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!!环糊精流动相添加剂法分离测定积雪草
总苷元中的羟基积雪草酸

潘 * 见，* 开桂青，* 袁传勋，* 周蓓蓓，* 金日生，* 袁 * 媛
（合肥工业大学 农产品生物化工教育部工程研究中心，安徽 合肥 !%""’+）

摘要：以 !)环糊精为流动相添加剂，采用反相高效液相色谱法于 /&)反相柱上拆分了羟基积雪草酸及其同分异构

体，建立了积雪草样品中羟基积雪草酸含量的测定方法，探讨了 !)环糊精浓度、流动相 01 对同分异构体分离度的
影响。结果表明：当流动相为甲醇 )水（体积比为 ’$, %$），01 为 - 时，同分异构体的分离度随着 !)环糊精浓度的增
加而增大；羟基积雪草酸在 ". & ( $. " 2 , 3 范围内，峰面积与浓度呈线性关系（ !! / ". ++) +），说明该法适用于羟基
积雪草酸的含量检测及有关药品的质量控制。
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* * 积雪草为伞形科植物积雪草（,&#-&;;) )(%)-%*)
（3’）E5I"8）的干燥全草或带根全草，又称落得打、
崩大碗、半边钱，始载于《神农本草经》，列为中品，

性寒，味苦，辛，具有清热利湿、解毒消肿、促进伤口

愈合、刺激生物合成、抗胃溃疡等多种药理作

用［& 0 -］。积雪草中的成分相当复杂，含有 !)谷甾醇、
二十六醇辛酸酯、山柰酚、槲皮素、胡萝卜苷、香草

酸、丁二酸、积雪草酸、羟基积雪草酸、4+5678%&79
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"#$%、积雪草苷、积雪草二糖苷、羟基积雪草苷、积雪
草苷!& 等等。文献［#，$］报道积雪草中含有多对乌
苏烷型和齐墩果烷型结构异构的同分异构体，两者

的理化性质非常相似，羟基积雪草酸和 ’()*$+,-$#
"#$% 就是其中的一对同分异构体，其结构式见图 %。

图 !" 羟基积雪草酸和 !"#$%&’(%) *)%+ 的结构图
,%-. !" /!#0)!0#"1 ’2 $*+")*11%) *)%+ *&+ !"#$%&’(%) *)%+

! ! 文献多采用高效液相色谱法（./01）对积雪草
中的活性物质进行分离检测研究［& ’ (］，但羟基积雪

草酸和 ’()*$+,-$# "#$% 在一般的 ./01 条件下，无
论以恒比例洗脱或梯度洗脱均显示单一的色谱峰，

无法得到理想的分离度。本实验采用 !!环糊精（ !!
12）为流动相添加剂对它们进行了分离，并对分离
后的物质进行了简单的确证；实验中还考察了不同

浓度的 !!环糊精和不同流动相 3. 对其分离度的影
响，建立了积雪草样品中羟基积雪草酸含量的测定

方法。

!" 实验部分

! . !" 仪器和药品
! ! 美国 4"’()5 公司生产的高效液相色谱系统，配
4"’()5 #%# 型泵、(($ 型二极管阵列检测器；67$-(+’
%%)) 型液质联用仪（01!892）；甲醇为色谱纯；羟基
积雪草酸对照品购自 9$7*" 公司，#): 积雪草总苷
元购自广西昌洲天然产物开发有限公司，!!环糊精
购自南开大学精细化学实验厂。

! . #" 供试品溶液的制备
! ! 精密称取 #): 积雪草总苷元适量，置于 %) *0
容量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，配制成

#): 积雪草总苷元甲醇溶液 #* #+ 7 ; 0 备用。进样
前用 )* ,# !* 微孔滤膜过滤。
! . $" 色谱条件
! ! 色谱柱：67$-(+’ <,)="> 9&!1%+柱（%#) ** -
,* $ **，# !*）；保护柱：9?$*"%@A 9?$*!3"#B
C29；流动相：甲醇!水（体积比为 $#. "#）混合液（含
, **,- ; 0 !!12），以乙酸调节 3. 值为 ,；流速 )* ,
*0 ; *$+；检测波长 /), +*；柱温 /# D；进样量 %)
!0。

! . %" 羟基积雪草酸和 !"#$%&’(%) *)%+ 的收集
! ! 将 #): 积雪草总苷元溶液重复进样，在 ./01
检测器的出口处分段收集羟基积雪草酸和 ’()*$!
+,-$# "#$% 各约 ,) *0。将收集到的洗脱液蒸干后，
利用 !!环糊精在甲醇中溶解度小而羟基积雪草酸
和 ’()*$+,-$# "#$% 在甲醇中溶解度大的差异，去除
!!环糊精，进样，进行 01!892 检测，对收集的两种
物质进行简单的确证。

#" 结果与讨论

# . !" 羟基积雪草酸同分异构体的拆分
! ! 由图 / 可以看出，以 $#: 甲醇水溶液为流动相
时，只能得到单一色谱峰"。在流动相中添加 !!环
糊精后，得到两个分离度较大的色谱峰（#和$）。
可能的解释是 !!环糊精的空穴结构外部是亲水性
的，内部是亲脂性的。羟基积雪草酸和 ’()*$+,-$#
"#$% 是亲脂性的，能嵌入 !!环糊精的内腔内发生包
合作用，但由于其结构的差异，羟基积雪草酸为乌苏

烷型而 ’()*$+,-$# "#$% 为齐墩果烷型，它们和 !!环
糊精发生包合作用时的空间位阻不同，使得它们的

包合作用有差异，从而得到不同的保留时间。

图 #" &’3积雪草总苷元的色谱图
,%-. #" 45#’$*!’-#*$1 ’2 !#%!"#6"&%) -"&%&1

’2 !"#$"%%& &’(&$()&
8,=$-( 3?"5(5："E *(’?"+,-!F"’() 5,-A’$,+（$# . "#，G ; G，

3. 0 ,）；=E *(’?"+,-!F"’() 5,-A’$,+（ $# . "#，G ; G，3. 0 ,）
"%%(% F$’? , **,- ; 0 !!12E

! ! 收集的两个目标物质（#和$）在 01!892 中
均可看到分子离子峰 ! " # #/&（［8 1 H"］1），故其
相对分子质量均为 #),，与羟基积雪草酸和 ’()*$!
+,-$# "#$% 的相对分子质量相符，说明两者是同分异
构体。与对照品羟基积雪草酸的色谱图（图 "）相对
照，可知图 / !=中峰$为羟基积雪草酸。由参考文
献［(］可知羟基积雪草酸和 ’()*$+,-$# "#$% 为同分
异构体，其理化性质非常相似，普通色谱条件下只能

得到单一色谱峰；图 / != 中分离出来的两个色谱峰
#和$的峰面积之和近似等于图 / !"中的单一色谱
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峰!的峰面积，因此结合参考文献［#］，推测图 ! !"
中的峰"为 #$%&’()*’+ ,+’-。

图 !" 羟基积雪草酸标准品的色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, * ’-,-’-./- 0+*.1*’1

(, )*1-/*00"/ */"1
.)"’*$ /0,1$：&$#0,()*!2,#$% 1)*3#’)(（$"% &"，4 5 4，/6 ’

(）,--$- 2’#0 ( &&)* 5 7 !!89:

) ) 不同浓度的 !!环糊精对羟基积雪草酸和 #$%&’!
()*’+ ,+’- 分离度的影响见图 (。可以看出，同分异
构体的分离度随着 !!环糊精浓度的增加而增大。
这可能是因为 !!环糊精浓度的增加有利于增强它
与同分异构体之间的相互作用，使得同分异构体之

间的色谱行为差异扩大，得到不同的保留时间，从而

达到分离的目的。但 !!环糊精浓度太高时，由于受
溶解度的限制，在流动相中不能完全溶解，使流动相

变浑浊。因此通过微孔滤膜过滤后 !!环糊精的浓
度几乎没有增加，分离度就趋于水平了。

图 #" !2%3 浓度对羟基积雪草酸同分异构体分离度的影响
!"#$ #" 4,,-/+ (, !2%3 /(./-.+’*+"(. (. ’-0(56+"(. (,

+&- "0()-’0 )*1-/*00"/ */"1 *.1 +-’)".(5"/ */"1

) ) 流动相 /6（!，&，(，"）对分离度的影响不是很
大，但对色谱峰的峰形有很大的影响。在低 /6 值
时，色谱图的基线很高；而当 /6 值较大的时候，色
谱峰严重拖尾。实验表明，在 /6 ’ ( 时，羟基积雪
草酸和 #$%&’()*’+ ,+’- 的色谱峰都能达到较好的峰
形，分离度良好，因此本实验中流动相 /6 调整为 (。

$ $ $" 羟基积雪草酸的定量分析
) ) 精密称取羟基积雪草酸对照品 *+, + &;，用甲
醇配制成 *+, + ; 5 7 的溶液，然后用甲醇进行倍比稀
释，配成质量浓度依次为 ", +，!, +，*, +，+, " 和 +, *
; 5 7 的羟基积雪草酸对照品甲醇溶液。以峰面积
（!）对质量浓度（"，; 5 7）进行线性回归，羟基积雪
草酸的回归方程为 ! ’ **$, "(" - *+, +".，#! ’
+, ##. #。结果表明，样品量在 +, * / ", + ; 5 7 范围内
浓度与峰面积呈线性关系。

) ) 精密配制羟基积雪草酸对照品 +, "，*, +，!, +
; 5 7 & 种浓度的甲醇溶液，每种浓度重复进样 & 次，
连续测定 " -，其峰面积的日间精密度和日内精密
度（以相对标准偏差（<=9）值计）均小于 !, +>。
) ) 精密量取供试品溶液，按照前面的色谱条件，重
复进样 & 次，按回归方程计算供试品的含量，结果表
明："+> 积雪草总苷元中羟基积雪草酸的平均质量
分数为 *., *>。

!" 结论

) ) 本文采用在甲醇!水流动相中添加 !!环糊精的
方法分离了羟基积雪草酸和其同分异构体 #$%&’!
()*’+ ,+’-，并测定了 "+> 积雪草总苷元中羟基积雪
草酸的含量。本法专属性良好，羟基积雪草酸在

+, * / ", + ; 5 7 时其浓度与峰面积呈良好的线性关
系，可用于羟基积雪草酸的含量检测及有关药品的

质量控制。
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