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超高效液相色谱法同时测定蜂胶中的 !" 种活性成分
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摘要：采用超高效液相色谱法同时测定了蜂胶中类黄酮、阿魏酸、咖啡酸苯乙酯等 $! 种活性成分。蜂胶样品用甲
醇稀释，超声波提取，样液过滤后以 >5?9/@3 <-A B$’柱（$"" %% . !/ $ %%，$/ # !%）为分离柱，"/ )C 磷酸水溶液
和甲醇为流动相，梯度洗脱，采用二极管阵列检测器检测。整个分离过程在 */ % %/1 内完成。以加标蜂胶样品做添
加回收测定，$! 种化合物的回收率为 *"/ $C ( $")/ -C，相对标准偏差为 !/ $!C ( )/ *"C。该方法为评价蜂胶质量
提供了一种新的检测方法，已应用于实际蜂胶样品的测定。
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+ + 蜂胶是蜜蜂用从植物幼芽与树干上采集来的树
脂并混入它的上颚腺分泌物和蜂蜡等加工而成的一

种具有芳香气味的胶状固体物。蜂胶的化学成分复

杂，迄今发现已有上百种之多。现代药理研究表明，

其功效成分主要为黄酮类、酸类、酯类化合物等。研

究显示这些化合物具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗氧

化、消炎镇痛、防腐保鲜等多种功效，能增加机体免

疫力，促进组织再生。随着蜜蜂采集蜂胶的季节、地

区和蜜源植物不同，其包含黄酮、酸和酯类化合物的

种类和含量也不同［$ 0 -］。从蜂胶中分离的黄酮化合

物有 !" 多种，常见的为芦丁、杨梅酮、桑色素、槲皮
素、莰菲醇、芹菜素、松鼠素、柯因、高良姜素和金合

欢素；分离出的酸类化合物主要有阿魏酸；分离出的

酯类化合物主要为咖啡酸苯乙酯。目前，对于蜂胶

质量的评价主要是依据黄酮的含量高低。评价方法

主要有分光光度法［)］、高效液相色谱法［% 0 *］、毛细管

电泳法［$"，$$］、液相色谱+串联质谱检测法［$!］等。随
着蜂胶产业的迅速发展，蜂胶被广泛地应用于医药、

食品、化妆品等领域，蜂胶中阿魏酸、咖啡酸苯乙酯

等主要活性物质的含量多少也直接影响到蜂胶的生

理活性。仅用黄酮类化合物的含量来控制蜂胶质量

已不能满足要求。目前，同时测定咖啡酸、阿魏酸、

咖啡酸苯乙酯及多种类黄酮的方法还少有报道。本

文建立了一种采用超高效液相色谱梯度洗脱的测定
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方法，能够同时测定蜂胶中的阿魏酸、芦丁、杨梅酮、

桑色素、槲皮素、莰菲醇、芹菜素、松鼠素、柯因、高良

姜素、金合欢素和咖啡酸苯乙酯，为建立蜂胶的指纹

图谱和评价蜂胶质量提供了一种新的方法。该方法

可用于不同地域和不同植物源蜂胶样品的测定。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂
# # !"#$%& ’()*+,- 超高效液相色谱仪（配有二
极管阵列检测器）。阿魏酸（ .$%/012 "213）、芦丁
（ %/#14）、杨梅酮（56%12$#14）、桑色素（57%14）、槲皮
素（8/$%2$#14）、莰菲醇（ 9"$5:.$%70）、芹菜素（ ":1;
<$414）、松鼠素（ :1472$5=%14）、柯因（ 2>%6&14）、高
良姜素（<"0"4<14）、金合欢素（ "2"21"）和咖啡酸苯
乙酯（2"..$12 "213 :>$4$#>60 $&#$%）标准品：纯度高
于 $%?，均购自 @1<5" 公司。以上 &! 种标准品均用
甲醇溶解配制成 ’( ! < A B 的标准储备溶液，再根据
需要用甲醇稀释成适量质量浓度的混合标准溶液，

于 ) &% C条件下避光保存。水为去离子水，磷酸为
优级纯，甲醇为色谱纯。

! ! #" 样品处理
# # 准确称量 ’( ! < 提纯蜂胶样品，置于 "’ 5B 容
量瓶中，加入 *’ 5B 甲醇，在超声波水浴中超声 !’
514，待样品完全溶解后取出冷却至室温，用甲醇定
容至"’ 5B，摇匀。用’( *" !5注射过滤器将试样溶
液过滤至样品瓶内，摇匀后供超高效液相色谱测定。

! ! $" 色谱条件
# # 色谱柱：’28/1#6 DEF (&% 柱（ !( & 55 + &’’
55，&( , !5，!"#$%& 公司，*@’）；流动相：’( *? 磷
酸水溶液和甲醇，流速为 ’( * 5B A 514，梯度洗脱程
序为：’ - * 514，.’? 甲醇；* - / 514，.’? 甲醇 -
/!? 甲醇；/ - , 514，/!? 甲醇 - %’? 甲醇；, - %
514，%’? 甲醇 - &’’? 甲醇；% - $( " 514，&’’? 甲醇
- .’? 甲醇；柱温：*’ C；进样量：& !B；扫描波长范
围：!’’ - *’’ 45。以保留时间和紫外吸收光谱定
性，峰面积定量。

#" 结果与讨论

# ! !" 流动相的选择
# ! ! ! !" 流动相类型的选择
# # 蜂胶组分复杂，采用等度洗脱很难将蜂胶中的
多种组分分离，因此本文采用梯度洗脱方式分离蜂

胶组分。在选定的色谱条件下，分别采用乙腈和磷

酸水溶液、甲醇和磷酸水溶液两种流动相体系对 &!
种化合物的混合标准溶液进行测定。实验发现，当

以乙腈和磷酸水溶液作为流动相时，系统的压力小，

但阿魏酸与芦丁、莰菲醇与芹菜素之间很难达到基

线分离，表明乙腈和磷酸水溶液的选择性较差；同时

由于出峰时间短，不适合多种化合物的同时测定。

当以用甲醇和磷酸水溶液作为流动相时，系统压力

虽然高，但通过调节柱温（从 .’ C升到 *’ C），降
低了系统压力，&! 种化合物的分离度、灵敏度和峰
形均好于乙腈和磷酸水溶液作流动相时的结果。

# ! ! ! #" 流动相比例的选择
# # 磷酸水溶液的紫外吸收本底低，可以有效地提
高紫外测定的灵敏度，因此在所报道的高效液相色

谱法［/ ) $，&!］中多选择磷酸水溶液作为流动相。配制

一系列的磷酸水溶液（体积分数为 ’( &?，’( !?，
’( .?，’( *?，’( "?，’( /?）与甲醇构成流动相，发现
当磷酸的体积分数达到 ’( *? 时，&! 种化合物和蜂
胶样品分离达到最佳。磷酸水溶液的粘度大，综合

考虑分离度、灵敏度及峰形等原因，本方法选用甲醇

和 ’( *? 磷酸水溶液作为流动相。
# ! #" 检测条件的选择
# # 蜂胶中的 &! 种活性成分均有明显的紫外吸收。
以往报道的方法中基本采用固定波长进行检测。但

由于每种活性成分的最大吸收波长不同，固定波长检

测会造成测定的灵敏度偏低，且对于基质复杂的样品

不能进行峰纯度的鉴定。本文采用二极管阵列检测

器，在 !’’ - *’’ 45 范围内对 &! 种活性成分进行紫
外波长扫描。在“&( .”节的色谱条件下得到 &! 种化
合物的最大紫外吸收波长：阿魏酸 !%’( ! 45，.!/( .
45；芦丁 !""( % 45，."/( " 45；杨梅酮 !$.( $ 45；桑
色素 !"!( & 45，."!( , 45；槲皮素 !&/ 45，!,, 45；
莰菲醇 !/"( ’ 45，./"( . 45；芹菜素 !//( % 45，../( /
45；松鼠素 !$’( ! 45；柯因 !/%( ’ 45，.&*( / 45；咖
啡酸苯乙酯 !/,( * 45，.."( . 45；高良姜素 !/"( /
45，."%( . 45；金合欢素 !&!( * 45，!%$( / 45。为了
优化每种活性成分的检测灵敏度，且使定量方法简

单，本文以 !%’ 45 波长对阿魏酸、槲皮素、莰菲醇、芹
菜素、柯因、高良姜素、咖啡酸苯乙酯进行定量测定，

以 !$’ 45 波长对杨梅酮、松鼠素、金合欢素进行测
定，以 ."’ 45 波长对芦丁、桑色素进行测定，这样使
得 &! 个组分都有最佳的检测灵敏度。
# # 在上述色谱条件下，对标准样品和实际样品进
样分析，结果见图 &。
# ! $" 线性范围、检出限、添加回收率和精密度
# # 在实验条件下，所有分析物的质量浓度与峰面
积之间具有良好的线性关系，具体结果和检出限

（! " # 0 .）见表 &。采用在实际样品中加标来测定
方法的回收率和精密度（以相对标准偏差（G@H）表
示），结果见表 !。
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图 !" （!）!# 种蜂胶活性成分标准品和（"）实际蜂胶样品的色谱图
#$%& !" ’()*+!,*%)!+- *.（!）! +$/,0)1 *. ,21341 !5,$41 5*+6*078 -,!78!)8- !78（"）! 6)*6*3$- -!+631

# ! "#$%&’( )(’*；$ ! $%+’,；% ! -.$’(#+’,；& ! -/$’,；’ ! 0%#$(#+’,；" ! 1)#-2"#$/&；( ! )2’3#,’,；) ! 2’,/(#-4$’,；* ! (5$.6’,；#+ ! ()""#7
’( )(’* 25#,#+5.& #6+#$；## ! 3)&),3’,；#$ ! )()(’)!

表 !" !# 种活性成分的线性关系与检出限
9!"31 !" :$71!)$,$1- !78 81,15,$*7 3$+$,- .*) !# !5,$41 5*+6*078-

8/-2/%,*
9’,#)$ $),3# :
（-3 : 9）

;#3$#66’/, #0%)+’/,
8/$$#&)+’/, (/#""’(’#,+
（! , ’）

<#+#(+’/, &’-’+
（" # $ , %）:（-3 : 9）

=#$%&’( )(’* & - $+++ % , - %# ! ( . *("% ! $& + ! ***# + ! #’&
;%+’, & - $+++ % , ( ! *) . (")’ ! %& + ! **"* + ! $+’
>.$’(#+’, ) - $+++ % , - #% ! ( . "’&* ! %& + ! **(& + ! &()
>/$’, ) - $+++ % , - #% ! ’ . &%’" ! $& + ! ***$ + ! $#"
?%#$(#+’, & - $+++ % , % ! (" . $’%) ! && + ! **)’ + ! +’$
@)#-2"#$/& & - $+++ % , #% ! $ . *("% ! $& + ! ***% + ! $##
A2’3#,’, & - $+++ % , " ! &% . %#’$ ! "& + ! **)" + ! $’&
B’,/(#-4$’, ) - $+++ % , - & ! &* . (+*) ! $& + ! ***" + ! $&(
85$.6’, & - $+++ % , - ## ! " . #(""$ ! #& + ! **’* + ! +’%

8)""#’( )(’*
25#,#+5.& #6+#$

) - $+++ % , " ! +# . %&)+ ! %& + ! ***& + ! $+*

C)&),3’, ) - $+++ % , ’ ! "’ . %&*+ ! (& + ! ***$ + ! $+(
A()(’) ) - $+++ % , ’ ! )’ . %&*) ! "& + ! **)* + ! $+#

! %：2#)1 )$#) $#62/,6#；&：(/,(#,+$)+’/,6 /" ),)&.+#6（-3 : 9）!

表 #" 样品中 !# 种活性成分的添加回收率（! , &）
9!"31 #" ;6$<18 )15*41)$1- *. !# !5,$41 5*+6*078- $7 ! -!+631（! , &）

8/-2/%,*
D2’1#* :
（-3 : 13）

=/%,* :
（-3 : 13）

;#(/E#$. :
F

;D< :
F

8/-2/%,*
D2’1#* :
（-3 : 13）

=/%,* :
（-3 : 13）

;#(/E#$. :
F

;D< :
F

=#$%&’( )(’* #+ * ! )& *) ! & % ! # A2’3#,’, #+ * ! ") *" ! ) % ! (
’+ &* ! ") ** ! & $ ! " ’+ &) ! )’ *( ! ( % ! +

#++ ** ! )# ** ! ) $ ! ( #++ ** ! ’$ ** ! ’ $ ! )

;%+’, #+ * ! (& *( ! & % ! $ B’,/(#-4$’, #+ * ! &* *& ! * % ! #
’+ &* ! "$ ** ! $ $ ! ’ ’+ &) ! ’( *( ! # $ ! ’

#++ #++ ! % #++ ! % $ ! % #++ *" ! )$ *" ! ) $ ! (

>.$’(#+’, #+ * ! +# *+ ! # & ! * 85$.6’, #+ #+ ! +# #++ ! # % ! )
’+ &) ! )* *( ! ) % ! " ’+ &* ! )& ** ! ( % ! ’

#++ *’ ! "( *’ ! ( % ! + #++ ** ! "# ** ! " % ! +

>/$’, #+ * ! )# *) ! # $ ! " 8)""#’( )(’* #+ * ! #" *# ! " & ! "
’+ &* ! )’ ** ! ( % ! # 25#,#+5.& #6+#$ ’+ &) ! (# *( ! & % ! )

#++ #+& ! % #+& ! % $ ! $ #++ *" ! ($ *" ! ( % ! (

?%#$(#+’, #+ #+ ! +& #++ ! & $ ! * C)&),3’, #+ * ! &$ *& ! $ % ! #
’+ &* ! *) #++ ! + $ ! # ’+ &* ! +" *) ! # $ ! *

#++ #++ ! & #++ ! & $ ! ( #++ #++ ! % #++ ! % $ ! $

@)#-2"#$/& #+ * ! ($ *( ! $ $ ! * A()(’) #+ * ! $’ *$ ! ’ & ! ’
’+ &) ! *" *( ! * % ! + ’+ &) ! ($ *( ! & & ! +

#++ ** ! )# ** ! ) % ! % #++ *( ! +) *( ! # % ! )

·*’)·
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! ! "# 实际样品测定
# # 应用本方法对产自北京、河北、甘肃、陕西、云
南、吉林、黑龙江、四川、山东、河南等 $% 个省市的
$%& 份蜂胶样品进行测定。检测结果发现，蜂胶样
品的产地不同，蜜蜂采集的植物源不同，所含的活性

成分的种类及含量也不同。$%& 份样品中均含有的
’ 种活性成分中，其含量有明显的差异。在测定的
样品中，仅从产自甘肃的 " 份蜂胶样品中检出杨梅

酮。从产自北京、河北、甘肃的样品中未检出芦丁。

桑色素、金合欢素两种活性成分仅从产自四川和云

南的样品中检出。咖啡酸苯乙酯仅在产自北京、河

北、吉林、黑龙江和山东的样品中检出（见表 (）。导
致 $! 种活性成分的组分和含量的差异的原因，有可
能是不同地域和植物源，也有可能是不同的蜂胶加

工工艺。关于不同加工工艺引起的组分差异和含量

变化还需要进一步研究。

表 $# 不同地区部分实际样品测定结果
"#$%& $# ’()*&)*+ (, %! #-*./& -(01(2)3+ .) *41.-#% +#01%&+ -(%%&-*&3 ,5(0 3.,,&5&)* 5&6.()+ !" # "

$%&’()*+&,
-%.-

/.%(0+)
-)+’

1(*+, 23%+).*+, 2&%+, 4(.%).*+, 5-.!67.%&0 86+".,+, $+,&).!9%+, :;%3<+,
:-77.+) -)+’

6;.,.*;30 .<*.%
=-0-,"+, 8)-)+-

>.+?+," $$ @ ( AB AB AB $& @ ’ $ @ ! ! @ & & @ ) *% @ ( + @ + !" @ $ AB
C.9.+ + @ " AB AB AB !% @ ( $ @ & ( @ $ " @ + () @ $ $$ @ ( !) @ $ AB
=-,<( $! @ * AB $* @ + AB (( @ $ $ @ ) ! @ " $’ @ + (’ @ & AB !* @ ’ AB
D;--,E+ & @ " !" @ & AB AB !) @ & $ @ + ! @ ’ !$ @ * (" @ ! AB (% @ ! AB
F(,,-, ’ @ + *" @ ’ AB $! @ " !% @ * ( @ ! ! @ ) $) @ * !+ @ " AB !$ @ ! $& @ ’
G+0+, + @ & $" @ ! AB AB & @ " ! @ " ! @ ’ *% @ ! $) @ ’ & @ " $’ @ & AB
C.+0&,"?+-," ) @ * $* @ % AB AB $* @ " $ @ % % @ + (" @ ’ !* @ $ $! @ * !( @ " AB
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$# 结论

# # 本文建立了一种超高效液相色谱H二极管阵列
检测器测定蜂胶中类黄酮、阿魏酸、咖啡酸苯乙酯等

$! 种活性成分的检测方法，方法快速简单，灵敏度
高，弥补了仅用黄酮来评价蜂胶质量的缺陷。所建

立的方法已用于实际样品的测定。

参考文献：

［$］# I&!-< >-%9.%-, /，=-%)+- J+"(.%- :，J+* K0+L+.% $，/.%H
%.%.< /，I&!-< M&%.,*. /@ $;3*&);.!+<*%3（KE7&%’），$++(，
(*（$）：$+$

［!］# /.%%.%.< /，K%*+N 8，D+0L- :，=-%)+- J+"(.%- :，I&!-< >-%H
9.%-, / 8，I&!-< M&%.,*. /@ O.+*<);%+7* 7P% M.9.,<!+**.0H
(,*.%<();(," (,’H/&%<);(," 8，$++!，$+*（!）：$(+

［(］# I&!-< >-%9.%-, / 8，I&!-< M&%.,*. /，/.%%.%.< /，=-%)+-
J+"(.%- :@ G D)+ /&&’ 8"%+)，$+)+，*’（(）：((’

［*］# Q-," F G，:-+ C =，:;., D M@ D*(’3 &7 >..6%&’()*<@ >.+H

?+,"：:;+,- 8"%+)(0*(%-0 $%.<<（王贻节，蔡宏高，陈盛禄 @ 蜂
产品学 @ 北京：中国农业出版社），$++*

［"］# J-,’. :-<*..0. 5，=.+".% C，L-, D(!.%. : /@ G :;%&!-H

*&"%，$+)!，!*%：)$

［&］# >-%9.%-, / 8 I，I&!-< /，C.%,-,’.N M，/.%%.%.< /@ G

:;%&!-*&"%，$+)"，(*’：**(

［’］# 1.6&00R< :，C.%%.%& , 2-%*S,.N G 2，1T7&0< :@ G :;%&!-H

*&"% 8，!%%&，$ $($："$

［)］# /.%%.%.< /，I&!-< >-%9.%-, / 8，=+0 2 U，I&!-< M&%.,*.

/@ G D)+ /&&’ 8"%，$++$，"&：*+

［+］# I&!-< >-%9.%-, / 8，>0-NV(.N / / 2 8，=-%)+- J+"(.%- :，

I&!-< M&%.,*. /@ G :;%&!-*&"%，$++(，&(*：*$

［$%］# /.%%.%.< /，>0-NV(.N 2 8，=+0 2 U，I&!-< >-%9.%-, / 8@ G

:;%&!-*&"% 8，$++*，&&+：!&)

［$$］# B.0"-’& :，I&!-< >-%9.%-, / 8，I-0&( I，=-<.* 8@ :;%&H

!-*&"%-6;+-，$++*，()：’$

［$!］# $-," = /，M+ W 2，O;-," G G，:-& F O，/-, : M，G+- = 4，

M+( F 2@ 86+)(0*(%. &7 :;+,-（庞国芳，李学民，张进杰，曹

彦忠，范春林，，贾光群，刘永明 @ 中国养蜂），!%%*，""

（ <(660.!.,*）：(%

·%&)·


