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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部农产品质量安全监管司提出.
本文件由农业农村部农产品营养标准专家委员会归口.
本文件起草单位:浙江大学、中国计量大学、湖南农业大学、浙江中医药大学、江苏省农业科学院、黄山

华绿园生物科技有限公司、杭州花凝香生物科技有限公司.
本文件主要起草人:陆柏益、朱宇航、黄伟素、周菲、李脉泉、夏道宗、焦琳舒、陈克、张大勇.
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桂花中苯乙醇苷类化合物的测定　高效液相色谱法

１　范围

本文件描述了桂花中苯乙醇苷类化合物的高效液相色谱测定方法.
本文件适用于桂花中毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、红景天苷和连翘酯苷 A含量的测定.
毛蕊花糖苷的标准曲线线性范围为１􀆰０μg/mL~２００μg/mL,异毛蕊花糖苷、红景天苷和连翘酯苷 A

的标准曲线线性范围为０􀆰５μg/mL~２００μg/mL.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义.

４　原理

桂花中的苯乙醇苷类化合物,经８０％乙醇水溶液超声提取﹐用高效液相色谱仪经紫外检测器或二极

管阵列检测器在２８５nm 波长下检测,以色谱峰的保留时间定性,外标法定量.

５　试剂和材料

除非另有说明,本方法所用试剂均为分析纯,水为符合 GB/T６６８２规定的一级水.

５􀆰１　试剂

５􀆰１􀆰１　甲醇(CH３OH).

５􀆰１􀆰２　乙醇(CH３CH２OH).

５􀆰１􀆰３　乙酸(CH３COOH).

５􀆰１􀆰４　乙腈(CH３CN):色谱纯.

５􀆰２　溶液配制

５􀆰２􀆰１　０􀆰１％乙酸水溶液:准确吸取１􀆰０mL乙酸(５􀆰１􀆰３),加水定容至１０００mL,混匀.

５􀆰２􀆰２　５０％甲醇水溶液:准确吸取５０mL甲醇(５􀆰１􀆰１),加水定容至１００mL,混匀.

５􀆰２􀆰３　８０％乙醇水溶液:准确吸取８０mL乙醇(５􀆰１􀆰２),加水定容至１００mL,混匀.

５􀆰３　标准品

５􀆰３􀆰１　毛蕊花糖苷(Acteoside,C２９H３６O１５,CAS号:６１２７６Ｇ１７Ｇ３):纯度≥９８％,或经国家认证并授予标准

物质证书的标准物质.

５􀆰３􀆰２　异毛蕊花糖苷(Isoacteoside,C２９H３６O１５,CAS号:６１３０３Ｇ１３Ｇ７):纯度≥９８％,或经国家认证并授予

标准物质证书的标准物质.

５􀆰３􀆰３　红景天苷(Salidroside,C１４H２０O７,CAS号:１０３３８Ｇ５１Ｇ９):纯度≥９８％,或经国家认证并授予标准物

质证书的标准物质.
１
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５􀆰３􀆰４　连翘酯苷 A(ForsythosideA,C２９H３６O１５,CAS号:７９９１６Ｇ７７Ｇ１):纯度≥９８％,或经国家认证并授予

标准物质证书的标准物质.

５􀆰４　标准溶液配制

５􀆰４􀆰１　标准储备溶液(１０mg/mL):分别准确称取苯乙醇苷标准品５０mg(精确至０􀆰１mg),用５０％甲醇

水溶液(５􀆰２􀆰２)溶解并定容至５mL棕色容量瓶中,配制成浓度为１０mg/mL标准储备溶液,于－１８℃保

存,有效期２个月.

５􀆰４􀆰２　标准中间溶液(１mg/mL):分别移取１mL标准储备溶液(５􀆰４􀆰１)于４个１０mL棕色容量瓶中,用

５０％甲醇水溶液(５􀆰２􀆰２)定容至刻度,配制成浓度为１mg/mL标准中间溶液,现用现配.

５􀆰４􀆰３　混合标准工作溶液:分别移取０􀆰０５mL、０􀆰１mL、０􀆰２mL、０􀆰５mL、１mL、２mL的标准中间溶液

(５􀆰４􀆰２)混合于１０mL棕色容量瓶中,用５０％甲醇水溶液(５􀆰２􀆰２)定容至刻度,配制成浓度为５μg/mL、

１０μg/mL、２０μg/mL、５０μg/mL、１００μg/mL、２００μg/mL的系列混合标准工作溶液,现用现配.

５􀆰５　材料

微孔滤膜:０􀆰２２μm 水系.

６　仪器和设备

６􀆰１　高效液相色谱仪:配紫外检测器或二极管阵列检测器.

６􀆰２　分析天平:感量０􀆰０１g和０􀆰０００１g.

６􀆰３　分析研磨机.

６􀆰４　涡旋振荡器.

６􀆰５　离心机:离心力不小于３１２０g,带有１５mL转子.

６􀆰６　超声波清洗器:功率大于或等于９００W.

７　试样制备与保存

取１０g新鲜桂花或干桂花样品,液氮冷冻,用研磨机粉碎３０s至颗粒均匀,过１００目筛,放入分装容

器中,立即检测或用封口膜密封处理,放于－１８℃冻存备用,有效期２个月.

８　测定步骤

８􀆰１　提取

称取０􀆰１g试样(精确到０􀆰０００１g)于１５mL离心管中,加入１０mL８０％乙醇水溶液(５􀆰２􀆰３),涡旋振

荡１０s,室温下超声提取３０min,３１２０g 离心力或以上离心１０min,取上清液;往残渣中再次加入１０mL
８０％乙醇水溶液(５􀆰２􀆰３),涡旋振荡１０s,按上述条件离心,合并两次提取液于２５mL容量瓶中,用水定容

至刻度,混匀,取适量清液经０􀆰２２μm 微孔滤膜(５􀆰５)过滤后待检测.

８􀆰２　测定

８􀆰２􀆰１　色谱参考条件

液相色谱参考条件:

a)　色谱柱:C１８(４􀆰６mm×２５０mm,５μm)反向色谱柱或性能相当者;

b)　检测波长:２８５nm;

c)　柱温:３５℃;

d)　进样量:１０μL;

e)　流速:１􀆰０mL/min;

f)　流动相:A为０􀆰１％乙酸水溶液(５􀆰２􀆰１),B为乙腈 (５􀆰１􀆰４),流动相梯度条件见表１.

２
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表１　流动相及梯度洗脱参考条件

时间

min
A
％

B
％

０ ９０ １０

１０ ８０ ２０

１５ ８０ ２０

３０ ７５ ２５

３１ ２０ ８０

３２ ２０ ８０

３３ ９０ １０

３５ ９０ １０

８􀆰２􀆰２　校准曲线制作

取适量５μg/mL、１０μg/mL、２０μg/mL、５０μg/mL、１００μg/mL、２００μg/mL的毛蕊花糖苷、异毛蕊花

糖苷、红景天苷和连翘酯苷 A的系列混合标准工作溶液(５􀆰４􀆰３),用高效液相色谱仪测定,以待测物质色

谱峰面积为纵坐标,标准溶液浓度为横坐标,绘制标准曲线,相关系数R２应不低于０􀆰９９９０.

８􀆰２􀆰３　定性

用高效液相色谱仪测定样品溶液和标准溶液.在相同实验条件下,苯乙醇苷类化合物在样品中的保

留时间与在标准工作溶液中的保留时间一致,相对偏差在±２􀆰５％以内.

８􀆰２􀆰４　定量测定

在相同的高效液相色谱条件下,对样品溶液和标准工作溶液进行测定,以标准工作溶液浓度为横坐

标,苯乙醇苷类化合物峰面积为纵坐标进行外标法定量.试样溶液中苯乙醇苷类化合物的响应值应在仪

器测定的线性范围内.４种苯乙醇苷类化合物标准工作溶液的液相色谱图见附录 A的图 A􀆰１.

９　结果计算与表述

试样中苯乙醇苷类化合物含量以质量分数ωi 表示,按公式(１)进行计算.

ωi＝ρi×V
m ×f (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

ωi ———苯乙醇苷类化合物在样品中质量分数的数值,单位为微克每克(μg/g);

ρi ———由标准曲线求得试样溶液中苯乙醇苷类化合物浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———样品溶液定容体积的数值,单位为毫升(mL);

m ———试样质量的数值,单位为克(g);

f ———稀释倍数.
计算结果以重复性条件下获得的２次独立测定结果算术平均值表示,结果保留３位有效数字.

１０　精密度

１０􀆰１　重复性

在重复性条件下获得的２次独立的测试结果的绝对差值不得超过算术平均值的１０％.

１０􀆰２　再现性

在再现性条件下获得的２次独立的测试结果的绝对差值不得超过算术平均值的１５％.

１１　检出限与定量限

当样品取样量为０􀆰１g、定容体积为２５mL时,毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷和连翘酯苷 A 的检出限均

３
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为０􀆰３μg/g,红景天苷的检出限为３􀆰０μg/g.
当样品取样量为０􀆰１g、定容体积为２５mL时,毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷和连翘酯苷 A 的定量限均

为１􀆰５μg/g,红景天苷的定量限为１２μg/g.

４
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附　录　A
(资料性)

４种苯乙醇苷类化合物标准工作溶液的液相色谱图

４种苯乙醇苷类化合物标准工作溶液的液相色谱图见图 A􀆰１.

图A􀆰１　４种苯乙醇苷类化合物标准工作溶液(２００μg/mL)的液相色谱图

５


