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定量核磁共振法测定山楂提取物中的原花青素 
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摘要：建立了定量核磁共振法测定山楂提取物中原花青素含量及聚合度的分析方法。以邻苯二甲酸氢钾为内标，氘代二甲基亚

砜为溶剂进行 1H-NMR 谱图分析。根据内标质量 WR、样品质量WD、内标物 H-4、H-5 的吸收峰面积 AR (δ 7.529)、原花青素分子的

H-6、H-8 吸收峰面积 A6,8 (δ 5.787, 5.702)以及末端表儿茶素单元H-4e 的峰面积 Ae (δ 2.362)，按公式 1/AN 8,6  eA 计算不同批次制

备的山楂提取物中原花青素的平均聚合度，按公式 %100)1(51/)1144( 8,6  DRR WANWANC 计算不同批次制备的山楂提取物中

原花青素的含量。方法评价结果表明：原花青素在 0.4~24 mg/mL 范围内线性关系良好（r=0.9996），加标回收率为 104.6%。采用开发

的方法对不同批次制备的山楂提取物中原花青素的含量及其聚合度进行了测定，其含量分别为 42.1%和 44.2%，平均聚合度为 3.0 和

3.4。 
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Abstract: An analytical method to determine the content and the mean degree of polymerization (mDP) of the procyanidins in Chinese 

hawthorn extract was developed using quantitative nuclear magnetic resonance spectrometry (qNMR). 1H-NMR spectra were recorded using 

DMSO-d6 (dimethyl sulfoxide-d6) as the solvent and potassium biphthalate as the internal standard. According to the weight of the internal 

standard WR, the weight of sample WD, the absorption peak area AR（δ 7.529）of H-4 and H-5 from the internal standard, the absorption peak 

area A6,8（δ 5.787，5.702）of H-6 and H-8 from procyanidins, and the peak area Ae（δ 2.362）of H-4e at the end of the epicatechin unit, the mDP 

and content of the procyanidins in hawthorn extracts prepared from different batches were calculated based on the equations N = A6,8/Ae - 1 and 

C = (144 N + 1) A6,8 WR/51 (N + 1) ARWD ×100%, respectively. The results showed that there was a good linearity (r = 0.9996) within the range 

of 0.4~24 mg/mL and the average recovery was 104.6%. This method was applied to determine the content and mDP of procyanidins in 

hawthorn extract samples from two batches. The contents were 42.1% and 44.2% respectively; and the mDP values were 3.0 and 3.4, 

respectively. 
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原花青素（procyanidins，PC）是一类以黄烷-3-

醇为主要结构单元的缩合多酚类化合物。通常是由表

儿茶素及儿茶素通过 4→8 位或 4→6 位的碳-碳键连

接，生成聚合度不同、空间结构十分复杂的混合物。 

收稿日期：2014-09-12 

基金项目：河北省自然科学基金（C2015204187）；国家自然科学基金项目

（31071494）；河北省自然科学基金项目（C2011204093） 

作者简介：崔同（1956-），男，博士，教授，研究方向：天然提取物活性成

分分析 

通讯作者：高哲（1979-），男，博士，研究方向：天然提取物活性成分分析 

聚合程度较低的PC（简称OPC）已经实现了较充分的

商业开发和应用。然而由于PC组成和结构的复杂性，

其在相关产品中的组成、含量和平均聚合度的准确表

征始终是困扰市场的一个技术难题，至今一直没有实

现令人满意的解决[1]。目前测定PC含量的方法主要有

分光光度法和HPLC法。分光光度法[2~3]根据PC自身或

经显色后的紫外吸收特性，以某种对照品为参比进行

定量分析，它虽然能给出样品中PC总含量的信息，但

由于不同PC成分的显色能力存在差异，样品中的共存

杂质也会对显色反应产生干扰，使分析结果存在一定
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系统误差；而HPLC色谱法[4~5]虽然具有良好的分离性

能，能对样品中的主要PC成分进行分离和分别定量，

但由于PC的组成太过复杂，事实上不可能在一次进样

中对所有的PC成分进行准确定量，而且受PC成分对照

品种类所限，HPLC法并不适合用来测定样品中PC成分

的总含量。 

以往的核磁共振法(NMR)主要用于化合物的结构

分析，近年来NMR仪器的分辨率逐渐提高，定量

NMR(QNMR)的应用逐渐受到关注，这种方法的优点

在于：它以被测成分的特征氢核的共振吸收信号为目

标进行分析，分析结果非常直观且准确性很好；其次，

它无需被测物质标准品，所以很适合用于象OPC这样

具有“类”特征的物质的定量分析；此外，这种方法

还具有操作简便、分析速度快等特点。近年来QNMR

法已经成为成品药物、原料药的分析和质量控制领域

的一个新热点，一些新方法已经获准成为美国、欧盟

等地区的检测标准方法
[6~7]

。但食品分析领域这种方法

还少有报道，而针对PC的QNMR分析方法则尚未见任

何报道。 

山楂（Crataegus pinnatifida Bge. Var. major N. E. 

Br.）是我国特有的药食兼用品种。我们的前期研究结

果表明，山楂果实中含有丰富的PC类保健活性成分，

而且其平均聚合度较葡萄籽OPC的聚合度更低，是食

物PC的重要资源[8]，可以用来生产具有抗氧化、抗辐

射、抑制血小板凝聚、促进毛发生长等一系列重要作

用的保健食品原料[9~11]。本文以山楂提取物中PC为试

验材料，通过1
H-NMR分析，建立一种基于QNMR分析

PC的质量评价方法，可为核磁共振用于食品分析领域

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

原花青素 B2、表儿茶素标准品购于美国 Sigma

公司；氘代二甲基亚砜（DMSO-d6）、重水、氘代甲

醇、氘代丙酮由北京博雅大科技开发公司生产；基准

试剂级邻苯二甲酸氢钾，纯度 99.95%，由天津市科密

欧化学试剂有限公司生产；间苯三甲酸，纯度 99.99%，

购于阿拉丁试剂公司；其它试剂均为国产分析纯。 

山楂 PC 提取物的制备：将鲜山楂去籽后切片，

室温（18~25 ℃）下用 95% (V/V)乙醇以料:液比=1:3

的比例浸提 12 h，收集提取液，残渣再用 70%乙醇以

料:液比=1:2 的比例浸提 2 次，合并浸提液减压浓缩回

收溶剂，残余的水相经 HPD826 大孔树脂吸附，回收

40%乙醇洗脱液，浓缩后再经真空冷冻干燥，制得红

棕色粉末，为山楂提取物样品 1。重复以上制备方法，

制得山楂 PC 提取物为样品 2。 

1.2  仪器 

核磁共振仪，Bruker 公司生产，Avance III 600 

MHz 型；核磁管 5 mm，青岛腾龙微波科技有限公司

生产；TB-215D 微量分析天平，感量 0.01 mg，德国

赛多利斯股份有限公司生产。 

1.3  
1
H-NMR 分析 

用微量天平精密称取内标物邻苯二甲酸氢钾约

10 mg（WR）、固体样品约 40 mg（WS），加入 DMSO-d6

为溶剂 1 mL 使其充分溶解，转移到核磁管中进行 1
H

谱 NMR 分析。检测条件：5 mm BBO 探头，600.192 

MHz，谱宽为 12335.5 Hz，脉冲宽度为 13 μs，采样时

间为 17 s，延迟时间为 6 s，采样次数为 16 次。 

对所得谱图中内标物分子上H-4、H-5（δ 值 7.529）

的共振吸收峰面积进行积分，得到内标峰面积 AR。然

后对图中PC分子中各黄烷醇单元A环上的H-6和H-8

共振吸收峰（δ 值 5.787）（δ 值 5.702）分别进行面积

积分，得到 A6,8。最后再对 PC 分子末端 EC 单元 C

环的 4-位平伏键上氢核（δ 值 2.362）的峰面积进行积

分，得到 Ae。 

1.4  PC 含量及平均聚合度的计算 

将 1.3 所得 A6,8、Ae代入式（1）计算样品中 PC

的平均聚合度 N： 

1/AN 8,6  eA                            (1) 

再将 AR、A6,8以及由上式求出的平均聚合度 N 代

入式（2）计算样品中 PC 的含量 C： 

%100)1(51/)1144( 8,6  DRR WANWANC  （2） 

注：N 为样品中 PC 的平均聚合度；A6,8为 PC 分子中 6-

位和 8-位质子的共振峰总面积；Ae 为 PC 分子末端表儿茶素单

元 C 环的 4-位平伏键上氢核的峰面积；C 为样品中 PC 的含量

（g /100 g）；AR为内标物邻苯二甲酸氢钾分子中 4-位和 5-位质

子的共振峰总面积；WR为称量的内标物质量/g；WD为称量的

样品质量/g。 

2  结果与讨论 

2.1  溶剂的选择 

PC属于具有一定极性的多酚类有机化合物，因此

在选择溶剂时既要保证样品中的PC成分以及所加内标

化合物能够充分溶解，又要避免溶剂峰对样品分析的

干扰。本实验针对核磁共振常用溶剂重水、氘代甲醇、
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氘代丙酮以及DMSO-d6分别进行试验，结果样品在重

水和氘代丙酮中溶解性不是很好，在氘代甲醇中虽能

溶解但溶剂峰（化学位移在3.31 ppm和残余溶剂水峰在

4.87 ppm）对目标质子峰的分析有干扰，而DMSO-d6

的残余水峰（位移在3.33 ppm）能与样品质子峰很好的

分离，因此采用DMSO-d6作为溶剂。 

2.2  PC 定量分析氢核的选择 

山楂 PC 的结构单元是表儿茶素，在表儿茶素分

子中，除了 5 个羟基上的活泼氢不宜用作定量分析之

外，共有 9 个可做为定量分析的备选质子。按 1.3 所

述 NMR 分析步骤，首先对表儿茶素做 1
H 谱分析，各

质子的化学位移分别为：NMR δH (DMSO-d6)：6.880 

(H-2')，6.669 (H-5')，6.660 (H-6')，5.892 (H-6)，5.729 

(H-8)，4.800 (H-2)，4.008 (H-3)，2.682 (H-4a)，2.480 

(H-4e)。 

对山楂 PC 样品中含量同样很高，且具有代表性

的 PC B2（结构见图 1）也进行了 1
H-NMR 分析，结

果如图 2 所示。 

 

图 1 原花青素 B2结构式 

Fig.1 Structure of procyanidin B2 

 

图 2 原花青素 B2
 1
H-NMR谱图的氢归属 

Fig.2 1H-NMR spectral assignments of procyanidin B2 

由图 2 可以看出，两个单元 B 环上的 6 氢其 δ 值

分布在 6.503~6.985 之间，说明表儿茶素单元聚合之

后对这些质子的化学环境产生了影响，而这种影响在

实际样品分析时会对峰的识别辨认造成一定困难，此

外，山楂提取物中常含有槲皮素类黄酮，这些成分 B

环上的氢的化学位移通常也可能会出现在这个区域从

而造成干扰，因此 B 环上的 3 个氢不宜作为定量分析

的最合适目标。表儿茶素的 C 环上共有 4 个被选氢，

其中 H-2 的 δ 值在 4.800，由图 2 可以看到聚合之后

的 PC B2 分子中的两个 H-2 的 δ 值变化不大，因此它

可以作为定量分析的目标质子之一。表儿茶素 C 环上

H-3 的 δ 值在 4.008 左右，而由图 2 可以看到，聚合

后的 PC B2 分子中两个 H-3 的 δ 值发生了变化，尤其

上端单元，由于 4 号碳上结构的改变，使得 H-3 的 δ

值已经移到了 4.4。因此 H-3 不宜作为定量分析的目

标质子。表儿茶素 C 环上的两个 H-4 其 δ 值本应该在

2.4~2.7 之间，但从图 2 可以看到，聚合的 PC B2 分子

中，下边的末端单元上两个 H-α4 的 δ 值变化不大，

但上端单元的 H-β4 发生了显著变化，由于聚合成键

的原因，其中一个 H-4 已经被 C-C 键取代，而剩下的

另一个 H-4 的 δ 值移到了 3.6 左右，因此 H-4 也不适

合作为定量分析的目标质子。尽管如此，它仍有个重

要的用途，由于每个 PC 分子中只有一个末端单元，

而且它的 H-4 位移没有发生明显变化，因此可以用它

来表征样品中 PC 分子的数量，以此作分母，以样品

中表儿茶素结构单元的总数量为分子，这样即可求出

样品中PC混合物的平均聚合度。从图2可以看到H-4e

的位置离溶剂干扰峰更远些，因此以它作为分析 PC

混合物平均聚合度的目标质子。表儿茶素 A 环上有

H-6 和 H-8 两个氢，其 δ 值分别在 5.892 和 5.729。而

从图 2 可以看到聚合后的 PC B2 分子中，A 环上氢的

δ 值没有发生明显的变化，仍出现在 5.67~5.96，只是

由于聚合的缘故，下边单元的 H-8 被 C-C 键取代，因

此面积相当于 3 个质子的吸收，此区间的其他干扰峰

不多，因此 H-6 和 H-8 可以作为定量分析的目标质子

之一。 

2.3  内标化合物的选择 

内标法是 QNMR 分析最常用的方法，这种绝对

含量测量方法仅需对样品和内标物进行准确称重，然

后用氘代溶剂溶解并直接进行 NMR 光谱测定，再对

待测物及内标物指定基团上质子的共振峰面积进行积

分，代入公式即可求得目标成分的含量[9]。在选择内

标化合物的时候，应该确保内标物与待测样品的吸收

峰两者互不干扰。由图 2 可知，原花青素样品的
1
H-NMR 图中，在化学位移值 7~8 ppm 之间有一个空

白区，是羧基取代苯类化合物的典型吸收范围。本试
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验选择邻苯二甲酸氢钾和间苯三甲酸进行测定，其
1
H-NMR 结果见图 3，由图 3 可知，间苯三甲酸的三

个芳环氢等效合并为一个单峰，虽然这很便于进行面

积积分和定量分析，但是由于 δ 值为 8.682（3H，H-2、

H-4、H-6），与 PC 分子中的一些活泼氢的化学位移重

叠，因此不便选用；而邻苯二甲酸氢钾的两组峰 δ 值

分别为 7.529（2H，H-4、H-5）和 8.204（2H，H-3、

H-6），这两组峰（尤其是前者）很适合做 PC 分析的

内标，加之邻苯二甲酸氢钾是一种很容易获得的定量

分析基准试剂，因此本试验以它作为定量分析的内标

物。 

 

 
图 3 内标物邻苯二甲酸氢钾(a)和间苯三甲酸(b)的

1
H-NMR谱

图 

Fig.3 1H-NMR spectra of potassium biphthalate (a) and trimesic 

acid (b) 

 
图 4 添加邻苯二甲酸的样品

1
H-NMR谱图 

Fig.4 1H-NMR spectrum of potassium biphthalate in samples 

按 1.3 所述方法称取内标物和山楂 PC 提取物样

品，以氘代 DMSO 溶解后进行 1H-NMR 分析，结果

如图 4 所示，由图可以看到，内标峰周围没有出现其

他的较明显的干扰成分，PC 定量分析的目标峰周围也

比较干净，表明定量分析条件良好。 

2.4  定量分析计算公式的推导 

根据溶液中所有氢核的吸收强度均等的原理，有

HSSHR MAM //AR  （式中 AR：内标化合物被测氢

核的积分面积；MHR：内标化合物被测氢核的摩尔数；

AS：样品分子的被测氢核的积分面积；MHS：样品分

子的被测氢核的摩尔数）。等式左边内标物的计算比较

简单直观，将称量的内标物质量 WR(g)、被测氢核的

数量（2）、以及内标物分子量（204）代入之后，算式

变成 102AR/WR。等式的右边反映的是样品中 PC 成分

的被测氢核的情况，由于 PC 并不是纯化合物所以情

况比较复杂，在计算时可以先把 PC 混合物看作是由

平均聚合度为 N 的 PC 纯品来对待。样品峰面积 AS

以 PC 各分子中全部 H-6 与 H-8 氢核的共振吸收 A6,8

计算。对于一个聚合度为 n 的 PC 分子来说，其分子

中共有 n+1 个 H-6 和 H-8 氢核，因此，平均每个 PC

分子的被测质子数为 N+1。PC 分子的摩尔数由样品

重量 WD/平均分子量计算，考虑到 PC 分子每增加 1

个质量为290的表儿茶素单元时会失去2个质量单位，

因此 PC 混合物的平均分子量 )1(2290  NNmpc 。最

后，考虑到实际样品中 PC 成分的纯度 C(%)，算式的

分母部分表达为： ))1(2290/()1(  NNWDCNMHS ，经

过整理之后，PC 含量的计算公式化简为 1.3 中所述的

式（2）。 

2.5  方法的回归方程、线性范围及检出限 

以山楂中含量最高的 PC 成分 B2 为样品，按上述

1.3 操作方法进行测定，以评价方法的灵敏度和线性范

围，求出的线性回归方程、相关系数、线性范围以及

最低检出限（以 3 倍信噪比所对应的检测样品质量求

得）结果列于表 1。 

表 1 原花青素 B2的标准曲线、相关系数和最低检出限 

Table 1 Standard curve, correlation coefficient, and minimum 

detection limit of procyanidin B2 

成分 回归方程 相关系数 
线性范围 

/mg 

最低检 

出限/mg 

PC B2 0147.0-X4796.0Y   0.9996 0.375~24 0.04 

2.6  方法的加标回收率 

以 PC B2 为对照品，通过加标回收率法对方法的

准确度进行了评估。加标水平为 3.2 mg，平行 5 份，
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按 1.3 分析条件操作，并计算样品中 PC 含量，计算每

份样品的加标回收率，并统计结果。结果表明，PC B2

的平均回收率为 104.61%，相对标准偏差为 4.83%。 

2.7  实际样品分析 

按 1.3 所述方法对本研究室制备的不同批次的两

份山楂 PC 提取物（制备的方法见 1.1）进行测定，代

入 1.3 中的公式计算样品中 PC 含量及平均聚合度，结

果列于表 2。表 2 可知，山楂粗提物中 PC 的含量在

40%以上，其平均聚合度在 3 附近。采用 QNMR 法所

测定的结果，PC 含量略高于此前采用 HPLC 法的结

果[10]，这主要因为 HPLC 法受标准品种类所限，只能

测定有限几种含量较高的 PC 成分，而 QNMR 法则不

受此限制，样品中的所有表儿茶素单元都可以给出相

应的共振吸收贡献，因此准确度更高。另一方面，采

用这种方法求得的 PC 平均聚合度同样也比 HPLC 法

略高[10]，这主要是因为采用 HPLC 法所测定的 PC 成

分主要包括一些低聚合度的成分，而那些聚合度较高

的成分常混合在一起很难清晰分离和鉴定，因此所得

结果就会偏低。 

表 2 山楂提取物中原花青素的含量和聚合度 

Table 2 Content and mDP of procyanidins in hawthorn extracts 

样品编号 PC 聚合度 PC 含量/% 

1 3.0 44.2 

2 3.4 42.1 

定量核磁共振这种分析方法具有操作简便、分析

速度快、结果准确等优点，已有将其用于维生素 C 片

剂[12]、果汁中的糖类和柠檬酸[13~14]、很适合应用在一

些具有“类”特征的复杂聚合物的分析，如马铃薯的淀

粉[15]等。但与合成药物相比，食品样品中的成分通常

会更为复杂，例如本试验的对象 PC 提取物，其中所

含的杂质会对吸收峰面积的截取产生干扰，从而使分

析结果的 RSD 扩大，因此建议尽量采用分辨率较高的

NMR 仪器。此外，受 NMR 灵敏度较低的影响，这种

方法一般不适于微量、痕量组分的分析。本文建立了

一种山楂 PC 提取物的 QNMR 分析方法，然而更广泛

的食物 PC 样品的应用效果有待进一步尝试和评价。 

3  结论 

本研究开发了一种测定山楂提物中 PC 的含量及

其平均聚合度的 QNMR 法，它具有准确，快速、操

作简便、无需 PC 标准品等特点，可用于山楂提取物

中 PC 含量分析和质量控制。 
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