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摘 　要 :目的 　建立测定保健食品中大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚含量的高

效液相色谱法。方法 　使用 Symmetry@C18 (250 mm ×416 mm, 5μm) 为色谱柱 ,以甲醇 + 011%磷酸水溶液 (80 +

20) 为流动相 ,检测波长为 254 nm。结果 　大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚在

01014～01280、01014～01280、010126～010252、010156～01104、01025～01500和 01025～01500μg/m l浓度范围内

具有良好线性关系 ;平均加标回收率分别为 9115%、9012%、8513%、10513%、8717%和 10211% ;相对标准偏差分

别为 6121%、5182%、7111%、8150%、7135%和 9142%。结论 　该方法简便、准确 ,有良好的重现性 ,技术参数指标

符合食品理化分析的要求 ,可用于蒽醌类保健食品的质量控制。

关键词 :大黄酸 ;芦荟大黄素 ; 1, 82二羟基蒽醌 ;大黄素 ;大黄酚 ;大黄素甲醚 ;营养保健食品 ;色谱法 , 液相

中图分类号 : O657172; TQ61215　　文献标识码 : A　　文章编号 : 100428456 (2010) 0120027204
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Abstract: O bjective 　 To establish a HPLC method for the determ ination of rhein, aloeemodin, 1, 82
dihydroxyanthraquinone, emodin, chrysophanol and physcion in health food1M ethod 　A HPLC with Symmetry @ C18

column (250mm ×416mm, 5μm) , a m ixture of CH3OH + 011% H3 PO4 (80 + 20) asmobile phase and a UV detector at

254 nm was used. Results　The linearity for rhein, aloeemodin, 1, 82dihydroxyanthraquinone, emodin, chrysophanol,

physcion was good in the ranges of 01014201280, 01014201280, 01012 6201025 2, 01015 6201104, 01025201500 and

01025201500μg/m l respectively; the recovery of those was 9115% , 9012% , 8513% , 10513% , 8717% and 10211%

respectively; and the RSD of those was 6121% , 5182% , 7111% , 8150% , 7135% and 9142% respectively1Conclusion

　The method is simp le, accurate and rep roducible, and could be used for the quality control of rhubarb anthraquinones in

health food.

Key words: Rhein; A loe2Emodin; 1, 82D ihydroxyanthraquinone; Emodin; Chrysophanol; Physcion; D ietary Supp lements;

Chromatography, L iquid

　　蒽醌类物质种类很多 ,以部分游离、大部分与葡

萄糖结合成苷的形式存在 [ 1, 2 ]。文献中关于蒽醌类

化合物的检测研究有许多方法 ,如分光光度法 [ 3, 4 ]、

薄层扫描法 [ 5, 6 ]等 ,使用最广泛的检测技术是色谱

法 ,主要是高效液相色谱法 [ 2 ]。这些方法大多用于

药材及中成药 [ 7 - 11 ]的测定 ,目前测定保健食品中蒽

醌类成分含量的方法比较少 ,需要建立一个简便、准

确、科学的保健食品中蒽醌类成分含量的检测方法。

本文主要运用酸水解、液液萃取等前处理方法 ,

结合 HPLC2紫外检测手段 ,建立检测保健食品中大

黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚

和大黄素甲醚等 6种蒽醌类化合物 (结构式见图 1)

含量的方法 ,为制定国家标准奠定理论基础 ,以保障

食品安全 ,保护人们身体健康。

1　材料与方法

111　试剂

大黄酸 (纯度 100% )、芦荟大黄素 (纯度

100% )、1, 82二羟基蒽醌 (纯度 100% )、大黄素 (纯

度 100% )、大黄酚 (纯度 100% )和大黄素甲醚 (纯

度 100% )均购自中国药品生物制品检定所。甲醇

分析纯、色谱纯均购自北京市化学试剂公司 ,甲醇分

析纯用于样品前处理过程 ,甲醇色谱纯用于液相色

谱分析过程。磷酸二氢钠购自北京市化学试剂公
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图 1　6种蒽醌类化合物结构式

司。水为实验室一级用水 , 电导率 ( 25 ℃ ) 为

0101 mS/m。

精密称取大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽

醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚对照品 10 mg,加

流动相稀释至 10 m l,制成每 1 m l含 110 mg大黄酸、

芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大

黄素甲醚的对照品贮备溶液。

112　仪器与设备

分析天平 ( Sarturius公司 ) ,超声波清洗器 (博劢

行公司 ) ,液相色谱仪 (W aters 2695) ,超纯水仪 (美

国 , PL5242)。

113　方法

11311　试样溶液的制备 　取样品适量 ,置 50 m l三

角瓶中 ,准确加入 10 m l水和 2 m l盐酸水解 ,沸水回

流 30 m in,冷却。过滤 ,取滤液用乙醚萃取 3次 ,每

次 15 m l。合并乙醚层 ,室温挥干 ,残留物用甲醇溶

解并定容至 5 m l,过 0145 μm 滤膜 ,待上液相色

谱仪。

11312　高效液相色谱条件 　色谱柱 : Symmetry@

C18柱 (250 mm ×416 mm , 5μm ) ;流动相 :甲醇 +

012 mol/L磷酸二氢钠溶液 ( 80 + 20) ,用 H3 PO4 调

节 pH 315;流速 : 110 m l/m in;检测波长 : 270 nm;柱

温 :室温 25 ℃。

2　结果

211　线性范围

精密吸取上述对照品溶液 ,照按上述色谱条件

测定峰面积 ,以峰面积值为纵坐标 ,含量为横坐标绘

制标准曲线并进行回归计算 , 6种蒽醌类成分的线

性回归方程见表 1。

表 1　6种蒽醌类成分的线性回归方程
成分 回归方程 线性范围 (μg/m l) 　　
大黄酸 y = 4140 ×106 x - 4140 ×104 ( r = 019999) 01014～01280
芦荟大黄素 y = 5128 ×106 x - 5175 ×104 ( r = 019999) 01014～01280
1, 82二羟基蒽醌 y = 5124 ×106 x - 4118 ×104 ( r = 019998) 010126～010252
大黄素 y = 4102 ×106 x - 1198 ×104 ( r = 019999) 010156～01104
大黄酚 y = 5181 ×106 x - 1114 ×105 ( r = 019991) 01025～01500

大黄素甲醚 y = 3127 ×106 x - 6118 ×105 ( r = 019998) 01025～01500

212 　准确度

采集该类保健食品 ,进行大黄酸、芦荟大黄素、

1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的加

标试验。各加入高、中、低 3个水平的标准溶液 ,试

验结果见表 2,大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽

醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的平均加标回收率

分别为 9115%、9012%、8513%、10513%、8717%和

10211% ,相对标准偏差分别为 6121%、5182%、

7111%、8150%、7135%和 9142%。图 2分别为混合

标准液相色谱图、空白样品液相色谱图和样品加标

液相色谱图。

213　精密度

吸取上述对照品溶液 (浓度为 210μg/m l) 10

μl,连续进样 5次 ,按上述色谱条件测定峰面积 ,测

得大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大

黄酚和大黄素甲醚的 RSD 分别为 0174%、0167%、

0183%、0173%、0168%和 1128% ( n = 5)。仪器精

密度满足要求。

214　重现性试验

取同一样品 ,按“113方法 ”项下方法制备试样

溶液 ,按上述色谱条件测定大黄酸、芦荟大黄素、

1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的含

量。结果 , 对应的 RSD 分别为 1128%、1130%、

1159%、1169%、1185%和 1117% ( n = 5) ,表明方法

重现性良好。

215　稳定性试验

吸取同一试样溶液 ,放置 4、8、12、24 h测定大

黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚

和大黄素甲醚的含量 , RSD 分别为 1178%、1161%、

1177%、1138%、1138% 和 1166% ( n = 5) ,表明试

样溶液在 24 h内稳定。

216　试样含量测定

取保健食品样品按上述方法 ( 113方法 )制备、

测定并计算含量 ,测定结果见表 2。
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混合标准液相色谱图

空白样品液相色谱图
样品加标液相色谱图

注 : 1:大黄酸 ; 2:芦荟大黄素 ; 3: 1, 82二羟基蒽醌 ; 4:大黄素 ; 5:大黄酚 ; 6:大黄素甲醛。

图 2　混合标准、空白样品和样品加标液相色谱图

表 2　不同样品测定结果 ( g /100 g )

样品 1 2 3
大黄酸 010202 01102 010548
芦荟大黄素 010156 010530 010195
1, 82二羟基蒽醌 01128 010991 01105
大黄素 010251 01118 010288
大黄酚 010280 010211 010142
大黄素甲醚 0100580 010108 010101

3　讨论

311　样品前处理条件的优化

蒽醌以游离型和结合型 2种形式存在 ,用高效

液相色谱法进行测定时 ,主要是对游离蒽醌进行测

定 ,因而应将结合型苷水解成游离型蒽醌。本文采

用酸水解、有机溶剂萃取的方法对样品进行前处理 ,

测定样品水解后的蒽醌总量作为质量控制指标 ,以

便更为真实地反映样品中总蒽醌的含量。

结合型蒽醌需经水解后测定 ,由于盐酸挥发性

较好 ,易除去 ,故选取盐酸作为水解酸。酸的浓度和

水解时间直接影响水解是否完全 ,酸用量分别考察

加入 110、115、210、215、310 m l盐酸时的水解效果 ,

结果表明 ,采用加入水 10 m l和盐酸 2 m l,水解提取

较完全。水解时间分别考察 20、30、60 m in的水解

效果 ,结果表明 ,采用沸水浴水解 30 m in,水解完全。

萃取溶剂的选择 ,样品酸水解成蒽醌苷元 ,极性

较小 ,分别采用三氯甲烷、乙醚萃取。结果表明 ,采

用以三氯甲烷、乙醚萃取均较完全。由于三氯甲烷

毒性较大 ,选择乙醚作为萃取溶剂。

312　波长的选择

当选用波长 225、245 nm作紫外检测波长时 ,样

品液相色谱峰杂质较多 ,影响测定结果。因此选用

波长 270 nm为紫外检测波长。大黄酸、芦荟大黄

素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚

的紫外光谱见图 3。

313　流动相的选择

目前采用液相色谱方法对大黄酸、芦荟大黄素、

1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚分析

时 ,基本采用反相色谱 ,流动相以甲醇 +水、乙腈 +

水体系为主 ,用磷酸二氢钠、磷酸和醋酸调节 pH

值。本实验采用 Symmetry@ C18 ( 5μm, 250 mm ×

416 mm)色谱柱分离 ,分别考察不同比例甲醇 + 012

mol/L磷酸二氢钠作为流动相洗脱的效果。

当以甲醇 + 012 mol/L磷酸二氢钠 (7 + 3)作为

流动相时 ,由于保留时间较短 ,杂质与目标化合物分

离不理想 ,造成测定结果的偏差 ;当以甲醇 + 012

mol/L磷酸二氢钠 (8 + 2)作为流动相时 ,分离效果

较好 ,保留时间延长 ,但检测周期变长 ,浪费时间及

试剂。当以甲醇 + 012 mol/L磷酸二氢钠 (8 + 2)且

pH调节到 3时 ,作为流动相 ,分离效果较为理想。

本文建立了保健食品中大黄酸、芦荟大黄素、

1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的

HPLC测定方法。该方法具有较高的灵敏度和选择

性 ,结果准确可靠、重现性好。
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图 3　大黄酸、芦荟大黄素、1, 82二羟基蒽醌、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的紫外光谱图
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