峰面
积呈良好线性关系；原花青素 Ｂ２（ＰＣＢ２）的标准曲
线为ｙ＝５１５７ｘ－４５５２３，Ｒ２＝０９９２２，在０１～
５０μｇ／ｍＬ范围内，对照品质量浓度与峰面积呈良
好线性关系。

６５
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Ｃ、ＥＣ、ＰＣＢ２最低检测限为０１μｇ／ｍＬ，ＧＡ最
低检测限为００５μｇ／ｍＬ。
３２　精密度

Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２这４种物质的日内变异系数
均小于５％，日间变异系数均小于１０％，结果表明
仪器精密度良好。

３３　稳定性
每种物质的 ＲＳＤ小于１０％，结果表明供试溶

液室温放置２４ｈ内稳定。
３４　回收率

Ｃ、ＥＣ、ＧＡ、ＰＣＢ２的平均回收率（％）分别为
９８３６、９８２１、８９６０、９８４７，ＲＳＤ（％）分别为１３９、
０８４、２１２、２４６。
３５　含量测定

不同生产厂家不同批号的原花青素中所含的

Ｃ、ＥＣ、ＧＡ和ＰＡＢ２的含量差异较大，结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔ（％）ｏｆｃａｔｅｃｈｉｎ，ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ，ｇａｌｌｉｃａｃｉｄａｎｄｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＢ２ｉｎｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ ＢａｔｃｈＮｏ． Ｃａｔｅｃｈｉｎ Ｌｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ ＰｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＢ２
Ａ ００２１３１０１４７１７ ４９２７±０５２１ ２９８０±０３０９ ００４８±０００１ １１０４±０１３３
Ａ ００２１４１００５５１３ １０７１±００１６ ０１９６±００１１ ００３０±０００１ ０１３４±０００４
Ｂ Ｓ０２０８Ａ ７７１８±００７５ ４７９５±０２０３ ００５５±０００２ ２０２５±００９６

,

　讨　论

原花青素属多酚类物质，大多数葡萄籽提取物

中的原花青素总量差别不大，但由于葡萄籽原料来

源和提取方法的不同导致原花青素中的成分差异

较大，因此本研究通过 ＲＰＨＰＬＣ法对不同厂家不
同批号的原花青素的主要成分进行了检测。由于

儿茶素、表儿茶素、没食子酸、原花青素 Ｂ２在波长
２８０ｎｍ均有最大吸收［８］，因此本研究选择２８０ｎｍ
为检测波长。在选择流动相时曾尝试过甲醇水、
乙腈水和甲醇乙腈水，结果显示甲醇水分离效
果较好。又由于这几个检测成分均显弱酸性，为了

抑制电离，故在水中加入了体积分数为２％的冰醋
酸，峰形较好。经方法学考察，该方法线性关系、精

密度和稳定性均良好，回收率和３批不同原花青素
的含量测定结果表明该方法确实可行，杂质干扰

小，专属性较高。

３批不同厂家不同批号原花青素中的含量测
定结果显示，不同的原花青素中儿茶素的含量变化

为１０７１％ ～４９２７％，表儿茶素的含量变化为
０１９６％ ～４７９５％，原花青素 Ｂ２的含量变化为
０１３４％～２０２５％，而没食子酸的含量本来就较
低，其含量变化不显著，为００３０％ ～００５５％。此
外，从实验结果可得知虽然不同厂家的原花青素中

成分含量不同，但是所含有的儿茶素均最多、没食

子酸均最少，说明不同原花青素中成分的含量比例

大致是相同的。因此有必要规范原花青素的提取

流程，最大限度提高有效成分的含量，杂质降至最

低。同时应该对原花青素中不同成分的药理作用

进行进一步研究，并将研究结果运用到药品和保健

食品开发中。
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