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ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

　 　 大蒜为百合科植物蒜 Ａｌｌｉｕｍ ｓｔａｎｔｉｖｕｍ Ｌ． 的地

下鳞茎， 是人们日常生活中常见的药食两用的葱属

植物［１］， 在当今回归自然， 高度重视食品和药品

质量安全的潮流中， 大蒜由于具有抑菌［２⁃３］、 杀

菌［４］、 防癌抗癌［５⁃８］、 防治心脑血管疾病［９⁃１０］、 提

高免疫力等功效［１１⁃１３］， 成为争相研究的热题。
大蒜中有机硫化合物的存在， 是其和其他葱

属植物的特征， 且不同的葱属植物含有不同的有

机硫化合物［１４］ 。 完整的大蒜鳞茎中含有蒜氨酸和

蒜酶， 当大蒜组织被破坏时， 蒜氨酸被位于细胞

质中的蒜氨酸酶酶解后形成硫代亚磺酸酯。 大蒜

辣素是大蒜中主要的硫代亚磺酸酯， 占大蒜总硫

代亚磺酸酯的 ７０％ ～ ８０％ 。 大蒜辣素等硫代亚磺

酸酯是活性分子， 根据温度、 ｐＨ 和溶剂的不同

会发生一定数量的转换， 生成二烯丙基硫醚、 二

烯丙基二硫醚、 二烯丙基三硫醚、 阿霍烯等不同

的有机硫化合物。
目前公认的大蒜的主要功效成分是大蒜辣素。

有关大蒜辣素含有量测定的方法有很多， 如定硫

法、 电化学方法、 生物检定方法、 薄层扫描法、 紫

外法、 气相色谱法［１５］ 等， 但都由于各自的缺陷问

题而无法得到广泛应用。 ＨＰＬＣ 法较为常用， 能够

准确地测定大蒜辣素的含有量。 但是， 该法需使用

大蒜辣素对照品进行检测， 由于大蒜辣素对照品或

标准品价格昂贵， 需在零下 ８０ ℃储存、 运输， 且

检测时易降解， 因而限制了该方法的应用。 面对这

一问题， 目前所报道的最好的解决方式是采用替代

对照品法或一测多评法。 主要采用性质稳定、 廉价

易得的化合物作为替代对照品， 利用其与供试品溶

液中一个待测物或多个待测物之间的恒定响应关

系， 实现含有量测定。
《欧洲药典》 ［１６］ 《英国药典》 ［１７］ 以羟苯丁酯为

替代对照品， 采用 ＨＰＬＣ 法测定了大蒜粉中大蒜辣

素的含有量。 袁耀佐等［１８］ 参考 《欧洲药典》 方

法， 建立以羟苯乙酯为替代对照品的 ＨＰＬＣ 法， 用

于测定鲜蒜中大蒜辣素的含有量， 该方法与 《欧
洲药典》 中以羟苯丁酯为替代对照品的方法相比，
分析时间明显缩短。

ＵＰＬＣ 法具有分离效率更高、 选择性更好、 检

测灵敏度更高的优势。 本实验借鉴前人的研究成

果， 以羟苯乙酯为替代对照品， 建立 ＵＰＬＣ 法快速

测定大蒜辣素， 以期为完善大蒜质量分析方法提供

技术支持。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂 　 蒜氨酸对照品 （质量分数

９３􀆰 ６８％ ， 新疆埃乐欣药业有限公司）； 羟苯乙酯

（质量分数 ９９％ ， 中国食品药品检定研究院）； 蒜

酶 （１ ０００ Ｕ ／ ｇ， 新疆埃乐欣药业有限公司）； 甲酸

（色谱纯， 天津市福晨化学试剂厂）； 甲醇、 乙腈

（色谱纯， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 新鲜大蒜委

托乌鲁木齐西八家户路生鲜传奇超市购买， 经新疆

师范大学关明教授鉴定为葱属植物大蒜 Ａｌｌｉｕｍ
ｓｔａｎｔｉｖｕｍ Ｌ． 的地下鳞茎。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ 超高效液相色谱

仪、 ＰＤＡ 检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｗａｔｅｒｓ Ａｃ⁃
ｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ，
美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。 色谱图见图 １。

１． 大蒜辣素　 ２． 羟苯乙酯

１． ａｌｌｉｃｉｎ　 ２． ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ

图 １　 各成分 ＵＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
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１􀆰 ３　 对照品溶液制备

１􀆰 ３􀆰 １　 羟苯乙酯对照溶液 　 参考文献 ［１９］， 精

密称取一定量的羟苯乙酯溶解于 ５０％ 甲醇水溶液

中， 制备成 ０􀆰 ２１７ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 的羟苯乙酯贮备液。
１􀆰 ３􀆰 ２　 大蒜辣素对照溶液 　 参考文献 ［１９］， 制

备得到 ５６４􀆰 ７４ μｇ ／ ｍＬ 的大蒜辣素溶液。
１􀆰 ４　 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱

（２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％
甲酸水； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测

波长 ２４２ ｎｍ； 进样量 １ μＬ。
１􀆰 ５　 供试品溶液制备　 称取 ２ ｇ 新鲜蒜泥， ３５ ℃
水浴锅放置 ３０ ｍｉｎ， 先加入 １０ ｍＬ 超纯水低温超声

提取 １５ ｍｉｎ， 随后加 １０ ｍＬ 甲醇再低温超声提取

１５ ｍｉｎ， 将超声后的溶液和 ０􀆰 ５ ｍＬ 的羟苯乙酯定

容于 ５ ｍＬ 量瓶中待测。
１􀆰 ６　 色谱条件优化

１􀆰 ６􀆰 １　 检测波长　 分别对大蒜辣素、 羟苯乙酯对

照品溶液进行 ＰＤＡ 光谱扫描， 得到光谱图。 在波

长为 ２１０ ｎｍ 左右时， ２ 种化合物的紫外吸收都较

大， 但波长较低时同样会使样品中杂质的紫外吸收

变大， 鉴于羟苯乙酯浓度可控， 因此以大蒜辣素有

较优响应为目的， 选择大蒜辣素的特征肩峰

２４２ ｎｍ 为检测波长。
１􀆰 ６􀆰 ２　 流动相 　 分别选用乙腈与水、 甲醇与水、
乙腈与甲酸水溶液为流动相， 进行测试。 结果表

明， 当以乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液为流动相时， 分离

效果相对较好， 且分析时间较短。 在该色谱条件

下， 大蒜辣素和羟苯乙酯在 ４ ｍｉｎ 内实现基线分

离， 分离度均大于 １􀆰 ５。
２　 结果与分析

２􀆰 １　 方法学考察

２􀆰 １􀆰 １　 线性关系考察 　 将 “１􀆰 ３” 项下对照品贮

备液逐级稀释， 按浓度由低到高， 在 “１􀆰 ４” 项色

谱条件下依次进样， 以峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 质

量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表 １， 表

明各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

定量限 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
大蒜辣素 Ｙ＝２ ２４３􀆰 ３Ｘ－８ ５２０􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ９ ３６􀆰 ０２～５６４􀆰 ７４ ２􀆰 ０３
羟苯乙酯 Ｙ＝１×１０７Ｘ＋２８ ８９８ ０􀆰 ９９９ ８ １２􀆰 ９３～２０６􀆰 ８０ １􀆰 ７３

２􀆰 １􀆰 ２　 重复性试验 　 取供试品 ６ 份， 按 “１􀆰 ５”
项下方法制备供试品溶液， 在 “１􀆰 ４” 项色谱条件

下进样， 测得大蒜辣素、 羟苯乙酯峰面积 ＲＳＤ 均

不大于 １􀆰 ００％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ３　 稳定性试验　 取同一混合供试品溶液， 在

“１􀆰 ４” 项色谱条件下， 分别于第 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、
１０、 １２ ｈ 进样， 记录峰面积。 结果表明样品溶液

中大蒜辣素不稳定， 其在 ０ ～ ４ ｈ 内峰面积 ＲＳＤ 小

于 ２􀆰 ００％ ， 之后出现明显降解， 羟苯乙酯稳定性

较好， １２ ｈ 内峰面积 ＲＳＤ ０􀆰 ６５％ 。
２􀆰 １􀆰 ４　 加样回收率试验 　 取供试品按 “１􀆰 ５” 项

下方法制备供试品溶液， 分别向鲜蒜供试品溶液中

添加低、 中、 高 ３ 个浓度水平的大蒜辣素对照溶

液， 在 “１􀆰 ４” 项色谱条件下进样测定， 计算得大

蒜辣素加样回收率 ９８􀆰 ８３％ ～ １００􀆰 ８８％ ， ＲＳＤ 远小

于 １５％ 。
２􀆰 ２　 相对校正因子测定　 以羟苯乙酯为内标， 按

公式 ｆｓｉ ＝
ｆｓ
ｆｉ

＝
Ａｓ ／ Ｃｓ

Ａｉ ／ Ｃ ｉ
计算羟苯乙酯对大蒜辣素的相

对校正因子， 其中， Ａｓ 指羟苯乙酯峰面积， Ｃｓ 指

羟苯乙酯浓度； Ａｉ 指大蒜辣素峰面积， Ｃｉ 指大蒜

辣素浓度。 结果表明， 羟苯乙酯对大蒜辣素的相对

校正因子为 ５􀆰 ２５６， 结果见表 ２。
表 ２　 各成分相对校正因子 （ｎ＝５）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
（ｎ＝５）

成分
质量浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
峰面积 响应因子

平均响应

因子

相对校正

因子

大蒜辣素 ６９􀆰 ６２ １４７ ６４９ ２ １２０􀆰 ９１ ２ １７１􀆰 ７０ ５􀆰 ２５６
１３８􀆰 ８３ ３０２ ９２１ ２ １８１􀆰 ９３
２７４􀆰 ４８ ６０７ ２２８ ２ ２１２􀆰 ２６

羟苯乙酯 ２５􀆰 ８５ ２９６ １９１ １１ ４５８􀆰 ０７ １１ ４１５􀆰 ４３
５１􀆰 ７０ ５９２ ３３６ １１ ４５７􀆰 １８
１０３􀆰 ４０ １ １７１ ６２９ １１ ３３１􀆰 ０３

２􀆰 ３　 相对校正因子耐用性考察　 考察色谱条件的

轻微变动对 ２ 种化合物相对校正因子的影响， 见表

３。 结果表明， 除检测波长外， 其余考察因素的轻

微变动对相对校正因子的 ＲＳＤ＜５％ 。
２􀆰 ４　 相对保留时间校正因子测定　 考察色谱条件

的轻微变动对相对保留时间校正因子的影响， 见表

４。 结果表明羟苯乙酯对大蒜辣素的相对保留时间

为 １􀆰 ４９， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ２７％ ， 故本研究选用相对保留

时间作为目标色谱峰的定位指标。
２􀆰 ５　 样品含有量测定　 分别以外标法和替代对照

品法测定 １５ 个不同产地的新鲜大蒜中大蒜辣素的

含有量， 结果见表 ５， 将 ２ 种方法的测定结果进行

单因素方差分析， 分析结果表明， ２ 种方法测定结

９６３２
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　 　 表 ３　 相对校正因子耐用性考察结果 （ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ （ｎ＝５）

因素 不同值 相对校正因子 ＲＳＤ ／ ％

色谱柱 安捷伦 ５􀆰 ３０２ １􀆰 １８

依利特 ５􀆰 ２５１

岛津 ５􀆰 １７９

检测波长 ／ ｎｍ ２４０ ４􀆰 ５０３ １５􀆰 ０９

２４２ ５􀆰 ２５６

２４４ ６􀆰 ０９６

体积流量 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１） ０􀆰 ２５ ５􀆰 ２８８ ０􀆰 ３０

０􀆰 ３０ ５􀆰 ２５６

０􀆰 ３５ ５􀆰 ２７４

ｐＨ ２􀆰 ８６ ５􀆰 ２４２ １􀆰 １７

２􀆰 ５８ ５􀆰 １９３

２􀆰 ４３ ５􀆰 １２１

柱温 ／ ℃ ２５ ５􀆰 ２９２ ０􀆰 ６３

３０ ５􀆰 ２５６

３５ ５􀆰 ３２３

流动相比例 ２８ ５􀆰 ３２２ １􀆰 ０５

３０ ５􀆰 ２５６

３２ ５􀆰 ３６７

表 ４　 不同色谱柱、 检测波长、 体积流量、 ｐＨ、 柱温下相

对保留时间 （ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎｓ，

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， ｐＨ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ｎ＝５）

因素 不同值 相对校正因子

色谱柱 安捷伦 １􀆰 ４８１

依利特 １􀆰 ４８３

岛津 １􀆰 ４７９

检测波长 ／ ｎｍ ２４０ １􀆰 ４８０

２４２ １􀆰 ４８１

２４４ １􀆰 ４８０

体积流量 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１） ０􀆰 ２５ １􀆰 ４８７

０􀆰 ３ １􀆰 ４８１

０􀆰 ３５ １􀆰 ４８０

ｐＨ ２􀆰 ８６ １􀆰 ４８１

２􀆰 ５８ １􀆰 ４８１

２􀆰 ４３ １􀆰 ４８１

柱温 ／ ℃ ２５ １􀆰 ５４０

３０ １􀆰 ４８０

３５ １􀆰 ４４５

流动相比例 ２８ １􀆰 ５９８

３０ １􀆰 ４８１

３２ １􀆰 ４０５

平均值 — １􀆰 ４９０

ＲＳＤ ／ ％ — ２􀆰 ２７０

表 ５　 不同产地样品中大蒜辣素含有量测定结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｉｎ

ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｉｎｇ ａｒｅａｓ （ｎ＝３）

产地
大蒜辣素 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

外标法 替代对照品法

山东菏泽 ２􀆰 １６ ２􀆰 ２６

青海西宁 ２􀆰 ９２ ３􀆰 ０１

青海海东 ３􀆰 ０７ ３􀆰 １７

甘肃民乐县 ２􀆰 ９６ ３􀆰 ０５

甘肃酒泉 ２􀆰 １８ ２􀆰 ２４

新疆阿克苏拜城 ２􀆰 ７４ ２􀆰 ８２

新疆巴里坤板房沟 ３􀆰 ３２ ３􀆰 ４２

新疆巴里坤市引种山东 ３􀆰 ５７ ３􀆰 ７１

新疆巴里坤农丰园 ３􀆰 ４４ ３􀆰 ５５

塔城 ７８７ 基地 ３􀆰 １０ ３􀆰 ２０

新疆塔城市裕民县 ３􀆰 ２３ ３􀆰 ３３

新疆巴州 ２􀆰 ８９ ２􀆰 ９８

新疆伊犁昭苏 ３􀆰 １６ ３􀆰 ２６

新疆玛纳斯县兰州湾镇 ３􀆰 １７ ３􀆰 ３４

新疆且末 ３􀆰 ５６ ３􀆰 ６７

果无统计学差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 且新疆产的大蒜中大

蒜辣素含有量普遍高于内地大蒜， 其中新疆且末、
巴里坤地区的大蒜中大蒜辣素含有量最高。
３　 结论

本实验首次建立了一种 ＵＰＬＣ 替代对照品法测

定鲜蒜中大蒜辣素的方法。 该方法样品前处理简

单， 结果准确可靠， 与已报道的 ＨＰＬＣ 法相比， 极

大缩短了样品测定时间， 能在 ４ ｍｉｎ 内完成样品测

定， 有利于对不稳定的大蒜辣素快速检测， 与文献

［２０］ 报道的 ＵＰＬＣ 法相比， 该方法不需要大蒜辣

素对照品， 解决了因大蒜辣素对照品不稳定而测定

困难的问题。 分别采用外标法和替代对照品法测定

了 １５ 个不同产地的鲜蒜中大蒜辣素的含有量， 结

果表明， ２ 种方法测得结果无统计学差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 且新疆产的大蒜中大蒜辣素含有量普遍高

于内地大蒜， 其中新疆且末、 巴里坤的大蒜中大蒜

辣素含有量最高。
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