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二维液相色谱分离鉴定桑葚中多酚类化合物 

贺增洋 1, 佘世科 1, 徐志强 1, 彭晓萌 1, 孙丽莉 1*, 吴  攀 2, 许春平 2 
(1. 安徽中烟工业有限责任公司技术中心, 合肥  230088; 2. 郑州轻工业大学烟草科学与工程学院, 郑州  450002) 

摘  要: 目的  建立一套亲水作用色谱×反相色谱二维液相色谱系统对桑葚中多酚类化合物进行鉴定。方法  首

先采用单因素实验对色谱系统中一维色谱的流动相 A 的组成、二维色谱的色谱运行条件以及两维系统接口处的

样品环的体积进行优化, 然后利用优化系统对桑葚中多酚类化合物进行分离鉴定。结果  当一维色谱流动相 A

中乙酸浓度为 2.0%、二维色谱流动相流速为 3.3 mL/min、二维色谱分析时间为 1.3 min、接口处的样品环体积为

150 μL 时, 桑葚提取物中多酚类化合物分离效果最好; 使用优化后的系统对桑葚提取物中多酚类化合物进行分

离鉴定, 成功分离鉴定了桑葚提取物中 5 种酚类化合物。结论  本研究的优化方法可行, 优化后的系统可以高

效、准确分离桑葚提取物中多酚类化合物, 为分离鉴定桑葚中多酚类化合物提供了一定的实践基础。 

关键词: 桑葚; 多酚类化合物; 全二维液相色谱法; 亲水作用色谱-反相色谱法 

Separation and identification of polyphenols in mulberry by  
two-dimensional liquid chromatography 

HE Zeng-Yang1, SHE Shi-Ke1, XU Zhi-Qiang1, PENG Xiao-Meng1,  
SUN Li-Li1*, WU Pan2, XU Chun-Ping2 

(1. Technology Center of China Tobacco Anhui Industrial Co., Ltd., Hefei 230088, China;  
2. College of Tobacco Science and Technology, Zhengzhou University of Light Industry, Zhengzhou 450002, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a hydrophilic interaction chromatography×reverse phase chromatography 

two-dimensional liquid chromatography system for the identification of phenolic compounds in mulberry. Methods  The 

method first used a single factor experiment to optimize the composition of mobile phase A in one-dimensional 

chromatography, chromatographic operating conditions in two-dimensional chromatography, and the volume of the 

sample ring at the interface of the two-dimensional system in the chromatographic system. Then, the optimization 

system was used to separate and identify phenolic compounds in mulberry. Results  When the concentration of 

acetic acid in one-dimensional chromatography mobile phase A was 2.0%, the flow rate of two-dimensional 

chromatography mobile phase was 3.3 mL/min, the analysis time of two-dimensional chromatography was 1.3 min, 

and the sample ring volume at the interface was 150 μL, the separation effect of phenolic compounds in mulberry 

extract was the best; the optimized system was used to isolate and identify phenolic compounds in mulberry extract, 

and 5 kinds of phenolic compounds were successfully isolated and identified in mulberry extract. Conclusion  The 
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optimization method of this study is feasible, and the optimized system can efficiently and accurately separate 

polyphenolic compounds in mulberry extract, providing a certain practical basis for the separation and identification 

of polyphenolic compounds in mulberry. 
KEY WORDS: mulberries; phenolic compounds; comprehensive two-dimensional liquid chromatography; 

hydrophilic interaction liquid chromatography-reversed-phase liquid chromatography 
 
 

0  引  言 

桑葚, 又叫桑果、桑枣等, 属于桑葚科桑葚属, 广泛

分布于亚洲、欧洲、北美和非洲, 成熟的桑葚果实具有较

高的营养和药用价值[1–3], 其富含脂肪酸、氨基酸、维生素

和微量元素等。研究表明, 多酚类化合物是桑葚中主要生

物活性物质之一[4–6], 具有改善肠道菌群、抗肿瘤、改善心

血管健康等对人类健康有益的功能[7–10]。 
目前, 一维液相色谱法常被用于植物中多酚类化合

物的分离鉴定研究 [11–14]。反相液相色谱 (reversed-phase 
liquid chromatography, RPLC)因常规色谱的极性选择性不

足, 对于样品中极性相近的组分分离选择性较差, 需要引

入极性选择性好的色谱柱用于多酚类化合物的分离。而亲

水作用色谱(hydrophilic interaction liquid chromatography, 
HILIC)分离机制与 RPLC 不同, 适合分离强极性化合物, 
其的应用受到了研究人员的关注与重视[15]。基于多酚类化

合物富含羟基官能团这一特点, 采用 HILIC 分离多酚类化

合物具有广阔的前景。由于 HILIC 与 RPLC 选择差异性较

大, 并且流动相兼容, 非常适合构建高正交的全二维液相

色谱系统[16]。全二维液相色谱系统因其结合两维色谱特点, 
具有更高的峰容量以及更强的分离能力[17]。 

全二维液相色谱法已经被开发并应用于复杂样品中

不同种类化合物的分离鉴定, 例如, MARTÍN-POZO 等[18]

提出了综合二维液相色谱质谱联用的方法对玉米制品中

112 种农药进行多级分析, 该方法在两个样品中成功检测

到了 3 种痕量水平的农药。HÖHME 等[19]利用全二维液相

色谱法进行肽段标准化合物的分离鉴定, 并评估了以肽段

的流出时间预测其苦味的可能性。KUHNE 等[20]利用多维

液相色谱与质谱联用法鉴定抗体共制剂中异聚集体, 该方

法有助于详细评估难以区分的二聚体变体, 能区分同源聚

集和异源聚集, 并为重组抗体共制剂中的大小变异评估提

供了一种有效的方法。但目前采用全二维液相色谱分析鉴

定桑葚中的多酚类化合物的报道较少。因此, 本研究对先

前构建的二维液相色谱系统[21]中第一维色谱流动相 A 组

成配比、第二维色谱分析时间、两维液相接口处样品环体

积进行了优化, 采用优化后的系统对桑葚提取物中的多酚

类物质进行分离鉴定, 以期丰富桑葚果实中多酚类物质的

分离鉴定手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜桑葚样品(产地安徽毫州)于 2023 年购买自安徽

省合肥市乐城超市。 
乙腈、甲醇(色谱纯, 天津市富宇精细化工有限公司); 

乙酸(分析纯, 上海麦克林生化科技股份有限公司); 去离

子水通过超纯水系统制得; 标准样品(纯度不低于 98%), 
信息如表 1。1~3 号样品购自美国 ChromaDex 公司; 4 号样

品购自法国 Extrasynthese 公司; 5~17 号样品购自北京博研

科创生物技术有限公司; 18~19 号样品由北京恒元启天化

工技术研究院、北京世纪奥科生物技术有限公司联合出品; 
20~25 号样品购自北京世纪奥科生物技术有限公司。 

 
表 1  标准样品列表 

Table 1  List of standard samples 

序号 标准样品名称 序号 标准样品名称 

1 圣草酚-7-O-葡糖苷 14 金合欢素-7-O-芸香苷

2 木犀草素-7-O-葡糖苷 15 芹菜素 

3 芹菜素-7-O-葡糖苷 16 香叶木素 

4 异野漆树苷 17 金合欢素 

5 金合欢素-7-O-半乳糖苷 18 异鼠李素-3-O-葡糖苷

6 槲皮素-3-O-葡糖苷 19 圣草酚 

7 异绿原酸 A 20 儿茶素 

8 槲皮素苷 21 绿原酸 

9 异绿原酸 B 22 表儿茶素 

10 香叶木素-7-O-葡糖苷 23 
表没食子儿茶素没食

子酸酯 

11 木犀草素 24 芦丁 

12 金合欢素-7-O-葡糖苷 25 芹菜苷 

13 槲皮素   
 

1.2  实验仪器 

Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore 公司); Ultimate 
3000 超高相液相色谱仪(二极管阵列检测器, 美国 Dionex
公司); 两维压力泵、自动进样器、柱温箱(配备六通阀、十

通阀各 1 个)、接口处样品环(50、100、150、200 μL)、
YPR-2000A 旋转蒸发器(巩义市予华仪器有限责任公司); 
DRT-SX 智能恒温电热套 (郑州长城科工贸有限公司 ); 
Lichrospher diol-5 (150 mm×1.0 mm, 5 μm)(英国 HiChrom
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公司); Cortecs C18 柱(50 mm×4.6 mm, 2.7 μm)(美国 Waters
公司)。 

仪器组成及运行 [21]: 全二维液相分析在 Ultimate 
3000 超高相液相色谱仪上进行, 该系统配备。图 1 为二维

液相系统运行示意图, A 为第一维运行方式, B 为第二维运

行方式。在本研究中采用 1 个十通阀和 2 根样品环作为一

二维色谱之间的接口。当处于十通阀 1~10 状态、六通阀

处于 1~6 状态时, 第一维色谱的流出物不断从色谱柱 1 中

转移至样品环 2 中, 同时, 泵 2 将样品环 1 中的待分析液

体压入色谱柱 2 中进行分离, 并进入二极管阵列检测器

(diode array detector, DAD)中进行检测(位置 1); 2 min 后, 
十通阀切换至 1~2 状态, 此时第一维色谱流出物进入样

品环 1 中, 而先前存储于样品环 2 中的待测物被压入色

谱柱 2 中进行分离后检测(位置 2)。如此往复, 直到分析

过程结束。 
 

 
 

注: Waste: 流出物; Detector: 检测器; Column1、2: 色谱柱1、2; 
Pump1、2: 泵1、2; Sample loop1、2: 样品环1、2。 

图1  二维液相色谱运行示意图[21] 
Fig.1  Schematic diagram of two-dimensional liquid  

chromatography operation[21] 
 

1.3  实验方法 

样品制备: 称取 100.00 g 洗净的新鲜桑葚, 按料液比

1:1 (g:mL)加入 80%甲醇溶液, 加热回流提取 2 h, 冷却后

抽滤。将滤液旋蒸浓缩至 30.0 mL, 加入 70.0 mL 乙腈, 滤
膜过滤, 转移至色谱瓶中待测。 

利用多酚类化合物混合标准样品进行二维液相色谱

分离效果的优化。 

第一维色谱: 色谱柱为 Lichrospher diol-5 (150 mm× 
1.0 mm, 5 μm)。进样体积为 20 μL, 温度为 30 ℃, 流速为

15 μL/min, 流动相采用为(A)乙腈/乙酸溶液和(B)甲醇/水/
乙酸溶液(95:3:2, V:V:V), 流动相梯度为 0 min, 0% B; 5 min, 
2% B; 10 min, 5% B; 30 min, 5% B; 40 min, 10% B; 50 min, 
15% B; 85 min, 95% B; 95 min 95% B, 对第一维色谱的流

动相 A 进行优化 , 流动相: A 为乙腈/乙酸(100.0:0.0、
99.8:0.2、98.0:2.0, V:V)。 

第二维色谱: 色谱柱为 Cortecs C18 柱(50 mm× 4.6 mm, 
2.7 μm), 周期与十通阀的调制时间为 2 min。流速为 3.3 mL/min。

流动相为(A)水/乙酸溶液(99.9:0.1, V:V)和(B)乙腈。流动相梯度

为 0 min, 10% B; 0.8 min, 25% B; 1.2 min, 70% B; 1.75 min, 

70% B; 1.75 min, 5% B; 1.99 min, 5% B; 2 min, 10% B, 对第

二维色谱的分离时间进行优化, 二维色谱分离时间为 1.3、

2.5、5.0 min 

对两维色谱接口处的样品环体积进行优化, 样品环

体积为 50、100、150、200 μL。 

DAD 检测波长为 330 nm, 采样频率为 15 Hz, 紫外-

可见光谱收集范围为 210~550 nm。采用与标准样品的保留

时间和紫外-可见光谱进行对比来实现定性。 

1.4  数据处理 

通过 Origin 2024 进行数据处理分析。 

2  结果与分析 

2.1  桑葚中多酚类化合物的一维液相分离与鉴定 

采用一维液相检测了桑葚提取物中的多酚类化合物, 
结果如图 2, 桑葚中的多酚类化合物可以在一维液相中被

分离, 但桑葚中的某些多酚类化合物因其结构相近、极性

相似, 导致色谱图出峰比较集中, 分离度不够。一维液相

对桑葚中多酚类化合物的分离效果不是很理想。 
 

 
 

图2  桑葚多酚类化合物的一维液相色谱谱图(330 nm) 
Fig.2  One-dimensional liquid chromatography spectrum of phenolic 

compounds from mulberries (330 nm) 
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桑葚中富含对人类有益的多酚类化合物[22–23], 对其

进行分离鉴定有重要意义。而二维液相在一维分离的基础

上进一步提高了分离效率及解析能力, 目前二维液相色谱

法被常用于医药、食品等行业中复杂样品中目标成分的分

离鉴定及制备。这也为本研究中采用全二维液相色谱法分

析桑葚中多酚类化合物提供了一定依据。 

2.2  二维液相色谱系统优化 

2.2.1  第一维色谱柱(HILIC)条件优化 
对于第一维色谱柱和多酚类化合物, 含水的流动相

会导致两者均产生电离, 从而影响保留。在流动相中添加

一定量的有机酸, 可以在保护仪器的同时有效抑制色谱柱

固定相和多酚类化合物的电离, 使分离效果和峰形得到较

大的改善[24]。因此, 本研究对第一维色谱中流动相 A 的组

成配比进行优化, 调整流动相 A 中乙酸含量为 0%、0.2%、

2.0%。结果如图 3 所示, 由图 3A、B 可知, 流动相中乙酸

含量为 0%、0.2%时多酚类化合物混合标准样品分离效果

较差。而在流动相中含有 2.0%乙酸(图 3C)时, 可以从色谱

图中观察到更多的峰, 多酚类化合物混合标准样品分离效

果优于流动相中乙酸含量为 0%和 0.2%。由此可知, 第一

维液相的流动相 A 中含有 2.0%的乙酸可以使多酚类化合

物得到更好的分离。 
2.2.2  第二维色谱柱(RPLC)条件优化  

在第二根色谱柱运行完成后, 第一维液相中流分才

被允许转移, 且第一维液相流出物所含有的乙腈对于第二

维液相的色谱柱(RPLC)来说是强洗脱剂, 为了降低其对仪

器本身以及分离效果的影响, 第二维液相必须采用高流速

进行分析。经过先前的工作确定了第二维液相的流动相最

佳流速为 3.3 mL/min, 在该条件下对第二维液相的分离时

间进行优化。第二维液相在分析时间 1.3、2.5、5.0 min 条

件下峰容量分别是 46.2、47.8、42.3(图 4)。在分析时间 1.3 min
条件下, 第二维液相分离能力与长时间分离条件下相比基

本不变, 而过长的分析时间(5.0 min)会导致流动相分布不均

匀, 峰容量反而明显下降, 对多酚类化合物混合标准样品

的分离效果造成不良影响。由此可知, 第二维液相的最佳

分析时间为 1.3 min。 
2.2.3  接口优化 

一、二维之间的接口是二维液相系统中的重要环节。

因为两维液相之间不同的分离机制, 在第一维液相中的弱

洗脱剂到第二维就会变成强洗脱剂, 反之亦然, 因此即使

两维之间所采用的流动相是互溶甚至完全一样, 都有可能

妨碍运行的最终成功。因此, 本研究通过改变接口处样品

环体积(100、150、200 μL)对多酚类化合物混合标准样品

分离效果进行优化, 对比采用这 3 种不同体积的样品环时

二维液相系统对多酚类化合物混合标准样品的分离效果。

由图 5 可知, 采用 100 μL 体积的样品环时, 色谱图中峰容

量和峰分离效果都较差。采用 150 μL 体积的样品环时, 色
谱图的峰容量和峰分离效果都有明显改善, 多酚类化合物 

 

 
 

注: A. 0%乙酸; B. 0.2%乙酸; C. 2.0%乙酸。 
图3  混合标准样品在不同浓度的乙酸流动相下HILIC色谱图(330 nm) 

Fig.3  HILIC chromatograms of mixed standard samples under different concentrations of acetic acid mobile phase (330 nm) 
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注: A. 1.3 min; B. 2.5 min; C. 5.0 min。 
图4  混合标准样品在不同分析时间下的RPLC色谱图(330 nm) 

Fig.4  RPLC chromatograms of mixed standard samples at different analysis times (330 nm) 
 
 
 

 
 

注: A. 100 μL; B. 150 μL; C. 200 μL。 
图5  90%乙腈作为溶剂、进样体积为19.5 μL时不同体积样品环对RPLC的影响 

Fig.5  Effects of different volume sample rings on RPLC with 90% acetonitrile as solvent and injection volume of 19.5 μL 
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混合标准样品的分离已经有了较理想的效果。而在样品环

体积 200 μL 时会导致峰展过宽、分离度降低的问题。因此

确定二维液相系统接口处样品环的最佳体积为 150 μL。 

2.3  桑葚提取物在优化系统中的分离及鉴定 

将桑葚提取物样品在优化后的全二维液相色谱中进

行分离(图 6), 优化后的系统在图 6 的二维空间中分离得到

了 39 个色谱峰, 其色谱峰分布更为均匀。图 6 中, 在第一

维液相(亲水作用色谱)分离角度, 物质可以大致分为 5 部

分: 1~10 为第一部分、11~16 为第二部分、17~25 为第三部

分、26~29 为第四部分、30~39 第五部分。这 5 部分物质

仅在一维液相色谱分离的情况下, 出现了出峰时间十分接

近的情况。由此可知, 仅用亲水作用色谱并不能较好分离

这些物质。例如, 第一部分最先在第一维色谱系统中分离, 
说明其亲水性较弱, 但由于其极性较为相似, 例如金合欢

素、香叶木素、木犀草素与芹菜素, 金合欢素和香叶木素

属于芹菜素的甲氧基衍生物, 木犀草素仅比芹菜素多一个

羟基, 导致其在一维液相色谱条件下并不能很好分离。而

这些物质的疏水性部分不同可以使其在第二维色谱(反相

高效液相色谱)中产生不同的滞留时间, 其羟基数目和位

置、甲氧基取代位置都会影响其疏水性, 因此, 经第二维

色谱分离后, 这些物质得到了较好的分离。第一维色谱系

统中, 第二部分物质在 17 min 左右出峰, 其分离情况与

第一部分相似 , 在第一维色谱系统中不能很好分离 , 但
在第二位色谱系统中得到了较好的分离。第三部分与第

四部分物质因在第一维色谱系统中出峰时间较靠后, 因
此判断这些物质亲水性较强, 导致其在亲水色谱系统中保

留时间较长。 

 
 

注: 1. 芹菜素; 2. 金合欢素; 3. 香叶木素; 4. 木犀草素; 5. 圣草酚; 
6. 槲皮素; 7. 芹菜素-7-O-葡糖苷酸; 8. 表儿茶素; 9. 儿茶素; 10. 
香叶木素-7-O-葡糖苷; 11. 金合欢素-7-O-芸香苷; 12. 异鼠李素

-3-O-葡糖苷; 13. 木犀草素-3-O-葡糖苷; 14. 绿原酸; 15. 圣草酚

-7-O-葡糖苷; 16. 槲皮素苷; 17. 表没食子儿茶素没食子酸酯; 18. 
异绿原酸B; 19. 异绿原酸A; 20. 芹菜素-7-O-葡糖苷; 21. 槲皮素

-3-O-葡糖; 22. 芹菜苷; 23. 金丝桃苷; 24. 异野漆树苷; 25. 芦丁。

(编号大于25的色谱峰因没有标样, 未定性)。 
图6  桑葚多酚类化合物二维液相色谱谱图(330 nm) 

Fig.6  Two-dimensional liquid chromatogram of polyphenols in 
mulberry (330 nm) 

 
最终通过与标准样品的相关信息进行对比, 从桑葚提

取物中共鉴定出了 5 种多酚类化合物(表 2)。其中木犀草素

在医学领域有较大贡献, 目前实验表明, 其对一些疾病的治

疗及症状的改善具有一定价值, 尤其是有关心脏健康的疾

病[25–27]。绿原酸在畜牧及饲料行业有一定的应用[28–29]。其

余的多酚类化合物都在饲料、食品行业及对人体健康方面

有积极的作用[30–31]。 

 
表 2  桑葚提取液中多酚类化合物的鉴定 

Table 2  Identification of phenolic compounds from extraction of mulberry  

序号 名称 
桑葚样品保留时间/min 标样保留时间/min 

λmax/nm 
tr 总 tr2 d tr 总 tr2 d 

4 木犀草素 10.279 1.179 10.275 1.175 276.0, 310.3 

14 绿原酸 16.580 0.980 16.587 0.987 252.9, 304.2 

15 圣草酚-7-O-葡糖苷 17.950 1.050 18.012 1.112 267.3, 337.2 

17 表没食子儿茶素没食子酸酯 25.750 1.050 25.756 1.056 206.4, 272.7 

20 芹菜素-7-O-葡糖苷 28.327 1.027 28.318 1.018 300.5 

注: tr 总: 桑葚样品中多酚类物质出峰所需总时间; tr2 d: 桑葚样品中多酚类物质二维保留时间。 

 
3  结  论 

本研究以多酚类化合物混合标准样品为对象, 分别

对一、二维色谱条件以及两维色谱系统之间的接口条件进

行了优化, 发现在第一维液相的流动相 A中添加 2.0%的乙

酸、第二维液相流动时间 1.3 min、接口处样品环体积为

150 μL 的条件下, HILIC-RPLC 全二维液相色谱对多酚类

物质的混合标准样品具有良好的分离效果, 优化后的系统

峰容量和系统的分离能力得到了有效提升。将优化后的系

统应用于桑葚提取物的分离和鉴定, 分离得到了 39 个峰, 
发现在第一维色谱中容易被强峰掩盖、分布情况不好的峰

在优化后的二维色谱系统中分离效果得到了很好的提升。
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最后通过与标准样品信息进行比对, 成功分离鉴定出了 5
种多酚类化合物。 

优化后的全二维液相色谱系统分离能力得到了极大

提升, 该种优化和分离方法操作简单、耗时短、分离效果

好, 丰富了植物样品中有价值化合物的分离鉴定方法。下

一步, 将对桑葚中多酚类化合物绝对定量和方法稳定性进

行分析和确认。 
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