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摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定草果中 4 种酚酸类成分的分析方法。方法  采用高效液相色谱法, 选

用 C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 以甲醇和 0.02 mol/L 的稀磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱, 对草果中 4

种主要酚类成分(原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸、香草酸)的含量进行同时分析测定; 检测波长为 270 nm, 

流量为 1.0 mL/min, 柱温为 30 ℃。结果  原儿茶酸在 0.04~0.36 mg (r＝0.99988)、原儿茶醛在 0.04~0.36 mg (r

＝0.99973), 对羟基苯甲酸在 0.16~1.44 mg (r＝0.99993)、香草酸在 0.04~0.36 mg (r＝0.99993)内呈良好的线性

关系。平均加样回收率分别为 93.3%、97.4%、97.1%、95.5%, RSD 分别为 2.95%、0.99%、1.34%、1.54%; 测

得样品中各成分的含量范围分别为, 原儿茶酸 9.12~17.42 mg/kg、原儿茶醛 7.11~15.51 mg/kg、对羟基苯甲酸

22.67~57.08 mg/kg、香草酸 7.92~14.21 mg/kg。结论  该方法灵敏度高、稳定性强, 可较好地控制草果的质量

品质。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 4 phenolic acids from the Amomumtsao-ko 

by high performance liquid chromatography. Methods  The content of 4 phenolic acids in Amomumtsao-ko 

(protocatechuic acid, protocatechualdehyde, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid) was analyzed and determined 

simultaneously by high performance liquid chromatography on a C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm), using 

methanol and 0.02 mol/L diluted phosphoric acid as mobile phases for gradient elution. The detection wavelength 

was 270 nm, the flow rate was 1.0 mL/min, and the column temperature was 30 ℃. Results  Protocatechuic acid, 
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protocatechualdehyde, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid showed good linear relationships in the range of 

0.040.36 mg (r=0.99988), 0.040.36 mg (r=0.99973), 0.161.44 mg (r=0.99993) and 0.040.36 mg (r=0.99993), 

respectively. The average recoveries were 93.3%, 97.4%, 97.1% and 95.5%, RSDs were 2.95%, 0.99%, 1.34% and 

1.54%, respectively. The content of each index component in different samples was protocatechuic acid 9.12   

17.42 mg/kg, protocatechualdehyde 7.1115.51 mg/kg, p-hydroxybenzoic acid 22.6757.08 mg/kg, vanillic acid 

7.9214.21 mg/kg. Conclusion  This method is highly sensitive with strong specificity and it can be used efficiently 

in the quality control of Amomumtsao-ko. 

KEY WORDS: Amomumtsao-ko; high performance liquid chromatography; ultrasonic-assisted extraction; 

protocatechuic acid; protocatechuicaldehyde; p-hydroxybenzoic acid; vanillic acid 

 
 

0  引  言 

草果(Amomumtsao-ko Crevost et Lemaire.)为姜科豆蔻

属草果亚属多年生常绿丛生草本植物[1], 主要分布在我国

云南、广西和贵州 3 省部分地区, 以及越南、老挝北部的

部分地区, 是亚热带山区常绿阔叶林下生长的一种重要经

济作物[2]。草果药食兼备的功能自古便有记载, 除了作为

香料广泛用于食品、化妆品、香料香精外, 草果还是重要

的中药材。据统计, 大约有 2/3 以上的草果作为香辛调味

料使用, 只有不到 1/3 的草果用作中药和饲料添加剂[3]。 

对于草果的化学成分研究, 常采用常规的植物化学

成分测定方法, 通过水提法、乙醇提取法、石油醚提取法

等对草果果皮和种子进行化学成分测定, 表明草果含有

多种化学成分, 包括糖、蛋白质、氨基酸、酚类化合物、

鞣质、有机酸、皂苷、黄酮类化合物、蒽醌、香豆素、

内酯、强心苷、甾体、萜类、挥发油、油脂、花色苷等[45]。

目前, 关于草果化学成分研究, 以挥发油居多, 相关的研

究主要集中于对不同产地、不同提取方法以及草果全株

各部位的挥发油进行分析比较等方面[67]。挥发油是草果

的主要功效成分 , 有研究表明 , 草果精油对二苯基苦基

苯肼(diphenylpicryphenylhydrazine, DPPH)和 2,2-联氮-二

(3- 乙 基 - 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ) 二 铵 盐 [2,2-diazo-bis 

(3-ethyl-benzothiazole-6-sulfonic acid) ammonium salt, 
ABTS]自由基均显示出较好的清除效果 , 也具有一定的

抑菌作用[8]。干草果果实挥发油含量可达 2%~3%, 已报

道的挥发油成分有 1,8-桉油素、α-蒎烯、β-蒎烯、柠檬烯、

对-聚伞花素、壬醛、癸醛、芳樟醇、樟脑、反-2-十一烯

醛、α-松油醇、α-柠檬醛、β-柠檬醛、香叶醇、草果酮、

橙花叔醇等[910]。 

关于草果多酚类物质的研究, 王暐等[11]从草果果实

的甲醇提取物中分离得到 9 个酚性化合物, 包括 2-甲氧基

-1,4-二苯酚-1-O-[6-O-(3-甲氧基-4-羟基苯甲酰基)]-β-D-吡

喃葡萄糖苷、3,5-二-C-β-D-吡喃葡萄糖基根皮素、芦丁、

槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、邻苯三酚、邻苯二酚、对

羟基苯甲酸、原儿茶酸、香草酸。李志君等[12]从草果中检

测出龙胆酸、原花青素 B2、金丝桃苷、木樨草素-7-O-β-D-

葡萄糖苷 4 种多酚类物质, 并通过 DPPH 自由基清除法和

ABTS 自由基清除法检测草果多酚的抗氧化活性。ZHANG

等[13]从草果中分离鉴定出谷甾醇、胡萝卜苷、内消旋-1,7-

双-(4-羟苯基)-3,5-庚二醇、槲皮素、表儿茶素、槲皮素

-7-O-β-葡萄糖苷、槲皮素-3-O-β-葡萄糖苷、儿茶酚等 8 种

主要化学成分, 其中槲皮素、槲皮素-3-O-β-葡萄糖苷和儿

茶酚, 槲皮素-7-O-β-葡萄糖苷和槲皮素-3-O-β-葡萄糖苷首

次在草果中发现。 

目前, 草果的质量评价主要以外观品质、挥发油含

量等为主要评价标准, 有研究建立草果中 1,8-桉油素、α-

蒎烯、香叶醇、(反)-2-十二烯醛含量的气相色谱测定方

法 [1416], 为草果的质量控制奠定了基础, 但仍不能全面

反映草果的品质特征。酚酸类化合物广泛分布于自然界

中。目前, 已从植物中检出多种酚酸类成分。主要有没食

子酸类化合物、间苯三酚类化合物、丹参的酚酸类化合

物、绿原酸及奎宁酸类衍生物、茶多酚化合物、鞣花酸

鞣质、聚黄烷醇多酚及苯丙素类化合物等, 酚酸类化合物

具有较强的抗氧化、抗炎、抑菌等多种生物活性, 是中药

材质量评价的重要指标[1718]。酚酸类化合物是草果中的

一类重要化学成分, 草果中以苯甲酸为母核的 C6-C1 型酚

酸类成分包括对羟基苯甲酸、原儿茶酸、原儿茶醛、香

草酸、龙胆酸等, 本研究选取云南 2 个主要草果产区不同

果形的草果样品, 以草果中原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基

苯甲酸和香草酸 4 种以苯甲酸为母核的酚酸类成分为质

量控制基础 , 建立高效液相色谱法 (high performance 

liquid chromatography, HPLC)测定这 4 种成分含量的分析

方法, 以期为草果的质量控制研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

不同果形的干草果样品(云南怒江和马关 2 个主要草

果产区); 标准对照品(原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸、

香草酸)(上海麦克林生化科技有限公司); 甲醇(色谱纯, 赛
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默飞世尔科技有限公司); 水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

1260 高效液相色谱仪(DAD 检测器, 美国 Agilent 公

司 ); TSKgel ODS-80TM C18 色谱柱 (250 mm×4.6 mm,     

5 μm)(日本 Tosoh 公司); PL403 电子天平[梅特勒-托利多仪

器 (上海 )有限公司 ]; CQ250 超声仪 (上海超声仪器厂 ); 

BJ-800A 中药粉碎机(德清拜杰电器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  对照品溶液制备 

精密称取原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸、香草

酸各 50.00 mg 分别置于 50 mL 容量瓶中, 加 95%乙醇溶解

并稀释至刻度, 摇匀, 作为对照品储备液。分别精密量取

原儿茶酸、原儿茶醛、香草酸对照品储备液各 1 mL, 对羟

基苯甲酸对照品储备液 4 mL, 置于 25 mL 容量瓶中, 加

95%乙醇稀释至刻度, 摇匀, 即得混合对照品溶液。 

1.3.2  供试品溶液制备 

干草果粉碎过 50 目筛, 准确称取粉状样品 10.0 g, 置

于具塞锥形瓶中, 分别依次加入 70%乙醇 50、30、20 mL, 超

声处理 3次(功率 360 W, 频率 33 kHz), 每次 20 min, 每次超

声处理后, 将上层清液倒入 100 mL 的容量瓶中, 后用 70%

乙醇定容, 摇匀, 0.45 μm 微孔滤膜过滤后进行 HPLC 测定。 

1.3.3  色谱分析条件 

流动相为 0.02 mol/L 的稀磷酸溶液(A)-甲醇(B), 选择

不同比例的 A 相、B 相进行对比实验; 流量为 1.0 mL/min; 

柱温为 30 ℃; 进样量 10 µL; 采用二极管阵列检测器

(diode array detector, DAD)在 190~400 nm 进行波长扫描。 

1.4  方法学考察 

1.4.1  标准曲线绘制 

分别精密吸取原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸、

香草酸混合对照品溶液 1、3、5、7、9 μL, 按色谱分析条

件(1.3.3)进行检测。 

1.4.2  精密度考察 

取混合对照品溶液, 在同 1 天内连续进样 6 次, 记录

峰面积值, 计算精密度(relative standard deviation, RSD)。 

1.4.3  加样回收率考察 

精密称取已测含量的草果样品 10.0 g, 分别加入不同

质量浓度的对照品溶液, 按上述方法制备供试品溶液, 在

同样的色谱条件(1.3.3)测定含量, 分别计算 4 种成分的平

均回收率和 RSD。 

1.4.4  稳定性考察 

取同一供试品溶液, 分别放置 0、3、6、9、24 h 进样

测定分析, 测定峰面积并计算 RSD。 

1.4.5  超声提取条件的选择 

乙醇浓度的选择: 干草果粉碎过 50 目筛, 准确称取

粉状样品 10.0 g, 置于具塞锥形瓶中, 分别加入 50%、70%、

90%不同质量浓度的乙醇溶剂, 超声处理 3 次(功率 360 W, 

频率 33 kHz), 每次 20 min, 后将上层清液倒入 100 mL 的

容量瓶中 , 定容 , 摇匀 , 0.45 μm 微孔滤膜过滤后进行

HPLC 测定。实验进行 3 次重复, 得到不同质量浓度乙醇

溶剂提取 4 种成分的平均含量并计算 RSD。 

超声提取时间: 选择 70%乙醇为提取溶剂, 超声 3 次

提取总时间为 30、45、60、75 min, 其他操作同上。实验

进行 3 次重复, 得到不同提取时间提取 4 种成分的平均含

量并计算 RSD。 

2  结果与分析 

2.1  超声提取条件优化 

2.1.1  不同质量浓度乙醇溶剂对提取率的影响 

不同质量浓度乙醇溶剂对提取率的影响如图 1 所示, 

原儿茶醛、原儿茶酸和对羟基苯甲酸的提取量随乙醇浓度

的增加出现下降趋势; 香草酸的提取量随乙醇浓度的增加

而增加, 当乙醇浓度大于 70%, 香草酸的提取量的增加趋

势趋于平缓。因此本研究选择 70%乙醇为提取溶剂。 

 
 

 
 

图 1  不同浓度提取溶剂对 4 种化合物提取量的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of different extraction solvents on the extraction 
amount of 4 compounds (n=3) 

 
2.1.2  超声提取时间对提取率的影响 

不同超声时间的提取结果如图 2 所示, 45 min 前 4 种

成分的提取率随时间增加均出现上升趋势。45 min 后香草

酸的含量随超声时间增加出现下降趋势, 60 min 后原儿茶

醛的含量随超声时间增加出现下降趋势, 原儿茶酸和对羟

基苯甲酸含量在超声提取 60 min 后增加趋于平缓。因此, 

超声提取 60 min 更利于 4 种成分的同时提取。 

2.2  色谱分析条件优化 

经查阅文献[1920]及反复对比实验, 原儿茶酸的最大

吸收波长为 259 nm 和 272 nm、原儿茶醛的最大吸收波长

为 280 nm、对羟基苯甲酸的最大吸收波长为 258 nm 和  

294 nm、香草酸的最大吸收波长为 260 nm, 考虑需要对原

儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸和香草酸进行同时测定, 

故确定检测波长为 270 nm。 
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图 2  超声时间对 4 种化合物提取量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of ultrasonic treatment time on the extraction 
amount of 4 compounds (n=3) 

 
 

检测酚酸类成分 , 在流动相中加入酸性成分可以

改善色谱峰形, 研究选择 0.02 mol/L 的稀磷酸溶液和甲

醇作为流动相, 待测组分的峰形和分离度较好。关于稀

磷酸溶液和甲醇的比例 , 甲醇比例高 , 待测组分保留时

间提前 , 使部分峰分离不佳 , 所以选择流动相方案为 : 

0~20 min, A 相为 80%, B 相为 20%; 20~35 min, A 相为

80%~60%, B 相为 20%~40%; 35~40 min, A 相为 60%, B

相为 40%。在此条件下, 标准对照品和草果中的 4 个成

分均能达到基线分离, 标准对照品和草果样品的色谱图

见图 3、图 4。 

 

 

 
 

图 3  标准对照品 HPLC 色谱图 

Fig.3  HPLC chromatogram of reference materials 

 
 
 

图 4  草果中 4 种酚酸 HPLC 色谱图 

Fig.4  HPLC chromatogram of 4 kinds of phenolic acids in the 
Amomumtsao-ko 

 
 

2.3  线性关系考察及标准曲线 

分别精密吸取原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸、

香草酸混合对照品溶液 1、3、5、7、9 μL, 按色谱条件(1.3.3)

测定, 分别以各对照品进样量为横坐标(X), 峰面积积分值

为纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 回归方程及线性范围结果见

表 1。 

2.4  精密度、稳定性和加样回收率考察 

原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸和香草酸峰

面积 RSD 见表 2, 原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸

和香草酸的平均回收率分别为 93.3%、97.4%、97.1%、

95.5%, 表明仪器精密度良好 , 室温下样品溶液在 24 h

内稳定。  

2.5  样品含量测定 

取 6 个样品 , 分别按方法(1.3.2)制备供试品溶液 , 

按色谱条件(1.3.3)测定原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯

甲酸和香草酸的含量, 结果见表 3。6 个样品中各成分的

含量 : 原儿茶酸 9.12~17.42 mg/kg、原儿茶醛 7.11~   

15.51 mg/kg、对羟基苯甲酸 22.67~57.08 mg/kg、香草酸

7.92~14.21 mg/kg。 

 

 
表 1  回归方程、线性范围和相关系数 

Table 1  Regression equations, correlation coefficients and linear ranges 

化合物 回归方程 线性范围/(mg/mL) 相关系数 

原儿茶酸 Y=2413.25111X+0.12692 0.04~0.36 0.99988 

原儿茶醛 Y=3239.58930X0.52592 0.04~0.36 0.99973 

对羟基苯甲酸 Y=3589.83045X+0.70304 0.16~1.44 0.99993 

香草酸 Y=2417.11526X+0.32079 0.04~0.36 0.99993 
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表 2  精密度、稳定性和加样回收率结果 
Table 2  Results of precision, stability and recoveries  

成分 原含量/mg 加入量/mg 理论值/mg 检出量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

原儿茶酸 0.153 

0.20 0.353 0.318 90.1 

93.3 2.95 0.40 0.553 0.526 95.1 

0.60 0.753 0.712 94.6 

原儿茶醛 0.067 

0.20 0.267 0.263 98.5 

97.4 0.99 0.40 0.467 0.454 97.2 

0.60 0.667 0.644 96.6 

对羟基苯甲酸 0.233 

0.20 0.433 0.414 95.6 

97.1 1.34 0.40 0.633 0.62 97.9 

0.60 0.833 0.815 97.8 

香草酸 0.132 

0.20 0.332 0.322 97.0 

95.5 1.54 0.40 0.532 0.501 94.2 

0.60 0.732 0.697 95.2 

 
 

表 3  草果样品测定结果 
Table 3  Determination results of Amomumtsao-ko samples 

编号 产地 果形 
含量/(mg/kg) 

原儿茶酸 原儿茶醛 对羟基苯甲酸 香草酸 合计 

1 

怒江 

椭圆 11.91 15.51 37.69 8.08 73.19 

2 小球果 9.12 7.11 54.27 9.74 80.24 

3 纺锤 10.22 8.05 57.08 7.92 83.27 

平均 10.42 10.22 49.68 8.58 78.90 

4 

马关 

椭圆 15.28 8.26 25.30 12.73 61.57 

5 小球果 17.42 7.45 22.67 14.21 61.75 

6 纺锤 16.85 7.40 33.23 12.57 70.05 

平均 16.52 7.70 27.07 13.17 64.46 

 
 

3  结  论 

本研究以草果中原儿茶酸、原儿茶醛、对羟基苯甲酸

和香草酸 4 种以苯甲酸为母核的酚酸类成分为质量控制基

础, 通过超声提取条件的优化, 确定以 70%乙醇为溶剂, 

超声处理 3 次共 60 min 为供试品溶液的制备方法。对不同

产地和果型草果中 4 种成分的含量进行测定, 结果表明, 

不同类型的样品 4 种成分的含量之间存在一定的差异, 地

域和品种的差异可能是导致含量异同的主要因素。本研究

采用 HPLC 法同时测定草果中 4 种酚酸类成分的含量, 检

测灵敏度高、方法简便。丰富了目前大多仅测定草果挥发

油的质量控制方法, 可为全面评价草果质量提供依据。 
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