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　 　 ［摘要］ 　目的 　 建立积雪草配方颗粒中羟基积雪草苷和积雪草苷的 HPLC 含量测定方法 。方法 　 色谱柱为 Ulti唱
mateAQ唱C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，以乙腈（A）唱２ mmol／Lβ唱环糊精溶液为流动相进行梯度洗脱（０ ～ ３０ min ：２１％ A →

２３％ A ；３０ ～ ６０ min ：２３％ A → ２５％ A） ，流速 １ ．０ ml／min ，柱温 ３０ ℃ ，检测波长 ２０５ nm 。结果 　羟基积雪草苷和积雪草苷分

别在 ０ ．１８７ ７ ～ ３ ．７５４ μg和 ０ ．１８４ ３ ～ ３ ．６８６ μg范围内与峰面积呈良好的线性关系（r＞ ０ ．９９９ ５） 。经专属性 、重复性 、精密度 、

加样回收率 、稳定性实验 ，结果均符合枟中华人民共和国药典（２０１５年版）枠方法验证的要求 。结论 　该含量测定方法适用于积

雪草配方颗粒中羟基积雪草苷和积雪草苷的含量检测 。
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Determination of madecassoside and asiaticoside in Centella asiatica formula
granules by HPLC method
YANG Mei ，LI Junyuan ，WU Jiabin ，YU Qiuping ，WEI Minling ，WEI Hongyan ［PuraPharm （Nanning ） Pharmaceutical
Company Limited ，Nanning ５３０００７ ，China］

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a HPLC method for determination of madecassoside and asiaticoside in Centella asiat唱
ica formula granules ．Methods 　 Chromatographic separation was performed on Ultimate AQ唱C１８ column（４ ．６ mm × ２５０ mm ，

５ μm） with mobile phase of acetonitrile（A）唱２ mmol／L β唱cyclodextrin（０ ～ ３０ min ：２１％ A → ２３％ A ；３０ ～ ６０ min ：２３％ A → ２５％

A） ．The flow rate was set at １ ．０ ml／min ，the column temperature at ３０ ℃ and detection wavelength at ２０５ nm ．Results 　 Ma唱
decassoside and asiaticoside showed good linearity （r＞ ０ ．９９９５） in the ranges of ０ ．１８７ ７ ～ ３ ．７５４ μg and ０ ．１８４ ３ ～ ３ ．６８６ μg re唱
spectively ．The specificity ，repeatability ，precision ，recovery and stability were satisfied to the method validation requirements
of China Pharmacopoeia ．Conclusion 　 The method can determine madecassoside and asiaticoside in Centella asiatica formula
granules ．
　 　 ［Key words］ 　 Centella asiatica ；formula granules ；content determination ；madecassoside ；asiaticoside ；HPLC

　 　配方颗粒是药材或饮片经现代工艺提取制成的

颗粒剂 ，与中药饮片相比更为方便快捷 ，已被广泛关

注并应用于临床 。由于配方颗粒失去了传统药材和

饮片的外形性状 ，故制定一种特征性强 、能准确表征

配方颗粒剂的质量控制方法成为一项重要课题［１］
。

２０１５年 １２月 ，为加强对中药配方颗粒的管理 ，中国

食品药品监督管理局发布了枟中药配方颗粒管理办

法（征求意见稿）枠 ，指出将由国家药典委员会组织对

中药配方颗粒的药品标准逐步进行统一 。

　 　积雪草为伞形科积雪草属植物 Centella asiati唱
ca（L ．）Urb ．的干燥全草 ，具有清热利湿 ，解毒消肿
的功效 ，用于治疗湿热黄疸 ，中暑腹泻 ，石淋血淋 ，

痈肿疮毒 ，跌扑损伤［２］
。积雪草为具有广西壮族民

族特色的壮药 ，俗名又称雷公根 、酒杯菜等 ，广泛
分布于广西各地 ，多生长于海拔 ２ ０００ 米以下的山

路旁 、沟边 、田边 、草地等肥沃阴湿处 ，野生资源
极为丰富 。积雪草中具有治疗外伤 、瘢痕作用的活

性成分主要为积雪草总苷 ，对于积雪草配方颗粒中

的此类成分 ，已有含量测定报道 ，多以乙腈唱水为流
动相 ，无法有效分离羟基积雪草苷与其同分异构

体 。为更好地检测积雪草配方颗粒总苷中的有关成

分 ，本研究参考枟中华人民共和国药典 （２０１５ 年

版）枠中有关“积雪草”的内容 ，建立了积雪草配方颗
粒中羟基积雪草苷和积雪草苷的高效液相色谱
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（HPLC）含量测定法 。

1 　仪器和试药

1 ．1 　 仪器 　 １２６０ 安捷伦液相色谱仪 ，Open LAB
CDS Chemstation数据工作站（美国安捷伦公司） ，

电子分析天平（型号 GR唱２０２ ，日本 AND 公司） ，数

控超声波清洗器（型号 KQ唱５００DE ，昆山市超声仪器

有限公司） 。

1 ．2 　试药 　积雪草配方颗粒 ，培力（南宁）药业有限

公司生产 。 羟基积雪草苷对照品 （批号 ：MUST唱
１１０８０１０１ ，纯度 ９９ ．００％ ，成都曼思特生物科技有限

公司） ，积雪草苷对照品（批号 ：MUST唱１２０１０６０５ ，纯

度 ９８ ．２０％ ，成都曼思特生物科技有限公司） ，乙腈

（Merk）为色谱纯 ，水为超纯水 ，试剂为分析纯 。

2 　方法和结果

2 ．1 　对照品溶液的制备 　取羟基积雪草苷 、积雪草

苷对照品适量 ，精密称定 ，加甲醇制成每 １ ml 含羟
基积雪草苷 、积雪草苷各 ０ ．２ mg的溶液 ，即得 。

2 ．2 　 供试品溶液的制备 　 取样品适量 ，研细 ，取

１ ．０ g ，精密称定 ，置具塞锥形瓶中 ，加 ７０％ 乙醇

２５ ml ，称定重量 ，超声处理 （功率 ２５０ W ，频率

４０ kHz）３０ min ，取出 ，放冷 ，再称定重量 ，用 ７０％ 乙

醇补足减失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，即得 。

2 ．3 　色谱条件与系统适用性试验 　色谱柱为 Ulti唱
mateAQ唱C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ，Welch 公
司） ；以乙腈（A）唱２ mmol／Lβ唱环糊精溶液（B）为流动
相进行梯度洗脱（０ ～ ３０ min ：２１％ A → ２３％ A ；３０ ～

６０ min ：２３％ A → ２５％ A ） ；流速 １ ．０ ml／min ；柱温
３０ ℃ ；检测波长 ２０５ nm ，供试品溶液和对照品溶液

进样量分别为 １０ 、２０ μl 。理论塔板数按积雪草苷峰
计算应不低于５ ０００ 。

2 ．4 　方法学考察
2 ．4 ．1 　专属性 　取按处方比例及制备工艺制得的

不含积雪草的阴性对照样品 ，按“２ ．２”项下方法制备

阴性样品溶液 。精密吸取阴性样品和供试品溶液各

１０ μl 、对照品 ２０ μl进行测定 。结果显示阴性样品

色谱图在相应位置无干扰 ，表明本方法专属性良好 ，

见图 １ 。

2 ．4 ．2 　线性关系 　精密称取羟基积雪草苷 １１ ．８５ mg

图 1 　积雪草配方颗粒的 HPLC图
A ．混合对照品 ；B ．供试品 ；C ．阴性样品 ；１ ．羟基积雪草苷 ；２ ．积雪草苷

和积雪草苷对照品 １１ ．７３ mg ，加甲醇制成混合对照
品储备液（每 １ ml含羟基积雪草苷０ ．１８７ ７ mg及积
雪草苷０ ．１８４ ３ mg） 。再精密吸取混合对照品储备液
适量 ，制成 １０ 、２０ 、２５ 、３５ 、５５ 、９０ 、１８０ μg／ml系列浓
度的混合对照品溶液 。分别精密吸取混合对照品溶

液 ２０ μl进样测定 ，以进样量（X ，μg）为横坐标 ，峰面

积（Y ）为纵坐标 ，绘制标准曲线 ，计算回归方程 。结

果羟基积雪草苷在０ ．１８７ ７ ～ ３ ．７５４ μg范围内与峰
面积线性关系良好 ，回归方程为 Y ＝ ２２３ ．７６X ＋

３ ．３３８ ２（r ＝ ０ ．９９９ ９） ；积雪草苷在０ ．１ ８４３ ～ ３ ．６８６

μg范围内与峰面积线性关系良好 ，回归方程为 Y ＝

２２１畅６３X ＋ １ ．６１６ ４（r ＝ ０ ．９９９ ９） 。

2 ．4 ．3 　精密度试验 　精密吸取“２ ．１”项下的混合对

照品溶液 ２０ μl ，重复进样 ６次 ，羟基积雪草苷和积

雪草苷峰面积 RSD 值分别为 １畅０％ 和 １畅０％ ，表明

精密度良好 。

2 ．4 ．4 　稳定性试验 　取样品按“２ ．２”项下方法制备

供试品溶液 ，分别于 ０ 、４ 、８ 、１８ 、４２ 、４８ h按色谱条件

测定 。供试品溶液中羟基积雪草苷和积雪草苷峰面

积 RSD值分别为 ０畅９％ 和 ２畅１％ ，表明供试品溶液

在 ４８ h内稳定 。

2 ．4 ．5 　重复性试验 　取样品按“２ ．２”项下方法制备

６份供试品溶液 ，按色谱条件测定 ，羟基积雪草苷和

积雪草苷含量 RSD值分别为 ２畅４％ 和 ３畅０％ 。表明

该方法重复性良好 。

2 ．4 ．6 　加样回收率试验 　取已知含量的样品 ６份 ，

每份约０畅５ g ，精密称定 ，分别精密加入适量的对照

品 ，按“２畅２”项下方法制备供试品溶液并测定 ，计算

加样回收率 ，结果见表 １ 。结果表明 ，羟基积雪草苷

回收率在 ９５畅６４％ ～ ９７畅９５％ 之间 ，平均值为

９７畅０％ ，RSD 值为 １畅０％ ；积雪草苷回收率在

９７畅７６％ ～ １０３畅７１％ ，平均值为 １００畅４％ ，RSD 值为
１畅９％ ，表明该法准确度良好 。

2 ．5 　样品含量的测定 　 取 ６ 批积雪草配方颗粒 ，

按照“２ ．２”项下操作 ，制备供试品溶液并测定 ，计算

含量 。结果见表 ２ 。

０６３
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表 1 　羟基积雪草苷和积雪草苷回收率试验结果（n＝ ６）

成分
取样量
（m／g）

样品量
（m／mg ）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

羟基积雪草苷 ０ 乙．５００ ８ １ 9．５３２ ４ １ 牋．４０７ ９ ２ =．８８ ９５ 构．６４ ９７ 4．０ １ 噰．０

０ 乙．５０１ ９ １ 9．５３５ ８ １ 牋．４０７ ９ ２ =．９１ ９７ 构．９５

０ 乙．５０３ ６ １ 9．５４１ ０ １ 牋．４０７ ９ ２ =．９１ ９７ 构．３５

０ 乙．５０２ ０ １ 9．５３６ １ １ 牋．４０７ ９ ２ =．９１ ９７ 构．６２

０ 乙．５０３ ０ １ 9．５３９ ２ １ 牋．４０７ ９ ２ =．９０ ９６ 构．６１

０ 乙．５０１ ０ １ 9．５３３ １ １ 牋．４０７ ９ ２ =．９０ ９７ 构．３６

积雪草苷 ０ 乙．５００ ８ ０ 9．８８６ ４ ０ 牋．９２１ ６ １ =．８１ １００ 构．１２
１００ 4．４ １ 噰．９

０ 乙．５０１ ９ ０ 9．８８８ ４ ０ 牋．９２１ ６ １ =．８２ １００ 构．８８

０ 乙．５０３ ６ ０ 9．８９１ ４ ０ 牋．９２１ ６ １ =．８１ ９９ 构．７７

０ 乙．５０２ ０ ０ 9．８８８ ５ ０ 牋．９２１ ６ １ =．８４ １０３ 构．７１

０ 乙．５０３ ０ ０ 9．８９０ ３ ０ 牋．９２１ ６ １ =．７９ ９７ 构．７６

０ 乙．５０１ ０ ０ 9．８８６ ８ ０ 牋．９２１ ６ １ =．８１ １００ 构．３９

表 2 　积雪草配方颗粒含量测定结果（mg ／g ，n＝ ６）

编号 羟基积雪草苷 积雪草苷

１６４６唱０１ 缮５ K．８ ２ -．３

１６４６唱０２ 缮３ K．２ １ -．７

１６４６唱０３ 缮３ K．１ １ -．７

１６４６唱０４ 缮４ K．４ １ -．２

１６４６唱０５ 缮３ K．２ １ -．８

１６４６唱０６ 缮３ K．７ ３ -．１

3 　讨论

3 ．1 　流动相的选择 　 羟基积雪草苷和积雪草苷属

于三萜皂苷类成分 ，积雪草中还存在羟基积雪草苷

的另一同分异构体积雪草苷唱B ，其结构区别在于前

者为齐墩果烷型三萜 ，后者为乌苏烷型三萜［３］
，给分

离造成了困难 。文献曾报道用 HPLC 法测定积雪
草配方颗粒中相关苷类成分的含量测定方法［４ ，５］

，

采用乙腈唱水为流动相 ，无法有效分离羟基积雪草苷

与其同分异构体 。近期研究报道［６唱８］表明 ，在流动相

中加入适量的 β唱环糊精可使羟基积雪草苷与积雪草

苷唱B得到良好的分离 ；β唱环糊精浓度越高 ，两个同分

异构体的分离度越高 ，原因在于 β唱环糊精与各异构

体形成不同空间位阻的包含物 ，可以得到不同的保

留时间 。 枟中华人民共和国药典（２０１５ 年版）枠一部

“积雪草”项下含量测定也采用了乙腈唱２ mmol／Lβ唱
环糊精溶液（２４ ∶ ７６）为流动相 。鉴于上述原因 ，并

针对积雪草配方颗粒水溶性成分较多的特点 ，笔者

对色谱条件进行了优化 ，选择以乙腈唱２ mmol／Lβ唱环
糊精溶液为流动相进行梯度洗脱 ，取得了良好的分

离效果 。

3 ．2 　供试品溶液制备方法的考察 　 以乙醇 、７０％

乙醇 、５０％ 乙醇作为提取溶剂进行考察 ，结果显示高

浓度乙醇几乎提取不出苷类成分 ，５０％ 乙醇 、７０％ 乙

醇溶液的提取效果相差不大 ；考虑到 ７０％ 乙醇易过

滤 ，故选择 ７０％ 乙醇为提取溶剂 。采用超声处理和

加热回流对提取方法进行了考察 ，经含量计算的结

果表明 ，两种方法无明显差别 。从操作简便的角度

考虑 ，选择超声处理 。

　 　本研究建立了积雪草配方颗粒中羟基积雪草苷

和积雪草苷的 HPLC含量测定方法 ，并对多批样品

进行了测定 ，方法稳定 、结果准确 ，且操作快速简便 ，

适用于积雪草配方颗粒的含量检测 ，为积雪草配方

颗粒的质量控制提供了参考 。
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