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海娇颜片中原花青素含量快速测定方法优化 

闫文杰 1,2, 李  凯 1, 吕倩倩 1, 焦丽娟 2, 刘  倩 1, 王志鑫 1,2* 
(1. 北京联合大学生物化学工程学院, 北京  100023; 2. 北京联合大学保健食品功能检测中心, 北京  100191) 

摘  要: 目的  优化快速测定海娇颜片中原花青素含量的分析方法。方法  通过加标回收率法发现采用铁盐

催化比色法测定海娇颜片中原花青素时的干扰成分, 并分别采用大孔树脂柱及乙醇沉淀-离心 2 种方法对样品

进行前净化处理。结果  发现海娇颜片中鱼胶原蛋白肽对原花青素的测定存在较大干扰, 优化前测得原花青

素含量为 1.22%, 经大孔树脂柱净化后测得其含量为 2.15%, 而经乙醇沉淀-离心净化后测定其含量为 3.11%, 

接近理论值。结论  乙醇沉淀-离心法能显著去除干扰成分, 提高原花青素含量测定的准确度, 是较优的样品

预处理方法。该研究可为相关产品中原花青素含量快速测定方案的制定提供参考依据。 
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Optimization of rapid content determination method of procyanidin in 
Haijiaoyan tablets 
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(1. College of Biochemistry Engineering, Beijing Union University, Beijing 100023, China;  

2. Testing Center of Function of Health Food, Beijing Union University, Beijing 100191, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the method for rapid determination of procyanidin content in Haijiaoyan 

tablets. Methods  The method of spiked recovery was firstly applied to discover the components which had 

interference on the determination of procyanidin in Haijiaoyan tablets by the typical method of ferric ions as catalyst, 

and two process methods including macroporous resin column and ethanol precipitation-centrifugation were then 

applied to pretreat the sample. Results  Fish collagen peptide in Haijiaoyan tablets had obvious interference on the 

determination of procyanidin. The detected content of procyanidin was 1.22% before optimization, 2.15% after 

purification through macroporous resin column, and 3.11% after the treatment by ethanol precipitation-centrifugation, 

respectively. And the last one was much closer to the theoretical value. Conclusion  Ethanol 

precipitation-centrifugation method could significantly remove the interfering components and improve the accuracy 

of determination for procyanidin, which is the better strategy for sample pretreatment. This study could provide 

reference for the protocol establishment of rapid determination of procyanidin in health products. 
KEY WORDS: procyanidin; Haijiaoyan tablets; colorimetry with ferric ions as catalysis agent; macroporous resin; 

ethanol precipitation-centrifugation 
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1  引  言 

原花青素, 也称缩合鞣质, 是在黄烷-3-醇基础上通过

C-C 键聚合而形成的一类天然化合物, 广泛存在于一些植

物如葡萄、蓝莓及松树皮等中[1]。根据组成结构单元的数

量不同, 原花青素可分为单倍体、寡聚体和多聚体。单倍

体是基本结构, 常见的有儿茶素和表儿茶素[2]。低聚体和

多聚体一般是由单倍体缩合而成。原花青素的稳定性较差, 
往往会受温度、pH 值、金属离子及光照等因素的影响。国

际上公认原花青素是效率最高的天然抗氧化剂, 其抗氧化

活性是维生素 C 和维生素 E 的几十倍[3]。该化合物具有抗

心血管疾病[4]、清除自由基[5]、抗炎、抗癌及抗糖尿等药

理作用[6]。同时, 可保护有机体预防慢性疾病、抑制细菌

的感染[7], 可作为食源性药物用于疾病治疗[8,9], 也可作为

天然食源性防腐剂[10]。 
由于原花青素的组成和结构复杂, 稳定性差, 在相

关产品中准确检测其含量始终是影响其在市场上广泛

应用的一个技术难题 [11]。目前 , 已报道的原花青素的测

定方法较多 , 包括高效液相色谱法 [12]、分光光度法[13]、

电化学法[14]、原子吸收法[15]、毛细管电泳法[16]及液相色谱

-质谱联用法[17]等。这些检测方法各有优缺点。其中, 应用

最广泛的是高效液相色谱法和可见分光光度法。高效液相

色谱法测定结果的准确度和精密度较高, 但操作复杂, 耗
时多, 测试成本相对较高。研究发现, 采用高效液相色谱

法测定原花青素样品时常存在干扰成分, 如单体儿茶素、

表儿茶素等, 需在测定前进行纯化处理[17]。分光光度法分

为酸化香草醛法 [18]、正丁醇-盐酸法 [19]、铁盐催化比色   
法[20,21]及 KMnO4 法

[22]等。其中, 铁盐催化比色法是利用原

花青素经酸水解后产生的三价铁离子在氧化后会生成深红

色的花色素离子, 在 550 nm 处有最大吸收峰的原理进行

测定[20], 具有准确度较高、稳定性好、操作简便等优点, 更
适用于快速测定。杜利君等[23]在铁盐催化法的回流过程中

进行了顶空瓶密封加热改进, 提高了准确度和分析速度, 
但由于样品中存在干扰原花青素含量测定的因素, 会导致

测定结果误差较大, 需对测定方法进行优化。戎海璐等[24]

发现采用 D-101 大孔树脂能对葡萄籽乙醇提取液中的

原花青素进行吸附纯化 , 效果较好 , 优化条件下原花

青素的解吸率为 84.6%。  
海娇颜片是一种保健品, 其主料葡萄籽提取物中含

大量的原花青素, 而原花青素的含量是对该产品进行质量

控制的重要指标, 但采用经典的铁盐催化法进行测定时结

果往往偏小。本研究主要围绕海娇颜片中原花青素含量测

定方法的优化展开, 通过分析原花青素标准品加入后, 各
原料中原花青素的测定回收率来确定影响测定的干扰成分, 
并分别通过大孔吸附树脂柱层析和乙醇沉淀离心法对样品

进行前处理, 最终建立能够提高海娇颜片中原花青素含量

测定准确度的方法, 为相关产品中原花青素含量快速测定

方案的制定提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

2.1.1  样  品 
海娇颜片产品及原料样品包括当归提取物、丹参提取

物、针叶樱桃提取物、芦荟冻干粉、葡萄籽提取物及鱼胶

原蛋白肽, 辅料成分包括麦芽糊精、二氧化硅、硬脂酸镁

及包衣粉等均由生产企业提供。 
2.1.2  试  剂 

硫酸铁铵溶液、正丁醇、盐酸、甲醇、乙醇(分析纯, 上
海阿拉丁生化科技公司); 原花青素标准品(纯度大于 95%, 
上海诗丹德标准技术服务有限公司); D-101 型大孔树脂(沧
州宝恩吸附材料公司)。 

2.2  仪器与设备 

HH-2 型恒温水浴锅(上海邦西仪器公司); 球形冷凝

回流管(上海右一仪器公司); MS105DU 型电子分析天平

(瑞士梅特勒托利多仪器公司); KQ-300DE 型超声波清洗器

(昆山超声仪器公司); N-1001 型旋转蒸发仪(上海爱朗仪器

公司 ); TTL-DCII 型氮吹仪 ( 北京同泰联科技公司 ); 
UV-2450 型紫外-可见分光光度计(日本岛津公司); 5804R
型台式高速离心机(德国艾本德公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  铁盐催化比色法测定海娇颜片中原花青素的含量 
1) 显色剂的配制: 用浓度为 2 mol/L 的盐酸配制质量

分数为 2%的硫酸铁铵[NH4Fe(SO4)2﹒12H2O]溶液。以正

丁醇与盐酸按体积比 95:5(V:V)配制正丁醇-盐酸溶液。 
2) 原花青素标准溶液的配制: 准确称取原花青素标

准品 10 mg, 加甲醇溶解并定容至 10 mL 容量瓶, 得浓度

为 1 mg/mL 的母液。再从中分别准确吸取 0、0.10、0.25、
0.50、1.00、1.50 mL 置于 10 mL 容量瓶中, 加甲醇定容至

刻度, 摇匀后静置。 
3) 样品溶液的制备: 将海娇颜片研磨成粉后, 称取

50 mg 置于锥形瓶中, 用锡箔纸包裹避光, 加入 30 mL 甲

醇, 超声处理 20 min, 取出后完全转移至 50 mL 棕色容量

瓶中, 放冷至室温后, 加甲醇至刻度, 摇匀, 离心后取上

清液待测。 
4) 吸光度的测定: 吸取 6 mL 正丁醇-盐酸溶液于   

20 mL 具塞锥形瓶中, 加入 0.2 mL 硫酸铁铵溶液和 1 mL
待测试样溶液, 混匀, 在沸水浴中回流, 固定加热时间为

40 min, 之后立刻在冷水中进行冷却。在加热结束的 15 min
后, 于 550 nm 波长处测定吸光度, 根据标准曲线计算试样

中原花青素的含量。显色在 1 h 内稳定。用空白样品溶液

作为参比与样品同时测定, 每个浓度测定 3 次。 
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2.3.2  干扰原花青素测定成分的确定 
1) 海娇颜片各原料中原花青素含量的测定: 称取海

娇颜片各原料样品包括当归提取物、丹参提取物、针叶

樱桃提取物、芦荟冻干粉、葡萄籽提取物及鱼胶原蛋白

肽各 50 mg, 采用 2.3.1 节方法分别进行测定。将葡萄籽

提取物分别稀释 10 倍及 5 倍后测定, 按标准曲线计算, 
确定其中原花青素的实际含量, 推算海娇颜片中原花青

素的理论含量。 
2) 加标回收率法确定各原料对原花青素测定的影响: 

称取海娇颜片各原料适量, 分别加入一定质量的原花青素

标准品, 使其总质量为 25 mg, 采用 2.3.1 节方法测定原花

青素的含量, 与理论值比较, 计算各样品的加标回收率, 
从而确定影响原花青素含量测定的成分。以葡萄籽提取物

样品为参比进行实验。 
2.3.3  大孔吸附树脂柱净化后测定 

活化和清洗 D-101 型大孔吸附树脂后, 装柱, 用纯水

进行平衡。分别称取 3 份 500 mg 海娇颜片样品于 50 mL 离

心管中, 加入 20 mL 纯水进行分散, 之后上样, 依次用纯水

及无水乙醇各洗脱 6 个柱体积。之后, 将无纯乙醇洗脱液合

并, 减压干燥, 按 2.3.1 节方法测定原花青素的含量。 
2.3.4  乙醇沉淀-离心净化后测定 

分别称取3份500 mg海娇颜片样品于50 mL离心管中, 
加入 20 mL 无水乙醇分散样品, 充分振荡后 10000 r/min 离

心 10 min。吸出上清液后, 向沉淀中加 15 mL 无水乙醇分

散, 离心 10 min, 再吸出上清液, 重复上述操作一次。将 3
次所得上清液及沉淀分别合并, 真空减压干燥后, 按 2.3.1
节所述方法测定原花青素的含量。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

按 2.3.1 所述方法, 测得不同浓度原花青素标准溶液

的吸光度见表 1。以吸光度值 Y 对浓度 X(μg/mL)进行线性

回归, 作标准曲线, 如图 1 所示。浓度在 10~150 μg/mL 范

围 内 与 吸 光 度 的 线 性 关 系 良 好 , 回 归 方 程 为

Y=0.0053X+0.0042, 相关系数 r=0.9999。 

 
 

表 1  不同浓度原花青素标准溶液的吸光度(n=3) 
Table 1  Absorbance of procyanidin standard solution in different concentrations (n=3) 

浓度/(μg/mL) 10 25 50 100 150 

吸光度 0.052±0.000 0.140±0.000 0.266±0.001 0.536±0.001 0.792±0.001 

 

 

 

 
图 1  铁盐催化比色法测定原花青素含量的标准曲线 

Fig.1  Standard curve for determination of procyanidin by the 
method of colorimetry with ferric ions as catalysis agent 

3.2  海娇颜片中原花青素的含量 

采用铁盐催化比色法, 分别测定 6 批海娇颜片中原花

青素的含量, 结果如表 2 所示。可见, 产品中原花青素的

含量测定值基本稳定在 1.22%左右。 

3.3  干扰原花青素测定因素的确定 
3.3.1  海娇颜片各原料中原花青素的含量 

分别测定海娇颜片各原料中原花青素的含量, 结果

见表 3。除丹参提取物与葡萄籽提取物外, 没有在其余原

料中测定出原花青素, 且丹参提取物中原花青素的含量很

低, 仅为 2.00%左右。由于直接测定时信号过载, 将葡萄籽

提取物稀释至不同倍数后测定(表 4), 确定其中原花青素

的平均实际含量为 72.80%(每 800 g 海娇颜片中含葡萄籽

提取物 37.5 g), 由此推算其原花青素的理论含量为 3.41%。 
 
 

表 2  采用铁盐催化比色法测出的六批海娇颜片中原花青素的含量(n=3) 
Table 2  Content of procyanidin in six batches of Haijiaoyan tablets by colorimetry with ferric ions as catalysis agent (n=3) 

批次 1 2 3 4 5 6 平均值 

原花青素含量/% 1.21±0.01 1.22±0.00 1.22±0.01 1.21±0.02 1.22±0.01 1.21±0.02 1.22±0.01 
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表 3  海娇颜片各原料中原花青素的含量测定值(n=3) 
Table 3  Detected content of procyanidin in various raw materials of Haijiaoyan tablets (n=3)

样品 当归提取物 丹参提取物 针叶樱桃提取物 芦荟冻干粉 葡萄籽提取物 鱼胶原蛋白肽 

原花青素含量/% 0.00 2.00±0.01 0.00 0.00 (过载) 0.00 

 
 

表 4  不同稀释倍数下测定的葡萄籽提取物中原花青素的含量

(n=3) 
Table 4  Content of procyanidin in grape seed extracts 

determined at different dilution ratios (n=3)

稀释倍数 原花青素含量/% 

10 73.19±0.03 

5 72.41±0.09 

平均值 72.80±0.06 

3.3.2  各原料对原花青素测定的影响 
海娇颜片各原料样品以原花青素加标后测定的回收

率如表 5 所示。结果显示, 芦荟冻干粉、针叶樱桃提取物、

当归提取物及丹参提取物等 4 种原料的原花青素加标回收

率均大于 95%, 表明这几种原料对原花青素测定无影响或

影响很小。鱼胶原蛋白肽的原花青素加标回收率仅为

40.3%, 表明其对原花青素含量的测定有很强的干扰作用, 
因此, 要对产品中原花青素含量进行准确测定, 需预先对

其中的鱼胶原蛋白肽进行钝化处理或去除。 
 

表 5  海娇颜片各原料以原花青素加标后测定的回收率(n=3) 
Table 5  Recovery of procyanidin determined in various raw materials of Haijiaoyan tablets spiked with procyanidin in standard 

compound (n=3)

样品 称样量/mg 加标量/mg 稀释倍数 原花青素实测含量/% 原花青素理论含量/% 加标回收率/% 

葡萄籽提取物 25.0 – 10 72.60 ± 0.05 – – 

鱼胶原蛋白肽 23.4 1.6 1 2.66 ± 0.03 6.60 40.3 

芦荟冻干粉 8.8 16.2 10 63.36 ± 0.01 64.72 97.9 

针叶樱桃提取物 20.0 5.0 5 18.94 ± 0.01 19.84 95.5 

当归提取物 13.7 11.3 10 44.87 ± 0.02 45.32 99.0 

丹参提取物 13.2 11.8 10 50.91 ± 0.04 47.24 107.8 

注: –表示无。 
 

3.4  大孔吸附树脂柱净化后测定 

如表 6 所示, 经大孔吸附树脂柱层析净化后测得海娇

颜片中原花青素含量为 2.15%, 该测定值与原测定结果相比

提高了 77%, 但与理论值相比还偏低(回收率为 63.05%)。究

其原因, 很可能是通过层析分离过程, 从产品中吸附除去了

大极性的鱼胶原蛋白肽, 使原花青素得到了一定程度的纯

化。但同时大孔树脂可能对原花青素产生很强的死吸附, 使
其含量有较大的损失, 导致测定结果仍然偏低。 

3.5  乙醇沉淀-离心净化后测定 

如表 7 所示, 经乙醇沉淀-离心法净化后测得海娇颜

片中原花青素的含量为 3.11%, 与处理前及大孔树脂柱净

化后的测定值相比, 该测定值大大提高, 结果更加接近于

理论值(回收率达 91.20%)。胶原蛋白肽易溶于水, 而不溶

于乙醇, 沉淀后易经离心除去, 使样品得到了纯化。另外, 
较之于大孔树脂层析, 乙醇沉淀-离心法操作简单, 成本更

低, 因此, 可作为较优的原花青素测定预处理方法。 
 

表 6  大孔树脂柱净化后测定的海娇颜片中原花青素含量(n=3) 
Table 6  Content of procyanidin determined in Haijiaoyan tablets after purifying by macroporous resin column (n=3)
洗脱物干重/mg 原花青素含量/% 产品中原花青素含量/% 回收率/% 

51.7±1.3 20.79±0.07 2.15±0.01 63.05 
 

表 7  乙醇沉淀-离心净化后测定的海娇颜片中原花青素含量(n=3) 
Table 7  Content of procyanidin determined in Haijiaoyan tablets after purifying by ethanol precipitation-centrifugation (n=3)
样品 干重/mg 原花青素含量/% 产品中原花青素含量/% 回收率/% 

沉淀 323.5±2.4 0.41±0.03 - – 

上清液 157.3±1.2 9.93±0.02 3.11±0.01 91.20 

注: –表示无。 
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4  结论与讨论 

通过铁盐催化比色法测定海娇颜片中原花青素的含

量结果偏低。本研究对海娇颜片各原料中原花青素的含量

进行测定, 通过加标回收率发现鱼胶原蛋白肽对原花青素

的测定存在较强的干扰。大孔树脂柱预处理能在一定程度

上去除干扰成分, 但可能对原花青素具有较强的死吸附。

乙醇沉淀-离心法净化后的原花青素测定结果接近于理论

值, 显著提高了检测结果的准确性, 操作简便而快捷、成

本低, 适用于海娇颜片中原花青素含量测定方法的优化。

本研究可为相关产品中原花青素含量快速测定方案的制定

提供参考依据。 
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