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　　摘要：应用高效液相色谱原理建立核桃青皮中胡桃醌活性成分的分析测定方法，该方法的线性回归方程为 ｙ＝
５９８８６０ｘ－４９９８３（ｒ２＝０．９９９１），线性范围为 １０～１５０μｇ／ｍＬ，该方法的精密度、稳定性、重复性良好，回收率为
９３．９０％～９５．１４％，相对标准偏差小于２％。
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　　胡桃醌是核桃青皮中的有效成分，具有抗肿瘤、抑菌及抗
病毒、抗氧化等活性，目前已被应用于医药方面的研究［１］。

高效液相色谱的分离原理与其他色谱法相同，都是利用混合

物中各组分在固定相和流动相之间的分配系数不同而被分别

分离的原理［２］。现在使用的微处理机控制的高效液相色谱

仪，其自动化程度非常高，不仅能控制仪器的相关操作参数

（如溶剂的梯度洗脱、流动相流量与流速、柱温、自动进样、洗

脱液收集、检测器功能等），而且还能对获得的色谱图进行收

缩、放大、叠加，并对保留时间和峰高、峰面积进行综合处理，

使色谱分析工作者能高效率、高质量、高标准地完成分析工

作［３］，因此它在天然产物中活性物质的研究及植物药的发展

中起着非常重要的作用。天然产物中活性物质不像化学药品

那样简单、规范、物质单一，它们不仅有着非常复杂的成分，而

且各种成分之间可能会相互影响和相互作用。因此，根据不

同的分析对象、目的以及要求，可以利用高效液相色谱技术对

天然产物某一成分化合物建立高效、灵敏、准确的分析方法或

定量方法。本试验就是利用高效液相色谱技术，建立了一种

对胡桃醌含量的高效、快速的ＨＰＬＣ检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料
核桃主要由贵州省赫章县提供。

９７％胡桃醌标准品（Ｓｉｇｍａ公司）、磷酸、磷酸氢二钠、无
水乙醇、氯仿、氢氧化钠均为分析纯，甲醇为色谱纯。

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，ＰＨＳ－３Ｃ型精密ｐＨ计（上
海精密科学仪器有限公司），ＸＳ－２０Ｂ粉碎机（上海兆申电子
科技有限公司），ＡＬＣ－１１０．４电子天平（北京赛多利科学仪
器有限公司），ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂），
Ｈ－１８５０Ｒ型高速冷冻离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公
司），１０１－２ＡＢ型电热鼓风干燥箱（天津泰斯特仪器有限公
司），ＳＣ－３１６冰箱（山东省青岛海尔股份有限公司），７８－１

型磁力搅拌器（江苏省常州澳华仪器有限公司），ＫＱ－５０型
超声波清洗器（江苏省昆山市超声波仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　色谱条件　色谱柱选用 Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，
５μｍ），流动相采用甲醇 －水（体积比１∶１），水相先用磷酸
调节 ｐＨ值约为 ４，流速为 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长为
２５０ｎｍ，柱温为３０℃。　
１．２．２　胡桃醌标准溶液的制备　精确称取胡桃醌标准品
５．０ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加入甲醇溶解（在超声波清洗
器上振荡５ｍｉｎ后）在室温下冷却后再用甲醇定容，摇匀，即
得２００μｇ／ｍＬ胡桃醌标准溶液。

标准溶液须放在冰箱中保存，防止甲醇挥发和长时间放

置在阳光下使标准溶液物质分解，给试验带来误差。

１．２．３　最大吸收波长的测定和选择　对胡桃醌标准溶液在
２２０～４００ｎｍ的范围内进行紫外光谱扫描，选定检测波长。
１．２．４　流动相组成的确定　以甲醇－水体系作为流动相，进
行等度洗脱。固定流动相的流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ。为了选择
最佳的流动相配比，改变流动相中甲醇的比例，使其体积分数

分别为 ２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％，测定
胡桃醌标准溶液的保留时间和峰面积。

１．２．５　ｐＨ值的确定　常用来调节流动相 ｐＨ值的化合物有
磷酸、醋酸、磷酸盐缓冲溶液和醋酸盐缓冲溶液。本试验采用

磷酸来调节ｐＨ值而不采用醋酸的主要原因是磷酸的紫外吸
收较小且属于中等强酸，等量的０．１％磷酸溶液和１％醋酸溶
液的ｐＨ值相等，除此之外，磷酸还不损坏色谱仪器的接口。

用磷酸调节水相的ｐＨ值分别为２、３、４、５、６、７，加入流动
相中的有机相和水相的体积比为１∶１，测定不同 ｐＨ值下胡
桃醌标准溶液的保留时间和峰面积。

１．２．６　柱温的选择　本试验考察了温度对色谱分离的影响，
在选定的上述条件下，分别在柱温为 １８、２２、２６、３０、３４、３８、
４２℃ 时测定胡桃醌标准溶液的保留时间和峰面积。
１．２．７　标准曲线的建立　用甲醇稀释２００μｇ／ｍＬ胡桃醌标
准溶液，制备质量浓度为１０、２０、５０、１００、１２０、１５０μｇ／ｍＬ系列
标准品工作溶液，按照上述确定的色谱条件测定标准品系列

工作溶液的峰面积，以质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标作

工作曲线，求得标准曲线方程。

１．２．８　精密度试验　取质量浓度分别１０、５０、１００μｇ／ｍＬ标
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准溶液，按照已经确定的色谱条件，各进样３次，分别测定峰
面积并计算胡桃醌浓度、相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．２．９　稳定性试验　将２０μｇ／ｍＬ标准溶液放置在室温条
件下，不做任何避光保护，每隔２ｈ进样测定１次，共进行５
次，分别测定其峰面积并计算胡桃醌浓度、相对标准偏差。

１．２．１０　重复性试验　取２０μｇ／ｍＬ标准溶液５份，按上述色
谱条件连续进样，分别测定峰面积并计算胡桃醌浓度、相对标

准偏差。

１．２．１１　加标回收率试验　分别取３份５ｍＬ５０μｇ／ｍＬ的标
准溶液，分别加入０．５、０．８、１．０ｍＬ２００μｇ／ｍＬ胡桃醌标准溶
液，按照上述进样方法操作，测定其峰面积，重复测定３次，计
算平均回收率、相对标准偏差。

２　结果与分析

２．１　最大吸收波长的测定和选择
由图１可知，胡桃醌的最大吸收波长出现在２５０ｎｍ左

右，此时受干扰较少。因此选择２５０ｎｍ为测定波长。

２．２　流动相组成的影响试验
从图２可以看出，随着水的比例增加，流动相的极性增

大，保留时间也延长。当甲醇的体积分数小于５０％时，分析
时间过长，峰形开始逐渐变差。综合以上情况，选用甲醇的体

积分数为５０％（即甲醇与水体积比为１∶１）。

２．３　ｐＨ值的影响试验
流动相中水相的 ｐＨ值在２～７范围对胡桃醌的保留时

间（图３）和峰面积都没有太大的影响，但当 ｐＨ值为４时，峰
型较好，因此本试验中选取水相的ｐＨ值为４。
２．４　柱温的选择试验

试验结果（图４）表明：随着温度升高，各物质之间的分离
效果有所提高，当温度高于３０℃，分离效果随着温度升高变

化不再明显，考虑到色谱柱使用温度条件，选择柱温３０℃。
２．５　标准曲线的建立

以质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标作工作曲线，得到

图５，对曲线进行线性拟合，得到胡桃醌含量的标准曲线方程
为ｙ＝５９８８６０ｘ－４９９８３（ｒ２ ＝０．９９９１），表明胡桃醌在
１０～１５０μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。

２．６　精密度试验
由表１可知，高、中、低３个不同水平的标准品溶液 ＲＳＤ

值均小于２％，表明仪器及进样的精密度良好。
表１　精密度试验结果

样品浓度

（μｇ／ｍＬ）
测定浓度（μｇ／ｍＬ）

１ ２ ３ ４ ５ 平均

ＲＳＤ
（％）

１０ ９．７３ ９．８２ ９．７９ １０．２１ ９．８７ ９．８８ １．２９
５０ ４９．８１ ５０．３３ ４９．８３ ４８．９７ ４９．８２ ４９．７５ ０．６３
１００ ９９．８２ ９８．７６１００．０９ ９９．３３ ９８．６７ ９９．３３ ０．４９

２．７　稳定性试验
由表２可知，所测得浓度的ＲＳＤ为２．５％，表明该方法在

１０ｈ之内稳定性较好，即样品溶液可以在１０ｈ之内测定，基
本上可以满足试验要求。
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表２　稳定性试验结果

样品浓度

（μｇ／ｍＬ）
测定浓度（μｇ／ｍＬ）

１ ２ ３ ４ ５ 平均

ＲＳＤ
（％）

２０ １９．５６ １８．９６ １８．５７ １９．０１ １７．８２ １８．７８ ２．５

２．８　重复性试验
由表３可知，所测得浓度的 ＲＳＤ为０．３１％，表明该方法

的重复性良好。

表３　重复性试验结果

样品浓度

（μｇ／ｍＬ）
测定浓度（μｇ／ｍＬ）

１ ２ ３ ４ ５ 平均

ＲＳＤ
（％）

２０ １９．９１ １９．９２ ２０．０２ ２０．０５ １９．８９ １９．９６ ０．３１

２．９　加标回收率试验
由表４可知，胡桃醌加标回收率试验的回收率分别为

９３．９０％、９４．６３％、９５．１４％，ＲＳＤ分别为 １０６％、１．１４％、
１４６％，表明该测定方法对胡桃醌含量测定的准确度较高，结
果值得信赖。

３　结论

本试验建立了核桃青皮中胡桃醌活性成分的高效液相色

谱测定方法，该方法的线性方程为ｙ＝５９８８６０ｘ－４９９８３（ｒ２＝

表４　加标回收率试验结果

样品编号

（μｇ／ｍＬ）
计算浓度（μｇ／ｍＬ）

重复１ 重复２ 重复３
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ５９．６３ ６０．７１ ５８．９４ ９３．９０±１．００ １．０６
２ ６８．０４ ６６．８９ ６５．７６ ９４．６３±１．０８ １．１４
３ ７１．０９ ７２．９２ ７０．０５ ９５．１４±１．３９ １．４６

０．９９９１），线性范围为１０～１５０μｇ／ｍＬ，为核桃青皮中胡桃醌
提供了可行的定量分析方法。通过方法学考查，证明了该方

法的精密度、稳定性、重复性良好，且加标回收率试验结果表

明该方法回收率为 ９３．９０％ ～９５．１４％，相对标准偏差小于
２％。该方法不仅简单实用，而且操作简便迅速，不需要梯度
洗脱，准确度、精密度和重现性均较为理想，可以成为核桃青

皮中胡桃醌含量测定的可靠参考。
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　　摘要：对２００３—２０１２年江苏口岸入境检疫截获的皮蠹科昆虫根据截获地口岸类型、检疫类别进行统计分析，截获
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　　皮蠹科昆虫中部分类群生活于仓储物内，取食干燥的水
产品、皮张、药材、毛、羽毛、谷物及其制品，是一类十分重要的

储藏物害虫［１］。该类害虫检疫意义十分突出，分析口岸截获

皮蠹的种类，明确其主要传播途径，对加强口岸疫情防控能力

具有十分重要的意义。

１　方法

收集整理江苏各口岸截获皮蠹的疫情数据，对筛选鉴定

到种或属的进行统计，按皮蠹种类、截获批次、截获地、检疫类

别、来源地等要素进行归类分析。

２　结果

２．１　种类及频次
２００３—２０１２年江苏各口岸进境检疫截获并鉴定到种或

属的皮蠹科昆虫共１３２６批次（表１），分属皮蠹科的１０个属，
其中墨西哥斑皮蠹、谷斑皮蠹、肾斑皮蠹、简斑皮蠹及其他斑

皮蠹属（非中国种）为检疫性有害生物。共截获检疫性有害

生物４９批次，占总截获皮蠹批次数的３．７％。
２．２　按截获地口岸类型统计

按截获地口岸类型区分，口岸分支机构（指含港口的分

支机构）共截获皮蠹１１９８批次，占总批次的９０．３％；特殊监
管区分支机构（指不含港口的分支机构）共截获皮蠹１２８批
次，占总批次的９．７％。
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