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高效液相色谱法测定五味子和含五味子的制剂中五味子乙素及

多种活性成分时流动相体系的选择

杨孝容!，- 向清祥，- 陈稼轩
（乐山师范学院化学与生命科学学院，四川 乐山 *’+""+）

摘要：建立了用高效液相色谱法测定五味子和含五味子的制剂中五味子乙素的流动相体系。用 97,+*<"2= $>*
?;9（!$" ++ . +/ * ++，$ !+）色谱柱，在柱温 &" @、检测波长 !,$ -+、流速 ’/ " +A B +,-的条件下，用不同的流
动相组成及其不同比例研究了五味子提取液中 & 种木脂素（五味子乙素、安五脂素和五味子甲素）的保留时间及其
分离情况，从中选择测定五味子乙素的最佳流动相体系。结果表明，在甲醇 *水、甲醇 *冰醋酸 *水的流动相体系中，
安五脂素和五味子乙素很难完全分离；而在乙腈 *甲醇 *水和乙腈 *冰醋酸 *水流动相体系中，& 种木脂素可很好地分
离。以乙腈 *甲醇 *水（体积比为 ’%0 $,0 !$）为流动相测定五味子和护肝片中 & 种木脂素的含量，相对标准偏差（! 1
+）为 "/ #$C ( $/ ,C，平均加标回收率为 #+/ $"C ( ’"$/ *C。将该流动相体系用于供试品中 & 种木脂素含量的测定，
分离效果好，结果令人满意。
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# # 中药五味子（ !"#$%&’()& "#$’*’%$%（!"#$%&）
’()**&）为木兰科植物五味子的干燥成熟果实，具有
收敛固涩、益气生津、补肾宁心之功效。我国临床研

究发现五味子能明显降低肝炎患者血清谷丙转氨酶

水平［$，!］。五味子除了有明显的保肝作用外，近年

还发现其有抗癌、抗艾滋病毒［%，&］等作用。五味子

科植物分为五味子属（又称北五味子）和南五味子

属。北五味子主产于辽宁、吉林、黑龙江、河北和内

蒙古等地，南五味子主产于河南、陕西、甘肃、四川等

地；两种五味子中的活性成分五味子乙素的含量差

别很大，前者中五味子乙素的含量较高，而在药材市

场上前者的价格较后者要贵几倍。根据五味子乙素

含量这一指标可判定五味子药材的优劣。

# # 高效液相色谱法（+,-.）作为一项高效、快速、
高灵敏的分离和分析技术，在中药材指纹图谱的建

立、活性成分的含量分析和天然产物中残留药物的

检测等［’ ( )］方面已被广泛应用。其中有关五味子乙

素含量分析的报道较多［) ( $&］，涉及另一活性成分安

五脂素的报道仅有 ! 篇［$$，$!］。作者多年来一直从

事用 +,-. 测定五味子和含五味子的制剂中五味子
活性成分含量的工作［$’ ( $"］，在这个过程中发现随着

色谱柱使用时间的增加及柱效的降低，若以甲醇/水
和甲醇/冰醋酸/水体系为流动相，安五脂素和五味
子乙素的保留时间很接近，两者无法完全分离，造成

五味子乙素的峰形不对称或保留时间有较小的变

化［$%，$&］，尤其是若选用 !!* 01 左右的检测波长，会
给五味子乙素的定量带来严重的影响，甚至是完全

错误的结果。本文通过对测定五味子乙素时的流动

相体系的选择，建立了测定五味子乙素的最佳流动

相体系，同时测定了不同产地的五味子和不同批号

的护肝片中五味子甲素、五味子乙素和安五脂素的

含量。

!" 实验部分

! ! !" 主要仪器与试剂
# # -./!*$*2 高效液相色谱仪（日本岛津），配四
元泵溶剂淋洗系统、自动进样系统和紫外检测器；

!3/$)*$ 双光束紫外/可见分光光度计（北京普析通
用仪器有限公司）；45/’*’ 型超声波清洗器（昆山
市超声仪器有限公司）。

# # 对照品：五味子甲素（6789:;$<)%(06#)0）、五味
子乙素（!/;$<);(06#)0）购于中国药品生物制品检定
所；（ +）/安五脂素［（ +）/(0="*)>0(0］从广西五味
子种子中分离得到，经核磁共振氢谱、碳谱及红外光

谱和质谱确认，其结构与文献［$,，$)］报道的结果
一致，+,-. 检测为单峰。

# # 供试品：五味子药材（自购于乐山药材市场，产
地为辽宁和四川）；护肝片（黑龙江葵花药业股份有

限公司产品，批号：!**,*$*)&；广东康尔丹制药有限
公司产品，批号：*-*-*$）。甲醇、乙腈为色谱纯；冰
醋酸为分析纯；水为二次蒸馏水。

! ! #" 溶液的制备
# # 单一对照品工作溶液：准确称取一定量的（ +）/
安五脂素、五味子甲素和五味子乙素，溶于少量甲醇

中，转移至 ’* 1- 容量瓶中，用甲醇定容，配制质量
浓度分别为 &&-，!%* 和 !** 1> ? - 的单标对照品储
备液。再分别取（ +）/安五脂素、五味子甲素和五味
子乙素的储备液依次为 !. ’*，". ’* 和 $%. ** 1-，各
置于 ’* 1- 容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，制成 %
种对照品质量浓度依次为 !!. %，%&. ’ 和 ’!. * 1> ? -
的单一对照品工作溶液。

# # 混合对照品工作溶液：分别取（ +）/安五脂素、
五味子甲素和五味子乙素的储备液依次为 !. ’*，
". ’* 和 $%. ** 1- 置于同一 ’* 1- 容量瓶中，用甲
醇稀释至刻度，制成 % 种对照品质量浓度依次为
!!. %，%&. ’ 和 ’!. * 1> ? - 的混合对照品工作溶液。
# # 供试品溶液：称取产于四川和辽宁的两个五味
子果实样品和两个批号的护肝片（去除糖衣）各约

$* >，于 ’’ @条件下烘干，粉碎，过 -* 目筛，混匀。
精密称取五味子每份 *. $’ >，护肝片每份 *. ’ > 。
每种供试品各 , 份，置于具塞锥形瓶中，精密加入
!’ 1- 甲醇，其中 & 份加入对照品混合工作液 ’. **
1-（作加标回收试验），称重，超声处理 %* 1)0，放
冷，再称重，用甲醇补足减失的重量，摇匀。用 *. &’
!1 的滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。
# # 护肝片的阴性溶液：按护肝片的处方［!*］制备不

含五味子药材的阴性对照品，按供试品溶液的制备

项下同法操作，即得。

! ! $" 实验方法
! ! $ ! !" 紫外分析
# # 在 $ $1 的石英比色皿中，加入一定体积（小于
%. ** 1-）的五味子甲素、五味子乙素或安五脂素对
照品工作溶液，用移液管加甲醇补足到 %. ** 1-，混
匀。以甲醇作参比，进行紫外光谱检测。

! ! $ ! #" 高效液相色谱分析
# # 色谱柱：日本岛津 A<)1/B($C D,/EFA（ !’*
11 / &. - 11，’ !1）；柱温 %* @；流速 $ 1- ? 1)0；
检测波长 !,’ 01；进样量 ’ !-；流动相：不同比例
的甲醇/水、甲醇/*. !G 冰醋酸水溶液、乙腈/*. !G 冰
醋酸水溶液、乙腈/甲醇/水体系，用于考察五味子提
取液的分离情况；进行供试品含量分析时选择流动

相体系为乙腈/甲醇/水（体积比为 $"0 ’,0 !’）。
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杨孝容，等：高效液相色谱法测定五味子和含五味子的制剂中
五味子乙素及多种活性成分时流动相体系的选择

!" 结果与讨论

! ! #" 检测波长的选择
" " 图 # 是五味子中 ! 种木脂素的紫外吸收谱图。
五味子甲素和五味子乙素都是联苯环辛二烯木脂

素，因此它们的紫外吸收光谱相似；而安五脂素属于

$，! !二甲基!#，% !二芳基丁烷木脂素，吸收曲线与前
两者差异较大。考虑到在北五味子中五味子乙素含

量较高，而安五脂素含量较低，为了使两者的吸收峰

强度的差异缩小，选择安五脂素的灵敏度较五味子

乙素高的吸收波长 $&’ "# 为 $%&’ 检测波长。
! ! !" 流动相的选择
" " 本实验考察了上述 ! 种木脂素以及四川和辽宁
产五味子的提取液在不同比例的甲醇!水、甲醇!
() $( 冰醋酸水溶液、乙腈!甲醇!水和乙腈!() $( 冰
醋酸水溶液流动相体系中的色谱分离情况。各对

照品的保留时间列于表 # 中，不同流动相体系中辽
宁五味子提取液的典型色谱图见图 $。

图 #" （"）五味子甲素（#$% & #$ % &）、（’）五味子乙素
（#$% $ #$ % &）和（ (）安五脂素（##% # #$ % &）的
紫外光谱图

)*$! #" +, -./(01" 23（"）4/256-(7*8"941*9（#$% &
#$ % &），（ ’） !:-(7*-"941*9（ #$% $ #$ % &）
"94（ (）"9;<=*$9"9（##% # #$ % &）

表 #" 在不同流动相体系中 ’ 种目标物的保留时间
>"’=/ #" ?/0/90*29 0*#/- 23 071// 1/3/1/9(/ -<’-0"9(/- *9 4*33/1/90 #2’*=/ .7"-/-

)*+,-. /012.
3*#/*2,4,*" /5*/*54,*"（ 6*-7#. 514,*）

8.4."4,*" 4,#.2 9 #,"
:.*;<230,=1":5," 1">7-,?"1" !!230,21":5,"

).401"*-!>14.5 *’+ $’ #& @ *$ $, @ !! $, @ ,!
*&+ $$ #! @ ,’ $( @ -( $# @ !#
&(+ $( ## @ &$ #- @ *& #* @ ’&

).401"*-!( @ $( 13.4,3 13,: *’+ $’ #& @ #* $& @ ’# $, @ (*
2*-74,*" *&+ $$ #! @ *, $( @ %& $# @ #!

&(+ $( ## @ -% #- @ -( #* @ !-
A3.4*",45,-.!#.401"*-!>14.5 #*+ ’&+ $’ #& @ -- $$ @ $$ $- @ &&

%’+ !(+ $’ #* @ ,& #- @ &* $! @ &!
*’+ (+ $’ #! @ (* #( @ ’, #- @ (’

A3.4*",45,-.!( @ $( 13.4,3 13,: -&+ !$ #& @ ’, #’ @ $- $% @ $&
2*-74,*" *$+ $& #% @ ** #$ @ ($ #& @ ’#

*’+ $’ #$ @ -- #( @ $& #’ @ ’(

图 !" 在不同流动相体系中辽宁五味子提取液的色谱图
)*$! !" @712#"02$1"#- 23 07/ #/07"92= /501"(0- 23 !"#$%&’()& "#$’*’%$% 312# &*"29*9$ ;*07 4*33/1/90 #2’*=/ .7"-/-

" " )*+,-. /012.2：1@ #.401"*-!>14.5（ *& + $$，6 9 6）；+@ 13.4*",45,-.!() $( 13.4,3 13,: 2*-74,*"（ -& + !$，6 9 6）；3@ 13.4*",45,-.!
#.401"*-!>14.5（#*+ ’&+ $’，6 9 6 9 6）@
" " # @ :.*;<230,=1":5,"；$ @ 1">7-,?"1"；! @ !!230,21":5,"@

" " 从表 # 和图 $ 可知，在甲醇!水和甲醇!冰醋酸!
水体系中，安五脂素的保留时间一般比五味子乙素

稍短，但比五味子甲素长；流动相比例的改变对 ! 种

木脂素的相对保留时间影响很小，安五脂素和五味

子乙素很难完全分离；随着柱效的降低，两者的峰可

能合二为一，使北五味子中五味子乙素的分析结果
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偏高；而南五味子中安五脂素含量高，五味子乙素含

量低，有的甚至无法检出，有可能把安五脂素的峰误

判为五味子乙素，造成完全错误的结果。但在乙腈!
甲醇!水体系中，若固定水的比例，随着乙腈比例的
增加，安五脂素相对于五味子乙素的保留时间在缩

短，可以出现在五味子甲素和五味子乙素之间，甚至

可以出现在五味子甲素之前或与五味子甲素的峰重

叠；而乙腈!冰醋酸!水的体系中乙腈与冰醋酸的相
对量也会影响各木脂素的保留时间和出峰顺序。

# # $ 种木脂素结构（见图 $）的不同是出现上述情
况的根本原因。从它们的结构式可看出，安五脂素

有一个酚羟基，而五味子甲素和五味子乙素却没有；

酚羟基受流动相极性的影响强于 $ 种物质中的其他
基团，因此安五脂素对流动相的极性变化较五味子

甲素和五味子乙素敏感；随着乙腈比例的增加，流动

相的极性减小，安五脂素保留时间缩短的幅度比五

味子甲素和五味子乙素的幅度大，因此出现了图 !
所示的结果。

图 !" （!）五味子甲素、（"）安五脂素和（ #）五味子乙素的结构式
$%&’ !" ()*+#)+*,- ./（!）0,.12-#3%4!50*%5，（"）!56+7%&5!5 !50（ #）!8-#3%-!50*%5

# # 若实验的目的是为了测定五味子乙素，在甲醇!
水和甲醇!冰醋酸!水流动相体系中由于五味子乙素
和安五脂素可能不能完全分离，因而这 ! 种流动相
体系中需加入一定量的乙腈后方能适用；若要同时

测定五味子甲素，若采用乙腈!甲醇!水体系为流动
相时，各组分的比例要恰当，否则可能出现安五脂素

和五味子甲素的色谱峰部分或全部重叠。本文同时

测定五味子甲素、五味子乙素和安五脂素，选用乙

腈!甲醇!水的体积比为 %" & ’( & !’ 的体系为流动相，
在五味子提取液中这 $ 种木脂素与其他物质均能完
全分离（见图 ! !"），护肝片的提取液中其他物质的
存在对这 $ 种木脂素的测定也没有影响（见图 )）。

图 #" （!）对照品混合液、（"）护肝片阴性液和（ #）护肝片的色谱图
$%&’ #" 93*.:!).&*!:- ./（!）! :%1)+*, ./ -)!50!*0-，（"）! 5,&!)%;, -!:<7,

./ =+&!5 )!"7,)- !50（ #）! -!:<7, ./ =+&!5 )!"7,)-
# # #$%&’( )*+,(：+"(-$.&-/&’(!0(-*+.$’!1+-(/（%"& ’(& !’，2 3 2 3 2）4
# # % 4 5($67,"*&8+.5/&.；! 4 +.19’&:.+.；$ 4 !!,"*&,+.5/&.4

表 $" 本方法的线性关系及检出限（>?@）
A!"7, $" >%5,!* ,B+!)%.5-，#.**,7!)%.5 #.,//%#%,5)- !50 7%:%)- ./ 0,),#)%.5（>?@）./ )3, :,)3.0

;9%,-+."( <&.(+/ /+.:( 3（0: 3 <） <&.(+/ (=9+-&$.%） >$//(’+-&$. "$(??&"&(.- <@A!）3（0: 3 <）
A($67,"*&8+.5/&. % 4 $( * %+) ! , * % 4 $- . %+$ / % 4 "! . %+$" + 4 000% + 4 )"
B.19’&:.+. + 4 (0! * -- 4 0 ! , * ! 4 ’" . %+$ / ) 4 00 . %+$" + 4 000) + 4 $%

!!;"*&,+.5/&. ! 4 +( * %’- ! , * $ 4 -’ . %+$ / ! 4 ’0 . %+$" + 4 000( + 4 "%

%）!：)(+C +/(+；"：0+,, "$."(.-/+-&$.，0: 3 <4 !）<@A：! # $ , $ 4

$ ’ !" 线性关系和检出限
# # 用甲醇配制 " 个不同浓度的混合对照品工作溶
液，在“%1 $1 !”节条件下（流动相为乙腈!甲醇!水（体
积比为 %" & ’( & !’））进行测定（% , $），以质量浓度

"（0: 3 <）为横坐标，峰面积 ! 为纵坐标进行线性回
归，其线性范围、线性方程、相关系数、检出限（ ! # $
, $）列于表 ! 中。结果可知，每种物质在其线性范
围内均有良好的线性关系。
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! ! "# 回收率测定
" " 取“# ! $”节中所述每种样品的 % 份加标溶液
（各目标组分在不同基质和本底值样品中的绝对加

标水平如下：五味子甲素 #&$ ! ’ !"、五味子乙素
$() ! ) !"、安五脂素 ### ! ’ !"）进行加标回收率测
定，结果见表 !。

表 $# 加标回收率的测定结果（! % "）
"#$%& $# ’&()*&+,&- ). /0& $ -1$-/#2(&-（! % "） #

$%&’()
*)+,-./012%34513
5)/+6)5- 7$*

839:(1"3%3
5)/+6)5- 7$*

!;$/01.%34513
5)/+6)5- 7$*

8 *% ! ’) $ ! & #)# ! & ! ! % #)% ! ’ % ! !
< *( ! ’# ! ! ( *% ! (( ! ! ! #)! ! * ! ! #
= #)’ ! ( ! ! ) #)% ! + # ! % #)% ! * $ ! (
* #)$ ! + ! ! ’ *& ! *+ $ ! % #)’ ! $ ) ! ’%

" 8：!"#$%&’()& "#$’*’%$% >5+& $1/0:%3；<： !"#$%&’()&
"#$’*’%$% >5+& ?1%+313"；=：@:"%3 A%B()A（ B%A/0 3:&B)5：
$))+)#)*%）；*：@:"%3 A%B()A（B%A/0 3:&B)5：)()()#）!

! ! &# 供试品分析
" " 将“#, $”节下处理的两个五味子果实样品和两
个护肝片的甲醇提取液，在“#, !, $”节条件下（流动
相为乙腈;甲醇;水（体积比为 #& - ’+ - $’））进行高效
液相色谱分析，分析结果见表 %。

表 "# 实际样品中 $ 种目标物的含量（! % "）
"#$%& "# 3)2/&2/- ). /0& $ -1$-/#2(&- ,2

+&#% -#45%&-（! % "）

$%&’()
*)+,-./012%34513

>+:34 C
（&" C "）

7$* C
#

839:(1"3%3

>+:34 C
（&" C "）

7$* C
#

!;$/01.%34513

>+:34 C
（&" C "）

7$* C
#

8 % ! #+ $ ! + ’ ! #! # ! * . .
< ) ! &)$ % ! # ) ! ()$ ! ! & % ! $+ $ ! !
= ) ! $+! % ! $ ) ! #&! ’ ! # ) ! *%! $ ! +
* ) ! #($ ’ ! # ) ! #)& ’ ! + ) ! ()’ ) ! *’

" 8：!"#$%&’()& "#$’*’%$% >5+& $1/0:%3；<： !"#$%&’()&
"#$’*’%$% >5+& ?1%+313"；=：@:"%3 A%B()A（ B%A/0 3:&B)5：
$))+)#)*%）； *： @:"%3 A%B()A（ B%A/0 3:&B)5： )()()#）!
.：D0) /+3A)3A 1. (+9)5 A0%3 A0) (1&1A +> 4)A)/A1+3!

$# 结论

" " 采用高效液相色谱法测定五味子或含五味子的
制剂中五味子乙素的含量，选择甲醇;水和甲醇;乙
腈;水流动相时，安五脂素可能干扰五味子乙素的定
量，甚至可能把安五脂素误判为五味子乙素；选择乙

腈;甲醇;水和乙腈;冰醋酸;水或乙腈;水流动相体
系，安五脂素不干扰五味子乙素的测定。若除了五

味子乙素以外，还要测定其他活性成分，需注意调整

流动相组分的比例，否则安五脂素可能会干扰其他

活性成分的测定。本文同时测定五味子甲素、五味

子乙素和安五脂素，选择乙腈;甲醇;水（体积比为 #&
- ’+- $’）为流动相，供试品的分离效果好，分析结果
令人满意。
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