
UPLC 法同时测定冬凌草中 5 种有效成分的含量

张静1，2，袁珂1* ，金永春1，刘颖坤1

( 1． 浙江农林大学，亚热带森林培育国家重点实验室培育基地，临安 311300; 2． 河南中医学院药学院，郑州 450008)

摘要 目的: 建立超高效液相色谱法同时测定冬凌草药材中冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸 5 个主要有

效成分的含量。方法: 采用 WATERS UPLC 色谱系统，ACQUITY BEH Shield RP18 色谱柱( 2. 1 mm × 100 mm，1. 7 μm) ; 流动相为

0. 1%甲酸甲醇溶液( A) －0. 1%甲酸水溶液 ( B) ，梯度洗脱( 0 ～ 9 min，70% A→57% A; 9 ～ 10 min，57% A→48% A; 10 ～ 11 min，

48%A→48%A; 11 ～14 min，48% A→14% A; 14 ～ 22 min，14% A→14% A) ，流速 0. 2 mL·min －1 ; 检测波长为 250 nm ( 0 ～ 12. 40
min 测定冬凌草甲素、冬凌草乙素和迷迭香酸) 和 210 nm( 12. 41 ～22. 00 min 测定齐墩果酸和熊果酸) ; 柱温 23 ℃。结果: 本方法

可在 22 min 内完成 5 个成分的色谱分析，且各成分色谱峰之间具有良好的分离度; 冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸

和熊果酸的线性范围分别为 0. 110 ～0. 990 μg( r =0. 9997) ，0. 012 ～0. 108 μg( r =0. 9991) ，0. 030 ～0. 270 μg( r =0. 9993) ，0. 011 ～
0. 099 μg( r =0. 9991) ，0. 011 ～0. 099 μg( r =0. 9996) ; 平均加样回收率( n = 9) 分别为 100. 9%，95. 4%，102. 1%，97. 1%，99. 0%。
结论: 所建立的超高效液相色谱法简便快速，结果准确可靠，重复性好，可用于冬凌草药材的质量控制与评价。
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Abstract Objective: To establish a UPLC method for simultaneous determination of five effective constituents( ori-
donin，ponicidin，rosmarinic acid，oleanolic acid and ursolic acid) in different parts of Rabdosia rubescens from vari-
ous sources． Methods: Five effective constituents were simultaneously determined by UPLC with ACQUITY BEH
Shield RP18 column( 2. 1 mm 100 mm，1. 7 μm) by gradient elution( 0 － 9 min，70%A→57%A; 9 － 10 min，57%A
→48%A; 10 － 11 min，48%A→48%A; 11 － 14 min，48%A→14%A; 14 － 22 min，14% A→14% A) using 0. 1%
methanoic acid in methanol( A) and 0. 1% methanoic acid( B) as the mobile phase at the flow rate of 0. 2 mL·
min －1 ; The detection wavelength was 250 nm( 0 － 12. 40 min) for oridonin，ponicidin，rosmarinic acid，and 210 nm
( 12. 41 － 22 min) for oleanolic acid and ursolic acid with column temperature at 23 ℃ ． Results: Five effective con-
stituents were separated clearly and respectively in 22 min，the linear ranges of oridonin，ponicidin，rosmarinic acid，

oleanolic acid and ursolic acid was 0. 110 － 0. 990 μg ( r = 0. 9997 ) ，0. 012 － 0. 108 μg ( r = 0. 9991 ) ，0. 030 －
0. 270 μg( r = 0. 9993) ，0. 011 － 0. 099 μg( r = 0. 9991 ) ，0. 011 － 0. 099 μg( r = 0. 9996 ) ，respectively; The aver-
age recoveries( n = 9) were 100. 9%，95. 4%，102. 1%，97. 1%，99. 0%，respectively． Conclusion: The method is
simple，accurate and can be used for quality control and evaluation of Rabdosia rubescens．
Key words: UPLC; Rabdosia rubescens; oridonin; ponicidin; rosmarinic acid; oleanolic acid; ursolic acid

冬凌草 Rabdosia rubescens ( Hemsl． ) Hara 为唇

形科香茶菜属植物，主要分布在黄河流域及其以南

广大地区。生于山坡路旁、林中及草地上，在河南、
安徽、江苏等省资源极其丰富。有关资料表明［1，2］，
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冬凌草具有清热解毒、抗菌消炎、消肿止痛、抗肿瘤

等作用，临床上主要用于治疗急、慢性咽喉炎、扁桃

体炎等症。冬凌草化学成分复杂，含有从单萜、倍半

萜到二萜、三萜等一系列萜类物质。冬凌草甲素与

乙素［3，4］是从冬凌草中提出的四环二萜类抗肿瘤成

分，实验证明，冬凌草甲素具有明显的抗肿瘤活性，

临床上多用于肝癌、食管癌及胰腺癌的治疗，并取得

了一定疗效; 冬凌草乙素也具有一定的抗肿瘤作用;

迷迭香酸具有较好的抗菌、消炎、止痛的功效［5］; 齐

墩果酸和熊果酸也具有一定的抗肿瘤、抗炎、抗 HIV
等药理作用［6，7］。

冬凌草以其丰富的资源优势，良好的药理活性

已经成为目前常用的中草药，是具有广阔开发前景

的药用资源。有关冬凌草中有效成分含量测定的报

道，目前仅限于一两种成分的同时测定。本文建立

了超高效液相色谱( UPLC) 法含量测定方法，并对

采自不同产地、不同部位的冬凌草中冬凌草甲素、冬
凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸 5 个有效成

分进行了同时测定与分析，为更客观有效地控制及

评价冬凌草药材的质量提供了参考依据。
1 仪器与试药

ACQUITY UPLC 超高效液相色谱仪系统( 美国

Waters 公司) ，配备二元溶剂管理器、自动进样器、
PDA 二 极 管 阵 列 检 测 器、二 元 高 压 泵，MassL-
ynxV4. 1 色谱工作站; Millipore Simplicity 型超纯水

器( 美国 Millipore 公司) ，AUTO SCIENCE 溶剂过滤

装置，舒美 KQ2200DE 数控超声仪。
对照品冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸由本

实验室分离制备( 通过 IR、1HNMR 和13 CNMR、MS
测定，且 通 过 峰 面 积 归 一 化 法 标 定 纯 度 分 别 为

98. 66%、98. 32%，99. 12% ) ; 齐 墩 果 酸 ( 批 号

110709 － 200505) 和熊果酸( 批号 110742 － 200314)

购自中国药品生物制品检定所; 甲醇为色谱纯; 水为

超纯水; 其他试剂均为分析纯。
冬凌草药材分别于 2008 年 6 月采自河南省济

源太行山区和南阳伏牛山区，经浙江农林大学楼炉

焕教授鉴定为唇形科植物冬凌草的全草，药材经 40
℃干燥，粉碎，过 60 目筛备用。
2 方法和结果

2. 1 溶液的制备

2. 1. 1 混合对照品溶液 精密称取对照品冬凌草

甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸适

量，用甲醇配制成浓度分别为 1. 10 mg·mL －1、0. 12
mg·mL －1、0. 30 mg·mL －1、0. 11 mg·mL －1、0. 11

mg·mL －1的对照品储备液; 分别精密量取上述 5 种

对照品储备液各 1 mL，置于同一 10 mL 量瓶中，并

用甲醇定容，即得。
2. 1. 2 供试品溶液 精密称取干燥恒重并过 60 目

筛的冬凌草药材粉末 2. 0 g，置索氏提取器中，加

100 mL 甲醇提取至近无色( 10 h) 。滤过，将滤液减

压浓缩至干，用适量石油醚浸泡脱色，挥干石油醚

后，残渣用甲醇溶解，定容至 25 mL 量瓶中，用 0. 45
μm 微孔滤膜过滤，即得。
2. 2 色谱条件及系统适用性试验 色谱柱: AC-
QUITY BEH Shield RP18 色谱柱( 2. 1 mm ×100 mm，

1. 7 μm ) ; 流 动 相: 0. 1% 的 甲 酸 甲 醇 溶 液 ( A ) －
0. 1%的甲酸水溶液( B) ，梯度洗脱( 0 ～ 9 min，70%
A→57%A; 9 ～ 10 min，57% A→48% A; 10 ～ 11 min，

48%A→48%A; 11 ～ 14 min，48% A→14% A; 14 ～ 22
min，14%A→14%A) ; 流速: 0. 2 mL·min －1 ; 检测波

长: DAD 多波长检测，250 nm( 0 ～ 12. 40 min，测定冬

凌草 甲 素、冬 凌 草 乙 素 和 迷 迭 香 酸 ) 和 210 nm
( 12. 41 ～ 22 min，测定齐墩果酸和熊果酸) ; 柱温 23
℃。进样量: 1 μL。在上述色谱条件下，各相邻色谱

峰之间的分离度均大于 1. 5，拖尾因子在 0. 95 ～
1. 05 之间; 理论塔板数均大于 30000，满足定量要

求。色谱图见图 1。

图 1 对照品( A) 及样品( B) 的色谱图

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

1． 冬凌草乙素( ponicidin) 2． 迷迭香酸( rosmarinic acid) 3． 冬凌草

甲素( oridonin ) 4． 齐墩果酸 ( oleanolic acid ) 5． 熊果酸 ( ursolic

acid)

2. 3 线性范围、最低定量限和检测限 依次精密量

取“2. 1. 1”项下的混合对照品溶液 1，3，5，7，9 μL，分

别按照“2. 2”项下的色谱条件进样测定各成分的峰面

积积分值。以进样量( μg) 为横坐标，峰面积积分值

为纵坐标绘制标准曲线，冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷
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迭香酸、齐墩果酸和熊果酸的线性回归方程及相关系

数见表 1，5 个有效成分的线性关系良好。将“2. 1. 1”
项下的混合对照品溶液用甲醇逐级稀释后，以 3 倍噪

音( S /N≥3) 计算检测限( LOD) ，以 10 倍噪音( S /N≥
10) 计算最小定量限( LOQ) ，结果见表 1。

表 1 5 个成分标准曲线测定结果及检测限和定量限
Tab 1 Regression data，limit of detection and limit of quantification of five components

成分

( components)

回归方程

( regression equation)
r

线性范围

( linear range) /μg

LOD

/ng

LOQ

/ng

冬凌草甲素( oridonin) Y =4. 00 × 106X －2. 82 × 104 0. 9997 0. 110 ～ 0. 990 0. 4 0. 8

冬凌草乙素( ponicidin) Y =6. 37 × 106X －4. 67 × 104 0. 9991 0. 012 ～ 0. 108 0. 3 0. 6

迷迭香酸( rosmarinic acid) Y =6. 25 × 106X －7. 83 × 104 0. 9993 0. 030 ～ 0. 270 0. 3 0. 6

齐墩果酸( oleanolic acid) Y =1. 96 × 106X －1. 85 × 104 0. 9991 0. 011 ～ 0. 099 0. 6 1. 2

熊果酸( ursolic acid) Y =1. 33 × 106X +4. 18 × 104 0. 9996 0. 011 ～ 0. 099 0. 5 1. 0

2. 4 精密度试验 取“2. 1. 1”项下的混合对照品

溶液，按照“2. 2”项下的色谱条件，连续进样 6 次，

分别记录 5 种化合物的峰面积，计算得冬凌草甲素、
冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸的 RSD
分别为 1. 8%，0. 8%，1. 0%，1. 7%，1. 4%，说明精

密度良好。
2. 5 重复性试验 分别精密称定同一产地的冬凌

草药材粉末约 2. 0 g 6 份，按“2. 1. 2”项下方法制备

供试品溶液，照“2. 2”项的色谱条件进样分析，求得

冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊

果 酸 含 量 平 均 值 分 别 为 0. 313%，0. 054%，

0. 135%，0. 039%，0. 051% ; RSD 分 别 为 1. 9%，

1. 2%，1. 0%，1. 6%，1. 2%。
2. 6 稳定性试验 取“2. 1. 2”项下的同一供试品

溶液，室 温 放 置，分 别 于 0，5，10，15，20，24 h，照

“2. 2”项下的色谱条件进样分析，求得冬凌草甲素、
冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸峰面积的

RSD 分别为 0. 2%，0. 8%，0. 3%，1. 1%，0. 8%。结

果表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2. 7 加样回收率 精密称取已测知含量的南阳产

冬凌草全草粉末 9 份，每 3 份为一组，每份约 1. 0 g，

精密称定，分别按样品中冬凌草甲素、冬凌草乙素、
迷迭 香 酸、齐 墩 果 酸 和 熊 果 酸 含 有 量 的 80%，

100%，120%，精密加入混合对照品溶液 适 量，按

“2. 1. 2”项下方法制备所需溶液，按“2. 2”项下的色

谱条件进样，计算回收率。结果冬凌草甲素、冬凌草

乙素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸低浓度回收率

( n = 3 ) 分别为 100. 8%，95. 0%，102. 7%，96. 5%，

97. 5% ; RSD 分 别 为 2. 0%，0. 4%，1. 4%，1. 4%，

2. 2%。中浓 度 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 100. 9%，

95. 3%，100. 1%，95. 7%，99. 1% ; RSD 分 别 为

1. 4%，0. 8%，0. 6%，1. 4%，1. 8%。高浓度回收率

( n = 3 ) 分别为 100. 9%，96. 0%，103. 4%，99. 1%，

100. 5% ; RSD 分别为 1. 0%，0. 9%，1. 6%，1. 7%，

1. 5%。低、中、高浓度平均回收率 ( n = 9 ) 分别为

100. 9%，95. 4%，102. 1%，97. 1%，99. 0%。
2. 8 样品测定 取不同产地的冬凌草药材粉末约

2. 0 g，精密称定，按“2. 1. 2”项下方法制备供试品溶

液，按“2. 2”项下的色谱条件进样测定，用外标法计

算冬凌草中 5 种有效成分的含量，结果见表 2。
表 2 不同产地不同部位冬凌草中 5 个成分的含量测定结果( %，n =3)

Tab 2 Contents of 5 components in different parts of Rabdosia rubescens from various sources

来源

( sources)

部位

( parts)

冬凌草甲素

( oridonin)

冬凌草乙素

( ponicidin)

迷迭香酸

( rosmarinic acid)

齐墩果酸

( oleanolic acid)

熊果酸

( ursolic acid)

济源( Jiyuan) 叶( leaves) 0. 603 0. 097 0. 270 0. 071 0. 097

南阳( Nanyang) 叶( leaves) 0. 509 0. 094 0. 139 0. 064 0. 085

济源( Jiyuan) 茎( stems) 0. 153 0. 034 0. 045 0. 028 0. 039

南阳( Nanyang) 茎( stems) 0. 142 0. 028 0. 031 0. 027 0. 036

济源( Jiyuan) 全草( whole plants) 0. 390 0. 061 0. 209 0. 048 0. 057

南阳( Nanyang) 全草( whole plants) 0. 313 0. 054 0. 135 0. 039 0. 051

3 讨论

3. 1 供试品溶液制备方法的确定 分别考察了不

同极性的提取溶剂( 甲醇、乙醚) 和不同的提取方法

( 超声法、索氏法) ，并对提取时间和提取溶剂的用
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量进行了优化，结果发现采用 100 mL 甲醇索氏提取

10 h，冬凌草甲素、冬凌草乙素、迷迭香酸、齐墩果酸

和熊果酸 5 个成分均达到较高的提取率。
3. 2 检测波长的选择 由于冬凌草甲素的最大吸

收波长为 240 nm，冬凌草乙素的最大吸收波长为

232 nm，迷迭香酸的最大吸收波长为 325 nm，齐墩

果酸与熊果酸的最大吸收波长为 210 nm，且在上述

色谱条件下冬凌草甲素、冬凌草乙素和迷迭香酸的

保留时间在 13 min 之前，齐墩果酸和熊果酸的保留

时间在 20 min 之后，因此为提高方法的灵敏度，减

少干扰，本实验设定程序变化检测波长 0 ～ 12. 40
min 为 250 nm，12. 41 ～ 22 min 为 210 nm。
3. 3 流动相的选择 比较了甲醇 － 水、甲醇 － 甲酸

水、甲酸甲醇 － 甲酸水等洗脱系统，发现流动相的弱

酸性环境有助于熊果酸与齐墩果酸的分离，且可改

善峰 形，但 过 多 的 酸 对 分 离 度 的 提 高 并 无 影 响，

0. 1%甲酸甲醇 － 0. 1% 甲酸水( 86∶ 14 ) 即可使熊果

酸与齐墩果酸的分离度达到 1. 5 以上，且 0. 1% 甲

酸甲醇 － 0. 1%甲酸水系统亦可使冬凌草甲素、冬凌

草乙素和迷迭香酸的分离度达到 1. 5 以上，因此采

用 0. 1% 甲酸甲醇 － 0. 1% 甲酸水为本试验的流动

相。
3. 4 流速的选择 试验中发现流速对齐墩果酸和

熊果酸的分离效果影响较大。将流速分别控制在

0. 1 mL·min －1、0. 2 mL·min －1、0. 3 mL·min －1、
0. 4 mL·min －1进行试验: 当流速在 0. 2 mL·min －1

时，熊果酸与齐墩果酸的分离效果最好，因此选定流

速为 0. 2 mL·min －1。
3. 5 柱温的选择 试验中发现柱温对齐墩果酸和

熊果酸分离效果影响较大。将柱温分别控制在 23
℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃进行试验。当柱温保持在 25
℃以上时，调整流动相比例和流速，均不能达到基线

分离; 调整柱温至 23 ℃时，色谱峰的保留时间稍有

后延，但分离度达到 1. 80。结果表明低柱温有利于

分离，本文选择柱温为 23 ℃。
3. 6 测定结果分析 本文以冬凌草甲素、冬凌草乙

素、迷迭香酸、齐墩果酸和熊果酸 5 个有效成分为考

察指标，对采自河南省济源太行山区和南阳伏牛山

区 2 个产地冬凌草药材的不同部位中 5 个有效成分

的含量进行了考察。从测定结果可以看出，5 个有

效成分的含量存在较大的差异，其中冬凌草甲素的

含量最高，其次为迷迭香酸，而冬凌草乙素、齐墩果

酸与熊果酸的含量均较低; 在 2 个产地冬凌草药材

的不同部位中，叶中 5 个有效成分的含量均为最高，

茎中 5 个有效成分的含量均较低，但齐墩果酸与熊

果酸在各部位中的含量差异较小; 在 2 个产地冬凌

草药材中，济源太行山区冬凌草的有效成分含量较

南阳伏牛山区冬凌草的稍高。
3. 7 小结 传统的 HPLC 方法由于所用液相色谱

柱效较低，分离时间较长，而 UPLC 的出现解决了这

一技术难题，它有着传统 HPLC 所不能比拟的超高

柱效的分离能力和分离速度，在分离效果近似或更

好的情况下，能大大缩短样品运行的时间。本研究

所建立的 UPLC 方法具有方法快速、准确、高效的特

点，可用于冬凌草药材质量控制的有效手段。
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