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高效液相色谱法测定蜂胶软胶囊中白杨素和 
高良姜素的含量 

陆婷婷*, 刘小玉, 汪玉玲, 陈星蓉 
(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定保健食品蜂胶软胶囊中白杨素和高良姜素含量的方法。方法  样品

经乙醇提取后, 由 C18 色谱柱分离, 以甲醇-0.1%磷酸(60:40, V:V)为流动相进行等度洗脱, 用紫外检测器在波

长为 270 nm 检测, 外标法定量。结果  白杨素在 5.685~284.25 μg/mL 浓度范围内线性关系良好, 相关系数为

0.999, 加标回收率为 97.1%~103.0%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.8%~1.8%; 高良姜素

在 5.32~266 μg/mL 浓度范围内线性关系良好, 相关系数为 0.999, 加标回收率为 96.2%~102.0%, RSD 为

0.5%~1.9%。结论  此方法简便快速, 准确可靠, 可提高保健食品蜂胶软胶囊中白杨素和高良姜素含量测定的

效率。 
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Determination of chrysin and galangin content in propolis soft capsules by 
high performance liquid chromatography 

LU Ting-Ting*, LIU Xiao-Yu, WANG Yu-Ling, CHEN Xing-Rong 
(Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of chrysin and galangin content in health food 

propolis soft capsules by high performance liquid chromatography. Methods  The sample was extracted with 

ethanol, separated on a C18 column and isocratic eluted with methanol-0.1% phosphoric acid (60:40, V:V) as mobile 

phase. The targets were detected by a ultraviolet detector at the wavelength of 270 nm, and quantified by external 

standard method. Results  Chrysin had a good linear relationship in the concentration range of 5.685284.25 

μg/mL, and the correlation coefficient was 0.999. The spiked recoveries ranged from 97.1%103.0% with the 

standard deviations of 0.8%1.8%. Galangin had a good linear relationship in the concentration range of 5.32~266 

μg/mL, and the correlation coefficient was 0.999. The spiked recoveries ranged from 96.2%102.0% with the 

standard deviations of 0.5%1.9%. Conclusion  This method is simple, rapid, accurate and reliable, and can 

improve the efficiency of the determination of chrysin and galangin in propolis soft capsule of health food. 
KEY WORDS: propolis; chrysin; galangin; high performance liquid chromatography 
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1  引  言 

蜂胶是蜜蜂科昆虫意大利峰(Apis mellifera L.)工蜂采

集的植物树脂与其上颚腺、蜡腺等分泌物混合形成的具有

黏性的固体胶状物[1]。国内外研究表明, 蜂胶中含有丰富

的黄酮类、酚酸类及萜烯类化合物[2-4], 有广泛的生物学活

性和药理学活性, 如抗氧化、抗菌、抗病毒、抗炎、抗肿

瘤、保肝、免疫调节等。目前已广泛用于医药、保健食品、

化妆品等领域[5], 是近十余年来蜂产品乃至天然产物研发

的热点之一[6]。       
近年来, 以蜂胶为主要成分的各类保健食品日益增

多, 其中不乏假冒伪劣产品[7]。由于蜂胶生产受胶源植物

蜂种采胶方式、气候条件以及生产过程等多种因素的影响, 
产量相对有限。温带地区公认的蜂胶植物来源是杨属

(Populus)及其杂交属的芽苞分泌物[5]。曹炜等[8]采用液相

色谱及电喷雾质谱法对国内 30 个不同地区采集的蜂胶和 2
个地区采集的杨树芽的乙醇提取物进行液质联用分析, 发
现蜂胶与杨树芽提取物的谱图十分相似。由于蜂胶原料紧

俏而利益较大, 不法厂家用杨树芽熬制出杨树胶掺入到蜂

胶中或直接以杨树胶冒充蜂胶, 并加入类黄酮类物质, 人
为地提升总黄酮含量以达到以次充好的目的[9]。目前我国

已实施用于产地为中国的蜂胶掺假鉴别的国标方法

GB/T34782-2017《蜂胶中杨树胶的检测方法 高效液相色

谱法》, 该方法利用高效液相色谱法检测水杨苷和邻苯二

酚 , 对蜂胶和杨树胶进行鉴别 [10]。蜂胶国家标准 GB/T 
24283-2018《蜂胶》[11]中规定的感官指标包括结构、色泽、

状态、气味和滋味, 理化指标包括乙醇提取物含量、总黄

酮和氧化时间。所以, 目前蜂胶类保健食品以总黄酮含量

作为功效成分指标, 但 2003 版《保健食品检验与评价技术

规范》中的《保健食品中总黄酮的测定》[12]的方法采用紫

外分光光度法测定总黄酮的含量, 在检测波长下除了黄酮

类化合物外还有其他成分显色, 总黄酮的测量值偏高, 方
法专属性不佳[13], 目前 2003 版《保健食品检验与评价技术

规范》也已经废止。 
白杨素和高良姜素等黄酮类成分是蜂胶的主要活性

成分[14], 也是蜂胶质量控制的主要指标之一。白杨素具有

抗氧化、抗病毒、抗高血压、抗糖尿病及抗肿瘤等多种药

理作用[15]; 另有文献报道白杨素还具有抗焦虑作用[16]。高

良姜素具有抗氧化、抗炎、抗病毒抗肿瘤等作用[17]。《中

国药典》[1]2015 版一部的蜂胶含量测定项下也是以白杨素

和高良姜素含量为指标, 采用高效液相法测定蜂胶中白杨

素和高良姜素的含量。以高效液相法测定蜂胶中的白杨素

和高良姜素含量作为蜂胶的质量控制指标更为准确, 专属

性更强。 
但是, 《中国药典》[1]2015 版一部的蜂胶含量测定项

下的前处理耗时 24 小时, 过于费时, 不适用于日常检测。

本文参照 2003 年我国发布的 GB/T 19427-2003《蜂胶中芦

丁、杨梅酮、榭皮素、灰菲醇、芹菜素、松属素、苛因、

高良姜素含量的测定方法 液相色谱-串联质谱检测法和

液相色谱-紫外检测法》[18]对《中国药典》[1]2015 版一部

蜂胶项下的白杨素和高良姜素的含量测定方法中的前处

理方法以及色谱条件进行优化, 以提高保健食品蜂胶软

胶囊中白杨素和高良姜素含量测定的效率, 为相关检测

提供参考。  

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

白杨素化学对照品(含量 100%)、高良姜素化学对照

品(含量 99.6%)(中国食品药品检定研究院); 甲醇(色谱纯, 
美国默克公司); 甲醇、乙醇(分析纯, 广州化学试剂厂); 超
纯水由实验室制备。 

实验样品: 市售蜂胶软胶囊。 

2.2  仪器与设备 

岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ); 
Milli-Q Reference 超纯水仪(美国密理博公司); KQ-500DE
型台式数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ); 
CPA225D 十万分之一电子天平 (德国赛多利斯公司 ); 
LE104E/02 万分之一电子天平(瑞士梅特勒公司); 0.22 μm
针孔滤膜(德国波尔公司)。 

2.3  色谱条件与系统适应性 

参考《中国药典》2015 年版一部蜂胶项下含量测定

方法, 以 SHIMADZU Shim-pack GIST C18 柱(150 mm×  
4.6 mm, 5 μm)为色谱柱; 以甲醇-0.1%磷酸(60:40, V:V)为
流动相等度洗脱, 检测波长 270 nm; 流速: 1.0 mL/min; 柱
温: 30 ℃; 进样体积: 10 μL, 理论塔板数按白杨素峰计算

应不低于 3000。 

2.4  对照品溶液配制 

精密称取白杨素和高良姜素对照品适量, 分别置于

10 mL 容量瓶中, 加甲醇溶解并稀释成 1000 μg/mL 的白杨

素对照品储备液和高良姜素对照品储备液。 
分别精密吸取白杨素对照品储备液、高良姜素对照品

储备液 5 mL, 置于 10 mL 容量瓶中 , 即得浓度为      
500 μg/mL 的对照品混合溶液。 

2.5  供试品溶液配制 

取蜂胶软胶囊 10 粒的内容物混合均匀, 精密称取 
0.1 g 于 100 mL 容量瓶中, 加入乙醇溶解样品并定容至刻

度, 密塞, 40 ℃超声 30 min, 冷却, 分别定容至刻度。摇匀

过 0.22 μm 针孔滤膜, 即得供试品溶液。 
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3  结果与分析 

3.1  色谱条件的选择 

首先按照药典中介绍的方法, 采用流动相甲醇−0.1%
磷酸溶液梯度洗脱, 洗脱程序: 0~65 min: 53%甲醇; 65~   
70 min: 100%甲醇; 70~82 min: 53%甲醇。流速: 1.0 mL/min
进行分析, 白杨素、高良姜素的峰型和分离度都比较理想, 
但洗脱时间过长, 需要 80 min。根据 2 个目标峰的保留时

间, 调整流动相比例为甲醇-0.1%磷酸(60:40, V:V), 等度洗

脱 30 min, 分析结果显示白杨素和高良姜素的峰型和分离

度也比较理想, 而且大大缩短了分析时间。以下是混合对

照品色谱图和实际样品色谱图, 分别见图 1、图 2。 
 

 
 

图 1  白杨素与高良姜素的混合对照品色谱图 
Fig.1  Chromatogram of the mixture comparison products of chrysin 

and galangin 
 

 
 

图 2  实际样品色谱图 
Fig.2  Chromatogram of the actual sample 

 

3.2  前处理条件优化 

3.2.1  提取方法的选择 
取蜂胶软胶囊 10 粒的内容物混合均匀, 精密称取 

0.1 g 于 100 mL 容量瓶中, 加入乙醇 70 mL, 密塞, 分别采

用以下方法提取: ① 按照药典方法[1]: 冷浸 6 h, 并时时振

摇 , 再静置 18 h, 用乙醇定容至刻度 ; ② 参考 GB/T 
19427-2003《蜂胶中芦丁、杨梅酮、榭皮素、灰菲醇、芹

菜素、松属素、苛因、高良姜素含量的测定方法 液相色

谱-串联质谱检测法和液相色谱-紫外检测法》[18]: 40 ℃超

声 30 min, 冷却后, 用乙醇定容至刻度。摇匀, 滤过, 即得, 
按 2.3 项下条件测定。结果表明, 2 种提取方法的效果相当, 
但超声处理方便快捷, 提高效率(见表 1)。 
3.2.2  提取溶剂的选择 

取蜂胶软胶囊 10 粒的内容物混合均匀, 精密称取 
0.1 g 于 100 mL 容量瓶中, 分别以甲醇、乙醇、70%乙醇为

提取溶剂, 加入 70 mL 提取溶剂溶解样品, 密塞, 40 ℃超

声 30 min, 冷却, 分别用提取溶剂定容至刻度。摇匀, 过滤, 
即得, 按照 2.3 项下条件测定。结果表明, 甲醇和 70%乙醇

的提取效果通过单因素方差分析存在显著性差异(P<0.05), 
甲醇提取效果更好; 而甲醇和乙醇的提取效果通过单因素

方差分析不存在显著性差异(P>0.05), 但从安全环保角度

考虑, 选择乙醇作为提取溶剂更优(见表 2)。 
3.2.3  提取时间的选择 

取蜂胶软胶囊 10粒的内容物混合均匀, 精密称取 0.1 g
于 100 mL容量瓶中, 加入乙醇 70 mL, 密塞, 40 ℃下分别超

声 10、30、60 min, 冷却, 用乙醇定容至刻度。摇匀, 滤过, 即
得, 按照 2.3 项下条件测定。结果表明, 3 个超声提取时间的

提取效果通过单因素方差分析存在显著性差异(P<0.05), 提
取 30 min 效果最好, 故选择超声提取 30 min (见表 3)。 

3.3  方法学考察 

3.3.1  线性关系考察 
精密吸取 2.4 项下对照品混合溶液 10、20、50、100、

200、500 μL, 配制成浓度为 5、10、25、50、100、250 μg/mL
的标准系列溶液, 按照 2.3 色谱条件进样分析, 以浓度(X)为
横坐标, 峰面积(Y)为纵坐标, 进行回归分析, 得回归方程 Y

白杨素=63008X+157673, r2=0.9991, Y 高良姜素=50178X+109874, 
r2=0.9991。结果表明, 白杨素在 5.685~284.25 μg/mL, 高良

姜素在 5.32~266 μg/mL 呈良好的线性关系。 
3.3.2  精密度实验 

取 11.37 μg/mL 白杨素和 10.64 μg/mL 高良姜素的对

照品混合溶液按 2.3 项下色谱条件进行测定, 重复进样 6
次 , 测得白杨素和高良姜素的峰面积相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)分别为 0.06%和 0.08%, 表
明仪器精密度良好。 

 
表 1  不同提取方法的检测结果(n=6) 

Table 1  Detection results of different extraction methods (n=6) 

提取方法 
白杨素 高良姜素 

含量/% 相对标准偏差/% 含量/% 相对标准偏差/% 

冷浸 24 h 0.97 2.1 0.68 2.3 

超声 30 min 0.97 0.9 0.69 1.0 
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表 2  不同提取溶剂的检测结果(n=3) 
Table 2  Detection results of different extraction solvents(n=3) 

提取溶剂 
白杨素 高良姜素 

含量/% 相对标准偏差/% 含量/% 相对标准偏差/% 

甲醇 1.01 0.1 0.71 1.5 

乙醇 0.98 1.8 0.71 0.7 

70%乙醇 0.96 1.7 0.69 2.0 

 
表 3  不同提取时间的检测结果(n=3) 

Table 3  Detection results of different extraction time(n=3) 

提取时间/min 
白杨素 高良姜素 

含量/% 相对标准偏差/% 含量/% 相对标准偏差/% 

10 0.95 0.6 0.68 0.8 

30 0.98 0.5 0.69 0.8 

60 0.94 1.5 0.66 1.4 
 

 
3.3.3  重复性试验 

精密称取蜂胶软胶囊内容物 6 份, 分别按 2.5 项下方

法制备供试品溶液, 按 2.3 项下色谱条件进行测定, 计算

得出蜂胶软胶囊样品中的白杨素平均含量为 0.97%, 
RSD=0.9%(n=6), 高 良 姜 素 含 量 为 0.67%, RSD=1.0% 
(n=6)。结果表明, 该方法稳定。 
3.3.4  稳定性试验 

取同一份供试品溶液, 分别在 0、2、5、10、16、24、
36、48 h, 按 2.3 项下色谱条件进行测定, 计算白杨素和高

良姜素的峰面积的 RSD 分别为 0.2%和 0.7%, 表明供试品

溶液在 48 h 内稳定。 
3.3.5  加标回收试验 

精密称取蜂胶软胶囊内容物 9 份, 置于 100 mL 容量

瓶中, 按照 3 个加标水平, 每个加标水平 3 个平行样, 分别

准确加入不同体积的 1137 μg/mL 白杨素对照品溶液、 
1064 μg/mL 高良姜素对照品溶液, 按 2.5 项下方法制备供

试品加标溶液, 按 2.3 项下色谱条件进行测定, 结果表明

白杨素的加标回收率为97.1%~103.0%, RSD为 0.8%~1.8%; 
高 良 姜 素 的 加 标 回 收 率 为 96.2%~102.0%, RSD 为

0.5%~1.9% (见表 4)。 

3.4  样品测定 

取 2 批样品各 2 份, 按 2.5 项下方法制备供试品加标

溶液, 按 2.3 项下色谱条件进行测定。结果显示, 样品 1 含

白杨素 0.97%, 高良姜素 0.67%; 样品 2 含白杨素 1.2%, 高
良姜素 1.0%。 

4  结论与讨论 

本文对蜂胶软胶囊中的白杨素和高良姜素的提取方

法及色谱条件进行了优化。《中国药典》2015 版一部蜂胶

含量测定项下的提取方法耗时 24 h, 本文采用乙醇进行

40 ℃超声提取只需要 30 min; 《中国药典》2015 版一部蜂

胶含量测定项下的色谱条件需要梯度洗脱 80 min, 而本文

采用甲醇-0.1%磷酸(60:40)等度洗脱只需要 30 min, 目标

峰峰型及分离度良好。因此本研究更方便省时, 有效提高

了检测效率。 
 
表 4  白杨素、高良姜素的加标回收实验结果(n=3) 

Table 4  Results of recovery test for chrysin and galangin(n=3) 

组分 加标浓度/(μg/mL) 平均回收率/% RSD/% 

白杨素
 
 
 
 
 
 
 
 

高良 
姜素 

 
 
 
 

5.685 

99.6 1.8 5.685 

5.685 

9.096 

97.1 0.8 9.096 

9.096 

13.644 

103.0 1.1 13.644 

13.644 

5.32 

100.3 0.5 5.32 

5.32 

10.64 

96.2 1.9 10.64 

10.64 

13.832 

102.0 0.9 13.832 

13.832 
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本研究未对提取温度进行考察, 因为采用的超声波

清洗器的恒定温度为 40 ℃, 且药典方法的提取方法也是

常温提取。而采用 40 ℃超声提取 30 min 与药典常温浸泡

24 h 的提取效果基本一致, 故不再考察更高的提取温度。 
该方法操作简单省时, 线性范围宽, 检出限低, 精密

度和准确度高, 可以满足对保健食品中白杨素、高良姜素

定量分析的要求, 适用于蜂胶软胶囊中白杨素和高良姜素

含量的测定, 为蜂胶类保健食品中白杨素和高良姜素含量

测定的标准建立提供依据。 
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