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　　陕西省重点研发计划项目（２０１９ＳＦ－２７７）
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分子设计和效应面法优化环糊精流动相添加法

测定山茱萸中的熊果酸和齐墩果酸

杨若朦１，田军１，李蕴哲２

（１．西安文理学院，西安 ７１００６５；２．西安交通大学，西安 ７１００６１）

摘要　目的：建立以环糊精为流动相添加剂的高效液相色谱法测定山茱萸中熊果酸和齐墩果酸，为山茱萸
的质量控制提供依据。方法：运用分子设计和效应面法优化山茱萸中熊果酸和齐墩果酸含量测定的方法，

采用安捷伦ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈 －３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１γ－环糊精溶液（含

００５％磷酸）（６０∶４０）为流动相，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温２５℃，检测波长２１０ｎｍ。结果：熊果酸和齐墩果
酸的分离度为３８１，熊果酸进样量在４００～４０００ｎｇ，齐墩果酸进样量在２００～２０００ｎｇ范围内线性关系良
好（ｒ＝０９９９７和０９９９９），精密度ＲＳＤ≤１４％，重现性ＲＳＤ≤１８％，稳定性ＲＳＤ≤１７％，回收率分别为
９８５％（ＲＳＤ＝１７％）和 ９９１％（ＲＳＤ＝２０％），３批山茱萸药材中熊果酸含量分别为 ２６６、２３５和
２９１ｍｇ·ｇ－１，齐墩果酸含量分别为０８３、０７８和１１２ｍｇ·ｇ－１。结论：该方法简便，准确可靠，且经济环
保，可作为山茱萸的质量控制方法。

关键词：环糊精；流动相添加法；分子设计；效应面法；熊果酸；齐墩果酸；山茱萸
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ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ２５℃ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｎｇｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２１０ｎｍＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｐｅａｋｓｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄａｎｄｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄｗａｓ３８１Ｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｇｏｏｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ４００－４０００ｎｇｆｏｒｕｒｓｏｌｉｃ
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ａｃｉｄａｎｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ２００－２０００ｎｇｆｏｒｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄＴｈｅＲＳＤｓｆｏｒｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ１４％，１８％，ａｎｄ１７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｗｅｒｅ９８５％ （ＲＳＤ＝１７％）ａｎｄ
９９１％ （ＲＳＤ＝２０％）ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｉｎｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆＣｏｒｎｉＦｒｕｃｔｕｓｗｅｒｅ２６６ｍｇ·ｇ－１，２３５
ｍｇ·ｇ－１ａｎｄ２９１ｍｇ·ｇ－１，ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄｗｅｒｅ０８３ｍｇ·ｇ－１，０７８ｍｇ·ｇ－１ａｎｄ１１２ｍｇ·ｇ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆｒｉｅｎｄｌｙ，ａｎｄｃａｎｂｅ
ｕｓｅｄａｓａｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒＣｏｒｎｉＦｒｕｃｔｕｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ；ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｄｄｉｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｓｉｇｎ；ｅｆｆｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ；ｕｒｓｏｌｉｃ
ａｃｉｄ；ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ；ＣｏｒｎｉＦｒｕｃｔｕｓ

　　山茱萸为山茱萸科植物山茱萸 Ｃｏｒｎｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ
ＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ的干燥成熟果肉，是传统的中药材，在
我国应用历史悠久。中医认为山茱萸具有补益肝

肾、收涩固脱的功效，用于眩晕耳鸣、腰膝酸痛、阳痿

遗精、遗尿尿频、崩漏带下、大汗虚脱和内热消渴。

现代药理学研究表明，山茱萸具有提高免疫、抗肿

瘤、抗炎、降血糖、保肝作用等生物活性［１－４］。山茱萸

的化学成分非常复杂，主要有环烯醚萜苷、三萜酸、

多糖、多酚、维生素等［５－６］。其中三萜酸化合物有熊

果酸和齐墩果酸，《中华人民共和国药典》自２００５年
版以来一直以熊果酸作为质量标记物来鉴别山茱

萸。熊果酸和齐墩果酸为同分异构体，二者在常用

的高效液相色谱固定相上的保留相似，分离比较

困难［７－８］。

环糊精（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）是直链淀粉在由芽孢杆
菌产生的环糊精葡萄糖基转移酶作用下生成的一

系列环状低聚糖，具有“外亲水，内疏水”的筒状结

构，作为高效液相色谱流动相添加剂，可与分析物

分子产生包合作用，降低分析物的保留，改善同分

异构体的分离［９］，甚至用于手性对映体的拆

分［１０－１１］。环糊精流动相添加高效液相色谱法的分

离效果受环糊精的种类、环糊精的用量、有机相的

比例等因素影响［１２－１３］。本研究拟采用分子设计方

法代替试验操作，优选流动相添加剂环糊精的种

类；采用效应面法分析流动相中环糊精用量、有机

相比例等因素对熊果酸和齐墩果酸分离的影响；以

此为基础，建立环糊精流动相添加 ＨＰＬＣ法测定山
茱萸中的熊果酸和齐墩果酸，为山茱萸质量控制提

供新方法。该方法使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４２进行分子设
计模拟分析物与环糊精的包和作用，不仅能从理论

上解释流动相中环糊精的作用，同时还具有高效、

经济和绿色环保的特点。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ－１０Ａ高效液相色谱仪（岛津公司），包括
ＬＣ－１０Ａｖｐ泵，ＳＰＤ－１０Ａｖｐ检测器，ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱
工作站；ＡＢ１３５－Ｓ十万分之一电子分析天平（梅特
勒－托利多公司）。
１２　试药与试剂

对照品熊果酸（批号１１０７４２－２０１８２３，供含量
测定用）、齐墩果酸（批号１１０７０９－２０２１０９，供含量
测定用）购自中国食品药品检定研究院，γ－ＣＤ购
自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，乙腈、甲醇

为色谱纯（ＴＥＤＩＡ公司），水为三蒸水（实验室自
制），其他试剂均为分析纯（西安化学试剂厂）。山

茱萸药材（批号２３０６０７、２３０７０１、２３０７０２）购自西安
市中药店，经西安交通大学牛晓峰教授鉴定为山茱

萸科植物山茱萸 ＣｏｒｎｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ的
干燥成熟果肉，符合２０２０年版《中华人民共和国药
典》规定。

２　方法与结果
２１　色谱条件

采用安捷伦ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，以乙腈 －３ｍｍｏｌ·Ｌ－１γ－环糊精溶
液（含 ００５％ 磷酸）（６０∶４０）为流动相，流速
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温２５℃，检测波长２１０ｎｍ，进样
量１０μＬ。
２２　溶液的配制
２２１　混合对照品溶液　取熊果酸和齐墩果酸的
对照品适量，精密称定，置于同一量瓶中，加甲醇制

成每１ｍＬ含熊果酸２００ｍｇ和齐墩果酸１００ｍｇ的
混合对照品储备液。精密吸取上述对照品储备液

１ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释成每１ｍＬ含
熊果酸 ２００μｇ和齐墩果酸 １００μｇ的混合对照
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品溶液。

２２２　供试品溶液　取山茱萸药材，６０℃干燥
２４ｈ，粉碎，过筛（６０目）。取药材粉末约１ｇ，精密
称定，置于索氏提取器中，加乙醚 １００ｍＬ３５℃提
取８ｈ，４０℃水浴挥干乙醚，残渣用甲醇８ｍＬ溶解，
置于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得。
２３　分子设计模拟

本研究使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４２进行分子设计模
拟，选 择 流 动 相 中 环 糊 精 的 种 类。α－ＣＤ、
β－ＣＤ、γ－ＣＤ三维立体结构取自剑桥晶体库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃｃｄｃ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／），熊果酸和齐墩
果酸三维立体结构取自 ｐｕｂｃｈｅｍ网站（ｈｔｔｐｓ：／／
ｐｕｂｃｈｅｍｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）。客体分子结构中
可旋转的单键、非极性氢原子等均依照 Ａｕｔｏｄｏｃｋ
程序默认值未做改动。分子对接在立方体格子中

进行，其长、宽、高均为 １２６?，格子间隔为 ０３７５
?，对接计算采用 Ｌａｍａｒｃｋｉａｎ遗传算法。使用 Ｌｉｇ
Ｐｌｏｔ＋程序分析复合物中主客体之间作用情况。

熊果酸和齐墩果酸分别与α－ＣＤ分子设计模拟
图见图１，熊果酸和齐墩果酸与 α－ＣＤ的空腔不匹
配，不能进入α－ＣＤ的空腔而形成包合物。熊果酸
和齐墩果酸分别与 β－ＣＤ和 γ－ＣＤ分子设计模拟
图见图２、３，熊果酸和齐墩果酸沿着环糊精的大口端
方向进入环糊精的疏水空腔内，可形成主客分子的

包合物。熊果酸和齐墩果酸羟基上的氢原子与环糊

精的氧原子之间，以及二者碳基上的氧原子与环糊

精羟基上的氢原子均能形成稳定的氢键；另外，环糊

精内部是疏水的，熊果酸和齐墩果酸进入空腔后，与

环糊精间形成疏水作用。氢键作用与疏水作用共同

维持齐墩果酸（或熊果酸）与 β－ＣＤ（或 γ－ＣＤ）的
包合物的稳定性。

图１　齐墩果酸（Ａ）和熊果酸（Ｂ）与α－ＣＤ分子设计对接图

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｓｉｇｎｄｏｃｋｉｎｇｄｉａｇｒａｍｓｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ（Ａ）

ｏｒｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（Ｂ）ａｎｄα－ＣＤ

图２　齐墩果酸（Ａ）和熊果酸（Ｂ）与β－ＣＤ分子设计对接图

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｓｉｇｎｄｏｃｋｉｎｇｄｉａｇｒａｍｓｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ（Ａ）

ｏｒｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（Ｂ）ａｎｄβ－ＣＤ

图３　齐墩果酸（Ａ）和熊果酸（Ｂ）与γ－ＣＤ分子设计对接图

Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｓｉｇｎｄｏｃｋｉｎｇｄｉａｇｒａｍｓｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ（Ａ）

ｏｒｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（Ｂ）ａｎｄγ－ＣＤ

如图２所示，齐墩果酸２８－位羧基上的氢原子
和氧原子分别与β－ＣＤ糖苷键上的氧原子和羟基上
的氢原子形成２个氢键，熊果酸２８－位羧基上的氢
原子与β－ＣＤ氧原子之间形成２个氢键。如图３所
示，齐墩果酸２８－位羧基上的氢原子和氧原子分别
与γ－ＣＤ中葡萄糖２，３位羟基上的氧原子和氢原子
形成２个氢键，其３－位羟基上的氢原子与 γ－ＣＤ
中葡萄糖６位羟基上的氧原子形成１个氢键；熊果酸
２８－位羧基上的氢原子和氧原子分别与γ－ＣＤ中葡
萄糖２，３位羟基上的氧原子和氢原子形成３个氢键，
其３－位羟基上的氢原子与 γ－ＣＤ中葡萄糖６位羟
基上的氧原子形成１个氢键。由此可见，熊果酸和
齐墩果酸与 γ－ＣＤ的氢键作用强于 β－ＣＤ，熊果酸
与γ－ＣＤ的作用强于齐墩果酸。因此，可选择 γ－
ＣＤ作为流动相添加剂。
２４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法
２４１　试验设计方案与结果测定　以熊果酸和齐
墩果酸的分离度为指标，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设
计原理，选取γ－环糊精浓度（Ａ，ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、有机
相比例（Ｂ，％）以及磷酸的用量（Ｃ，％）为自变量。
因素与水平见表１，试验安排及结果见表２。
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表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计因素与水平

Ｔａｂ１　ＴｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＢｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

因素　　

（ｆａｃｔｏｒ）　　

水平（ｌｅｖｅｌ）

－１ ０ １

Ａ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １ ２ ３

Ｂ／％ ５５ ６０ ６５

Ｃ／％ ００５ ０１０ ０１５

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果
Ｔａｂ２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号（ｎｕｍｂｅｒ） Ａ Ｂ Ｃ 分离度（Ｒ）

１ －１ －１ ０ ２１２

２ １ －１ ０ ４２１

３ －１ １ ０ １５５

４ １ １ ０ ２９２

５ －１ ０ －１ １５２

６ １ ０ －１ ３７３

７ －１ ０ １ １７２

８ １ ０ １ ３６３

９ ０ －１ －１ ３６７

１０ ０ １ －１ ２９４

１１ ０ －１ １ ３４９

１２ ０ １ １ ２５２

１３ ０ ０ ０ ３１０

１４ ０ ０ ０ ３０７

１５ ０ ０ ０ ３１２

１６ ０ ０ ０ ３１３

１７ ０ ０ ０ ３０８

２４２　模型拟合　以熊果酸和齐墩果酸的分离度
为因变量，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件对表３的结果
进行二次多项式拟合，得到３个因素与响应值（Ｙ）的
数学模型：Ｙ＝３１０＋０９４７５Ａ－０４４５０Ｂ－００６２５
Ｃ－０１８００ＡＢ－００７５０ＡＣ－００６００ＢＣ－０４５２５Ａ２＋
００５２５Ｂ２ ＋０００２ ５Ｃ２。数 学 模 型 拟 合 度

（Ｒ２＝０９８７８）极佳，差异性极显著（Ｐ＜０００１），具有
良好的预测性。

在数学模型中，各自变量的方差分析结果（表３）
表明，一次项Ａ、Ｂ具有极显著性差异（Ｐ＜００００１）；
交互项差异中ＡＢ具有显著性差异（Ｐ＜００５），二次项
Ａ２具有极显著性差异（Ｐ＝００００２），其他项不显著。
２４３　效应面分析　采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件，
依据所拟合的模型，绘制不同因素间的效应面图，见

图４。随着γ－ＣＤ浓度的增大，熊果酸和齐墩果酸
的分离度逐渐增加，但是 γ－ＣＤ浓度达到３ｍｍｏｌ·
Ｌ－１时，分离度增加的幅度极小；随着有机相乙腈浓
度的增加，熊果酸和齐墩果酸的分离度逐渐减少；磷

酸的浓度对熊果酸和齐墩果酸的分离度几乎没有影

响。考虑到 γ－ＣＤ在整个体系的溶解性，以及过低
有机相浓度会增加分析时间，选取色谱条件流动相

为乙腈 －３ｍｍｏｌ·Ｌ－１环糊精溶液（含００５％磷酸）
（６０∶４０）。
２４４　效应面预测与验证　依据数学模型，在选取
的色谱条件下，熊果酸和齐墩果酸分离度的预测值

为３７４。按上述色谱条件，重复进样分析混合对照
品溶液３次。熊果酸和齐墩果酸的色谱图见图５，熊
果酸和齐墩果酸的分离度为 ３８１，ＲＳＤ（ｎ＝３）为
１４％，与预测值相对误差为１８４％。
２５　方法学验证
２５１　系统适用性试验　精密量取熊果酸和齐墩
果酸混合对照品溶液及供试品溶液各 １０μＬ，按
“２１”项下色谱条件进样分析，记录色谱图。结果显
示，山茱萸供试品溶液色谱图中在与混合对照品溶

液色谱图相应的位置上有相同的色谱峰，熊果酸和

齐墩果酸达到基线分离，分离度为３８１，见图５。
２５２　线性关系考察　精密量取“２２１”项下混合
对照品溶液２、４、８、１２、１６和２０μＬ，按“２１”项下色
谱条件进样分析，记录色谱图及峰面积。以峰面积

（Ｙ）为纵坐标，进样量（Ｘ，ｎｇ）为横坐标，绘制标准曲
线。结果齐墩果酸进样量在２００～２０００ｎｇ、熊果酸
进样量在４００～４０００ｎｇ范围内线性关系良好，线性
方程分别为

Ｙ＝６６０５６Ｘ－６５８２　ｒ＝０９９９９
Ｙ＝７７６２０Ｘ－１０６５８　ｒ＝０９９９７
２５３　精密度试验　精密量取“２２１”项下混合对
照品溶液，按“２１”项下色谱条件连续进样６次，测定
熊果酸和齐墩果酸色谱峰峰面积。结果熊果酸和齐墩

果酸二者峰面积的ＲＳＤ均＜１４％，精密度良好。
２５４　重复性试验　精密称取同一批山茱萸药材
（批号２３０６０７）５份，分别按“２２２”项下方法制备供
试品溶液，按“２１”项下色谱条件进样分析，记录熊
果酸和齐墩果酸的峰面积，并计算二者含量。结果

熊果酸和齐墩果酸的平均含量（ｎ＝５）分别为
（２６６±０１２）ｍｇ·ｇ－１和（０８３±００７）ｍｇ·ｇ－１，
ＲＳＤ均＜１８％，重复性良好。
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表３　方差分析表
Ｔａｂ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

来源（ｓｏｕｒｃｅ）　　　 自由度（ｄｆ） 平方和（ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ，ＳＳ） 均方（ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ，ＭＳ） Ｆ Ｐ

模型（ｍｏｄｅｌ） ９ ９８３ １０９ ６２９３ ＜００００１

Ａ １ ７１８ ７１８ ４１３７８ ＜００００１

Ｂ １ １５８ １５８ ９１２７ ＜００００１

Ｃ １ ００３１３ ００３１３ １８０ ０２２１６

ＡＢ １ ０１２９６ ０１２９６ ７４７ ００２９２

ＡＣ １ ００２２５ ００２２５ １３０ ０２９２４

ＢＣ １ ００１４４ ００１４４ ０８２９６ ０３９２７

Ａ２ １ ０８６２１ ０８６２１ ４９６７ ００００２

Ｂ２ １ ００１１６ ００１１６ ０６６８６ ０４４０５

Ｃ２ １ ０００００ ０００００ ０００１５ ０９７００

残差（ｒｅｓｉｄｕａｌ） ７ ０１２１５ ００１７４

失拟性（ｌａｃｋｏｆｆｉｔ） ３ ０１１８９ ００３９６ ６０９７ ００００９

纯误性（ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ） ４ ０００２６ ００００７

总离性（ｔｏｔａｌ） １６ ９９５

图４　γ－ＣＤ浓度（Ａ）、有机相（乙腈）比例（Ｂ）、磷酸浓度（Ｃ）相互作用对熊果酸和齐墩果酸的分离度影响的三维效应面图

Ｆｉｇ４　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎγ－ＣＤｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ａ），ｏｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅ（ａｃｅｔｏｎｉｔｒｅｌｅ）ｒａｔｉｏ

（Ｂ），ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｃ）ｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄａｎｄｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ

１．熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ）　２．齐墩果酸（ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ）
图５　混合对照品（Ａ）与山茱萸（Ｂ）的ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ）
ａｎｄＣｏｒｎｉＦｒｕｃｔｕｓ（Ｂ）

２５５　稳定性试验　精密量取供试品溶液，于溶液
制备后０、２、４、６和８ｈ分别进样１０μＬ，记录熊果酸和
齐墩果酸的峰面积，计算ＲＳＤ。结果熊果酸和齐墩果
酸峰面积的ＲＳＤ均＜１７％，二者在８ｈ内稳定。
２５６　回收率试验　精密称取山茱萸药材（批号
２３０６０７）粉末０５ｇ，加入“２２１”项下混合对照品储
备液０５ｍＬ，按“２２２”项下方法制备供试溶液，然
后按“２１”项下的色谱条件进样分析，计算加样回收
率。结果熊果酸和齐墩果酸的平均回收率分别为

９８５％（ＲＳＤ＝１７％）和 ９９１％（ＲＳＤ＝２０％），回
收率良好。

２６　样品的测定
取市售山茱萸药材３批（批号２３０６０７、２３０７０１、
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２３０７０２），分别按“２２２”项下方法制备供试品溶液，
按“２１”项下的色谱条件进样分析，计算含量。测定
结果显示，３批山茱萸药材中熊果酸的含量分别为
２６６、２３５和２９１ｍｇ·ｇ－１，齐墩果酸的含量分别为
０８３、０７８和１１２ｍｇ·ｇ－１。
３　讨论
３１　环糊精包合作用

环糊精通常含有６～１２个Ｄ－吡喃葡萄糖单元，
使用较多的是含有６、７、８个葡萄糖单元的分子，分
别称为α－ＣＤ、β－ＣＤ、γ－ＣＤ。环糊精中各葡萄糖
单元均以１，４－糖苷键结合，形成具有略呈锥形的中
空圆筒立体环状结构，在其空腔内由于受到Ｃ－Ｈ键
的屏蔽作用形成了疏水区，像酶一样提供１个疏水
的结合部位，因此环糊精作为主体可以包合各种适

当的客体［１４－１５］。熊果酸和齐墩果酸与 β－ＣＤ和
γ－ＣＤ空腔大小匹配，能进入空腔，形成包合物，并与
环糊精产生疏水作用；而α－ＣＤ空腔较小，熊果酸和
齐墩果酸不能进入α－ＣＤ空腔而形成包合物。环糊
精中空圆筒外侧上端（较大开口端）由Ｃ２和Ｃ３的仲
羟基构成，下端（较小开口端）由 Ｃ６的伯羟基构成，
具有亲水性，能与客分子的极性基团（如羟基、羰基、

氨基等）形成氢键，提高包合物稳定性。如“２３”项
下所述，熊果酸和齐墩果酸与 β－ＣＤ均形成２个氢
键，熊果酸和齐墩果酸与 γ－ＣＤ分别形成３个氢键
和４个氢键。由此可见，熊果酸和齐墩果酸与 γ－
ＣＤ的氢键作用强于 β－ＣＤ，熊果酸与 γ－ＣＤ的作
用强于齐墩果酸。

３２　流动相添加剂环糊精对色谱行为的影响
在反相液相色谱中，环糊精作为流动相添加

剂，能与分析物形成主客分子包合物，不仅可增加

分析物的极性和水溶性，提高分析物在流动相中的

分配，还能通过分析物与环糊精间的作用，如疏水

作用和氢键作用，减少分析物与固定相间的作用，

从而降低分析物在固定相上保留，使分析物的保留

时间大幅度降低［１６－１７］。熊果酸和齐墩果酸为五环

三萜类化合物，疏水性强，在反相固定相上保留极

强。当以３ｍｍｏｌ·Ｌ－１γ－ＣＤ为流动相［乙腈 －水
（含００５％磷酸）（６０∶４０）］添加剂，熊果酸和齐墩
果酸的保留时间从约６０ｍｉｎ分别缩短到２３、２７ｍｉｎ
左右。在以乙腈 －水（含００５％磷酸）（６０∶４０）为
流动相时，熊果酸和齐墩果酸的保留时间基本相

同，色谱峰重叠。在水相中加入γ－ＣＤ为流动相添

加剂后，熊果酸和齐墩果酸的分离得到改善；当γ－
ＣＤ为３ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，熊果酸和齐墩果酸色谱峰的
分离度达到３８１。熊果酸和齐墩果酸均能和 γ－
ＣＤ形成包合物，γ－ＣＤ作为流动相添加剂，能同时
降低熊果酸和齐墩果酸在固定相上的保留；由于熊

果酸与γ－ＣＤ的作用强于齐墩果酸，因此熊果酸在
固定相上先被洗脱下来，保留时间较小，色谱峰位

于齐墩果酸之前。

３３　有机相的比例对对色谱行为的影响
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法优化结果表明，随着有

机相乙腈比例的增加，熊果酸和齐墩果酸的分离度

逐渐变小。其原因是，当有机相的比例增加，出峰时

间变短，在色谱柱上的保留时间缩短，不利于熊果酸

和齐墩果酸的分离。当有机相的比例降低，熊果酸

和齐墩果酸保留时间延长，与 γ－ＣＤ之间的作用时
间变长，分离度增加。但若有机相乙腈用量过小，熊

果酸和齐墩果酸在固定相上的保留时间过长，会造

成二者色谱峰扩散严重。
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