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双波长反相高效液相色谱法同时测定葛根姜黄 
胶原蛋白片中葛根素、芍药苷和姜黄素 

苏昭仑*, 黄康惠, 张喜金, 陈彩云, 陈宏壁, 林贤邦 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立一种同时测定葛根姜黄胶原蛋白片中葛根素、芍药苷和姜黄素的反相高效液相色谱法。

方法  样品经 50%乙醇超声提取, 经 SUPELCO-C18柱分离, 流动相为甲醇-水, 采用梯度洗脱, 在 0~25 min之

间波长为 230 nm, 在 25.01~39 min之间波长为 430 nm条件下检测。结果  葛根素、芍药苷和姜黄素在上述色

谱条件下能完全分离。葛根素、芍药苷和姜黄素的线性范围为 0.01~0.1 mg/mL; 平均回收率 96.3~103.3%, 

RSD<2.0%。结论  该方法操作简便, 精密度和回收率高, 重复性好, 可同时测定葛根姜黄胶原蛋白片中葛根

素、芍药苷和姜黄素。 
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Determination of puerarin, paeoniflorin and curcumin in radix puerariae 
turmeric collagen tablets by reversed-phase high performance liquid 

chromatography with dual-wavelength 

SU Zhao-Lun*, HUANG Kang-Hui, ZHANG Xi-Jin, CHEN Cai-Yun, 
CHEN Hong-Bi, LIN Xian-Bang 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of puerarin, paeoniflorin and curcumin 

in radix puerariae turmeric collagen tablets by reversed-phase high performance liquid chromatography. 

Methods  Samples were ultrasonically extracted with 50% ethanol. The extracts were separated by 

SUPELCO-C18 column with gradient elution and methanol-water as the mobile phase, then samples were 

detected between 0~25 min at a wavelength of 230 nm and 25.01~39 min at a wavelength of 430 nm. Results  

Puerarin, paeoniflorin and curcumin could be completely separated by the conditions. The linear range was 

0.01~0.1 mg/mL, and the average recovery was 93.5%~103.8%, RSD<2.0%.Conclusion  The method is 

simple, and has a high precision, recovery rate and good repeatability. It can simultaneously determine puerarin, 

paeoniflorin and curcumin in radix puerariae turmeric collagen tablets. 

KEY WORDS: puerarin; paeoniflorin; curcumin; reversed-phase high performance liquid chromatography; 

radix puerariae turmeric collagen tablets 
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1  引  言 

葛根姜黄胶原蛋白片是由葛根、白芍、姜黄、胶

原蛋白粉等经提取加工制成的复方制剂。葛根和白

芍具有解肌发表、生津除热、透疹、合营泄热的功

效[1]; 姜黄具有活血行气、痛经止痛的功效[2], 其主

要活性成分姜黄素具有利胆、抗炎[3]、抗病毒[4]、降

血脂[5]、抗氧化[6]、抗肿瘤[7]和延年益寿[8]等多方面

的药理作用。 

葛根素、芍药苷和姜黄素单一成分的含量测定已

有较多报道[9-15], 主要采用反相高效液相色谱法进行

测定。复方中药制剂中该 3种有效活性成分的同时测

定尚未见报道。本实验采用双波长反相高效液相色谱

法对葛根姜黄胶原蛋白片中葛根素、芍药苷和姜黄素

同时进行含量测定和质量控制, 具有一定的研究价

值和经济效益。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

仪器: 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司, 型号: 

1260, 配 VWD); 分析天平(瑞士Mettler Toledo公司, 

型号: XP205)。 

材料: 葛根姜黄胶原蛋白片(汤臣倍健股份有限

公司)。 

试剂与对照品: 甲醇(色谱纯, 德国 CNW 公司); 

乙醇(分析纯, 广州化学试剂厂); 纯化水; 葛根素(上

海同田生物技术股份有限公司, 批号: 14013031, 纯

度: 98.0%); 芍药苷(中国食品药品检定研究院, 批号: 

110736-201337, 纯度: 94.9%); 姜黄素(成都曼思特

生物科技有限公司 , 批号 : MUST-13042801, 纯度 : 

98.0%)。 

2.2  仪器条件 

色谱柱: SUPELCO-C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm); 

流速: 1.0 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 5 μL; 波长: 

0~25 min为230 nm, 25.01~39 min为430 nm; 流动相: 

A为水, B为甲醇, 梯度洗脱见表 1。 

2.3  标准溶液的制备 

2.3.1  标准储备液的配制 

精密称取葛根素、芍药苷、姜黄素对照品 10 mg, 

分别置于 50 mL 棕色容量瓶, 加 50%乙醇溶液溶解

并定容至刻度(浓度约为 0.2 mg/mL), 储备液于 4 ℃

中储存备用。 

 
表 1  梯度洗脱比例 

Table 1  Gradient elution ratio 

时间(min) A(%) B(%) 

0.00 75 25 

18.00 75 25 

22.00 65 35 

24.00 25 75 

34.00 25 75 

36.00 75 25 

39.00 75 25 

 
2.3.2  标准工作溶液配制 

分别精密移取葛根素、芍药苷、姜黄素的储备液

0.50、1.00、2.00、4.00、5.00 mL于 10 mL容量瓶中, 

用 50%乙醇溶液定容至刻度, 摇匀, 得到 0.01、0.02、

0.04、0.08、0.10 mg/mL的混合标准工作溶液。 

2.4  样品前处理 

精密称取 0.1 g样品于 150 mL具塞锥形瓶中, 精

密加入 50.00 mL 50%乙醇溶液, 称重, 超声提取 30 

min, 冷却至室温, 加 50%乙醇溶液补足重量, 摇匀, 

过滤后备用。 

3  结果与分析 

3.1  方法专属性实验 

在 2.2色谱条件下, 葛根素、芍药苷和姜黄素的

保留时间分别为 14.96、20.70、31.80 min。葛根素与

芍药苷以及姜黄素的分离度良好, 无干扰。见图 1~5。 

3.2  方法的确认 

在实验条件下, 对混合标准工作溶液进行测定, 

结果表明 , 葛根素、芍药苷和姜黄素在 0.01~0.10 

mg/mL范围内有良好的线性关系, r＞0.9995。见表 2。 

3.3  精密度实验 

在实验条件下, 对同一混合标准工作溶液进行

重复进样 6次测定, 结果, 其保留时间稳定, 葛根素、

芍药苷和姜黄素的峰面积 RSD分别为 0.5%、1.4%、

0.6%。见表 3。 
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图 1  空白样品的色谱图 

Fig. 1  The chromatogram of blank samples 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 2  葛根素对照的色谱图 

Fig. 2  The chromatogram of puerarin contrast 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 3  芍药苷对照的色谱图 

Fig. 3  The chromatogram of paeoniflorin contrast 
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图 4  姜黄素对照的色谱图 

Fig.4  The chromatogram of curcumin contrast 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 5  样品溶液的色谱图 

Fig.5  The chromatogram of samples 
 
 

表 2  三种成分的线性关系 
Table 2  Linearity of three components 

成分 线性方程 r 线性范围(mg/mL) 

葛根素 Y=21914.82882X+5.35854 1.00000 0.01034~0.1034 mg/mL 

芍药苷 Y=6609.25466X+1.55087 0.99994   0.009825~0.09825 mg/mL 

姜黄素 Y=37120.48594X+19.72498 0.99998 0.01081~0.1081 mg/mL 

 
 

表 3  三种成分的精密度(n=6) 
Table 3  Precision of three components (n=6) 

成分 峰面积 RSD(%) 

葛根素 2049.27515~2073.46709 0.5 

芍药苷 638.38263~659.89523 1.4 

姜黄素 2899.98511~2936.83677 0.6 
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3.4  稳定性实验 

取 201401 批次的葛根姜黄胶原蛋白片, 按 2.4

方法制得供试品溶液, 分别在 0、4、8、12、24 h进

样, 测定葛根素、芍药苷和姜黄素的峰面积, 其 RSD

分别为 0.2%、0.6%、0.4%。见表 4。 

 
 

表 4  三种成分的稳定性(n=5) 
Table 4  Stability of three components (n=5) 

成分 峰面积 RSD(%) 

葛根素 1014.90265~1019.04586 0.2 

芍药苷 301.37836~306.68999 0.6 

姜黄素 2570.8091~2593.45408 0.4 

 
 

3.5  重复性实验 

取同批次葛根姜黄胶原蛋白片, 按 2.4方法制得

6 份供试品溶液, 测定葛根素、芍药苷和姜黄素的含

量, 其 RSD分别为 0.3%、0.5%、0.2%。见表 5。 

 
 

表 5  三种成分的重复性(n=6) 
Table 5  Repeatability of three components (n=6) 

成分 含量(g/100g) RSD(%) 

葛根素 2.02~2.03 0.3 

芍药苷 2.31~2.34 0.5 

姜黄素 2.56~2.57 0.2 

 
 

3.6  方法的回收率实验 

精密称取已测定含量的同一样品9份样品, 分别

添加 1.00、2.00、3.00 mL各标准储备液进行加标回

收实验 , 结果见表 6。本方法平均回收率 96.3%~ 

103.3%, 且 RSD＜2.0%, 说明该方法准确度可以满

足葛根素、芍药苷和姜黄素的检测要求。 

3.7  样品的测定 

取 3个不同批次的样品, 按 2.4方法制备供试品

溶液, 按 2.2 色谱条件测定, 按外标法计算。结果见

表 7。 

表 6  加标回收率和相对标准偏差(n=3) 
Table 6  The recovery and relative standard deviation (n=3) 

组分 加标量(mL) 平均回收率(%) RSD(%) 

 1.00 99.3 0.2 

葛根素 2.00 100.8 1.6 

 3.00 99.5 0.9 

 1.00 103.3 1.2 

芍药苷 2.00 101.8 0.7 

 3.00 99.4 0.4 

 1.00 96.7 1.9 

姜黄素 2.00 98.8 0.6 

 3.00 96.3 0.9 

 

表 7  样品葛根素、芍药苷和姜黄素的含量(n=3) 
Table 7  The content of puerarin, paeoniflorin and 

curcumin (n=3) 

批次 
葛根素 芍药苷 姜黄素 

含量(g/100 g) 含量(g/100 g) 含量(g/100 g)

201401 2.15±0.03 2.54±0.02 2.61±0.04 

201402 2.03±0.02 2.31±0.01 2.56±0.01 

201403 1.92±0.04 2.44±0.03 2.65±0.03 

 

4  讨  论 

本实验采用反相高效液相色谱法, 梯度洗脱同

时变波长, 成功地同时测定了葛根姜黄胶原蛋白片

中上述 3种成分的含量, 为该制剂质量标准的制定提

供了定量依据。 

本实验采用 25%、50%、75%、95%乙醇为提取

溶剂, 提取时间为 30 min, 结果表明, 25%乙醇提取

得率最低, 50%乙醇提取得率明显升高, 但当含乙醇

量升值 75%时其得率与 50%乙醇并无明显差别, 95%

乙醇提取得率有所降低, 因此, 采用 50%乙醇作为提

取溶剂。 

本实验中有3个待测组分, 检测波长的选择至关

重要。全波长扫描显示葛根素、芍药苷和姜黄素分别

在 250 nm、230 nm和 430 nm处有最大吸收。若采用

430 nm 作为检测波长, 仅适合于姜黄素, 葛根素和

芍药苷在此波长处无吸收; 若采用 230 nm和 250 nm, 

仅适合葛根素和芍药苷, 姜黄素在这两个波长处均

无吸收。由于 230 nm既是芍药苷的最大吸收波长, 有

对葛根素有较好吸收, 故本实验选择 230 nm测定葛
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根素和芍药苷, 430 nm测定姜黄素。 

采用甲醇-水(V:V=30:70)等度洗脱, 葛根素和芍

药苷保留时间缩短, 以至于芍药苷与杂质峰难以分

离, 姜黄素保留时间太长, 以至于单次分析时间超过

60 min。因此, 选用甲醇-水(V:V=25:75)为初始流动相, 

梯度洗脱, 在此条件下, 3 个待测组分均不受杂质干

扰, 整个运行时间缩短至 39 min以内。从以上数据来

看, 本方法的专属性、线性、精密度、稳定性、重复

性和回收率都符合相关要求, 能满足葛根姜黄胶原

蛋白片的日常检验。 
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“食品加工与贮藏保鲜新技术”专题征稿函 

 
 

民以食为天。食品的安全与质量, 直接关系到民族的健康和体质, 影响到国家或地区的政治安定和社会进

步。而食品的加工质量与贮藏安全性与食品加工与贮藏保鲜技术的成熟与革新息息相关。近年来, 基因工程、

酶工程、发酵工程、细胞工程、辐照技术、超临界流体萃取技术、微胶囊技术、膜分离技术、超高压技术、

脉冲电场技术等被广泛应用于食品的加工与贮藏保鲜, 为食品工业的发展注入了新活力。 

 

鉴于此, 本刊特别策划“食品加工与贮藏保鲜新技术”专题, 慜由江南大学的张 教授担任专题主编。专题将

围绕食品工业中食品微细化处理、食品混合、食品干燥、食品成分提取与分离、食品浓缩与结晶、食品膨化、

食品杀菌、食品低温处理与贮藏保鲜、食品包装等各个环节中的高新技术展开, 探讨技术原理、技术特点、

优势与局限性、影响因素、工艺及设备、应用实践等各个方面展开讨论, 计划在 2015年 11月正式出版。 

 

本刊主编 吴永宁 研究员与 慜张  教授 与本刊特邀请您撰稿, 展示您的研究成果与学术发现, 以期为食

品加工与贮藏保鲜新技术的推广应用、科研开发提供理论和实践指导。请您请在 2015年 10月 15日前通过网

站或 Email投稿。我们将快速处理并优先发表。 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

Email: jfoodsq@126.com 
《食品安全质量检测学报》编辑部 

 


