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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立猫人参药材中积雪草酸的含量测定方法 。方法 　采用高效液相色谱法 ，色谱柱为 Agilent HC唱C１８柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ ．０ μm） ，流动相为乙腈（３０ mmol／L）唱醋酸铵水溶液（３５ 砄 ６５） ，流速 １ ．０ ml／min ，柱温 ２５ ℃ ，紫外检测波

长 ２１０ nm ，进样量 ２５ μl ，运行时间 ３５ min 。结果 　积雪草酸与周围干扰峰达到基线分离 ，线性范围 ２５ ．３ ～ ５０６ ．０ μg ／ml ， r ＝
０ ．９９９ ６ ；日内及日间精密度均 ＜ ３％ （n ＝ ５） ，平均回收率为 ９９ ．４％ （RSD ＝ １ ．９％ ， n ＝ ６） ，猫人参中积雪草酸的含量为

０ ．７５１ mg／g 。结论 　该法简便快捷 、测定结果准确 、实用性强 ，可用于猫人参药材中积雪草酸的含量测定 。
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Determination of asiatic acid in the root of Actinidia valvata by HPLC
L 册 Fang ，ZHOU Jin ，FEI Yang ，CHEN Yu ，ZHANG Guoqing ，ZHAO Liang（Department of Pharmacy ，Eastern Hepatobili唱
ary Surgery Hospital Affiliated to Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３８ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a method for the determination of asiatic acid in the root of A ctinidia v alvata ．

Methods 　 HPLC唱VWD was used in the analysis ．The column was Agilent HC唱C１８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５μm） ；the mobile phase
was acetonitrile ：（３０ mmol／L） acetic acid amine solution （３５ 砄 ６５） ；the flow rate was １ ．０ ml／min ；the temperature of column
was ２５ ℃ ；the detection wavelength was set at ２１０ nm ；the injection volume was ２５ μl ；the running time was ３５ min ．Results
　 Asiatic acid was separated with interference in baseline ．The linear range was ２５ ．３０唱５０６ ．０ μg／ml with linear correlation of
０ ．９９９ ６ for asiatic acid ．The result of intra唱day and inter唱day precisions were both within ５％ （n＝ ３） ，and the average recovery
was ９９畅４％ with RSD １ ．９％ （n＝ ６） ．Conclusion 　 The method was simple ，rapid ，accurate and convenient for quality control of
asiatic acid in the root of A ctinidia valvata ．
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　 　猫人参为猕猴桃科植物镊合猕猴桃（A ctinidia
v alv ata Dunn）的根 ，具有清热解毒 、消肿疖的功效 ，

主要用于治疗骨髓炎 、疮疡脓肿 、肝硬化 、黄疸 、腹

水 、消化系统肿瘤等［１］
。药理学研究表明 ，猫人参提

取液具有良好的抗肝癌作用［２ ，３］
，对猫人参药材化

学成分的研究表明其含有积雪草酸［４ ，５］
。积雪草酸

是乌苏烷型五环三萜酸 ，具有抑制肝癌细胞增生 、保

肝及诱导肿瘤细胞凋亡等多种作用［６唱９］
。 目前针对

猫人参药材的质量控制方法鲜有报道 ，而积雪草酸

的含量测定方法文献报道也较少［１０］
。为了对猫人

参药材进行质量控制 ，保障临床用药安全有效 ，本研

究以积雪草酸为对象 ，采用高效液相色谱（HPLC）
法对猫人参中的积雪草酸进行含量测定 。

1 　仪器与试药

Agilent唱１１００ 系列 HPLC 仪 （美国安捷伦公

司） ，包括 G１３７９A 真空脱气机 、G１３１１A 四元泵 、

G１３６７A 自动进样器 、G１３１６A 柱温箱和 G１３１５A 单
波长紫外检测器 ；AE２４０ 型十万分之一电子天平
（瑞士梅特勒公司） 。

猫人参药材饮片（产地 ：安徽 ，批号 ：１２０５０３ 、

１００９０１ ；产地 ：湖南 ，批号 ：１３０６０１） ，经第二军医大

学生药学教研室孙连娜副教授鉴定为猕猴桃科植物

镊合猕猴桃的根 ；对照品积雪草酸购自成都思曼特

生物科技有限公司（纯度 ≥ ９８ ．０％ ） ，醋酸铵为分析

纯（上海国药集团） ，甲醇为色谱纯 （美国 Honey唱
well） ，水为超纯水 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 Agilent HC唱C１８ 柱
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（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ ．０ μm ） ，流动相 ：乙腈

（３０ mmol／L）唱醋酸铵（３５ ∶ ６５） ；流速 １ ．０ ml／min ，

柱温 ２５ ℃ ， 紫外检测波长 ２１０ nm ， 进样量

２５ μl ，运行时间３５ min 。
2 ．2 　供试品溶液的制备 　取猫人参药材饮片适量 ，

置粉碎机中打碎 ，过 ６０目筛 ，取粉末约 １ g ，精密称
定 ，置 ５０ ml 锥形瓶中 ，加入甲醇 ２０ ml ，超声提取
６０ min ，过滤 ，收集滤液 ；置水浴（９０ ℃ ）浓缩甲醇至

约 ５ ml ，转移至 １０ ml量瓶中 ，用甲醇定容至刻度 ，

混匀 ，用 ０ ．４５ μm有机滤膜滤过 ，取续滤液 ，即得供

试品溶液 。

2 ．3 　对照品储备液的配制 　 精密称取积雪草酸对

照品 １０ ．１２ mg ，置 １０ ml 量瓶中 ，加入甲醇溶解并

定容至刻度 ，得积雪草酸浓度为 １ ．０１２ mg／ml的对
照品储备液 。

2 ．4 　方法学考察
2 ．4 ．1 系统适应性 　 取积雪草酸对照品溶液 ，按照

“２ ．１”项下色谱条件进样 ２５ μl ，结果见图 １ 。积雪

草酸保留时间约为 ２７ ．５ min ，峰形对称 ，理论塔板

数 ＞ ８ ０００ ，与周围干扰峰分离度均 ＞ １ ．５ 。

2 ．4 ．2 线性关系 　按逐级稀释法 ，精密量取积雪草

酸对照品储备液适量 ，置 ５ ml量瓶中 ，用甲醇定容

至刻度 ，得浓度分别为 ５０６ ．０ 、２５３ ．０ 、１０１ ．２ 、５０畅６ 、

２５畅３ μg／ml的系列对照品溶液 ，按上述色谱条件进

样分析 ，以浓度为横坐标（X） ，色谱峰面积为纵坐标

（Y ）进行线性回归 ，得积雪草酸回归方程 ：Y ＝

７ ．４３６ ３ X ＋ ２ ．６３１ ９ ，r ＝ ０ ．９９９ ６ ，线性范围２５ ．３ ～

５０６ ．０ μg／ml 。
2 ．4 ．3 　精密度实验 　取积雪草酸低（２５ ．３ μg／ml）、
中（１０１ ．２ μg／ml） 、高（５０６ ．０ μg／ml）３ 个浓度的对
照品溶液 ，按上述色谱条件进样 ，在 １ d内分别进样
５次 ，以及连续 ３ d每天分别进样 ２次 ，考察日内 、日

间精密度 。积雪草酸在低 、中 、高浓度的日内精密度

分别为 １ ．８％ 、２ ．２％ 、０ ．９％ ，日间精密度分别为

２ ．３％ 、２ ．１％ 、０ ．９％ ，均 ＜ ３％ ，表明此法精密度

良好 。

图 1 　猫人参提取物 HPLC图
A ．对照品 ；B ．样品 ；１ ．积雪草酸

2 ．4 ．4 　重复性实验 　取猫人参样品（批号 ：１２０５０３）

粉末约 １ g ，精密称定 ，按“２ ．２”项下方法制备供试品

溶液 ，平行操作 ６份 ，按“２ ．１”项下色谱条件进样分

析 ，计算积雪草酸的含量 ，积雪草酸含量 RSD ＝

２ ．６％ ，表明此法重复性良好 。

2 ．4 ．5 　回收率实验 　取猫人参样品（批号 ：１２０５０３）

粉末约 ０ ．５ g ，精密称定 ，置 ５０ ml锥形瓶中 ，再加入

新配制浓度为 １ ．０１０ mg／ml 的积雪草酸对照品溶
液 ０ ．４ ml ，按“２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，平行

操作 ６份 ，按“２ ．１”项下色谱条件进样分析 ，测定含

量 。积雪草酸的平均加样回收率为 １０１ ．８％ ，

RSD ＝ １ ．６％ ，符合对准确度的要求 。

2 ．4 ．6 　检测限及定量限 　 取浓度为２５ ．３ μg／ml积
雪草酸的对照品溶液进样分析 ，以信噪比为 １０ ∶ １

确定其最低定量限 ，积雪草酸的最低定量限为

２５ ．３ μg／ml ；将此溶液稀释后进样 ，以信噪比为３ ∶ １

确定其最低检测限 ，积雪草酸的最低检测限为

１２ ．６５ μg／ml 。
2 ．4 ．7 　稳定性考察 　取猫人参样品（批号 ：１２０５０３）

粉末约 １ g ，精密称定 ，置 ５０ ml锥形瓶中 ，按“２ ．２”

项下制备供试品溶液 ，放入进样器样品盘中 ，分别于

０ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ h按“２ ．１”项下色谱条件进样分析 ，代

入标准曲线计算积雪草酸的浓度 ，计算 RSD ＝

２ ．９％ ，表明样品溶液在 ８ h内保持稳定 。

2 ．5 　 含量测定 　 取不同批次猫人参药材饮片 ，按

“２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，按“２ ．１”项下色谱

条件进样 ，测定积雪草酸的含量 ，结果见表 １ 。

3 　讨论

3 ．1 　检测波长的选择 　 由于积雪草酸在紫外检测

器上为末端吸收 ，且吸收较弱 ，采用 ２１０ nm 作为检
测波长能够降低背景噪音 ，使积雪草酸达到最好的

信噪比 ，若波长 ＜ ２１０ nm则会因为背景吸收太强而
导致色谱图在积雪草酸保留时间处出现倒峰 。
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表 1 　猫人参中积雪草酸的含量测定结果

产地 批号
称重
（m／g）

含量
（mg ／g） 平均值

RSD
（％ ）

安徽 １２０５０３  １ 父．００９ ６ ０ R．７３９ ３ ０ 祆．７５０ ８ １ 蜒．４

１ 父．００２ ４ ０ R．７５３ ９

１ 父．００１ ３ ０ R．７５９ ２

安徽 １００９０１  １ 父．００１ ４ ０ R．７９７ ５ ０ 祆．７７９ ６ ２ 蜒．０

１ 父．０１２ １ ０ R．７６７ １

１ 父．０１３ ４ ０ R．７７４ ２

湖南 １３０６０１  １ 父．０１１ ３ １ R．０８１ ５ １ 祆．０８５ １ １ 蜒．１

１ 父．０１４ ４ １ R．０９８ ５

１ 父．０２４ ３ １ R．０７５ ３

3 ．2 　流动相的考察 　 由于甲醇在 ２１０ nm 处有紫
外吸收 ，采用含甲醇系统的流动相时 ，积雪草酸的吸

收峰被流动相背景吸收掩盖 ，故采用乙腈唱水系统考

察 ，发现积雪草酸的峰形前延严重 、对称性较差 。在

水相中加入醋酸铵能够改善峰形 ，考察了浓度为

１０ 、２０及 ３０ mmol／L醋酸铵时的色谱峰对称性 ，发

现醋酸铵浓度为 ３０ mmol／L 时积雪草酸色谱峰形
对称 ，达到定量分析的要求 ，同时对流动相比例进行

了优化 ，使之与干扰峰达到基线分离 。

3 ．3 　色谱柱的考察 　猫人参中成分复杂 ，为达到定

量分析的要求 ，需要对积雪草酸及干扰峰进行完全

分离 。考察了不同类型填料色谱柱对积雪草酸与杂

质分离的影响 ，如 Chromasil唱C１８ 、Waters RP唱C１８ 、

Agilent XDB唱C１８ 、SB唱C１８ 、Plus C１８及 HC唱C１８柱 ，发

现在 Agilent HC唱C１８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ ．０ μm）
色谱柱上 ，积雪草酸色谱峰与周围峰的分离度良好 、

保留时间合适 ，且峰形对称 ，符合本研究要求 。

3 ．4 　前处理方法的考察 　为能简便 、快速地从猫人

参药材中提取积雪草酸 ，将药材饮片粉碎后采用甲

醇超声提取 ，设计三因素 、三水平正交试验 ，考察提

取溶剂体积 （１０ 、２０ 、３０ 倍量） 、超声时间 （２０ 、４０ 、

６０ min）及超声次数（１ 、２ 、３ 次）对积雪草酸提取结

果的影响 ，结果表明 ，影响积雪草酸提取效率的因素

顺序为溶剂倍数 ＞ 提取时间 ＞ 提取次数 ，最终确定

样品前处理方法为 ２０ 倍量甲醇超声 ６０ min 提取
１次 。

本研究建立了 HPLC 法测定猫人参中积雪草
酸含量的方法 ，通过对检测波长 、色谱柱及流动相组

成等条件的摸索 ，确定最优色谱条件 ；同时采用正交

试验优化得到猫人参中积雪草酸的提取方法 。此法

前处理条件简便快速 ，测定结果准确可靠 ，重复性

好 ，实用性强 ，可用于对猫人参药材中积雪草酸的含

量测定及质量控制 。
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