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摘 要 目的:提取分离并测定黑翅土白蚁和菌圃中熊果酸的含量。方法:大孔树脂吸附法、高效液相色谱法。结果:测得熊果
酸在 0. 009 ～ 0. 015 mg范围内峰面积与浓度线性关系良好，平均回收率为 97. 1%。所测样品中熊果酸平均含量为 0. 634 mg·
g －1。结论:方法简便，可靠，精密度高，稳定性好。
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Abstract Objectives: To Study the Technology for Extraction and establish the method for content determination of
ursolic acid in Odontotermes formosanus Shiraki Fungus Garden．Methods: Macropumus resin － absorption，HPLC．
Result: It showed that a good linear relationship existed in the range of 0. 009 － 0. 015 mg of ursolic acid． The aver-
age content of ursolic acid was 0. 634 mg·g －1 ． Conclusion: These methods are simple，reliable，accurate and sta-
ble．
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黑翅土白蚁 ( Odontotermes formosanus Shiraki)
是最常见的一种白蚁。白蚁蚁巢 ( 生物学上称菌
圃) 是由白蚁唾液等分泌物与植物碎屑粘结构筑而

成，其主要药理作用是免疫、抗炎和镇痛作用［1、2］。
熊果酸是一种五环三萜类化合物，广泛存在于天然

植物中，具有抗炎抑菌和较强的免疫增强作用［3］。
薛德钧老师课题组先前已经研究了黑翅土白蚁( 包

括菌圃) 的化学成分［4］，本文主要研究熊果酸的提

取分离和定量测定。
1 仪器与试药

Agilent 1100 高效液相色谱仪，赛多利斯万分之
一电子分析天平，熔点测定仪。
熊果酸对照品( 批号: 110742 － 200516，由中国

药品生物制品检定所提供) ，甲醇、磷酸为色谱纯，
三乙胺、乙醇、氢氧化钠、硫酸等试剂为分析纯，水为
液相用水，D － 101 型大孔树脂 ( 青岛海洋化工生
产) 。
黑翅土白蚁及菌圃产自江西鹰潭，由鹰潭市白

蚁研究所熊小生工程师鉴定，真空 50 ℃烘干，然后
粉碎备用。
2 方法和结果
2. 1 熊果酸的提取分离 称取黑翅土白蚁及菌圃
粉末 50 g，置 1 L圆底烧瓶中，加入 500 mL乙醇，回
流提取 2 次，每次 2 h，过滤，合并提取液冷却后用乙
醇补足重量。取 100 mL 的提取液用 5%的 NaOH
溶液碱化至pH为11. 04，沉淀后过滤去除杂质 ; 滤
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液先用 5%的硫酸溶液酸化至 pH 为 2. 00，再用相
同体积的 pH为 2. 00 的酸性水溶液稀释，得到熊果
酸沉淀粗产品;粗产品用甲醇溶解后，用极性调节剂

1∶ 1 稀释并调节溶液 pH 为中性 ( 6. 0 ～ 7. 0 ) 后，上
柱( D －101 型大孔树脂柱) 吸附，分步洗脱，收集体
积分数为 90%乙醇溶液的洗脱液［5 ～ 7］。
2. 2 样品鉴定
2. 2. 1 熔点测定 取洗脱液浓缩后固体粉状物 A
与熊果酸对照品混合熔点不下降。mp 284 ～ 288
℃，易溶于甲醇、乙醇、乙酸乙酯有机溶液。
2. 2. 2 Liebermann － Burchard反应 取熊果酸洗脱
液浓缩后固体粉状物 A 5 mg 用 95%乙醇 1 mL 溶
解，取熊果酸乙醇溶液 1 滴置试管中加醋酐 1 mL，
摇匀，沿试管壁缓缓加浓硫酸 1 mL，在液界面上呈
现紫红色圆环。
2. 2. 3 薄层层析鉴定 取已活化 CMC － Na薄层板
备用，取供试品溶液与对照品溶液点样，以环己烷:

丙酮( 3∶ 1) 为展开剂，展开 15 cm后晾干，喷以 10%
硫酸乙醇溶液，于 110 ℃加热 8 min，样品与对照品
在相同位置上显同样紫红色斑点，365 nm 紫外光下
显同样金黄色荧光斑点。
2. 3 HPLC定量测定法的建立
2. 3. 1 对照品溶液的制备 精取熊果酸对照品适
量用甲醇配制成 0. 3 mg·mL －1

的溶液作为对照品

储备液。精密量取上述储备液适量，用甲醇稀释成
每 1 mL含 0. 03 mg熊果酸对照品溶液。
2. 3. 2 供试品溶液的制备 取 5 份样品按“2. 1”
提取收集最后洗脱液减压浓缩至干的产物 A，用甲
醇溶解后转移至 100 mL 量瓶中定容，作为测试样
品，微孔滤膜( 0. 45 μm) 滤过，取续滤液作为供试品
溶液。
2. 3. 3 色谱条件 色谱柱: 依利特 ODS 色谱柱
( 4. 6 mm × 250 mm，10 μm) ; 流动相: 甲醇 － 0. 1%
磷酸溶液 － 三乙胺 ( 85 ∶ 15 ∶ 0. 1 ) ，检测波长: 210
nm，流速 0. 8． mL·min －1 ; 进样量: 20 μL，柱温: 30
℃。
2. 3. 4 专属性试验
取空白溶液和熊果酸对照品溶液，按色谱条件

进样，记录色谱图，结果表明 28. 5 min 处的峰为熊
果酸峰。
取供试品溶液按色谱条件进样，记录色谱图，

在与对照品熊果酸相同时间处出峰，理论塔板数

均大于 5000，熊果酸与齐墩果酸达基线分离，R =
1. 53。

图 1 对照品( A) 和样品( B) 色谱图

Fig 1 Chromatograms of reference substance( A) and sample( B)

1．熊果酸( ursolic acid)

2. 3. 5 精密度试验 取对照品溶液，按色谱条件连
续进样 5 次，RSD为 1. 4% ( n = 5) ，精密度良好。
2. 3. 6 稳定性试验 取供试品溶液，按色谱条件于
1，2，4，6，8，12 h 进样测定，RSD 分别为 1. 9% ( n =
6) 。供试品溶液于 12 h内稳定。
2. 3. 7 线性关系考察 “2. 3. 1”项下对照品储备
溶液( 0. 3 mg·mL －1 ) 0. 1，0. 3，0. 5，1，2，3，5 mL 分
别置于 10 mL量瓶中，用甲醇定容后，按上述色谱条
件注入液相色谱仪，记录峰面积，以峰面积 Y 为纵
坐标，浓度 X( mg·mL －1 ) 为横坐标，进行线性回归，

熊果酸的回归方程分别为:

Y = 1. 498 × 105X + 81. 79 r = 0. 9996
结果表明熊果酸在 0. 009 ～ 0. 015 mg范围内峰面积
与浓度成良好的线性关系。
2. 3. 8 加样回收率 取供试品溶液 6 份分别准确
加入适量经 4 倍、5 倍、10 倍稀释后的熊果酸对照品
储备液，按色谱条件进样，熊果酸的平均回收率为

97. 1%，RSD为 1. 1%。
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表 1 熊果酸回收率试验(n =6)
Tab 1 The recovery of ursolic acid

成分

( component)

样品量

( background) /mg

加入对照品量

( added) /mg

理论值

( theoretical value) /mg

实际测得量

( found) /mg

回收率

( recovery) /mg

RSD

/%

熊果酸( ursolic acid) 0. 0638 0. 075 0. 1388 0. 1366 98. 4

0. 0638 0. 075 0. 1388 0. 1358 97. 8

0. 0634 0. 06 0. 1234 0. 1206 97. 7 1. 1%

0. 0634 0. 06 0. 1234 0. 1197 97. 0

0. 0632 0. 03 0. 0932 0. 0892 95. 7

0. 0632 0. 03 0. 0932 0. 0895 96. 0

2. 3. 9 样品的测定 将“2. 3. 2”项下方法制得的
供试品溶液和对照品溶液按色谱条件测定，用外标

法以峰面积计算出样品中熊果酸的平均含量为

0. 634 mg·g －1，RSD为 0. 35% ( n = 10) 。
3 结论与讨论
3. 1 本文建立并优化了黑翅土白蚁菌圃中熊果酸
的提取分离方法，该方法科学、有效。
3. 2 本文建立高效液相色谱法测定黑翅土白蚁菌
圃中熊果酸的含量，使结构性质极为相似的熊果酸

与齐墩果酸达到了基线分离。该法针对 2 种成分测
定，数据稳定，结果可靠。
3. 3 有文献报道用 HPD － 100 型药用大孔吸附树
脂进行吸附分离效果会更好。
3. 4 薛德钧等多位老师已用波谱方法鉴定出黑翅
土白蚁( 含菌圃) 中含化合物熊果酸［3，4］，因仪器限

制本文未作熊果酸光谱结构鉴定。
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