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卢凤来，, 刘金磊，, 黄永林，, 李典鹏

（ 广西壮族自治区 中国科学院广西植物研究所，广西 桂林 ’&)""%）

摘要：建立了高效液相色谱测定罗汉果中罗汉果苷!、罗汉果苷"8、罗汉果苷#、)) )氧化罗汉果苷#、罗汉果苷$
, 和 )) )氧化罗汉果苷$, 等 % 种苷类化合物含量的方法。采用的色谱条件：9:;<8= ><)?)# 色谱柱（)’" -- -
&. % --，’ %-）；柱温 *" @ ；以水（8 相）和乙腈（< 相）为 流 动 相，梯 度 洗 脱 程 序：" ( * -/1，!"A < ( *"A <；* ( #
-/1，*"A < ( *’A <；# ( / -/1，*’A <；流速 ". # -B C -/1；检测波长 !"* 1-；进样量 )" %B。结果表明，以上 % 种苷

类化合物分别在 ". "& ( ). " -2 C -B、". ")) ( ". %# -2 C -B、". ")" ( ". #" -2 C -B、". ""/ $ ( ". ’# -2 C -B、". "!’ (
). " -2 C -B、". ")* ( ". $% -2 C -B 范 围 内 线 性 关 系 良 好（ ! 0 ". /// )）。 加 标 回 收 率 依 次 为 //. %’A，)"). %A，

/$. "’A，)"*. )A，//. !’A和 )"*. "A；相对标准偏差分别为 ". #*A，*. )A，). /A，*. *A，". ’/A和 !. "A。该方法简便、

快速、准确，适用于罗汉果原材料及其制品中苷类化合物的检测和含量测定。
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! ! 罗 汉 果（ !"#$"%"$ &#’()*+’#""）为 葫 芦 科 罗 汉

果属多年生宿根茎性藤本植物，是我国特有的经济、

药用植物，为广西桂北地区的传统特产，具有清热润

肺、凉血、润肠通便的功效，在治疗百日咳、慢性气管

炎、感冒、便秘、胃肠小疾等方面疗效显著［#］。临床

实验表明，罗汉果的主要活性成分是葫芦烷三萜类

皂苷［$］，其在干果中的总含量为 %& ’(! ) %& *(!［%］。

罗汉果甜苷具有甜度高、口感纯正、热量低、无毒副

作用等特点，是糖尿病、肥胖症等患者最理想的天然

甜味剂与保健品，也是儿童预防龋齿的最佳食品添

加剂之一。最近研究发现其还可能具有抗衰老、抗

癌与防肺结核［" + (］等作用，所 以 罗 汉 果 及 其 制 品 也

越来越受到国内外医药及食品行业的青睐。

! ! 不同生长期的罗汉果果实中的苷类成分及其含

量不一样。成熟的罗汉果中富含罗汉果甜苷，主要

为罗汉果!、"（"#$%#&’() !、"），未成熟的果实

中主要含 有 罗 汉 果 苦 苷，即 罗 汉 果 苷#*（"#$%#+
&’()#*）。我们研究了罗汉果中主要苷类成分的季

节性变化［’，*］，并分别建立了罗汉果苷"、罗汉果苷

#* 和罗汉果苷$的测定方法［,，#-］。本文在以往研

究以及在分离得到新的罗汉果三萜类皂苷成分标准

品（ ## +氧 化 罗 汉 果 苷 # * 和 ## +氧 化 罗 汉 果 苷

$［##，#$］）的基础 上，对 样 品 的 处 理 方 法 以 及 高 效 液

相色谱（,-./）的 测 定 条 件 进 行 了 改 进，目 的 在 于

建立一种简便、可靠的方法，能在同一条件下同时测

定罗汉果中 ( 种主要苷类化合物的含量，以便更准

确地反映与控制罗汉果原料及制品的质量，为罗汉

果产品的标准化、国际化奠定基础。

!" 实验部分

! ! !" 药品与试剂

! ! 对 照 品 罗 汉 果 苷"（"#$%#&’()"，.,0#）、罗

汉果苷! 1（ "#$%#&’()! 1，.,0$）、罗 汉 果 苷$
（"#$%#&’()$，.,0%）、## +氧化罗汉果苷$（## +#2+
#"#$%#&’()$，.,0"）、罗汉果苷#*（"#$%#&’()#
*，.,0.）和 ## +氧 化 罗 汉 果 苷#*（## +#2#"#$%#+
&’()#*，.,0(）由 本 实 验 小 组 从 罗 汉 果 中 分 离 获

得，化学结构如图 # 所示；所有的化合物均有严格的

光谱学鉴定数据［##，#$］，并经 ,-./ 法测定其含量分

别 为 ,,& #!，,*& ,!，,*& #!，,,& %!，,*& .!，,*& ,!
（ 质量分 数）。乙 腈 为 色 谱 纯（ 美 国 3*451 公 司），

重蒸蒸馏水为自制，其他试剂均为分析纯。

! ! 罗汉果药材采集于广西植物研究所罗汉果实验

地。在罗汉果盛花期点花并挂牌标记，相继采摘不

同生长期的青皮果与长滩果果实适量，采集后分别

冷冻干燥，碾碎过 "- 目筛，干燥保存备用。

图 !" # 种苷类化合物的化学结构

"#$! !" %&’()&(’*+ ,- +#. )()(’/#&01* &’#&*’2*1* $34),+#5*+

! ! $" 仪器与色谱条件

! ! 1$’6)78 ##-- 分 析 型 高 效 液 相 色 谱 仪，包 括 二

极管阵列多 波 长 检 测 器（414）、四 元 梯 度 泵、在 线

真空脱气机、’’$. ’ 手动进样器、,- 化学工作站（ 美

国 1$’6)78 公司）。

! ! 色 谱 柱：9:;<1= ><+/#* 柱（ #.- "" / "& (
""，. %"）；柱温：%- ?；流动相：水（1 相）和乙腈

（< 相）；梯度洗脱程序：- ) % "’7，$-! < ) %-! <；%
) * "’7，%-! < ) %.! <；* ) , "’7，%.! <；流 速：

-& * ". @ "’7；检测波长：$-% 7"；进样量：#- %.。此

条件下 .,0#、.,0$、.,0%、.,0"、.,0. 和 .,0(
的色谱峰与其他组分达到了良好的分离，保留时间

分别为 .& $%，.& ’#，(& %#，(& .,，’& ’% 和 *& #- "’7；以

甲醇作空白对照实验，溶剂峰在 $& . "’7 以前出现，

未对目标峰造成影响（ 见图 $）。

图 $" # 种葫芦烷三帖类皂苷对照品混合物的色谱图

"#$! $" 67’,80&,$’08 ,- 0 8#.&(’* ,- +#. )()(’/#&01*
&’#&*’2*1* $34),+#5* ),1&’,3+

! ! # A "#$%#&’()"（ .,0# ）；$ A "#$%#&’() ! 1（ .,0$ ）；

% A "#$%#&’() $（.,0%）；" A ## +#2#"#$%#&’() $（ .,0"）；. A
"#$%#&’()#*（.,0.）；( A ## +#2#"#$%#&’()#*（.,0(）A
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! ! "# 供试品溶液的制备

# # 取罗汉果 药 材 粉 末 $% & !，精 密 称 定，置 于 ’$$
"# 具磨口塞锥形瓶中，精密加入甲醇 !& "#，摇匀，

称定重量。超 声 处 理 ’ $，放 冷，再 称 定 重 量，并 用

甲醇补足减失的重量，摇匀，以 $% (& !" 的 微 孔 滤

膜过滤，滤液作为供试品溶液。

! ! $# 对照品溶液的制备

# # 分别精确称量 " 种葫芦烷三帖类皂苷对照品适

量，用甲醇溶解 到 " 个 ’$ "# 的 容 量 瓶 中，超 声 溶

解，并用甲醇定容制成储备液，然后分别吸取一定的

体积，用甲醇稀释，得到 #%&’ 对照品溶液的质量浓

度 为 $% $($，$% ’$，$% !$，$% &$，$% )$，’% $ "! ’ "#；

#%&! 对 照 品 溶 液 的 质 量 浓 度 为 $% $’’，$% $("，

$% ’’，$% !*，$% ("，$% ") "! ’ "#；#%&* 对 照 品 溶 液

的质量浓 度 为 $% $’$，$% $($，$% ’$，$% !$，$% ($，$% )$
"! ’ "#；#%&( 对 照 品 溶 液 的 质 量 浓 度 为 $% $$+ ,，

$% $*+，$% $+,，$% ’+，$% *+，$% &) "! ’ "#；#%&& 对 照

品溶液的质量浓度为 $% $!&，$% ’$，$% !&，$% &$，$% )$，

’% $ "! ’ "#；#%&" 对 照 品 溶 液 的 质 量 浓 度 为

$% $’*，$% $&$，$% ’*，$% !&，$% &$，$% ," "! ’ "#。

%# 结果与讨论

% ! !# 供试品溶液制备方法的选择

# # 本实验比较了加热回流（ 以往罗汉果提取多采

用此法）与 超 声 提 取 两 种 方 法，发 现 两 种 方 法 的 提

取效果无明 显 差 别，但 超 声 提 取 具 有 操 作 简 单、快

捷，溶剂消耗少的优点，故选之作为本实验的提取方

法。分别用甲醇、+&( 乙醇、乙腈、水和 &$( 甲醇为

提取溶剂对 罗 汉 果 皂 苷 的 超 声 提 取 效 果 进 行 了 比

较，发现在相 同 的 提 取 条 件 下，乙 腈 与 水 的 提 取 率

低；&$( 甲醇与甲醇的提取率高且相差不大，但前者

提取液中出现较多的悬浮物，难以用微孔滤膜过滤，

因此本文最后选用甲醇作为提取溶剂。进一步考察

了超声提取时间及提取溶剂的用量对提取效果的影

响，结果表明用 !& "# 甲醇提取 $% & ! 样品 ’ $，可

将样品中的皂苷成分提取完全。

# # 随 机 选 择 & 个 样 品，分 别 称 定 " 份，各 分 为 !
组，每组 * 份，其中一组提取后直接过微孔滤膜，滤

液作为供 试 品 溶 液；另 外 一 组 样 品 提 取 后 经 过 )*
’$’ 大孔树脂处理［’$］。采用相同的方法检测，结果

发现前一 组 的 含 量 要 比 后 一 组 的 含 量 高 $% $,( -
$% !$(。这可能 是 由 于 后 一 组 制 备 步 骤 多，操 作 过

程造成一些有效成分的损失。因此，本文采用甲醇

提取样品并经微孔滤膜过滤后直接进样分析。

% ! %# 流动相洗脱梯度的优化

# # 由试验可知选用乙腈和水作流动相比较合理。

由于样品中成分复杂，采用等度洗脱时有些峰（ 如 ’
号峰 #%&’）容 易 与 杂 质 峰 重 叠，且 分 离 时 间 较 长，

色谱峰扩展（ 见图 * *+）。为使所有组分能在合理的

时间内全部流出色谱柱，并具有良好的分离度，本文

采用梯度洗脱。实验发现，梯度洗脱初期流动相中

乙腈比例的确定很重要，合适的比例能使极性大的

杂质较快地 流 出 色 谱 柱，从 而 与 目 标 化 合 物 分 离。

流动相的流速与色谱柱的温度对各化合物之间的分

离度有较大的影响，尤其对 & 号峰与其前面的一个

峰的分离，在其他条件相同的情况下流速快或柱温

低均会使这两个峰合并为一个峰。经过多次改变洗

脱程序，并考察柱温和流速，最后确定了“’ , !”节的

色谱条件。在该条件下，样品中 " 种葫芦烷三帖类

皂苷在 + "-. 内全部流出色谱柱，目标峰与 相 邻 峰

分离良好，峰形好（ 见图 * */）。

图 "# （"）等度洗脱和（#）梯度洗脱条件下生长期为

$& $ 的罗汉果样品的色谱图

%&’! "# ()*+,"-+’*",. +/ !"#$"%"$ &#’()*+’#"" +/
$& $ ’*+0&1’ "’2. #3（"）&.+4*"-&4 256-&+1
"1$（#）’*"$&21- 256-&+1

0$1 21+3 -41.5-6-7+5-8.9 +:1 5$1 9+"1 +9 -. ;-!, ! ,

% ! "# 线性关系与检出限

# # 分别精密吸取不同浓度的 " 种对照 品 溶 液 ’$
!#，按“’ , !”节色谱条件测定，记录峰面积和进样浓

度，以峰面积 ! 对进样浓度 "（"! ’ "#）进行线性回

归。并将线性关系考察中各化合物的最小浓度的溶

液进行不断的稀释及检测。稀释 &$ 倍后仍能检测

到色谱峰，且信噪比在规定的范围内，确定此浓度为

" 种化合物在该色谱条件下的检出限。结果表明 "
种被测化合物的峰面积与进样浓度线性关系良好，

线性范围宽，检出限低，灵敏度高（ 见表 ’）。

·"$&·
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表 !" # 种葫芦烷三帖类皂苷对照品的回归方程、相关系数、线性范围与检出限

!"#$% !" &%’(%))*+, %-."/*+,)，0+((%$"/*+, 0+%11*0*%,/)，$*,%"( (",’%) ",2 $*3*/) +1 2%/%0/*+,（456）+1
)*7 0.0.(#*/",% /(*/%(8%,% ’$90+)*2% 0+,/(+$)

!"#$"%&%’ (&)*&++,"% &-./’,"%! ! 0,%&/* */%)& 1（#) 1 #0） 023 1（!) 1 #0）

045# " $ %%%& 6 ’# ( #% 6 )%% * 6 ’’’+ * 6 *" , # 6 * * 6 -%
045& " $ %+’% 6 "# ( " 6 %’") * 6 ’’’’ * 6 *## , * 6 .- * 6 &"
045% " $ %#+# 6 %# ( % 6 )+-% * 6 ’’’) * 6 *#* , * 6 -* * 6 &#
045" " $ +*%. 6 ## ( ) 6 #)+ * 6 ’’’’ * 6 **’) , * 6 +- * 6 &*
045+ " $ .+.- 6 -# ( #. 6 +*% * 6 ’’’# * 6 *&+ , # 6 * * 6 +&
045. " $ "’). 6 +# ( #& 6 ’’+ * 6 ’’’- * 6 *#% , * 6 ). * 6 &.

! !"：$&/7 /*&/；#：#/++ 8"%8&%’*/’,"%，#) 1 #06

$ : %" 精密度与稳定性

! ! 精密称取 "+ 9 青皮果样品 + 份，按“#/ %”节方

法制备供试品溶液，按“# 6 &”节色谱条件测定，计算

各组分测 定 结 果 的 相 对 标 准 偏 差（(:3）。罗 汉 果

苷 045# 0 . 的 (:3 分 别 为 #/ -;，&/ #;，&/ .;，

#/ &;，#/ #;，#/ ’;。说明该方法的精密度良好。

! ! 再取 "+ 9 青皮果样品粉末，精密称定，按“#/ %”

节方法制备供试品溶液，分别放置 *，#&，&"，%.，"-，

)& < 后进样，测 定 其 峰 面 积 并 计 算 含 量，结 果 表 明

罗汉 果 苷 045# 0 . 含 量 的 (:3 依 次 为 #/ -;，

#/ +;，#/ ";，"/ ";，&/ +;，#/ &;。 说 明 样 品 在 )& <
内的稳定性良好。

表 &" 不同生长期的青皮果与长滩果中皂苷成分的测定结果

!"#$% &" ;+,/%,/) +1 )*7 0.0.(#*/",% /(*/%(8%,% ’$90+)*2%) *, <*,’8*’.+ ",2 ;=",’/",’.+ )"38$%) +1 2*11%(%,/ ’(+>*,’ "’%)

5*"=,%)
/)& 1 9

045+ 1 ;

/#） >&）

045. 1 ;
/ >

045% 1 ;
/ >

045" 1 ;
/ >

045& 1 ;
/ >

045# 1 ;
/ >

+ # 6 )) # 6 &- * 6 "- * 6 "+ , , , , , , , ,
#* & 6 +" & 6 )* * 6 +& * 6 +% , , , , , , , ,
#+ & 6 ". & 6 +" * 6 "+ * 6 "& * 6 *" , , , , , , ,
&* # 6 ’+ & 6 &* * 6 "* * 6 %& * 6 *" * 6 *" , * 6 *& , , , ,
&+ # 6 .+ & 6 ** * 6 %" * 6 %# * 6 *+ * 6 *+ , * 6 *% , , , ,
%* # 6 #" # 6 "- * 6 &# * 6 &. * 6 #& * 6 *) , * 6 *" , , , ,
%+ # 6 *" # 6 "& * 6 #- * 6 &% * 6 #- * 6 *’ * 6 *& * 6 *+ , , , ,
"* * 6 +& * 6 -+ * 6 *’ * 6 #& * 6 ") * 6 ". * 6 *+ * 6 *) * 6 *" * 6 *+ * 6 *& ,
"+ * 6 &+ * 6 %) * 6 *% * 6 *+ * 6 +- * 6 ." * 6 *) * 6 #& * 6 &’ * 6 %’ * 6 %. * 6 &"
+* * 6 *% * 6 && , * 6 *% * 6 &+ * 6 +& * 6 *" * 6 #* * 6 &- * 6 &. * 6 )- * 6 #"
++ , * 6 #" , * 6 *# * 6 #. * 6 %+ , * 6 *+ * 6 && * 6 &- # 6 &% * 6 )"
.* , , , , , * 6 *" , * 6 *& , * 6 %* # 6 +* # 6 #&
.+ , , , , , , , , , , # 6 +* # 6 .’
)* , , , , , , , , , , # 6 "+ # 6 -.
)+ , , , , , , , , , , # 6 +* # 6 .)
-* , , , , , , , , , , # 6 "& # 6 +%
-+ , , , , , , , , , , # 6 +# # 6 +%

! #）/6 ?,%)$,)."；&）>6 !</%)’/%)."6

$ : ’" 加标回收率

! ! 准确称取 &* 9 和 "+ 9 青皮果样品各 . 份，分为

& 组，每组 % 份，其中一组 &* 9 样品中精密加入已知

量的 045+ 和 045.，"+ 9 样 品 中 加 入 另 外 " 种 对

照品；另一组不加对照品。分别按建立的方法对样

品进行制备及测定，结果见表 &。需要说明的是，由

于对照品有限，每个化合物未能按低、中、高 % 个水

平来检测。但从整个实验来看，同样是考察了不同

的加标水平，且平均回收率在 ’)/ *+; 0 #*%/ #; 之

间，说明该方法具有良好的准确性。

表 $" 罗汉果中 # 种苷类化合物的加标回收率（! ( &）

!"#$% $" &%0+?%(*%) +1 /=% )*7 3+’(+)*2%)
*, "#$%#&#% ’$()*+!($##（! ( &）

!"#$"%&%’
@/87)*".%9 1

#)
A99&9 1
#)

B".%9 1
#)

(&8"C&*D 1
;

(:3 1
;

045# # 6 ’% & 6 +% " 6 "+ ’’ 6 .+ * 6 -%
045& # 6 "& * 6 +)* & 6 ** #*# 6 . % 6 #
045% & 6 +% # 6 *# % 6 +# ’) 6 *+ # 6 ’
045" * 6 %." * 6 ’)* # 6 %. #*% 6 # % 6 %
045+ ## 6 # # 6 %% #& 6 % ’’ 6 &+ * 6 +’
045. & 6 &+ * 6 +*" & 6 "" #*% 6 * & 6 *

$ : #" 样品分析

! ! 按本文所建立的方法测定了 %" 份不同生长期

的罗汉果样品。如表 % 所示，在罗汉果早期嫩果中

主要检测到 了 045+ 和 045.；随 着 生 长 时 间 的 增

加，在罗汉 果 中 逐 渐 检 测 到 了 045%、045"、045&
和 045#，成熟果实中以 045# 为主，其典型的图谱

见图 "。这说明本文方法能准确测定罗汉果苷类成

分的含量，可用于控制罗汉果原料的质量。

·)*+·



色 谱 第 !" 卷

图 !" 不同生长期的青皮果样品的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- ."/#0"#1( ,*)023, (- 4"--3’3/+ #’(5"/# *#3,
!"#$%&’ (’)*：(+ #$ ,；-+ %& ,；.+ ’& ,+ /0) 1)(2 %,)&3%4%.(3%#&* (") 30) *(5) (* %& 6%’+ ! +

#" 结论

( ( 本实验应用 789: 法建立了罗汉果中 " 种皂苷

类化合物的测定方法并进行了详细的方法学验证。

本实验的特点在于在同一条件下可同时对罗汉果中

多种皂苷 类 成 分 进 行 定 量 分 析。 通 过 比 较 实 验 发

现，利用超声提取所得到的提取液经微孔滤膜过滤

后可直接进样分析，方法简单，避免了因操作繁琐而

导致成分损失等弊端，且方便快捷，溶剂消耗少；采

用梯度洗脱能使多个化合物在较短时间内分开，克

服了等度洗脱使色谱峰展宽，检测时间较长等缺陷，

可应用于罗汉果原料及罗汉果制品的质量控制。
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