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　 　 ［摘要］ 　目的 　采用 HPLC法建立山楂提取物中齐墩果酸和熊果酸的含量测定方法 ，为山楂提取物的质量控制提供依

据 。方法 　 Agilent Zorbax SB C１８色谱柱（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，流速 ０ ．８ ml／min ，柱温 ２５ ℃ ，以甲醇（A）唱０ ．０６ mol／L乙
酸铵溶液（B）（８５ ∶ １５ ，V ／V ）为流动相 ，等度洗脱 ３０ min ，检测波长 ２１０ nm 。结果 　 齐墩果酸和熊果酸分别在 ０ ．４９６ ～

２ ．４８０ μg 、０ ．４９８ ～ ９ ．９６０ μg范围内与峰面积呈良好线性关系（r＞ ０ ．９９９ ５） ，经重复性 、精密度 、加样回收率 、稳定性试验 ，结果

均符合枟中华人民共和国药典枠（２０１５年版）方法验证的要求 。结论 　该方法可为山楂提取物及其制剂的质量控制提供依据 。
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Simultaneous determination of oleanolic acid and ursolic acid in Hawthorn extract
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［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a HPLC method for simultaneous determination of oleanolic acid and ursolic acid and
provide the basis for quality control of Haw thorn extract ．Methods 　 Chromatographic separation was performed on Agilent
Zorbax SB C１８ column（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） with mobile phase of methanol （A）唱０ ．０６ mol／L ammonium acetate solution
（B） （８５ ∶ １５ ，V ／V ） under isocratic elution for ３０ min ．The flow rate was set at ０ ．８ ml／min and the detection was set at the
wavelength of ２１０ nm ．Results 　 Oleanolic acid and ursolic acid showed good linearity （ r ＞ ０ ．９９９ ５） in the ranges of ０ ．４９６唱

２畅４８０ g and ０ ．４９８唱９ ．９６０ g ，respectively ．Repeatability ，precision ，recovery and stability were conform to the method valida唱
tion requirements of China Pharmacopoeia ．Conclusion 　 The method could provide the basis for the quality control of Haw thorn
extract and its preparation ．

　 　 ［Key words］ 　 Haw thorn extract ；oleanolic acid ；ursolic acid ；quality control ；HPLC

　 　中药山楂的原植物为蔷薇科植物山里红（Cra唱
taegus p innati f id Bge ．var ．major N ．E ．Br ．）或山
楂（Crataegus p innati f ida Bge ．）的干燥成熟果
实［１］

。动物实验研究表明 ，从山楂不同部位提取到

的成分均具有显著的降血脂 、降血压的药理作

用［２唱４］
。临床上 ，由山楂经一系列提取工艺制成的中

成药山楂精降脂片已广泛用于高脂血症 、冠心病 、心

绞痛等多种疾病的治疗［５唱７］
，其主要原料即为山楂提

取物 。目前对山楂的活性成分分析的报道主要是针

对有机酸类和黄酮类成分［８ ，９］
，而对山楂中三萜类

成分的研究较少 ，且尚未见对山楂提取物质量控制

的研究报道 。 同时 ，枟中华人民共和国药典枠 （２０１５

年版 ，简称枟药典枠）仅收载了山楂的质量标准［１］
，缺

乏山楂提取物的质量标准 。因此 ，建立完善的山楂

提取物质量标准十分必要 。

　 　山楂的化学成分复杂多样 ，其有机酸类 、黄酮

类 、三萜类成分已被证明是主要的药理活性成

分［１０］
，而三萜类化合物（如熊果酸和齐墩果酸）则是

降血脂 、降血压的主要活性成分 。为了更有效地控

制山楂提取物的质量 ，本研究从色谱柱 、流速 、柱温 、

流动相 、洗脱条件 、检测波长等方面对山楂提取物中
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三萜类成分齐墩果酸（C３０ H４８ O３ ）和熊果酸（C３０ H４８

O３ ）进行了优化 ，在中药制剂含量测定 HPLC 方法
学研究的基础上 ，采用 HPLC法建立山楂提取物齐
墩果酸和熊果酸含量测定的新方法 。该法简便 ，准

确度和重现性均较好 ，适用于山楂提取物的质量控

制研究 。

1 　仪器和材料

1 ．1 　仪器 　 BP ２１１D 十万分之一电子天平（德国

Sartorius） 、Agilent HP唱１１００高效液相色谱仪（美国

Agilent） 、KUDOS 超声波清洗器（上海科导超声仪

器有限公司） 、超纯水仪（美国 Milipore） 。
1 ．2 　药品与试剂 　熊果酸对照品 、齐墩果酸对照品

（中国药品生物制品检定所 ，批号 ：１１０７４２唱２００５０５ 、

１１０７４２唱２００５１６） 。山楂提取物 １２批 （福建汇天生物

药业 ， 批号 ： １２０４０２ 、１２１２０６ 、１２１２０７ 、１２１２０８ 、

１２１２１１ 、１２１２１３ 、１２１２１５ 、１３０１０２ 、１３０１０５ 、１３０２０４ 、

１３０３０１ 、１３０３０５） 。水（Milli唱Q 超纯水） ，甲醇（色谱

级 ，美国 J ．T Baker） ，乙酸铵（分析纯 ，美国 Anaqua
Chemicals Supply ） 。
2 　实验方法

2 ．1 　供试品溶液的制备 　 精密称定山楂提取物粉

末 ０ ．５ g ，置磨口锥形瓶中 ，加入甲醇 ５０ ml ，密塞 ，

精密称重 ，超声处理 ３０ min ，冷却至室温 ，再精密称

定重量 ，甲醇补足失重 ，充分摇匀 ，用 ０ ．２５ μm 微孔
滤膜过滤 ，滤液即山楂提取物供试品溶液 。

2 ．2 　对照品溶液的制备 　取齐墩果酸对照品 １ mg
和熊果酸对照品 ５ mg ，置 １０ ml容量瓶中 ，精密称

定 ，加甲醇至刻度 ，配制成含齐墩果酸 ０ ．１ mg／ml 、
熊果酸 ０ ．５ mg／ml的混合溶液 。

2 ．3 　色谱条件 　色谱柱 ：Agilent Zorbax SB C１８柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，检测波长 ：２１０ nm ，流

速 ：０ ．８ ml／min ，柱 温 ：２５ ℃ ，流 动 相 ：甲 醇唱

０ ．０６ mol／L乙酸铵 （８５ ∶ １５ ， V ／V ） ，等度洗脱

３０ min 。
3 　方法学验证

3 ．1 　系统适用性试验 　取山楂提取物供试品溶液 、

齐墩果酸和熊果酸混合对照品溶液 ，按“２ ．３”项下色

谱条件 ，进样 ５ μl 。齐墩果酸 、熊果酸对照品溶液的

保留时间分别为 ２３ ．８１６ 和 ２５ ．２４８ min ，山楂提取
物中齐墩果酸 、熊果酸的保留时间分别为 ２３ ．５１２和

２４ ．９１９ min 。齐墩果酸和熊果酸的理论塔板数均 ＞

１０ ０００ ，色谱峰分离度分别为 １０ ．２３ 和 １ ．５５ 。结果

见图 １ 。

图 1 　对照品溶液与山楂提取物 HPLC图
A ．齐墩果酸 、熊果酸对照品溶液 ；B ．山楂提取物 ；

１ ．齐墩果酸 ；２ ．熊果酸

3 ．2 　专属性试验 　取供试品溶液和空白对照溶液 ，

按上述色谱条件 ，进样５ μl 。采用 DAD 全波长扫描 ，

分别查看保留时间为 ２３ ．８１６和 ２５ ．２４８ min处峰上
５个点的紫外吸收图 ，重合度好 ，表明专属性好 。

3 ．3 　线性关系考察 　分别取齐墩果酸 、熊果酸对照

品 ３ ．０６ 、１２ ．４１ mg ，置 ２５ ml容量瓶中 ，加入甲醇溶

解后稀释至刻度 ，分别精密吸取上述对照品溶液 １ 、

２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、１２ 、１４ 、２０ μl ，按上述色谱条件 ，以峰面

积（Y ）为纵坐标 ，以齐墩果酸和熊果酸的含量

（X ，mg）为横坐标 ，绘制齐墩果酸和熊果酸标准曲

线 。其回归方程分别为 ：Y ＝ ４３３畅５９ X ＋ ２５畅０９９ 、

Y ＝ ４５５畅８１ X ＋ １２畅３６７ ，齐墩果酸和熊果酸分别在

０ ．４９６ ～ ２ ．４８０ μg和 ０ ．４９８ ～ ９ ．９６０ μg范围与峰面
积线性关系良好（r ＞ ０ ．９９９ ５） 。

3 ．4 　检测限和定量限 　 取齐墩果酸和熊果酸混合

对照品储备液逐级稀释 ，按上述色谱条件不同体积

进样 。按信噪比 ３ ∶ １计算 ，齐墩果酸和熊果酸最低

检测限分别为 ０ ．２３８ 和 ０ ．１８６ μg ；按信噪比 １０ ∶ １

计算 ，齐墩果酸和熊果酸定量限分别为 ０ ．４７０ 和

０ ．４３４ μg 。
3 ．5 　精密度试验 　 分别取齐墩果酸和熊果酸对照

品 ３ ．０６ 、１２ ．４１ mg ，置 ２５ ml容量瓶中 ，加甲醇溶解

并稀释至刻度 ，按上述色谱条件 ，进样５ μl ，连续进
样 ６ 次 。 齐墩果酸 、熊果酸峰面积平均值分别为

５８９ ．５ 、２ １６５ ．５ ，RSD分别为 １ ．４３％ 、０ ．３４％ ，表明

精密度良好 。

3 ．6 　稳定性试验 　取山楂提取物同一批次样品（批

号 ：１２０４０２） ，按“２ ．１”项配制供试品溶液 ，按“２ ．３”项

下的色谱条件 ，于 ０ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、１２ 、２４ h ，进样

５ μl 。齐墩果酸 、熊果酸的峰面积平均值分别为

８３５
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２３９畅９ 、１ ２２０ ．４ ，RSD 分别为 １ ．５４％ 、０ ．９７％ ，表明

山楂提取物供试品溶液在 ２４ h内稳定 。

3 ．7 　 重复性试验 　 取山楂提取物同一批次样品

６份（批号 ：１２０４０２） ，按“２ ．１”项配制供试品溶液 ，按

“２ ．３”项下色谱条件 ，进样５ μl 。结果显示 ，齐墩果

酸 、熊果酸的平均含量分别为 １ ．０４％ 、５ ．９８％ ，RSD
分别为 １ ．２２％ 、１ ．２３％ ，说明本方法的重复性较好 。

3 ．8 　加样回收率试验 　取山楂提取物同一批次样

品 ６份（批号 ：１２０４０２） ，每份约 ０畅２５ g ，精密称定 ，分

别置于 １０ ml 容量瓶中 。 精密加入浓度为 ２畅５１ 、

１４畅９７ mg／ml的齐墩果酸和熊果酸对照品溶液各
１ ml ，以甲醇稀释 ，按“２畅１”项下方法配制供试品溶

液 ，按“２畅３”项下色谱条件 ，进样５ μl ，计算平均回收
率 ，结果见表 １ 。齐墩果酸 、熊果酸的平均回收率分

别为 １００畅２６％ 、１０３畅１２％ ，RSD 分别为 ０畅９１％ 、

１畅６５％ ，表明该法的回收率良好 。

表 1 　山楂提取物的加样回收率试验结果

成分
取样量
（m／g）

样品中的含量
（m／mg ）

对照品加入量
（m／mg）

测定量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

齐墩果酸 ０ 乙．２５０ ８ ２ [．６０８ ２ 种．５１ ５ )．１１３ ９９ 构．８１

０ 乙．２５１ １ ２ [．６１１ ２ 种．５１ ５ )．１１０ ９９ 构．５８

０ 乙．２５０ ６ ２ [．６０６ ２ 种．５１ ５ )．１５３ １０１ 构．４２
１００ 4．２６ ０ r．９１

０ 乙．２５０ ７ ２ [．６０７ ２ 种．５１ ５ )．１４７ １０１ 构．１５

０ 乙．２５０ ８ ２ [．６０８ ２ 种．５１ ５ )．１２７ １００ 构．４０

０ 乙．２５１ ０ ２ [．６１０ ２ 种．５１ ５ )．１００ ９９ 构．２０

熊果酸 ０ 乙．２５０ ８ １４ [．９６８ １４ 种．９７ ３０ )．４８４ １０３ 构．６５

０ 乙．２５１ １ １４ [．９８６ １４ 种．９７ ３０ )．３１２ １０２ 构．３８

０ 乙．２５０ ６ １４ [．９５６ １４ 种．９７ ３０ )．３９３ １０３ 构．１２
１０３ 4．１２ １ r．６５

０ 乙．２５０ ７ １４ [．９６２ １４ 种．９７ ３０ )．２３１ １０２ 构．００

０ 乙．２５０ ８ １４ [．９６８ １４ 种．９７ ３０ )．８６４ １０６ 构．１９

０ 乙．２５１ ０ １４ [．９８０ １４ 种．９７ ３０ )．１５６ １０１ 构．３８

4 　样品含量测定

　 　取“１ ．２”项下楂提取物 １２批次样品 ，按“２ ．１”项

下方法平行制备 ２份供试品溶液 ，按“２ ．３”项下色谱

条件实验 ，进样５ μl 。齐墩果酸和熊果酸含量（按干

燥品计）之和的最高值和最低值分别为 ７ ．９３％ 、

６ ．３７％ ，平均值为 ７ ．３０％ 。按平均含量的 ８０％ 拟定

限度的规定 ，将含量限度拟定为按干燥品计 ，含齐墩

果酸（C３０ H４８ O３ ）和熊果酸（C３０ H４８ O３ ）之和不得少

于 ５ ．８０％ 。

5 　讨论

5 ．1 　提取条件的选择 　从提取方法（超声 、回流 、冷

浸） ，提取溶剂（水 、乙酸乙酯 、乙醇和甲醇） ，溶剂体

积（３０ 、４０ 、５０ 、６０ ml） ，提取时间 （１５ 、３０ 、４５ 、６０ 、

９０ min） ，检测波长等方面对含量测定的前处理方法

进行了研究 。最终确定了最优提取条件是 ５０ ml甲
醇超声提取 ３０ min 。
5 ．2 　 流动相与色谱条件的选择 　 根据文献 ［１１ ，

１２］ ，考察了甲醇唱水唱磷酸 、甲醇唱四丁基溴化铵唱三乙

胺和乙腈唱甲醇唱水唱乙酸铵等不同的流动相系统 。同

时考察了 AGT Venusil XBP C１８ （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm ） ；Inertsil ODS唱３ C１８ （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm） ；TSKgel １００V ODS C１８ （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm） ；Agilent Zorbax SB C１８ （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm）４种型号的 C１８色谱柱 。最终确定色

谱条件为 ：以 Agilent Zorbax SB C１８柱（２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm）为色谱柱 ；甲醇唱０ ．０６ mol／L乙酸铵
（８５ ∶ １５ ，V ／V ）为流动相 ；流速０ ．８ ml／min ；柱温
２５ ℃ ，检测波长２１０ nm ；等度洗脱 ３０ min 。
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治疗方案 ，而对药物治疗的关注度有限 。临床药师

的优势在于更关注用药 、更懂药 。随着临床药学工

作越发受到关注与重视 ，临床药师应当不断提高自

身综合技能 ，在实践中认真履行促进临床合理用药

的神圣职责 ，同时不断提升自身价值 。
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