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摘　要:目的　采用反相高效液相色谱法测定新疆不同地区、不同采集期、不同品种桑叶中的绿原酸的含量。 方法色
谱柱为 ZORBAX— ODS ( 5μm 250 mm× 4. 6 m m i. d. )柱 ,甲醇 -0. 01 mol /L磷酸二氢钾 ( 25∶ 75 p H= 3. 58)为流

动相 ,检测波长为 328 nm。 结果　在上述色谱条件下绿原酸的峰面积与其质量在 0. 052～ 2. 58μg呈良好的线性关
系 ,回归方程为: Y= 2 770. 51 X - 18. 07,r= 0. 9999,平均回归率为 97. 5% , R SD= 1. 81% ( n= 6)。 结论　方法简

单、快速 ,结果准确。
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　　桑叶为桑科植物桑 Morus alba L. 的叶 ,桑叶的

药用历史悠久 ,可除寒热、出汗、治劳热咳嗽、明目长

发。现代药理研究证明桑叶具有抑制血糖上升 ,降低胆

固醇 ,治疗丝虫病性象皮肿和乳糜尿等疾病。绿原酸是

桑叶中的有效成分之一 ,具有消炎、抗菌等作用 [1, 2 ] ,对

桑叶中绿原酸的含量进行测定具有重要的意义 ,

HPLC对绿原酸的分析测定已得到广泛的应用
[3 ]
,但

对桑叶中绿原酸的分析测定未见报道 ,本实验采用

RP-HPLC测定新疆不同地区、不同采集期和不同品

种桑叶中的绿原酸含量 ,该方法简便、重现性好。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂: HP1100型高效液相色谱仪 (美国

惠普公司 ) , DAD二级管阵列紫外检测器 ,绿原酸对

照品 (中国药品生物制品检定所 ) , 甲醇 (优级纯 ) ,

磷酸二氢钾、磷酸、甲酸均为 AR级 ,桑叶 (不同采集

期—采自新疆医科大学院内一棵白桑 , 5月～ 11月

份 ,不同地区—采自新疆南疆、北疆和东疆各地 ,均为

5月份 ,不同品种—采自和田洛浦县 ,为 5月份 )。

1. 2　色谱条件:色谱柱为 Zo rbax ODS ( 5μm, 250

mm× 4. 6 mm ) ,流动相为甲醇 -0. 01 mol /L磷酸二

氢钾 ( 25∶ 75, pH= 3. 58) , 检测波长为 328 nm ,

流速为 1. 0 mL /min, 柱温为 35℃ , 进样量为 10

μL,色谱图见图 1。

图 1　对照品 (A) 和样品 (B)的 HPLC色谱图

Fig. 1　 HPLC chromatogram of ref erence substance

( A) and sample ( B)

1. 3　对照品溶液的制备: 准确称取适量的绿原酸 ,

用甲醇定容于 10 mL 的容量瓶中 ,配成浓度为

0. 260 mg /mL的对照品溶液。

1. 4　线性关系:精确量取对照品溶液 2 mL,用甲醇

定容于 5 mL的容器瓶中 ,摇匀 ,配成质量浓度为

0. 104 mg /mL的溶液 ,在上述色谱条件下 ,分别进

样 0. 5, 1. 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 10. 0, 12. 0μL,测定

峰面积 ,以峰面积 (Y ) 为纵坐标 ,以对应的绿原酸

的质量 ( X )为横坐标 ,绘制标准曲线 ,回归方程为:

Y= 2 770. 51 X - 18. 07, r= 0. 999 9。 线性范围为

0. 052～ 2. 58μg。
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1. 5　精密度和稳定性试验:精密吸取对照品溶液 10

μL, 在上述选定的色谱条件下 ,连续进样 6次 ,测得

峰面积的 RSD为 1. 81% (n= 6)。取上述对照品溶

液 ,每隔 2 h,进样 10μL,连续测定 12 h, 结果表明

在 12 h内峰面积值基本稳定 ,峰面积的 RSD为

1. 40% 。

1. 6　重现性实验: 精密称取阿克苏 ( 5月份 )桑叶

样品 5份 ,按样品制备方法制备供试品 ,进样 30

μL, 测定峰面积 ,计算得峰面积 RSD= 1. 06%。

1. 7　回收率试验:精确称取已知含量的乌鲁木齐

( 10月份 ) 桑叶粉 9份 ,分别加入绿原酸对照品

0. 5, 1. 5, 3 mL (各样 3份 ) ,按样品含量测定方法

制备供试品溶液 ,根据回归方程计算回收率 ,结果平

均回收率为 97. 5% , RSD为 2. 06% (n= 9)。

1. 8　样品的测定:准确称取经 60℃ 干燥 3 h并过

60目筛的桑叶粉末 0. 5 g , 置于 25 m L的容量瓶

中 ,加入甲醇-甲酸溶液 ( 95∶ 5) 20 mL放置 2 h,

超声提取 30 min, 离心 ( 4 000 r /min) 5 min,清液

移入另一 25 mL容量瓶 ,在离心后的沉淀中加入甲

醇 -甲酸溶液 5 mL洗涤沉淀 ,离心 5 min, 清液合

并于上述 25 mL容量瓶中 ,再加甲醇 -甲酸溶液至

刻线 ,摇匀 ,过 0. 45μm滤膜 ,用作供试液 ,在选定

的色谱条件下测定新疆不同地区、不同采集期和不

同品种桑叶中的绿原酸 ,并由回归方程计算其绿原

酸的含量见表 1, 2。
表 1　新疆不同地区桑叶 ( 5月份 )中绿原酸的含量 ( n= 4)

　 Table 1　 Content of chlorogenic acid inM . alba f rom

diff erent areas of Xinj iang (n= 4)

　　地　区 绿原酸 / ( mg· g- 1) RSD /%

乌鲁木齐 　　　　 10. 2 1. 23

吐鲁番 24. 6 0. 40

哈密 18. 2 0. 54

喀什 10. 2 0. 26

和田洛浦 (白桑 ) 6. 89 0. 41

和田洛浦 (黑桑 ) 12. 8 0. 28

表 2　乌鲁木齐地区不同采集期桑叶中绿原酸的含量 ( n= 4)

　　 Table 2　 Content of chlorogenic acid inM . alba

of diff erent collecting time (n= 4)

采集月份 绿原酸 / ( mg· g- 1) RSD /%

5 10. 2 1. 23

6 3. 89 1. 23

7 3. 30 1. 64

8 3. 21 1. 11

9 3. 19 1. 22

10 　　　 0. 210 0. 53

11 0. 052 0. 68

2　结果与讨论

2. 1　检测波长的确定:用二级管阵列检测器分析比

较了绿原酸对照品色谱峰和样品所测成分相应色谱

峰的紫外光谱 ,试验证明 ,两者的紫外光谱基本一

致 ,均在 328 nm处有一最大吸收峰 ,故选择检测波

长为 328 nm。

2. 2　流动相 pH值的选择:实验了 pH= 1～ 7的甲

醇 -0. 01mo l /L磷酸二氢钾 ( 25∶ 75) 溶液做流动

相 ,发现流动相的 pH值较小时 ,保留时间太长 ,当

流动相 pH值增大时 ,保留时间缩短 ,样品峰严重重

叠 ,分离效果不好 ,当流动相的 pH= 3. 5～ 3. 6时 ,

保留时间在 7 min左右 ,分离效果最好 ,本实验选择

pH= 3. 58。

2. 3　提取方法的选择:试验了同一样品用不同的提

取溶剂 ,如甲醇、 50% 甲醇和甲醇-甲酸 ( 95∶ 5) ,

实验证明 ,用甲醇 -甲酸 ( 95∶ 5)溶液作为提取剂

时 ,峰面积最大 ,含量最高 ,这是因为绿原酸分子具

有邻苯二酚和羧酸结构 ,常以盐的形式存在于植物

体中 ,提取时以含甲酸甲醇溶液为酸性提取液 ,使绿

原酸呈分子状态而被提取出来。

2. 4　采集期、产地和品种对桑叶中绿原酸含量的影

响:从表 2可以看出 ,在年周期中 ,桑叶中绿原酸的

含量以 5月份嫩叶中含量最高 ( 10. 2 mg /g ) , 6月、

7月、 8月、 9月桑叶中绿原酸的含量基本相同 ,降为

5月份的 1 /3, 9月份以后桑叶中绿原酸的含量急

剧下降 ,降为 5月份 1 /200, 降霜后 ( 10月、 11月 )

的桑叶中绿原酸的含量最低。 不同品种桑叶中绿原

酸的含量有较大的差异 ,黑桑中绿原酸的含量

( 12. 8 mg /g)是白桑 ( 6. 89 mg /g )中的 2倍。从表

1可以看出 ,不同产地桑叶中绿原酸的含量差异显

著 ,东疆的吐鲁番地区和哈密地区桑叶中绿原酸的

含量很高 ( 24. 6和 18. 2 mg /g) ,南疆的和田洛浦白

桑中绿原酸的含量最低 ( 6. 89 mg /g ) , 显示出极大

的地区差异性 ,这可能是吐鲁番地处盆地 ,日照时间

长 ,出产优质桑叶。
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