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基于 UHPLC-MS/MS法测定青海产黑枸杞中六种绿原酸

单体含量 
 

高梦笛，王凤忠，吕海洋，罗旭，幸岑璨 

（农业部农产品加工重点实验室，中国农业科学院农产品加工研究所，北京 100193） 

摘要：黑枸杞中含有丰富的多酚成分，绿原酸类成分是一类重要的酚酸，为测定青海黑枸杞中绿原酸类物质的含量，本研究采

用 Folin-Ciocalteu 法测定黑枸杞中总多酚含量，运用 pH 示差法测定其总花青素含量，并利用超高效液相色谱串联质谱

（UHPLC-MS/MS）质谱多反应检测方法（MRM）对黑枸杞中结构相似的六种绿原酸单体含量进行了测定。青海黑枸杞中总多酚含

量为(4906.5±60.6)×10-2 mg GAE/g DW；总花色苷含量为(87.6±34.1)×10-2 mg CYG/g DW。通过 UHPLC-MS/MS 测得绿原酸含量最高，

为 902.97 μg/g、新绿原酸含量 3.72 μg/g、隐绿原酸含量为 81.78 μg/g、异绿原酸 A 含量为 13.71 μg/g、异绿原酸 B 含量为 1.10 μg/g、

异绿原酸 C 含量为 1.80 μg/g。实验结果表明黑枸杞中绿原酸成分种类较多且含量丰富，UHPLC-MS/MS 法分析速度快、重复性好、

结果准确，具有较好的线性关系（0.9989~0.9994），平均回收率为 83.00%~103.89%，此方法可用于黑枸杞中绿原酸含量的测定及黑枸

杞的品质控制。 

关键词：黑枸杞；质谱多反应检测；超高效液相色谱串联质谱；绿原酸 

文章篇号：1673-9078(2017)5-265-269                                           DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.5.042 

Determination of the Content of Six Types of Chlorogenic Acid 

Compounds in Lycium ruthenicum Murr from Qinghai Using 

UHPLC-MS/MS 
GAO Meng-di, WANG Feng-zhong, LV Hai-yang, LUO Xu, XING Cen-can 

(Institute of Agro-products Processing Science and Technology, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 
100193, China) 

Abstract: Lycium ruthenicum Murr is rich in polyphenols, and chlorogenic acids are important phenolic acids. In order to determine the 

content of chlorogenic acids in Lycium ruthenicum Murr grown in Qinghai province, the Folin-Ciocalteu method was used to determine the total 

polyphenolic content, and the pH differential method was applied to determine the total anthocyanin content. The content of six types of 

chlorogenic acids with similar structure was determined with ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass-spectrometry 

(UHPLC-MS/MS) by multiple reaction monitoring. The total polyphenolic content and the total anthocyanin content of Lycium ruthenicum 

Murr were (4906.5±60.6)×10-2 mg GAE/g DW and (87.6±34.1)×10-2 mg CYG/g DW, respectively. The UHPLC-MS/MS results showed that 

the highest chlorogenic acid content was 902.97 µg/g, and the content of neochlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, isochlorogenic acid A, 

isochlorogenic acid B, and isochlorogenic acid C was 3.72 µg/g, 81.78 µg/g, 13.71 µg/g, 1.10 µg/g, and 1.80 µg/g, respectively. The 

experimental results indicated that Lycium ruthenicum Murr contained numerous types of chlorogenic acids at high concentrations. The 

UHPLC-MS/MS method provided rapid measurement, good reproducibility, accurate results, and a good linear relationship (R2=0.9989~0.9994), 

and the average recovery was in the range of 83.00%~103.89%. This method can be applied in the determination of chlorogenic acid content and 

the quality control of Lycium ruthenicum Murr. 
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黑枸杞（Lycium ruthenicum Murr），又名黑果枸杞，

茄科枸杞属，是一种多年生草本植物，主要分布于我

国西北、西南、华中、华南和华东各省，并且各地均

有栽培。黑枸杞作为一种药食同源的滋补品，一直有

着“抗衰老之王”、“软黄金”的美誉。黑枸杞中的花色

苷成分成为近年来研究的热点，花色苷成分被证明具

有较好抗氧化活性[1,2]。Wu 等人系统研究分析了黑枸

杞中主要组成的酚类物质，在黑枸杞中发现了种类丰

富的绿原酸类化合物[3]。绿原酸类成分是一种广泛分

布于植物中的多酚类化合物，是许多中药材的重要功

效成分，但其在黑枸杞中的组成与含量的研究鲜见文

献报道。 

 
图1 咖啡酸和奎宁酸结构式 

Fig.1 Chemical structures of caffeoylquinic acid and quinic acid 

注：C 表示咖啡酸；Q 表示奎宁酸。 

表1 黑枸杞中主要存在单咖啡酰奎尼酸和二咖啡酰奎宁酸 

Table 1 Main monomeric and dimeric caffeoylquinic acids in 

Lycium ruthenicum Murr 

名称与结构 R1 R3 R4 R5

1-O-咖啡酰奎宁酸 C H H H

绿原酸（3-O-咖啡酰奎宁酸） H C H H

隐绿原酸（4-O-咖啡酰奎宁酸） H H H C

新绿原酸（5- O-咖啡酰奎宁酸） H H C H

1,3-二咖啡酰奎宁酸 C C H H

1,4-二咖啡酰奎宁酸 C H C H

1,5-二咖啡酰奎宁酸 C H H C

异绿原酸 B（3,4-二咖啡酰奎宁酸） H C C H

异绿原酸 A（3,5-二咖啡酰奎宁酸） H C H C
异绿原酸 C（4,5-二咖啡酰奎宁酸） H H C C

绿原酸类化合物（Chlorogenic acids）具有较强的

清除自由基、抗焦虑、抑菌等活性[4,5]，主要为咖啡酸、

香豆酸、福林酸与奎宁酸形成的缩合型酚酸，由于酯

化的部位及酸酐种类和数量的不同使得绿原酸类物质

形成了多样的化学结构（见图 1 和表 1）。其中最常见

的为 3-O-咖啡酰奎宁酸（Chlorogenic acids，即 3-O-
咖啡酰奎宁酸），俗称绿原酸，此外还有新绿原酸

（Neochlorogenicacid，即 5-O-咖啡酰奎宁酸）、隐绿

原酸（Cryptochlorogenic acid，即 4-O-咖啡酰奎宁酸）、

异绿原酸 A（Isochlorogenic acid A，即 3,5-二咖啡酰

奎宁酸）、异绿原酸 B（Isochlorogenic acid B，即 3,4-
二咖啡酰奎宁酸）和异绿原酸 C（Isochlorogenic acid 
C，即 4,5-二咖啡酰奎宁酸）等，具体结构式见表 1
所示。绿原酸类成分根据结构的不同表现出不同功能

活性：1,5-二咖啡酰奎宁酸是一种新结构类型的抗乙

型肝炎病毒和艾滋病病毒的化合物；从狭叶紫锥花根

的乙酸乙酯提 取物中发现的 3,5-二咖啡酰奎尼酸有较

强的抑制透明质酸酶活性的作用，3,5-二咖啡酰奎宁

酸甲酯等有很好的神经保护活性；异绿原酸 A 对大肠

杆菌均有较好的抑制作用[6~8]。 
本研究以青海诺木洪产黑枸杞为实验材料，测定

了黑枸杞中总多酚和总花色苷含量，并用液相色谱-
质谱联用仪 Agilent LC-QQQ6495、MRM 方法对黑枸

杞中6种绿原酸单体：绿原酸(3-O-caffeoylquinic acid)、
新绿原酸（5-O-Caffeoylquinic acid)、隐绿原酸（4-O- 
caffeoylquinic acid ）、 异 绿 原 酸 A(3,5-di-O- 
caffeoylquinic acid) 、 异 绿 原 酸 B （ 3,4-di-O- 
caffeoylquinic acid ） 和 异 绿 原 酸 C （ 4,5-di-O- 
caffeoylquinic acid）的含量进行了测定，本测定方法

准确可靠，重现性好。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品 
新鲜成熟的黑枸杞果实采自青海省诺木洪乡。 

1.1.2  试剂 
甲醇(色谱纯)美国 Fisher 公司；乙腈(色谱纯)美国

Fisher 公司；甲酸(色谱纯)美国 Fisher 公司。标准品：

绿原酸(纯度>99%)上海福田生物技术有限公司；新绿

原酸(纯度>99%)上海福田生物技术有限公司；隐绿原

酸(纯度>99%)上海福田生物技术有限公司；异绿原酸

A(纯度>98%)上海福田生物技术有限公司；异绿原酸

B(纯度>99%)上海福田生物技术有限公司；异绿原酸

C(纯度>99%)上海福田生物技术有限公司。 
1.1.3  主要仪器设备 

电子天平 YQ116-01，梅特勒-托利多公司；酶标

仪 spectra MAX190，Molecular device公司；KQ-600DV
超声波清洗仪，昆山市超声仪器有限公司；紫外分光

光度计 WFZ UV-4802s，尤尼科（上海）仪器有限公

司；液相色谱-质谱联用仪 Agilent LC-QQQ 6495，美

国安捷伦科技有限公司；Poroshell 120 EC-C18 色谱柱

(50 mm×2.1 mm，2.7 μm)美国安捷伦科技有限公司；
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配制试剂所用的水为经美国密里博公司的 Milli- 
QAdvantage 超纯水仪处理过的超纯水。 

1.2  方法 

1.2.1  总多酚含量测定 
干燥的黑枸杞样品打碎，过 60 目筛，称取 10 g

粉末于烧杯中，加入 200 mL、70%甲醇，室温下功率

50 W 超声提取 45 min，1000 g 离心 20 min（Heraeus 
Sepatech Labofuge 200，Thermo Fisher，MA）。然后收

集上清液，过滤，于 40 ℃减压蒸馏，最后冻干得到

黑枸杞多酚提取物。总多酚含量参照 Wu 等的测定方

法[9]。在 96 孔酶标板中依次加入 25 μL 没食子酸标准

溶液（50、100、200、300、500 μg/mL）或黑枸杞多

酚提取物溶液，分别与 125 μL 福林酚试剂混合均匀，

室温反应 10 min。之后加入 125 μL、7.5%的碳酸钠溶

液，静置 30 min 后用酶标仪检测 765 nm 下的吸光度。

所有反应均在 22 ℃室温条件下进行。用没食子酸标

准溶液做标准曲线计算黑枸杞提取物样品溶液中总多

酚含量。结果表示为 100 g 干重所含相当没食子酸的

毫克数（×10-2mg GAE/g DW）。 
1.2.2  总花色苷含量测定 

总花色苷提取及测定方法参照林耀盛[10]的方法，

黑枸杞样品经粉粹，过 60 目筛后，准确称取 0.1 g 用

10 mL、65%的酸性乙醇（含 0.1%盐酸）超声提取 30 
min，共提取 3 次，然后将 3 次提取液混合抽滤，45 ℃
减压浓缩下回收乙醇，用蒸馏水定容到 100 mL，摇匀，

备测。 
分别用pH 1.0缓冲浴液(25 mmol/L KCl，用浓HCl

调pH至1.0)和pH 4.5的缓冲溶液(400 mmo1/L NaAc，
用浓 HCl 调 pH 至 4.5)按照相同的稀释倍数将提取液

进行稀释。测定两种稀释后的溶液在520 nm和700 nm
的吸光度值。按如下公式计算黑枸杞中总花色苷当量： 

ε
1000DFMAY W ×××

=
�

式中，A：吸光值；DF：稀释倍数；MW：矢车菊素-3-O-

葡萄糖苷相对分子质量，449.2；ε：矢车菊素-3-O-葡萄糖苷的

消光系数，为 26990；A=(A520-A700) pH 1.0-(A520-A700)pH 4.5。 

结果表示为每 100 g 黑枸杞中所含花色苷的毫克

数。 
1.2.3  6 种绿原酸含量测定 

绿原酸提取：参考韩永成等[11]的提取方法并做改

动。黑枸杞样品经粉粹，过 60 目筛后，精密称取黑枸

杞粉末 1 g，置于具塞瓶 25 mL 锥形瓶中，加入 70%
甲醇 8 mL，超声（功率 125 W，频率 35 kHz）提取两

次，每次 15 min。放冷，抽滤，用 70%甲醇洗涤滤纸，

合并滤液，置于 10 mL 锥形瓶中定容，作为原液，临

用时根据需要稀释后过膜。 
对照品溶液配制：精密称取绿原酸、新绿原酸、

隐绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 B、异绿原酸 C 对

照品 20 mg 置于 50 mL 容量瓶中，配制成 0.4‰高标

溶液（70%的甲醇溶解）。将异绿原酸 A，异绿原酸 B，
异绿原酸 C 各吸取 6.25 mL 置于 100 mL 容量瓶中精

确定量配成 0.025‰的异绿原酸混标溶液（70%的甲醇

溶解）。以相同方法将绿原酸，新绿原酸，隐绿原酸配

制成 0.025‰的绿原酸混标溶液（70%的甲醇溶解）。 
MRM 方法测定黑枸杞中 6 种绿原酸单体含量。 
色谱条件：色谱柱：Poroshell 120 EC-C18 色谱柱

(50 mm×2.1 mm，2.7 μm)；柱温：25 ℃；流速：0.3 
mL/min；进样体积 0.5 μL；A 液：乙腈，B 液：0.1%
甲酸水溶液；绿原酸混标溶液洗脱程序如表 2 条件 A
所示；异绿原酸混标溶液洗脱程序如表 2条件B所示。 

表2 洗脱程序 

Table 2 Elution program 

条件 A  条件 B 

时间/min A 液/% B/%  时间/min A 液/% B/%

0 5 95  0 5 95 

8 25 75  12 22 78 

8.5 100 0  12.5 100 0 

9.5 100 0  13.5 100 0 

10 5 95  14 5 95 
12 5 95  15 5 95 

注：条件 A 表示绿原酸混标溶液洗脱程序；条件 B 表示

异绿原酸混标溶液洗脱程序。 

表3 质谱条件 

Table 3 Mass spectrometry conditions 

名称 母离子 检测子离子 碰撞能/eV 

异绿原酸 A 
515.1 353.1 30 

515.1 191.1 30 

异绿原酸 B 
515.1 353.1 30 

515.1 191.1 30 

异绿原酸 C 
515.1 353.1 30 

515.1 191.1 30 

绿原酸 
353.1 191.1 35 

353.1 133.0 35 

新绿原酸 
353.1 191.1 35 

353.1 133.0 35 

隐绿原酸 
353.1 191.1 35 
353.1 133.0 35 

质谱条件：离子源：电喷雾电离源（ESI）；扫描

方式：多反应监测（MRM），负离子模式；离子源温
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度：230 ℃；氮气吹扫流速：15 L/min；氮气吹扫温

度：200 ℃；喷雾电压：1500 V；毛细管电压 3000 V；

其他质谱条件见表 3。 

2  结果与讨论 

2.1  黑枸杞的总多酚和总花色苷测定 

黑枸杞总多酚含量为 (4906.5±60.6)×10-2 mg 
GAE/g DW，高于蓝莓中总多酚含量(1622~3457)×10-2 
mg GAE/g DW[12]。总花色苷含量为(787.6±34.1)×10-2 
mg CYG/g DW，比蓝莓中总花色苷含量的高大约 2~5
倍(140~318)×10-2 mg CYG/g DW[12]。从结果不难看出，

黑枸杞中富含多酚及花色苷成分，可能是其抗氧化活

性的主要来源。 

2.2  黑枸杞中 6种绿原酸含量 

2.2.1  标准曲线、检出限及精密度实验 

 
图2 标准品色谱图 

Fig.2 Standard substance chromatograms 

注：1 表示新绿原酸；2 表示绿原酸；3 表示隐绿原酸；4

表示异绿原酸 B；5 表示异绿原酸 A；6 表示异绿原酸 C。 

按照 1.2.3 中方法配制出异绿原酸混标溶液以及

绿原酸混标溶液，并用 70%甲醇水溶液将异绿原酸混

标溶液稀释成 25、12.5、6.25、1、0.1、0.05 μg/mL 系

列梯度混合溶液。将绿原酸混标溶液稀释至 25、12.5、
6.25、3.125、0.3125、0.15625 μg/mL 系列梯度混合溶

液。线性范围和检出限如表 4 所示。 
以对照品峰面积对其浓度进行线性回归，质量浓

度（mg/L）为横坐标，峰面积为纵坐标制作标准曲线，

结果显示，R2 均在 0.9994~0.9998 之间，线性关系良

好，适用于定量分析。在选定条件下，按照信噪比

≥3(S/N=3)对最低检测限进行测定，如表 4 所示，说明

该方法具有较好灵敏度。 
表4 线性范围 

Table 4 Linear ranges 

化合物 线性范围/(μg/mL) 线性方程 R2 检出限/(μg/mL) 

异绿原酸 A 0.05~25.00 Y=18680X+3847 0.9994 0.045 

异绿原酸 B 0.05~12.50 Y=9839X+63.41 0.9996 0.120 

异绿原酸 C 0.05~25.00 Y=13622X+3393 0.9995 0.070 

绿原酸 0.31~25.00 Y=41821X+13186 0.9998 0.025 

新绿原酸 0.31~25.00 Y=19693X+5706 0.9998 0.040 
隐绿原酸 0.312~25.00 Y=11127X+2811 0.9989 0.060 

2.2.2  精密度及样品加标回收率实验 
表5 加标回收率 

Table 5 Chlorogenic acid recovery rates 

称取量/g 平均含量/μg 加标量/μg 测得量/μg 平均回收率/% RSD/% 

异绿原酸 A 0.500 6.89 5 11.49 92.08% 2.11 

异绿原酸 B 0.500 0.60 5 4.75 83.00% 1.82 

异绿原酸 C 0.500 1.00 5 6.15 103.00% 2.71 

绿原酸 0.500 450.39 5 455.39 100.00% 1.21 

新绿原酸 0.500 1.86 5 6.70 96.81% 1.03 
隐绿原酸 0.500 40.89 5 46.08 103.89% 2.51 
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精密度实验：取 2.4 混合标准品溶液，以 0.5 μL
进样量连续进样 6 次，计算得绿原酸、新绿原酸、隐

绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 B、异绿原酸 C 峰面

积的 RSD 分别为 0.11%、0.10%、0.15%、0.22%、0.11%
和 0.13%。 

回收率实验：样品加标回收实验参照许高燕[13]的

方法，取同一黑枸杞样品粉末 2 份，一份作为对照，

另一份加入 5 μg（如表 5 所示）6 种绿原酸的单标溶

液，按照 2.4 中方法提取并进行 UHPLC-MS/MS 分析，

重复三次。实验结果表明：MRM 方法测定黑枸杞中

绿原酸含量，可操作性强，方法准确可靠，回收率高

达 83.00%~103.89%。结果显示，本法具有较好的重复

性与灵敏度，适用于定量分析，该处理样品的方法具

有较高的回收率。 
2.2.3  黑枸杞中 6 种绿原酸测定 

表6 种绿原酸含量 

Table 6 Content of six chlorogenic acids 

含量/μg RSD/% 

异绿原酸 A 13.71 1.50 

异绿原酸 B 1.10 1.50 

异绿原酸 C 1.80 0.80 

绿原酸 902.97 2.00 

新绿原酸 3.72 2.40 
隐绿原酸 81.78 1.90 

分别准确称取黑枸杞粉末三份，用 MRM 法测定

了其绿原酸的种类及含量，具体结果如表 6 所示。结

果表明黑枸杞中含有常见的 6 种绿原酸，其中绿原酸

（3-O-咖啡酰奎宁酸）含量最高，约为 0.9 mg/g，高

于文献报道中宁夏枸杞的绿原酸含量 0.101~0.156 
mg/g[14]。异绿原酸成分中，异绿原酸 A(3,5-二咖啡酰

奎宁酸)含量最高，约为 13.71 μg/g。另外，其他种类

的绿原酸均可检出，但含量低于绿原酸（3-O-咖啡酰

奎宁酸），分别为隐绿原酸（4-O-咖啡酰奎宁酸）81.78 
μg/g、新绿原酸（5-O-咖啡酰奎宁酸）3.72 μg/g、异绿

原酸 C（4,5-二咖啡酰奎宁酸）1.80 μg/g 以及异绿原

酸 B（3,4-二咖啡酰奎宁酸）1.10 μg/g。 

3  结论 

本文利用 UPLC-MS/MS 在黑枸杞中测定了 6 种

绿原酸单体含量，发现黑枸杞中传统结构的绿原酸，

即 3-O-咖啡酰奎宁酸的含量最高，约为 0.9 mg/g，另

外 5 种绿原酸均可检出，说明黑枸杞中绿原酸类成分

种类多样，含量丰富。本文基于 UPLC-MS/MS 技术

建立的检测黑枸杞中 6 种绿原酸的分析方法，前处理

简单、灵敏度高、分析速度快、结果准确，为全面认

识黑枸杞中绿原酸组成，开展黑枸杞营养评价奠定了

必要的理论基础。同时绿原酸作为黑枸杞中目前发现

的含量最高的酚酸，通过该分析方法检测绿原酸类化

合物的含量，可以作为黑枸杞质量评价的一个方法。 
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