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高效液相色谱法测定清肝散结颗粒中熊果酸及齐墩果酸的含量

赵　亮１，王新霞１，黎越丹２，周　瑾１，张　海１，吕　磊１，张国庆１，柴逸峰３

１．第二军医大学东方肝胆外科医院药材科，上海２００４３８

２．解放军第１６１医院药械科，武汉４３００１０

３．第二军医大学药学院，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　将本院协定处方清肝散结方制成颗粒剂后，对清肝散结颗粒中所含化学成分熊果酸及齐墩果酸进行含

量测定，建立制剂质量控制方法。方法　采用高效液相色谱法，色谱柱ＣｈｒｏｍｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相Ａ相
为０．１％甲酸水溶液，Ｂ相为甲醇，Ａ∶Ｂ＝１２∶８８，流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱温２５℃，紫外检测波长２１０ｎｍ，进样量５０μｌ，运行时

间为２５ｍｉｎ。结果　熊果酸和齐墩果酸能够达到基线分离，二者分别在６．１～９７．６、６．４～１０２μｇ／ｍｌ范围内呈良好的线性关
系（ｒ＞０．９９９），日内和日间精密度均小于２％（ｎ＝３），平均回收率分别为９５．４％（ＲＳＤ１．５４％，ｎ＝６）、９９．２％（ＲＳＤ１．９７％，ｎ＝

６）。结论　该法简便、快捷，结果准确、重复性好，可用于清肝散结颗粒中熊果酸和齐墩果酸的质量控制。
　　［关键词］　清肝散结颗粒；熊果酸；齐墩果酸；高压液相色谱法
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　　中药复方清肝散结方是第二军医大学东方肝胆外科医

院中西医结合治疗科经长期临床实践总结得出的抗肝癌基

本方，由猫人参、石见穿、白花蛇舌草及半枝莲等十四味中药

组成。组方中猫人参、石见穿、白花蛇舌草及半枝莲为君药，

具有清热利湿，化瘀解毒的功效；白术、茯苓及灵芝为臣药，

具有扶正祛邪，健脾理气的作用；八月扎、平地木、柴胡、黄

芩、茵陈及垂盆草为佐药，具有疏肝理气，清热祛湿的作用；

甘草为使药，具有调和诸药，缓解毒性的作用。该方主要用
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于湿 热 型 原 发 性 肝 癌 的 治 疗 及 预 防 肝 癌 切 除 后 的

复发。　　　　

　　组方君药中猫人参又名猫气藤、沙梨藤、糯米饭藤、痈

草，其味苦、涩，性寒，归肺、胃经，具有清热解毒、消肿、祛风

除湿的功效。主要用于骨髓炎、疮疡脓肿、风湿痹痛、肝硬化

黄疸腹水、麻风病等，民间常用于治疗消化道肿瘤［１２］。石见

穿系唇形科植物华鼠尾草的干燥地上部分，亦名小丹参、华

鼠尾，民间主治噎嗝、痰喘、赤白带、痈肿、瘰疬等症［３４］。白

花蛇舌草为茜草科一年生草本植物白花蛇舌草的全草，其性

甘寒，微苦，具有清热解毒、利尿消肿功效，现代药理研究表

明具有抗肿瘤、抗菌、消炎等活性［５６］，以上三味药材中均含

有熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）及齐墩果酸（ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）。

半枝莲为唇形科黄芩属植物半枝莲的全草，主要功效为清

热、解毒、散瘀、止血及利尿等，在临床上广为应用，黄酮类化

合物在该植物中含量最多，包括野黄芩苷、野黄芩素等，并且

为该药的主要有效成分［７８］。目前已证实，ＵＡ和ＯＡ具有非

常广泛的生理、药理活性，两者广泛存在于植物中，具有保

肝、抗炎、抗变态反应、抗病毒、抗菌和抗肿瘤等作用［９１２］。

ＵＡ和ＯＡ是化学立体结构基本相同的同分异构体，是一类

生物活性广、不良反应甚低的活性成分。目前，对 ＵＡ和ＯＡ
的检测方法主要有高效液相紫外色谱法［１３１５］、液质联用［１６１７］

及高效液相色谱蒸发光散射检测法［１８１９］等。为了有效控制

清肝散结颗粒的质量，本实验采用高效液相色谱紫外检测法

对该制剂中君药所含的ＵＡ和ＯＡ进行含量测定，为该制剂

建立快速、简便、结果准确、重复性好的质量控制方法。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高效液相色谱仪（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 Ｇ１３１５ＢＤＡＤ 检测器；色谱

柱型号为ＣｈｒｏｍｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；ＫＵＤＯＳ

ＳＫ２２００Ｈ 超声器（上海科导超声仪器公司）；ＭＥＴＴＬＥＲ

ＡＥ２４０型十万分之一电子天平（德国梅特勒公司）；ＳＢ３２００Ｔ
超声波清洗器（上海市必能信超声有限公司）；ＳＯＲＶＡＬＬ

ＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ１７离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；电热恒温水浴

锅（上海跃进医疗器械厂）；ＰＷ ＵＩｔｒａｐｕｒｅ超纯水系统（香港

ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司）。

１．２　试药　猫人参ＡｃｔｉｎｉｄｉａｖａｌｖａｔａＤｕｎｎ，批号：１００９０１，

产地：安徽；石见穿ＳａｌｖｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＢｅｎｔｈ，批号：１００７３０，产

地：山东；白花蛇舌草Ｏｌｄｅｎｌａｎｄｉａｄｉｆｆｕｓａ（Ｗｉｌｌｄ．），批号：

２０１０１２０４６６，产地：江苏；半枝莲ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｒｂａｔａＤ．Ｄｏｎ，

批号：２０１０１０００２８，产地：湖北；白术Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｍａｃｒｏｃｅｐｈ

ａｌａ Ｋｏｉｄｚ，批 号：１００９２７，产 地：浙 江；茯 苓 Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ
（Ｓｃｈｗ．）Ｗｏｌｆ，批号：１００９２７，产地：安徽；灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａ

ｌｕｃｉｄｕｍ （Ｌｅｙｓｓ．ｅｘＦｒ．）Ｋａｒｓｔ．批号：１００８２７，产地：安徽；八

月扎Ａｋｅｂｉａｑｕｉｎａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．）Ｄｅｃｎｅ，批号：２０１００９００３３，产

地：安徽；平地木Ａｒｄｉｓｉａｊａｐｏｎｉｃａ （Ｔｈｕｍｂ．）Ｂｌｕｍｅ，批号：

１００８２６，产地：江苏；柴胡 Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅ ＤＣ，批号：

２０１０１２２５０１，产地：甘肃；黄芩ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ，

批号：１０１０１９，产地：山东；茵陈ＡｒｔｅｍｉｓｉａｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓＴｈｕｎｂ，

批号：１００２２４，产 地：江 苏；垂 盆 草 Ｓｅｄｕｍｓａｒｍｅｎｔｏｓｕｍ

Ｂｕｎｇｅ，批号：１００９２８，产地：安徽；甘草Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ

Ｆｉｓｃｈ，批号：２０１１０２００７７，产地：安徽。药材均经第二军医大

学药学院生药学教研室孙连娜副教授鉴定。对照品 ＵＡ和

ＯＡ购自中国药品生物制品检定所（纯度＞９８．０％）。乙醇、

乙酸乙酯均为分析纯；甲醇为色谱纯（美国，Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公

司），甲酸为色谱纯（美国，Ｓｉｇｍａ公司），水为超纯水。

２　方法与结果

２．１　清肝散结颗粒的制备工艺　称取６０倍处方量的药材

共１３．２ｋｇ，用１０倍量水煮沸提取２ｈ，过滤，收集滤液，滤渣

用８倍量水煮沸提取１．５ｈ，过滤，收集滤液，弃掉滤渣，合并

两次滤液，煮沸浓缩至浸膏，得约２ｋｇ浸膏，按１∶２加入辅

料糊精约４ｋｇ，制颗粒，烘干得３．２ｋｇ颗粒剂，以每包１５ｇ
进行外小包装袋灌封，共得１８８袋清肝散结方颗粒剂。

２．２　液相色谱条件　色谱柱为ＣｈｒｏｍｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相 Ａ相为０．１％甲酸水溶液，Ｂ相为甲醇，

Ａ∶Ｂ＝１２∶８８；流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱温２５℃；紫外检测波

长为２１０ｎｍ；进样量５０μｌ；运行时间为２５ｍｉｎ。

２．３　供试品溶液的制备　精密称取清肝散结颗粒样品１５

ｇ，装入２５０ｍｌ锥形瓶中，加入１２０ｍｌ甲醇，超声处理４５

ｍｉｎ，过滤，收集滤液，滤渣加入１２０ｍｌ甲醇，超声４５ｍｉｎ，过

滤，收集滤液，合并２次滤液，置蒸发皿中，水浴８０℃挥干，加

甲醇溶解并转移至５ｍｌ量瓶中，定容。取此溶液置１６５０×ｇ
离心５ｍｉｎ，取上清液过０．４５μｍ有机微孔滤膜，取续滤液即

得供试品溶液。

２．４　对照品储备液的制备　精密称取ＵＡ对照品６．１０ｍｇ、

ＯＡ对照品８．５０ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，加入甲醇溶解并定容，

即得ＵＡ浓度６１０μｇ／ｍｌ、ＯＡ浓度为８５０μｇ／ｍｌ的对照品储

备液，置冰箱４～１０℃保存。

２．５　方法学考察

２．５．１　标准曲线的制备　采用逐级稀释法，精密量取

ＵＡ和ＯＡ对照品溶液适量，置于１０ｍｌ量瓶中，加入甲醇定

容，配制系列浓度对照品溶液。得 ＵＡ 为 ６．１、１２．２０、

２４．４０、４８．８０、７３．２０、９７．６０μｇ／ｍｌ，ＯＡ 为 ６．４、１２．７５、

２５．５０、５１．００、７６．５０、１０２．０μｇ／ｍｌ的系列混合对照品溶液。

按２．２项下色谱条件进样分析，以浓度为横坐标（Ｘ），液相色

谱峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线性回归，得回归方程。ＵＡ：

Ｙ＝２４．４４６Ｘ＋１２．５５２，ｒ＝０．９９９７，线性范围６．１～９７．６０

μｇ／ｍｌ，ＯＡ：Ｙ＝２２．３８９Ｘ＋１７．６９６，ｒ＝０．９９９９，线性范围

６．４～１０２．０μｇ／ｍｌ。　　

２．５．２　定量限及检测限　将 ＵＡ和 ＯＡ分别进行稀释，按

２．２项下色谱条件进样，以信噪比为１０∶１时，确定其最低定

量限，ＵＡ和ＯＡ的最低定量限分别为６．１００μｇ／ｍｌ和６．３７５

μｇ／ｍｌ。以信噪比为３∶１时，确定其最低检测限，ＵＡ和ＯＡ
的最低检测限分别为２．４４０μｇ／ｍｌ和２．５５０μｇ／ｍｌ。
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２．５．３　系统适应性　按２．２项下色谱条件进样检测，得液

相色谱图，见图１Ｃ，ＯＡ保留时间为１７．８ｍｉｎ，ＵＡ保留时间

为１８．９ｍｉｎ，二者色谱分离度＞１．５，ＵＡ的色谱峰对称性为

０．９６，塔板数＞８０００，ＯＡ的色谱峰对称性为１．００，塔板数＞

８０００。

２．５．４　专属性　每袋清肝散结颗粒相当于原处方量药材的

１／３，称取１／３处方量的原药材，不含猫人参、石见穿、白花蛇

舌草及半枝莲，置２５０ｍｌ锥形瓶中，加入１２０ｍｌ甲醇，超声

４５ｍｉｎ，过滤，收集滤液，滤渣加入１２０ｍｌ甲醇，超声４５ｍｉｎ，

过滤，收集滤液，合并２次滤液，水浴挥干，加入甲醇使溶解，

转移至５ｍｌ量瓶中，定容，１６５０×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液过

０．４５μｍ有机微孔滤膜，按２．２项下色谱条件进样分析，结果

见图１Ｂ，检测到有低浓度的ＵＡ和ＯＡ色谱峰。以空白溶剂

进样，结果见图１Ａ，未见２种成分的色谱峰。说明组方中除

君药外，还有其他药材也含有ＵＡ和ＯＡ，但相对实测样品而

言其值甚低，说明此２种化学成分在君药中含量较高，为君

药主要化学成分，故以ＵＡ和ＯＡ的含量测定来控制该制剂

质量具有一定的可靠性。

２．５．５　精密度　取混合对照品溶液，ＵＡ浓度６．１、４８．８、

９７．６μｇ／ｍｌ及 ＯＡ６．４、５１．０、１０２．０μｇ／ｍｌ作为低、中、高３
个浓度点，按２．２项下色谱条件，在１ｄ内分别进样３次，以

及连续３ｄ分别进样，考察日内精密度和日间精密度，结果

ＯＡ日内精密度ＲＳＤ分别为１．２４％、０．８９％、０．５６％，日间精

密度ＲＳＤ分别为０．８８％、０．７６％、０．１９％；ＵＡ日内精密度

ＲＳＤ分别为１．９６％、０．１９％、０．３２％，日间精密度ＲＳＤ分别

为１．６１％、１．３４％、０．２３％。二者在３个不同浓度的日内、日

间精密度均小于２％。

２．５．６　重复性　精密称取６份清肝散结颗粒样品，每份约

１５ｇ，分别置２５０ｍｌ锥形瓶中，按２．３项下制备供试品溶液，

按２．２项下色谱条件进样分析。结果ＯＡ平均浓度为２１．８８

μｇ／ｍｌ，ＲＳＤ为１．４２％，ＵＡ平均浓度为４９．６０μｇ／ｍｌ，ＲＳＤ
为１．８２％，重复性结果均小于２％。

２．５．７　准确度　精密称取６份清肝散结颗粒样品，每份约

７．５ｇ，置２５０ｍｌ锥形瓶中，再分别精密加入ＵＡ浓度为９７．６

μｇ／ｍｌ及ＯＡ浓度为１０２．０μｇ／ｍｌ的对照品混合液１ｍｌ，按

２．３项下制备供试品溶液，按２．２项下色谱条件进样分析，计

算加样回收率。ＯＡ加样回收率为１０１．９％，ＲＳＤ为１．２２％，

ＵＡ加样回收率为９９．６７％，ＲＳＤ为２．２８％。

２．５．８　稳定性　称取清肝散结颗粒样品约１５ｇ，按２．３项

下制备供试品溶液，分别于０、２、６、１２、２４ｈ，按２．２项下色谱

条件进样分析，ＯＡ的峰面积ＲＳＤ为１．６４％，ＵＡ的峰面积

ＲＳＤ为１．５９％，显示２４ｈ内稳定性良好。

２．６　样品的测定　精密称取３份清肝散结颗粒样品，每份

约１５ｇ，置２５０ｍｌ锥形瓶中，按２．３项下制备供试品溶液，按

２．２项下色谱条件进样分析（色谱图见图１Ｄ），记录峰面积，

代入标准曲线计算样品浓度，得清肝散结颗粒中ＯＡ的含量

为７．２９μｇ／ｇ，ＲＳＤ为２．４６％，ＵＡ含量为１６．３７μｇ／ｇ，ＲＳＤ
为２．８７％。

图１　清肝散结颗粒高效液相色谱图谱

Ａ：空白溶剂；Ｂ：空白样品（不含猫人参、石见穿、白花蛇舌草及半枝

莲等君药）；Ｃ：混合对照品；Ｄ：清肝散结颗粒．１：齐墩果酸；２：熊

果酸

３　讨　论

３．１　检测波长的选择　在１９０～４００ｎｍ全波长扫描，结果

发现ＵＡ和ＯＡ在２１０ｎｍ处均有吸收且共同吸收最大，同

时可排除杂质对待测物的干扰，故选择２１０ｎｍ为检测波长。

３．２　流动相的考察　针对药物的特性选择流动相，对多种

流动相的不同比例进行了筛选，用乙腈水系统，ＯＡ和 ＵＡ
不能得到很好的分离。以甲醇水系统能够很好的分离 ＵＡ
和ＯＡ，在流动相中加入一定比例的酸有助于改善峰型，提高

分离度。经过对酸的种类、浓度的考察，得出最佳流动相组

成为：Ａ相为０．１％甲酸水溶液，Ｂ相为甲醇，Ａ∶Ｂ＝１２∶

８８，此条件下ＯＡ和ＵＡ在２０ｍｉｎ内实现基线分离。

３．３　色谱柱的选择　由于 ＵＡ与 ＯＡ为同分异构体，仅为

甲基位置的改变，色谱分离具有一定的难度。考察了色谱柱

的不同填料颗粒类型（ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８、ＸＤＢＣ１８、ＨＣＣ１８、ＴＣ

Ｃ１８、ＥＣＣ１８及 ＣｈｒｏｍｓｉｌＣ１８）、不同内径（４．６、３．０及２．１
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ｍｍ）、不同填料粒径（５、３．５及２．７μｍ）及不同色谱柱长

（２５０、１５０及１００ｍｍ）的色谱柱对二者分离结果的影响，发现

碳含量较高的色谱柱能够增加二者的分离度，提高色谱柱

长、内径及填料粒径能够增加 ＵＡ和ＯＡ与固定相的吸附作

用力，提高色谱分离度，但时间延长。最终选定ＣｈｒｏｍｓｉｌＣ１８
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，ＵＡ与ＯＡ在２０ｍｉｎ内实

现分离，分离度大于１．５。

３．４　提取方法的优化　供试品溶液提取采用超声提取方

法，考察提取溶剂种类（甲醇、乙醇、乙酸乙酯），超声时间

（１５、３０、４５ｍｉｎ）及溶剂体积（６、８、１０倍量）对其中 ＵＡ和ＯＡ
提取结果的影响，故设计三因素三水平正交试验进行提取条

件优化。实验结果表明影响 ＵＡ和 ＯＡ提取结果的因素主

次顺序都是溶剂种类＞提取时间＞溶剂倍数，最终选择８倍

量甲醇为提取溶剂，超声提取４５ｍｉｎ。又考察了提取次数的

影响，实验表明提取２次和３次的 ＵＡ、ＯＡ含量都高于提取

１次的结果，且提取２次和３次结果近乎相同，故选择提取２
次为最优提取方案。

　　本文建立了高效液相色谱紫外检测法测定清肝散结颗

粒中ＵＡ和ＯＡ含量的方法，并对该方法进行了全面的方法

学考察，通过正交试验对前处理条件进行了优化。验证了该

方法对清肝散结颗粒中 ＵＡ和 ＯＡ进行质量控制的可行性

和有效性。该方法简便、快捷、结果准确、重复性好，可用于

对清肝散结颗粒中ＯＡ和ＵＡ的质量控制。
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ｐｈｙａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅｃｈｅｍｉｃａｌｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｉｏｎｔｒａｐ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄａｎｄｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ

ｉｎＡｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ（ｗａｌｌ．）Ｌｉｎｄｌ［Ｊ］．ＪＭａｓｓＳｐｅｃｔｒ，

２００７，４２：９１０９１７．
［１７］ＳｈｅｎＤ，ＰａｎＭ，ＷｕＱ，ＰａｒｋＣ，ＪｕｌｉａｎｉＨＲ，ＨｏＣ，ｅｔａｌ．ＬＣＭＳ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｏｒｙｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎｏｒｅｇａｎｏ（Ｏｒｉｇａｎｕｍｓｐｅｃｉｅｓ）［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃ

ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０１０，５８：７１１９７１２５．
［１８］丁家欣，张秋海，李先端，李淑莉，刘　泓．高效液相色谱蒸发光

散射法测定马鞭草中齐墩果酸与熊果酸的含量［Ｊ］．分析仪器，

２０１１：２６２９．
［１９］张　博，秦　蓓，李金娟，曹　儒．ＲＰＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定连翘

中齐墩果酸及熊果酸的含量［Ｊ］．光谱实验室，２０１０，２７：２５４１

２５４４．

［本文编辑］　尹　茶


