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摘要 目的  建立积雪草中积雪草苷的柱前衍生化高效液相色谱测定法 并用该法测定积雪草和三金片中积雪

草苷的含量 ∀方法  以吡啶 ) 苯甲酰氯为衍生化试剂 对积雪草苷分子中的羟基进行苯甲酰化后 采用  °2°≤

法测定 ∀色谱柱 ≥ ⁄≥ ≤柱 流动相 甲醇 ) 四氢呋喃 ) 水ΒΒ 1 三乙胺 柱温  ε 流速 1

#  检测波长   内标物 ∂ ⁄
∀结果  积雪草苷 1 ∗ 1 Λ与峰面积比呈线性关系 相关系数为

1 ∀用此法对不同产地的积雪草和三金片中积雪草苷进行测定 结果积雪草中积雪草苷的平均回收率为

1   ≥⁄为 1   ν   三金片中积雪草苷的平均回收率为 1   ≥⁄为 1   ν   ∀结论  此法准确 !

灵敏度高 !重现性好 为中药积雪草和中成药三金片的质量评价提供了科学依据 ∀
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  积雪草为伞形科植物积雪草 Χεντελλα ασιατιχα

 的全草 有清热利湿 !解毒消肿之功效 

5神农本草经6列为中品 ∀现代药理研究表明 积雪

草有促进伤口愈合 !刺激生物合成 !抗胃溃疡等多种

药理作用≈ ∗  ∀积雪草苷是积雪草的

主要活性成分之一 其分子结构如下 



我国积雪草资源丰富 年收入中国药典 至今

尚无质量控制方法 ∀近年来 有关积雪草苷的定量

分析方法 有滴定法≈ !双波长薄层扫描法≈ !≤

 ≥ !高速逆流分配法与薄层色谱联用≈和 °≤

法≈ ∗ 等 ∀但这些方法的选择性 !专属性 !灵敏度

和准确度低 ∀ ≤  ≥和高速逆流分配法虽然性能

指标较好 但不易应用于常规分析 ∀本研究采用柱

前衍生化方法 将积雪草苷苯甲酰化 再用高效液相

色谱法进行含量测定 并对不同产地的积雪草和
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中成药三金片由积雪草 !海金沙 !金樱根 !金刚刺等

五味药材组成进行了含量测定 为中药积雪草及其

制剂质量控制提供新方法 ∀

实 验 部 分

1  仪器和试剂

高效液相色谱仪 ≥∏ ≤2 恒流泵 

≥∏≥°⁄2 紫外检测器 ≥∏ ≤ × 2

柱温箱 ≥∏≤2÷ 积分仪 ∀对照品积雪草苷

由上海医药工业研究院提供 内标物

√ ⁄ ∂ ⁄购自 公司 ∀积雪草样品经
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沈阳药科大学孙启时教授鉴定 ∀试剂为去离子水 !

吡啶分析纯 经重蒸馏处理为无水吡啶 !甲醇色

谱纯 !四氢呋喃 !三乙胺 !乙醇 !石油醚 !乙酸乙酯 !

正丁醇 !苯甲酰氯均为分析纯 ∀

积雪草苷对照品溶液的配制 精密称取积雪草

苷对照品约  加吡啶  Λ溶解作为对照品

溶液 ∀

内标物溶液的配制 精密称取 ∂ ⁄ 1 

置于  量瓶中 以甲醇溶解并稀释至刻度 得

浓度为 1 # 的内标溶液 ∀

2  色谱条件

固定相 ≥ ⁄≥ ≤柱1  ≅ 

  Λ 流动相 甲醇 ) 四氢呋喃 ) 水ΒΒ 

1 三乙胺 柱温  ε 流速 1 #  检

测波长   进样量  Λ∀

结 果

1  衍生化条件的优化

本实验根据衍生化反应机理 以吡啶 ) 苯甲酰

氯为衍生化试剂 对积雪草苷分子中的羟基进行苯

甲酰化 ∀通过单因素轮换法和均匀设计试验对反应

时间 ∗   !温度 ∗  ε 及吡啶用量进行考

察 确定了最佳反应条件为 吡啶  Λ!室温 !反

应  ∀

2  衍生化反应条件

称取积雪草苷适量置于  具塞圆底烧瓶

中 用吡啶  Λ溶解后 在冰水浴温度下加入苯

甲酰氯  Λ摇匀后室温放置  使反应完全 ∀

反应液用甲醇稀释定量转移至  量瓶中 加入

内标物溶液  用甲醇定容至刻度 1 Λ微

孔滤膜过滤 取各续滤液  Λ按上述色谱条件进

行分析 ∀

3  衍生化产物的质谱分析

积雪草苷的衍生化产物经制备液相色谱分离纯

化后 以 ƒ2  ≥谱确定其产物的分子离子峰 

为  比积雪草苷分子的分子离子峰 

多  个质量单位 说明积雪草苷分子中有  个

  与苯甲酰氯发生反应 生成了三苯甲酰化积

雪草苷 ∀

4  ΗΠΛΧ的线性范围考察

以微量取样器分别吸取积雪草苷对照品溶液

    和  Λ置于  具塞反应

瓶中 以吡啶稀释至  Λ按上述/衍生化反应条

件0和/色谱条件0进行分析 ∀色谱图见图  ∀以积

雪草苷衍生物峰面积与内标峰面积之比对积雪草苷

的浓度  #  作图 ∀结果表明 积雪草苷

1 ∗ 1 Λ线性关系良好 回归方程为 

内标  1≤  1 Χ 1 ∀

ƒ  ≤√

 ∏≥

     ∂ ⁄     ⁄√



5  样品测定方法

积雪草 将积雪草样品去除杂物后粉碎  ε 干

燥至恒重 ∀精密称取样品约  可按品种不同增减

称样量 在 ≥¬提取器中乙醇浸泡过夜 回流提

取  回收乙醇 残渣以少量蒸馏水转移至  

分液漏斗中 分别以石油醚 !乙酸乙酯洗涤 次 每

次  ∀再用水饱和正丁醇萃取  次 每次 

∀合并正丁醇层 挥干 将残渣按上述衍生化反

应条件和色谱条件进行分析 ∀每份供试液进样 

次 ∀以待测峰面积与内标峰面积的比值 计算积雪

草皂苷的含量 所得结果见表  ∀代表性的色谱图

见图  ∀

三金片 取三金片 片精密称重 求得平均片

重 ∀将三金片去除糖衣 !粉碎 !备用 ∀精密称取三金

片粉末约  置于 ≥¬提取器中 先以乙酸乙酯

 回流提取  挥尽乙酸乙酯后 再用乙醇回

流提取  旋转蒸发回收乙醇 残渣以少量蒸馏水

转移至  分液漏斗中 用水饱和正丁醇萃取 

次 每次  ∀合并正丁醇层 挥干 将残渣按对

照液中制备方法进行衍生化反应后 加入内标液 

用甲醇定量转移至  量瓶中 定容至刻

度 用 1 Λ微孔滤膜过滤 取续滤液  Λ按
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上述色谱条件进行分析 ∀每份供试液进样 次 ∀以

待测峰面积与内标峰面积的比值 计算积雪草苷的

含量 所得结果见表  ∀代表性的色谱图见图 ∀

ƒ  ≤ Χεντελλα ασιατιχα

 ≥ 

  Χεντελλα ασιατιχα    ≥

  ∂ ⁄   ⁄√



Ταβ 1  Χοντεντ οφ ασιατιχοσιδειν σαµ πλε οφ Χεντελλα

ασιατιχα (Λ .) Υρβαν φροµ διφφερεντ ηαβιτατσ

≥    ≤ 

 ÷∏ƒ∏  

 ∏  

 ×∏¬ ∏  

  ∏¬  

 ∏  

Ταβ 2  Ρεσυλτσ οφ Σανϕινπιαν ταβλετ ασσαψ ( ν = 3)

    ≥⁄ 

    

    

    

6  精密度试验

仪器精密度 取上述某一对照品衍生化溶液 在

上述色谱条件下 重复进样 次 根据测定的对照品

含量# 计算  ≥⁄为 1  ∀

方法精密度 取积雪草苷对照品溶液 份 每份

 Λ同/线性范围0项操作 进行衍生化和 °≤

分析 ∀根据测出的标准品含量 计算  ≥⁄为 1 

 ν   ∀

样品测定的精密度 精密称取同一生药样品  

和三金片粉末  各 份 同/样品测定方法0项分

别测定积雪草苷的含量 其  ≥⁄分别为 1   ν 

和 1   ν   ∀

7  稳定性试验

积雪草苷对照品衍生物溶液在  ε 下放置 个

月 测得其含量无明显变化 ∀表明积雪草苷的苯甲

酰化衍生物稳定 ∀

8  回收率试验

精密称取已知含量的积雪草样品  和三金片

粉末  各 份 加入一定量的积雪草苷对照品 同

/样品测定方法0项操作 进行衍生化和 °≤ 分

析 求出积雪草苷的含量 平均回收率分别为

1 和 1   ≥⁄均小于   ∀

讨 论

积雪草所含化学成分复杂 除积雪草苷外 尚有

多种其他皂苷 !氨基酸 !多糖和黄酮类成分 ∀这些成

分大多数在  左右有吸收 且积雪草中含有

与积雪草苷相差一个羟基的羟基积雪草苷 使直接

采用 °≤ 法在  左右测定积雪草苷的含量

干扰多而准确度低 给定量分析带来一定困难 ∀

本研究首先采用柱前衍生化 °≤ 法 对积雪

草苷分子的羟基进行苯甲酰化反应 使最大吸收波

长移至  处 提高了分离选择性和检测灵敏

度 且样品中其他成分对积雪草苷的测定无干扰 实

现了样品中积雪草苷的定量分析 ∀此法衍生化反应

条件温和 !产物稳定 !样品进样前处理简单 !内标物

∂ ⁄
虽遇光能分解 但在冰箱中避光保存半年内无

变化选择适当 是一个较好的积雪草质量控制方

法 ∀

经对 个不同产地的积雪草样品中积雪草苷进

行定量分析结果表明 不同产地积雪草中所含积雪

草苷差异较大 其中以福建仙游的含量较高 平均含

量为 1  本研究得出的结果可以作为选择生产

原料的参考 ∀对中成药三金片中积雪草苷进行了含

量测定 测定结果稳定 !重现性好 !灵敏度高 可考虑

作为三金片质量控制的指标 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ×∏∏ ∏ ≠     ετ αλ ∞

 ∏≈  Οψο Ψακυρι  7

    

≈ ° ⁄∏ ⁄   
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√ ¬      

¬ Χεντελλα ασιατιχα  × ∞≤    ∏ 

≈  Χ Ρ Ηεβδ Σεαχεσ Αχαδ Σχι , Σερ ∆  

286    

≈ ×  ⁄   °  ετ αλ∞

   Χεντελλα ασιατιχα 

∏√ ¬  ∏ 

∏∏≈  Ιταλ ϑ Βιοχηε µ  37 

  

≈ ⁄ ∂   ≥   ≤∏   ετ αλ ∞ 

Χεντελλα ασιατιχα   √  ∏∏

≈  Φαρµ Εδ Πρατ   39   

 

≈ •  ≥ • ∏ ± °  ετ αλ≤ 

  ≈ 

Χηιν Τραδιτ Πατ Μεδ  ≤  12    

≈      ≠  ⁄  

 ≥ ≈  ϑ Χηινα Πηαρµ Υνιϖ 

≤  19    

≈ ⁄  ∂2ƒ   ∂   ⁄

∏2∏2∏
2  

    Χεντελλα ασιατιχα

≈  ϑ Χηροµ ατογρ 558    

≈     ∞⁄ 2 ∏

    ≈   ϑ

Χηροµ ατογρ 368    

≈  °≥  ≥∏   ≥   ≥

  ∏∏

 Χεντελλα ασιατιχα ≈  Πηψτοχηε µιστρψ  28

    

≈ ° ≠  ⁄   ⁄ 

 √∏ Χεντελλα ασιατιχα ≈  ϑ

Χηροµ ατογρ 742    

≈ ° ≠  ⁄ ≥√√    ετ αλ

≥ ∏  √ ∏   Χεντελλα

ασιατιχα ¬≈  ∆ρυγ ∆εϖ Ινδ Πηαρµ   22

    

≈ ∏ ≤     ƒ ⁄ √ °≤

  Χεντελλα ασιατιχα 

  ∏∏ ∏∏

 ≈  ϑ Λιθ Χηροµ ατογρ Ρελατ Τεχηνολ 

21    
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÷ ∏ ≤∞ ∏2  2∏
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ΑΒΣΤΡΑΧΤ: ΑΙΜ  × √  2∏ √ °≤   

 Χεντελλα ασιατιχα  ≤ ×≤ 

≥ Χεντελλα ασιατιχα ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×√

∏ ) ∏ ) ΒΒ1  ∂⁄

√ × √   ΡΕΣΥΛΤΣ    

1 ∗ 1 ΛΧ 1 ×√√  Χεντελλα

ασιατιχα≥ 1 1 √×∏∏√

∏≥ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×∏

√∏∏  Χεντελλα ασιατιχα ×≤ 

≥ Χεντελλα ασιατιχα

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : Χεντελλα ασιατιχα ≥  √   ∏
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