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摘 要 采用反相高效液相色谱一二极管阵列检测法(RP—HPLC—PAD)对槟榔花 3种提取物中多酚类化合物的色谱 

分析条件进行优化，分别探讨流动相的组成、流动相中醋酸浓度 、醋酸与甲醇的比例和柱温对保留时间的影响， 

确定梯度分离条件 ．并对 3种不同槟榔花提取物中多酚类化合物进行定量分析。结果表明，3种提取物中均含没 

食子酸、香豆酸 、表儿茶素 、阿魏酸 、芦丁和柚皮素 ，其中表儿茶素 、没食子酸和香豆酸 的含量相对较高 。 
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Abstract The separation conditions of chromatography were optimized with a reversed-phase high performance 

liquid chromatographic photodiode array detection(RP—HPLC—PAD)method for the determination of nine polyphenols 

in three Areca inflorescences．The relationship of glacial acetic acid concentration in mobile phase and the 

retention time，the effects of mobile phase composition，flow phase and the proportion of methanol were discussed 

respectively．Then the influenee of gradient separation conditions was established．At the same time．three Areca 

inflorescences extracts of phenolic compounds were quantitatively analyzed．The results showed that the three 

extracts all contained gallic acid，coumalic acid，epicatechin，fumalie acid，naringenin and rutin，in which the 

contents of epicatechin，gallic acid and coumalic acid were higher than others 

Key words Areca inflorescences extracts；Polyphenols；Reversed—phase high performance liquid chromatographic 

photodiode array detection(RP-HPLC-PAD) 

doi 10．3969／j．issn．1000—2561．2011．05．036 

多酚类化合物是植物代谢过程中的产物．广泛 

存在于水果、蔬菜中，如葡萄、苹果、茶叶、葡萄 

柚 、洋葱 、茄子以及各种香辛料 、谷物 、豆类及果 

仁等[ -4]中，是人们每天从饮食中摄取的数量较多 

的抗氧化物质[ 。大量研究结果表明．植物多酚具 

有抗诱变、清除体内自由基、抗肿瘤 、预防心血 

管疾病 、抗癌 、延缓机体 衰老 、抗氧化等生物 活 

性[6- ，因此，在制药、生化、13化、食品以及精 

细化工等领域具有广阔的开发前景㈣ 

常用的酚类物质测定方法有紫外分光光度法[1q、 

薄层色谱法【l71、高效液相色谱法『l81及毛细管电泳法 

等『l91，其中高效液相色谱法以操作简单 、准确度 

高 、重复性好等优点被广泛用于多种多酚类化合物 

的含量 2ol。槟榔位居 中国四大南药之首 ．槟榔花 
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是槟榔的雄花蕾 ，味淡，性凉 ．具有抑制脱氧核 

糖降解 、调节免疫系统、抗炎降脂 、延缓衰老等 

功效[21-221。目前，国内外对槟榔花以及槟榔花中功 

效成分分离检测的研究未见报道 因此．本文采用 

反相高效液相色谱一二极管阵列检测法(RP—HPLC— 

PAD)对槟榔花 3种不同提取物中多酚类化合物的 

色谱条件进行优化．旨在为槟榔花活性成分的研究 

提供参考 ’ 

1 材料与方法 

1．I 材料 

1．1．1 植物材料及处理 槟榔花由海南省安定县 

翰林绿果槟榔专业合作社提供 ．采收于 2010年 4 

月份。60℃烘干备用。分别采用 100 oC沸水浴提取3 

次，每次 30min；超纯水常温提取 3次，每次 6h； 

95％的乙醇常温提取 3次，每次 6 h：共 3种不同的 

提取方法。每种方法的提取液过滤后分别合并滤 

液 ，15 000 r／min离心 30 min，旋转蒸发 ，定容 ， 

获得该方法提取物，冷藏备用。 

1．1．2 主要试剂与仪器 没食子酸、香豆酸、儿 

茶素、绿原酸、表儿茶素、芦丁、柚皮素、山奈素 

和阿魏酸等皆均购于美国SIGMA公司：甲醇(HPLC 

专用色谱纯试剂)，购于美国TEDI 有限公司：纯净．A 

水(娃哈哈)；冰醋酸，磷酸等均为分析纯。 

581OR冷冻高速离心机．德国 Eppendoff股份 

有限公司产品：UVLine 9400紫外可见分光光度 

计．德国SCHOTr仪器公司产品；HH一6型数显恒 

温水浴锅。上海康仪有限公司产品；R一210旋转蒸 

发仪 。瑞士 BUCHI公司产品；超声波清洗机，宁 

波海曙五方超声设备有限公司：高效液相色谱仪 

(配二元泵和二极管阵列检测器)。日本岛津公司。 

1-2 方法 

1．2．1 色谱条件 色谱柱：Inertsil ODS—SP反相 

C18柱 (O．5 m，g．6 mmxl50 ram)，流 动相为 3％ 

的冰醋酸水溶液(A)和甲醇(B)，采用多级线性梯 

度洗脱程序。总流速为 1．0 mL／min，柱温为 30℃， 

检测波长为 280 nm，进样体积为 l0 L。洗脱程 

序：0～6 rain，B为 10％～30％；6～10 min，B为 30％一 

70％：10～15 min，B为 70％～90 ；15—20 rain，B为 

9O％ 100％ ．20～25 min，B为 100％ ～20％ ，15～ 

20 min，B为20％。 

1．2．2 标准溶液的配制 将 9种标准品用甲醇配 

制成 1 mg／mL的标准品储备液，4℃冷藏备用。取 

各储备液适量 。分别用甲醇配制成 0．02、0．04、 

0．06、0．08、0．10 mg／mL系列的混合标准溶液。 

1．2-3 提取物处理 分别量取 50mL槟榔花 3种 

提取液，旋转蒸发干后再分别用甲醇定容至 50 mL， 

经0．45 tLm滤膜过滤，4℃冷藏备用。 

2 结果与分析 
2．1 色谱条件优化 

2．1．1 流动 相的 选择 本试 验对 常用 流动相 甲 

醇一水进行考察发现峰拖尾现象比较严重．可能是 

此条件下酚羟基易发生解离．在固定相表面有双重 

的保 留机制 201 而在 流动相 中加 入酸性抑 制剂 

(如：磷酸、冰醋酸)可以抑制酚酸的电离。形成疏 

水缔合物，能够改善分离效果和峰拖尾现象123-~。 

因此 ，选用磷酸水溶液一甲醇和醋酸水溶液一甲醇 

为流动相进行试验。 

由于各组分之间极性差别较大．等度洗脱无法 

达到分离要求。故采用梯度洗脱 。流动相甲醇从 

5％变化至 100％．可使样品中各待测组分达到基 

线分离 

选 用 2 mmol／L的磷酸和甲醇作流动相 ．洗脱 

程序为：0～15 20⋯40 55 100 min．甲醇浓度为 

2％～l0％～20％～30％～50％．混合标准品分离图谱 

见图 1，此种洗脱方法对标准品的分离效果较好． 

但对提取物的分离效果不明显 ．且此方法耗时过 

长，故选用了其它流动相。 
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1．没食子酸；2．香豆酸；3．儿茶素；g．绿原酸；5．表儿茶素； 

6．阿魏酸；7．芦丁；8．柚皮索；9．山奈素。 

图 1 流动相为 2mmol／L磷酸一甲醇分离9种标准品色谱图 

用 0．3％、I％、2％、3％冰醋酸做流动相 A 

进行试验(图2所示)，发现用 3％冰醋酸一甲醇作 

流动相 ，分离效果较好 。因此 ，选用 3 冰醋 

酸一甲醇作流动相，采用梯度洗脱 ，洗脱程序为 ： 

0～6 min，B 为 10％ 一30％ ；6一lO min，B为 50％ ～ 
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70％；10～15 min，B为 70％ 90 ；15～2min．B为 9 

0％～100 ，20～2 min B为 100％～2O％ ． 15～ 

20 min．B为 20％ 

2．1．2 流动相流速 考察 O．5、O．8、1．0、l2 mL／min 

4个流速，发现 1．0 mL／min时出峰效果最好 ．故 

确定流速为 1．0 mL／min 利用优化后的条件所得标 

准品的 HPLC图谱见图 2所示 ．所有组分在 l7 mjn 

内得以完全分离 

图 2 不同浓度冰醋酸作流动相分离 9种标 准品色谱图 

2．1_3 测定波长的选择 9种多酚类标准 品用紫 

外 二极 管阵列检测器在 200 400 nm 波长扫描 f图 

3)发现 ．在 280 nm处均有最大或较大吸收峰且 9 

种标准 品均达到了基线 分离 因此 ．本试 验选取 

280 nm作为检测波长 

2．2 线性关系和检测限 

在上述色谱条件下．9种待测化合物在 0．02～ 

0．1 mg,／mL范围内的峰面积与其质量浓度之间的线 

性方程 、相关系数(r)及检测限(LOD)见表 1．其中 

检测限以信噪比为3(S／N=3)的标准进行计算。可以 

看出。各组分的相关系数均在 0．999以上 ．检测限 

在 0．08～0．29 mg／L之间。 

图 3 不 同波长下 9种标准 品色谱 图 

2．3 回收率测定 

向3种提取物中定量添加各标准品的混合标准 

溶液．依上述方法进行 HPLC测定，按加标回收率 

的方法计算。由表 2可知 。各标准品的回收率在 

87％ 103％之间 

加标回收率：(实测值一样品中含量)x100％／添 

加量 。 

2．4 提取物测定 

用以上确定的 HPLc条件对 3种提取物中多类物 

质进行定性和定量检测。其图谱见图4。将标准品与 

提取物比较可知 ．本试验检测出槟榔花沸水提取物 

(BWE)、冷水提取物(AWE)和乙醇提取物(EE)的总酚 

含量分别为：0．6236、0．5893、0．3146mg／mL，3种提 

取物中均含没食子酸、香豆酸 、表儿茶素、阿魏 

酸、芦丁和柚皮素等 6种多酚类物质，但其含量不 

尽相同．其中表儿茶素、没食子酸和香豆酸的含量 

相对较高(表 3)。3种提取物中多酚类化合物组分 

表 1 9种标 准品的线性方程 、相关 系数 、线 性范围和检测限 

说明：线性方程中1，为峰面积，x为浓度(mg／mL)。 
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说明：表中不同字母表示差异显著(_p<O．05)。 

0．0 2．S 5．0 7．5 l0-0 l2．5 15．0 

时间，min 

0．0 2．5 5．0 7．5 10．0 l2．5 15．0 

时间／rain 

A．标准品；B．沸水提取物；C．冷水提取物；D．乙醇提取物 

1．没食子酸；2．香豆酸；3．儿茶素；4．绿原酸；5．表儿茶素；6．阿魏酸；7．芦丁；8．柚皮素；9．山奈素。 

图 4 标准品和各提取物色谱图 

和含量的不同可能与其提取方法有关．槟榔花沸水 

提取物中主要酚类化合物表儿茶素、没食子酸和香 

豆酸的含量均高于冷水提取物和乙醇提取物的，表 

明高温对槟榔花中多酚类化合物的影响较小 ．因此 

沸水提取是一种经济有效的提取方法。 

3 讨论 

本试验采用梯度洗脱法建立了用高效液相色谱 

法测定槟榔花多酚类物质的方法 ．采用 3％冰醋 

酸一甲醇为流动相 ，能将几种酚类物质完全分离 ， 

该方法准确可靠．且重现性好。 
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在此条件下测定槟榔花 3种提取物中均含 6种 

多酚类物质：没食子酸、香豆酸、表儿茶素、阿魏 

酸、芦丁和柚皮素，但其含量各不相同 其中除柚 

皮素外，沸水提取物中其它各组分均高于冷水提取 

物和乙醇提取物；在 3种提取物中 ，表儿茶素、没 

食子酸和香豆酸的含量都相对较高．而阿魏酸和柚 

皮素的含量均较低。本研究发现．槟榔花沸水提取 

物中主要多酚类物质均高于冷水提取物和乙醇提取 

物．说明槟榔花中多酚类物质对高温不敏感．沸水 

提取法是一种经济、行之有效、值得推广的槟榔花 

提取方法。 

张兴等从槟榔果实中分离鉴定了异鼠李素、金圣 

草黄素、木犀草素、(±)一4 5一二羟基_3 5 7一三甲氧 

基黄烷酮和巴西红厚壳素5个酚类成分阳：Chin-Kun 

Wang等用交联葡聚糖法从槟榔果实中分离出单宁和非 

缩合单宁阿：另有报道显示．槟榔果实中含有较丰富的 

儿茶素、表儿茶素和花青素等酚类物质圈．本试验鉴定 

出了表儿茶素，与上述研究结果一致．但未能鉴定出 

儿茶素可能与试验条件有关 

由于试验条件 限制 ．提取物 中还有几种含量 

比较多的成分未能被鉴定．推测可能为单宁或花青 

素中的一种或几种 ．尚需进一步研究论证 本研究 

检测出的槟榔花中多酚类物质的种类和含量 ．为评 

价槟榔花及槟榔花产品质量提供科学依据 
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