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　　国家重点研发计划项目－中药材净切制关键技术与智能设备研究及应用（２０１９ＹＦＣ１７１１５００）
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基于波长转换 ＲＰ－ＨＰＬＣ法的茯苓皮多成分
含量测定及特征图谱方法研究

徐凡１，袁杰２，３，蒲婧哲２，３，胡冲２，３，张亚中２，３，４，刘守金１

（１．安徽中医药大学药学院，合肥 ２３００１２；２．安徽省食品药品检验研究院，合肥 ２３００５１；３．国家药品监督管理局中药质量研究
与评价重点实验室，合肥 ２３００５１；４．中药饮片制造新技术安徽省重点实验室，合肥 ２３００１２）

摘要　目的：本文通过建立茯苓皮的双波长切换ＨＰＬＣ特征图谱方法，同时建立茯苓皮中１１个三萜类成分
含量的测定方法，旨在为茯苓皮全面的质量评价提供定性和定量方法。方法：采用Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ－Ｃ１８（２）色

谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（含３％四氢呋喃）（Ａ）和０１％磷酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱，
流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，进样体积２０μＬ，检测波长２１０、２４３ｎｍ。结果：所建立的特征图谱能有效的
识别１８个共有峰，精密度、重复性、稳定性（４８ｈ）试验的ＲＳＤ均

!

３７％（ｎ＝６）；１１个待测化学成分能够
达到良好分离，在考察质量范围内线性关系良好（ｒ均≥０９９９６），平均回收率 ９５４％～１０５５％，
ＲＳＤ１０％～３１％，精密度、重复性、稳定性（４８ｈ）试验的ＲＳＤ均≤３０％（ｎ＝６）；相似度分析结果显示，大
部分产地的茯苓皮药材的相似度很高；含量测定结果表明，１１个三萜类成分中茯苓酸Ａ在所有批次茯苓皮
中占比最高，另外茯苓酸Ａ、松苓新酸、茯苓酸 Ｂ、去氢齿孔酸、栓菌酸５个成分的含量波动相对较大，其他
成分波动较平缓；不同产地茯苓皮样品无明显地域上的差异。结论：建立了茯苓皮特征图谱和多成分含量

测定方法，为茯苓皮的质量控制奠定了基础。

关键词：茯苓皮；三萜；特征图谱；含量测定；波长转换
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Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ－Ｃ１８（２）ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓａｄｏｐｔｅｄＡｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｃｏｎ
ｔａｉｎ３％ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ）（Ａ）ａｎｄ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗｉｔｈ
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２０μＬＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｗｅｒｅ２１０ａｎｄ２４３ｎｍＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｆｅａｔｕｒｅｐｒｏｆｉｌｅｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｗｅｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｔｈｅ１８ｓｈａｒｅｄｐｅａｋｓＲＳＤｆｏｒｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ（４８ｈ）ｔｅｓｔｓｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ
３７２％（ｎ＝６）Ｔｈｅ１１ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｔｏｂｅｍｅａｓｕｒｅｄｗｅｒｅｗｅｌｌｓｅｐａｒａｔｅｄ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｍａｓｓ
ｒａｎｇｅｅｘａｍｉｎｅｄ（ａｌｌｒ≥ ０９９９６）Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９５４％ －１０５５％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｗａｓ
１０％－３１％．ＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ（４８ｈ）ｔｅｓｔｓｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎｏｒｅｑｕａｌｔｏ
３０％（ｎ＝６）ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｏｓｔｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎｓｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓｗｅｒｅｖｅｒｙｓｉｍｉｌａｒｔｏ
ｅａｃｈｏｔｈｅｒＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｍｏｎｇｔｈｅ１１ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ，ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄ
ＡａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｎａｌｌｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓＩｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，
ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＡ，ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ，ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＢ，ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃａｃｉｄａｎｄｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ，ｆｌｕｃｔｕａ
ｔｅｄｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｍｏｒｅ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｔｈｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｌｕｃｔｕａｔｅｄｍｏｒｅｇｅｎｔｌｙＮｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｓａｍ
ｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｍｕｌｔｉ－
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｌａｉｄｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ；ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ；ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

　　 茯苓皮为多孔菌科真菌茯苓 Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ
（Ｓｃｈｗ．）Ｗｏｌｆ菌核的干燥外皮，具有利水消肿的功
效，用于水肿，小便不利［１］。在东汉之前，茯苓一直

是以整体入药，在东汉时期才有了茯苓和茯苓皮之

分，茯苓皮开始单独入药，东汉的《中藏经》卷六［２］首

次记载了以茯苓皮入药的“五皮散”。而茯苓皮作为

独立药材的记载最早见于明代《本草纲目》［３］，２０２０
年版《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药

典》）中茯苓皮也已经单独记载。目前市场流通茯苓

皮主要来源于安徽、湖北地区，但报道显示以云南产

质量最佳［４］。

茯苓皮中主要含有多糖类和三萜类化学成分，

其中三萜类成分已被证实具有利尿、抗氧化、抗炎、

抗肿瘤、降血脂、抗癫痫、美白等药理作用［５－１１］。目

前学者对茯苓中三萜类成分的研究已经较为深入，

对茯苓皮中三萜类成分的研究较少，近１０年来多
见对茯苓皮中总三萜或 １～５个三萜类成分的测
定［１２－１４］，且２０２０年版《中国药典》中未对茯苓皮
进行含量测定的规定，特异性不足，课题组前期已

完成茯苓皮基础检查项如水分、总灰分等的测定，

有一定实验基础。因此，本研究通过建立茯苓皮

特征图谱，以及多成分含量测定的方法，为后期实

验提供帮助，为茯苓皮的鉴别及质量控制提供

参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２６０高效液相色谱仪［安捷
伦科技（中国）有限公司］；ＭＬ２０４型万分之一电子天
平、ＸＰ２６型十万分之一电子天平（托利多仪器上海
有限公司）；ＥｌｍａｓｏｎｉｃＳ３０（Ｈ）超声波清洗器（德祥
科技有限公司）；１１６Ｂ摇摆式六两装高速中药粉碎
机（永历制药机械有限公司）；５ＨＣ－Ｃ１８（２）色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
１２　试药

对照品茯苓酸 Ｂ（批号 Ｄ２８ＧＢ１７２７１１，纯度以
９５％计）、去氢土莫酸（批号 Ａ１９ＧＢ１５８３４５，纯度以
９５％计）、茯苓酸Ａ（批号 Ｊ０８ＧＢ１５４００７，纯度以９６％
计）、多孔菌酸 Ｃ（批号 Ｐ０８Ｊ１１Ｌ１０７５１４，纯度以９５％
计）、３－表去氢土莫酸（批号 Ａ１３ＨＢ１８０２９４，纯度以
９５％计）、３－Ｏ－乙酰 －１６α－羟基松苓新酸（批号
Ｐ０８Ｊ１１Ｓ１０７８４６，纯度以９５％计）、去氢茯苓酸（批号
Ａ１７ＧＢ１４４４２２，纯度以 ９８％ 计）、茯苓酸 （批号
Ｊ０２ＧＢ１５０４０６，纯度以 ９７％计）、松苓新酸（批号
Ｐ２４Ｊ１０Ｓ８０６３０，纯度以 ９８％ 计）、栓菌酸 （批号
Ａ１４ＨＢ１８０２９５，纯度以 ９５％计）、去氢齿孔酸（批号
Ａ１４ＨＢ１８０２９６，纯度以９５％计）均购自上海源叶生物
科技有限公司。甲醇、乙腈、四氢呋喃为色谱纯［赛

默飞世尔科技（中国）有限公司］，磷酸为分析醇（国
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药集团化学试剂有限公司），水为纯净水。

１３　药材
２１批茯苓皮药材于安徽、云南、广西、贵州及湖

北产地收集，经安徽省食品药品检验研究院张亚中

主任中药师鉴定多孔菌科真菌茯苓 Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ
（Ｓｃｈｗ．）Ｗｏｌｆ菌核的干燥外皮，产地及编号分别为
安徽省六安市金寨县（Ｐ－１～Ｐ－４）、安庆市宿松县
（Ｐ－５）、岳西县（Ｐ－６、Ｐ－７），云南省楚雄彝族自治
州双柏县（Ｐ－８）、保山市腾冲县（Ｐ－９、Ｐ－１０），广西
壮族自治区玉林市（Ｐ－１１～Ｐ－１３），贵州省黔东南苗
族侗族自治州黎平县（Ｐ－１４～Ｐ－１６），湖北省宜昌市
夷陵区（Ｐ－１７）、黄冈市罗田县（Ｐ－１８～Ｐ－２１）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ－Ｃ１８（２）色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（含 ３％四氢呋喃）
（Ａ）和０１％磷酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，
４５％Ａ；１０～１５ｍｉｎ，４５％Ａ→５２％Ａ；１５～４０ｍｉｎ，５２％
Ａ；４０～５０ｍｉｎ，５２％Ａ→７０％Ａ；５０～６５ｍｉｎ，７０％Ａ→
７５％Ａ；６５～７１ｍｉｎ，７５％Ａ；７１～７４ｍｉｎ，７５％Ａ→８０％
Ａ；７４～９５ｍｉｎ，８０％Ａ），流速 １ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
３５℃，进样体积２０μＬ，检测波长２４３ｎｍ和２１０ｎｍ
（６２～６４５ｍｉｎ、６７～６８８ｍｉｎ、８０～８３ｍｉｎ），理论塔
板数按茯苓酸Ｂ计算应≥８０００。
２２　对照品溶液的制备

取各对照品适量，精密称量，加甲醇制成每１ｍＬ
含茯苓酸Ｂ０１８４７ｍｇ、去氢土莫酸００７７９ｍｇ、茯
苓酸Ａ０７７２７ｍｇ、多孔菌酸Ｃ００９８８ｍｇ、３－表去
氢土莫酸００４００ｍｇ、３－Ｏ－乙酰－１６α－羟基松苓
新酸００２８５ｍｇ、去氢茯苓酸 ００７１７ｍｇ、茯苓酸
０１０３１ｍｇ、松苓新酸 ０４５３７ｍｇ、栓菌酸 ０１７２６
ｍｇ、去氢齿孔酸０３５６７ｍｇ的混合对照品溶液。
２３　供试品溶液的制备

取茯苓皮粉末（过４号筛）约１ｇ，精密称量，置
具塞锥形瓶中，精密加甲醇２５ｍＬ，密塞，称量，超声
处理（功率１００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，取出，冷却，
称量，用甲醇补足失去的量，摇匀，静置，取上清液，

用０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。
２４　茯苓皮ＨＰＬＣ特征图谱

通过２１批茯苓皮药材的 ＨＰＬＣ色谱图，建立茯
苓皮的特征图谱，对茯苓皮中化学成分进行表征，为

茯苓皮的鉴别和质量控制提供支持。

２４１　特征图谱的建立　取茯苓皮粉末（过 ４号
筛）约１ｇ，精密称定，按“２３”项下方法制备供试品
溶液，按“２１”项色谱条件进样，记录 ＨＰＬＣ色谱图。
采用国家药典委员会的中药色谱指纹图谱相似度评

价系统软件（２０１２１版）进行评价，设定Ｐ－１样品图
谱为参照图谱，并将其余样品的色谱峰与 Ｐ－１样品
的色谱峰进行自动匹配，生成对照特征图谱，对 ２１
批茯苓皮药材特征图谱中出峰时间基本一致、峰面

积较大的１８个共有特征峰进行相似度分析。生成
的茯苓皮药材对照特征图谱见图１，２１批茯苓皮药
材ＨＰＬＣ叠加图见图２。
２４２　相似度评价　通过《中药色谱指纹图谱相似
度评价系统》对２１批茯苓皮相似度进行评估，结果
的数值越大，相似度越高。结果显示，除 Ｐ－８样品
外，其余 ２０批样品与对照特征图谱的相似度均

!

０９，说明大部分产地的茯苓皮中三萜类成分具有较
高的相似度。

２４３　特征峰的确定　通过中药色谱指纹图谱相
似度评价系统软件对２１批茯苓皮进行共有峰标识，
根据各峰的峰面积、峰形和分离度，选择１８个共有
峰作为特征峰，并与参照物图谱进行比对，最终确定

３号峰为茯苓酸Ｂ，４号峰为去氢土莫酸，６号峰为茯
苓酸Ａ，７号峰为多孔菌酸 Ｃ，８号峰为３－表去氢土
莫酸，９号峰为３－Ｏ－乙酰 －１６α－羟基松苓新酸，
１１号峰为去氢茯苓酸，１２号峰为茯苓酸，１５号峰为
松苓新酸，１６号峰为栓菌酸，１７号峰为去氢齿孔酸。
２４４　特征图谱精密度试验　精密吸取供试品溶
液２０μＬ，按“２１”项下色谱条件重复进样６次，记录
色谱图。以峰面积较大的茯苓酸 Ａ峰作为参照峰，
计算共有峰的相对保留时间及相对峰面积。共有峰

的相对保留时间 ＲＳＤ均 ＜１０％，相对峰面积 ＲＳＤ
均＜２４％，结果表明仪器精密度良好。
２４５　特征图谱稳定性试验　精密吸取同一茯苓
皮（Ｐ－８）供试品溶液２０μＬ，分别于０、２、４、６、８、１０、
１２、２４、３６、４８ｈ按“２１”项下色谱条件测定，记录色
谱图。以茯苓酸 Ａ峰为参照峰，计算共有峰的相对
保留时间及相对峰面积。共有峰相对保留时间的

ＲＳＤ均＜１０％，相对峰面积的ＲＳＤ均＜２４％，结果
表明供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好。
２４６　特征图谱重复性试验　取同一批茯苓皮供
试品（Ｐ－８）６份，精密称定，按“２３”项下方法分别
制备供试品溶液，精密吸取供试品溶液２０μＬ，分别
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３．茯苓酸Ｂ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＢ）　４．去氢土莫酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ）　６．茯苓酸Ａ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＡ）　７．多孔菌酸Ｃ（ｐｏｌｙｐｏｒｅｎｉｃａｃｉｄＣ）　８．３－表去

氢土莫酸（３－ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ）　９．３－Ｏ－乙酰－１６α－羟基松苓新酸（３－Ｏ－ａｃｅｔｙｌ－１６ａｌｐｈａ－ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ）　１１．去氢

茯苓酸（ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ）　１２．茯苓酸（ｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ）　１５．松苓新酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ）　１６．栓菌酸（ｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ）　１７．去氢齿孔酸

（ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃａｃｉｄ）

图１　茯苓皮药材ＨＰＬＣ特征图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ

图２　茯苓皮药材ＨＰＬＣ叠加图

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｏｖｅｒｌａｙｃｈａｒｔｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ

进样测定，记录色谱图。以茯苓酸Ａ峰为参照峰，计
算共有峰的相对保留时间及相对峰面积。共有峰相

对保留时间的 ＲＳＤ均 ＜１０％，相对峰面积的 ＲＳＤ
均＜３７％，结果表明该方法重复性好。

２５　茯苓皮多成分含量测定
在特征图谱研究的基础上，通过特征图谱色谱条

件、供试品溶液的和对照品溶液的制备，测定其中１１个
化学成分的含量，从定量的角度对茯苓皮的质量进行控
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制，和特征图谱形成全面控制茯苓皮的质量控制体系。

２５１　专属性试验　精密吸取混合对照品溶液、供
试品溶液及纯溶剂溶液（甲醇，阴性对照），在相同的

色谱条件下，测定并记录色谱图，结果表明阴性对照

无干扰，专属性强。茯苓皮样品与混合对照品的色

谱图见图３。

图３　茯苓皮样品（Ａ）与混合对照品（Ｂ）ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ（Ａ）ａｎｄｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）

２５２　线性关系考察　取混合对照品溶液适量，
以进样量１、５、１０、１５、２０、３０μＬ进样，按“２１”项
下色谱条件进行测定。以待测成分的进样质量

（Ｘ）为横坐标，待测成分峰面积（Ｙ）为纵坐标，绘
制标准曲线，计算回归方程及相关系数，结果

见表１。

表１　１１个成分的回归方程、线性范围
Ｔａｂ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ１１ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　　　　　　　
（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　　　　

回归方程　　　
（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／μｇ
ｒ

茯苓酸Ｂ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＢ） Ｙ＝１６８１９Ｘ＋１５１ ０１８４７～５５４１０ １０００

去氢土莫酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１７１６３Ｘ－１４８ ００７７９～２３３７０ ０９９９７

茯苓酸Ａ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＡ） Ｙ＝１３４９３Ｘ＋１６５５ ０７７２７～２３１７９５ ０９９９９

多孔菌酸Ｃ（ｐｏｌｙｐｏｒｅｎｉｃａｃｉｄＣ） Ｙ＝１６９２０Ｘ＋０９ ００９８８～２９６４０ １０００

３－表去氢土莫酸（３－ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝８２７１Ｘ＋２４ ００４００～１２００８ ０９９９９

３－Ｏ－乙酰－１６α－羟基松苓新酸（３－Ｏ－ａｃｅｔｙｌ－１６ａｌｐｈａ－
ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ）

Ｙ＝１５４９１Ｘ＋３５ ００２８５～０８５５８ １０００

去氢茯苓酸（ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝１２１４６Ｘ＋５４ ００７１７～２１４９５ １０００

茯苓酸（ｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝６８０５１Ｘ＋５１８ ０１０３１～３０９１５ ０９９９６

松苓新酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２１６６３Ｘ＋６３８ ０４５３７～１３６０９５ １０００

栓菌酸（ｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝９０１３Ｘ－２５０ ０１７２６～５１７６５ ０９９９８

去氢齿孔酸（ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃａｃｉｄ） Ｙ＝２０１７１Ｘ＋３９８ ０３５６７～１０７０１０ １０００

２５３　精密度试验　取混合对照品溶液，按“２１”
项下色谱条件进行分析，连续进样６次，记录待测成

分峰面积，计算ＲＳＤ。１１个成分峰面积的 ＲＳＤ均 ＜
２０％，结果表明仪器精密度良好。



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
,

） ·２１９　　 ·
　

２５４　稳定性试验　取同一份供试品（Ｐ－８）溶液，
分别于０、２、４、６、８、１０、１２、２４、３６、４８ｈ进行分析，记
录待测成分峰面积，计算含量及相应 ＲＳＤ。１１个成
分含量的 ＲＳＤ均 ＜２５％，结果表明供试品溶液在
４８ｈ内基本稳定。
２５５　重复性试验　取同一批茯苓皮供试品
（Ｐ－８）６份，精密称定，按“２３”项下方法制备供试
品溶液，按“２１”项下色谱条件测定，记录峰面积，计
算含量及相应 ＲＳＤ。１１个成分含量为 ０２１４８％、
０１３２３％、１１５５８％、０１２９４％、００４８３％、００３７８％、

００８２５％、０１２１５％、０５７８９％、０１９７３％、０４９００％，
ＲＳＤ为２６％、１４％、２９％、２１％、１７％、２３％、１２％、
３０％、２２％、２１％、２８％，ＲＳＤ均≤３０％，说明本方
法的重复性良好。

２５６　加样回收率试验　取已知含量的茯苓皮粉末
（过４号筛）约０５ｇ，共６份，精密称定，分别加入一定
量混合对照品溶液，按照“２３”项下方法制备供试品
溶液，进行分析，计算各待测成分的平均回收率及

ＲＳＤ，见表２。１１个待测成分的平均回收率在９５４％～
１０５５％，ＲＳＤ均≤３１％，表明本方法的准确度良好。

表２　１１个成分加样回收率试验（ｎ＝６）

Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆ１１ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　

样品含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

茯苓酸Ｂ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＢ） １０７６１ １１０８２ ２２００７ １０１５ １０３５ １７

１０７５２ １１０８２ ２２５１８ １０６４

１０７５２ １１０８２ ２２３３２ １０４６

１０７６１ １１０８２ ２２１１５ １０２５

１０７５７ １１０８２ ２２１２９ １０２７

１０７６１ １１０８２ ２２２１７ １０３５

去氢土莫酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ） ０７０４８ ０４６７４ １１９８８ １０３８ １０５５ １６

０７０４２ ０４６７４ １２２７０ １０７９

０７０４２ ０４６７４ １２０３０ １０４５

０７０４８ ０４６７４ １２０４５ １０４６

０７０４５ ０４６７４ １２２３４ １０７３

０７０４８ ０４６７４ １２０７４ １０５０

茯苓酸Ａ（ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＡ） ５７９０８ ４６３５９ １０５７０８ １０２５ １０２０ １８

５７８６２ ４６３５９ １０６６６１ １０４２

５７８６２ ４６３５９ １０６１９０ １０３４

５７９０８ ４６３５９ １０５１４０ １０１５

５７８８５ ４６３５９ １０３６４９ ９９０

５７９０８ ４６３５９ １０５２１２ １０１６

多孔菌酸Ｃ（ｐｏｌｙｐｏｒｅｎｉｃａｃｉｄＣ） ０６３０８ ０５９２８ １２３９１ １０２５ １０２７ １０

０６３０３ ０５９２８ １２４５７ １０３６

０６３０３ ０５９２８ １２４７３ １０３８

０６３０８ ０５９２８ １２３１９ １０１３

０６３０６ ０５９２８ １２３５２ １０１９

０６３０８ ０５９２８ １２４４７ １０３３

３－表去氢土莫酸（３－ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃａｃｉｄ） ０２４２０ ０２４０２ ０４７５９ ９７４ ９９６ ２３

０２４１８ ０２４０２ ０４８８９ １０２９

０２４１８ ０２４０２ ０４８４８ １０１２

０２４２０ ０２４０２ ０４７４２ ９６７

０２４１９ ０２４０２ ０４８２４ １００１

０２４２０ ０２４０２ ０４８１１ ９９５
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表２（续）

成分　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　

样品含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

３－Ｏ－乙酰－１６α－羟基松苓新酸（３－Ｏ－ａｃｅｔｙｌ－ ０１８７１ ０１７１２ ０３５１６ ９６４ ９７５ ２９

１６ａｌｐｈａ－ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ） ０１８７０ ０１７１２ ０３５０５ ９５９

０１８７０ ０１７１２ ０３５５３ ９８５

０１８７１ ０１７１２ ０３４９５ ９５３

０１８７１ ０１７１２ ０３５０５ ９５９

０１８７１ ０１７１２ ０３６３３ １０２７

去氢茯苓酸（ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ） ０４１３３ ０４２９９ ０８３７５ ９８６ ９５４ １９

０４１３０ ０４２９９ ０８２５６ ９５８

０４１３０ ０４２９９ ０８２３６ ９５３

０４１３３ ０４２９９ ０８１５１ ９３２

０４１３２ ０４２９９ ０８１８７ ９４１

０４１３３ ０４２９９ ０８２３３ ９５２

茯苓酸（ｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ） ０５６４２ ０６１８３ １１５４２ ９５０ ９５７ ２７

０５６３８ ０６１８３ １１４０２ ９２６

０５６３８ ０６１８３ １１５８２ ９５８

０５６４２ ０６１８３ １１４６２ ９３６

０５６４０ ０６１８３ １１６９８ ９７８

０５６４２ ０６１８３ １１７９４ ９９４

松苓新酸（ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ） ２８８７９ ２７２１９ ５６５９５ １０１７ ９８６ ３１

２８８５６ ２７２１９ ５５２３３ ９７１

２８８５６ ２７２１９ ５５４５９ ９７９

２８８７９ ２７２１９ ５４８２０ ９５６

２８８６７ ２７２１９ ５４９７４ ９６２

２８８７９ ２７２１９ ５６９５０ １０３０

栓菌酸（ｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ） １０４９５ １０３５３ ２１６１８ １０７３ １０３８ ２３

１０４８７ １０３５３ ２１０７２ １０２２

１０４８７ １０３５３ ２１３４０ １０４８

１０４９５ １０３５３ ２１０４２ １０１９

１０４９１ １０３５３ ２０９９３ １０１４

１０４９５ １０３５３ ２１４１５ １０５４

去氢齿孔酸（ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃａｃｉｄ） ２４５５１ ２１４０２ ４５２６８ ９７２ ９６２ １８

２４５３１ ２１４０２ ４５３４７ ９７６

２４５３１ ２１４０２ ４５２９２ ９７４

２４５５１ ２１４０２ ４４５１１ ９４１

２４５４１ ２１４０２ ４４３９５ ９３７

２４５５１ ２１４０２ ４５２２４ ９７０

２５７　样品含量测定　分别取 ２１批茯苓皮样品
（Ｐ１～Ｐ２１），按照“２３”项下方法制备供试品溶液，
再按“２１”项下色谱条件进行测定，用外标法计算样
品含量，结果见表３。
２５８　聚类分析及主成分分析　将２１批茯苓样品
中１１个三萜类成分的含量测定结果导入 ＳＰＳＳ２１０

软件中，采用聚类分析法结合平方欧氏距离（ｄ）进行
分析，生成２１批不同产地茯苓中三萜类成分含量的
聚类分析树状图，详见图 ４。同时将数据导入
ＳＩＭＣＡ－Ｐ１４０软件进行主成分分析（ＰＣＡ），以 ２１
批样品中１１个三萜类成分的含量为变量，建立 ＰＣＡ
模型，结果见图５。
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表３　茯苓皮样品中１１个三萜类成分的含量
Ｔａｂ３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ１１ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ

编号

（Ｎｏ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

茯苓酸

Ｂ
（ｐｏｒｉｃｏｉｃ
ａｃｉｄＢ）

去氢

土莫酸

（ｄｅｈｙｄｒｏ
ｔｕｍｕｌｏｓｉｃ
ａｃｉｄ）

茯苓酸

Ａ
（ｐｏｒｉｃｏｉｃ
ａｃｉｄＡ）

多孔

菌酸Ｃ
（ｐｏｌｙｐｏ
ｒｅｎｉｃ
ａｃｉｄＣ）

３－表去
氢土莫酸

（３－ｅｐｉｄｅｈ
ｙｄｒｏｔｕｍｕ
ｌｏｓｉｃａｃｉｄ）

３－Ｏ－乙酰－１６α－
羟基松苓新酸

（３－Ｏ－ａｃｅｔｙｌ－１６
ａｌｐｈａ－ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏ
ｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ）

去氢茯

苓酸

（ｄｅｈｙｄｒｏｐａ
ｃｈｙｍｉｃ
ａｃｉｄ）

茯苓酸

（ｐａｃｈ
ｙｍｉｃ
ａｃｉｄ）

松苓新酸

（ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａ
ｍｅｔｅｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄ）

栓菌酸

（ｔｒａｍｅｔｅ
ｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄ）

去氢齿

孔酸

（ｄｅｈｙｄｒｏ
ｅｂｕｒｉｃｏｉｃ
ａｃｉｄ）

总和

（ｓｕｍ）

Ｐ－１ ０２１６ ０１０２ ０７７４ ００９９ ００５６ ００２７ ００７９ ０１６９ ０３９６ ０２０８ ０２５８ ２３８４

Ｐ－２ ０６２１ ０１８７ ２３５１ ０１７３ ００７３ ００６３ ０１４４ ０２４１ ０８４１ ０４３９ ０６１１ ５７４５

Ｐ－３ ０６２４ ０１７４ １５１６ ０１５９ ００６７ ００６０ ０１２２ ０２４９ ０８７６ ０４９４ ０４１７ ４７５９

Ｐ－４ ０２２１ ０１３８ １０１４ ０１１８ ００４６ ００４３ ０１００ ０１６１ ０５２６ ０２９７ ０４３９ ３１０３

Ｐ－５ ０３３０ ０２４８ １４８９ ０１７６ ００６６ ００６３ ０１７８ ０２２２ ０５８７ ０３８１ ０７７３ ４５１３

Ｐ－６ ０２５５ ０２０４ １４１２ ０１５０ ００５４ ００５５ ０１４４ ０１９１ ０６５６ ０４３６ ０６９０ ４２４５

Ｐ－７ ０２２５ ０１３５ ０９６１ ０１１３ ００４５ ００４５ ０１０２ ０１５９ ０５１６ ０３０７ ０４２２ ３０２９

Ｐ－８ ０１９８ ０１３３ １０７５ ０１２８ ００４１ ００３４ ００７７ ０１４３ ０５４２ ０３０４ ０４５９ ３１３３

Ｐ－９ ０２４２ ０１９９ １３６６ ０１４４ ００５４ ００５３ ０１４１ ０２１６ ０６０６ ０４１９ ０６５８ ４０９６

Ｐ－１０ ０１８７ ０１２４ ０８８１ ０１０２ ００４３ ００３５ ００９２ ０１４０ ０４２８ ０２５７ ０３７９ ２６６８

Ｐ－１１ ０２６９ ０２１６ １５０５ ０１５３ ００５７ ００５９ ０１５２ ０２１８ ０６９２ ０４６５ ０７３５ ４５２０

Ｐ－１２ ０２４９ ０２０５ １４５９ ０１４４ ００４８ ００５６ ０１４３ ０１６６ ０６５１ ０４０６ ０７１６ ４２４４

Ｐ－１３ ０２７２ ０１９９ １４８２ ０１４１ ００５６ ００４９ ０１４９ ０１８７ ０６４３ ０４２８ ０６９８ ４３０４

Ｐ－１４ ０２５７ ０２１０ １５１６ ０１４７ ００５５ ００５４ ０１５０ ０２０１ ０６５９ ０４２７ ０７５９ ４４３５

Ｐ－１５ ０２４８ ０１９９ １５０１ ０１４４ ００５７ ００５７ ０１５１ ０１８１ ０６８０ ０４４５ ０７４９ ４４１１

Ｐ－１６ ０２５６ ０１９５ １４９６ ０１３５ ００４８ ００５０ ０１４７ ０１９５ ０６４７ ０３９６ ０７３７ ４３０１

Ｐ－１７ ０２０５ ０２１５ １３５３ ０１５８ ００６２ ００５０ ０１４９ ０１８３ ０５５０ ０３５７ ０６４６ ３９２７

Ｐ－１８ ０２６２ ０２０４ １３３２ ０１４６ ００５４ ００６０ ０１４６ ０１８５ ０６７７ ０４４０ ０６７０ ４１７７

Ｐ－１９ ０２２１ ０１３５ ０９２２ ０１１３ ００４１ ００３６ ００８４ ０１４０ ０５００ ０３０５ ０３５３ ２８５０

Ｐ－２０ ０２５３ ０１３５ １０７８ ０１２０ ００４６ ００４５ ００９４ ０１４６ ０６２１ ０３７０ ０３７５ ３２８３

Ｐ－２１ ０１８７ ０１３１ ０９０４ ０１０８ ００４４ ００３８ ００８９ ０１２８ ０５１４ ０３３６ ０３４０ ２８１８

图４　２１批茯苓皮样品中１１个成分含量的聚类分析

Ｆｉｇ４　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ１１ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ２１ｂａｔｃｈｅｓ

ｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓ

２５９　不同产地茯苓皮１１个成分含量变化　建立
的茯苓皮特征图谱精密度、稳定性、重复性均符合

２０２０年版《中国药典》规定，所建立的特征图谱标定
大部分共有峰，１１个三萜类成分分离度好。建立的
含量测定方法专属性强，准确可靠。相似度分析结

果显示，大部分产地的茯苓皮药材中１１个三萜类成
分的相似度很高。从表３中１１个三萜类成分的含量
测定结果可以看到，茯苓酸 Ａ在所有批次茯苓皮中
占比最高，平均含量

!

１％。除个别样品外，茯苓皮
中１１个成分的含量变化呈现正相关趋势，猜测与其
结构相似，在植物体内的积累规律一致有关。１１个
成分中茯苓酸Ａ、松苓新酸、茯苓酸 Ｂ、去氢齿孔酸、
栓菌酸的含量波动变化较大，表明不同生态环境可

能对以上５个成分的积累影响更大。
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图５　２１批茯苓皮样品主成分分析图

Ｆｉｇ５　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ２１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｒｉａｅＣｕｔｉｓｓａｍｐｌｅｓ

聚类分析结果表明，２１批样品按 ｄ＝４可分为４类：
样品Ｐ－５、Ｐ－６、Ｐ－９、Ｐ－１１～Ｐ－１８聚为Ⅰ类，特
征为１１个成分整体含量中上，总含量在 ３９２７％～
４５２０％；样品Ｐ－３单独聚为Ⅱ类，特征为１１个成分
总含量较高，其中茯苓酸 Ｂ含量

!

０６２４％；样品
Ｐ－１、Ｐ－４、Ｐ－７、Ｐ－８、Ｐ１０、Ｐ－１９～Ｐ－２１聚为Ⅲ
类，特征为１１个成分整体含量中等偏低，总含量在
２３８４％～３２８３％；样品Ｐ－２单独聚为Ⅳ类，特征为
１１个成分整体含量偏高，总含量达到５７４５％。由含
量测定结果可见，２１批茯苓皮样品中１１个成分的总
含量整体差异较大，以不同省份划分产地区域，同一

聚类中样品所属区域较分散，同一区域内不同产地

样品分布在不同聚类中，未体现出显著的区域性特

征。主成分分析建立的模型拟合优度Ｒ２为０９４９，预
测优度Ｑ２为０８３３，均

!

０５，模型良好可靠，为可用
模型，且主成分分析结果与聚类分析结果一致。

３　讨论
３１　色谱条件的优化
３１１　吸收波长的确定　采用 ＤＡＤ检测器进行全
波长扫描，峰１０、１２、１６在２０１ｎｍ有最大吸收，其余
共有峰在 ２４３ｎｍ有最大吸收，观察色谱图发现在
２０１ｎｍ有较明显的端吸收，影响茯苓酸、栓菌酸色谱
峰峰型对称性。比较不同检测波长（２０１、２０５、２１０
ｎｍ）色谱图，发现选取２１０ｎｍ作为检测波长时，峰
１０、１２、１６峰形较好，基线较平稳，与２０１ｎｍ峰面积
无较大差异，故选择２１０、２４３ｎｍ进行双波长检测。
３１２　流动相的考察　本研究考察了乙腈－００５％
磷酸水溶液、乙腈 －０１％磷酸水溶液、乙腈 －０５％
磷酸水溶液，观察色谱图发现乙腈 －０１％磷酸水溶

液与乙腈－０５％磷酸水溶液的分离效果差别不大，
考虑ｐＨ对色谱柱柱效的影响，故选择乙腈 －０１％
磷酸水溶液。个别色谱峰有肩峰较难分离，查阅文献

发现在乙腈中加入３％的四氢呋喃［１５］可以使分离效果

更好，通过比较色谱峰分离度及峰形，最终确定以乙腈

（３％的四氢呋喃）－０１％磷酸水溶液为流动相。
３１３　色谱柱的考察　考察了 ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＰｌｕｓ
Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、Ａｇｉｌｅｎｔ
５ＨＣ－Ｃ１８（２）色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）对茯苓
皮中１１个成分分离度的影响。３－Ｏ－乙酰 －１６α－
羟基松苓新酸与旁边的干扰峰较难分离，采用Ａｇｉｌｅｎｔ
５ＨＣ－Ｃ１８（２）色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）可以达到
很好的分离效果。

３２　供试品前处理方法考察
分别取茯苓皮样品（Ｐ－８）粉末约１ｇ，置具塞锥

形瓶中，考察不同提取方式（超声提取、热回流提

取）、不同提取时间（１５、３０、６０、９０ｍｉｎ）、不同提取溶
剂（５０％甲醇、甲醇、无水乙醇、９５％乙醇）以及不同
溶剂用量（１５、２５、５０ｍＬ），最终选择２５ｍＬ甲醇超声
处理３０ｍｉｎ为前处理方法。
４　小结

茯苓皮利尿作用较茯苓更强，研究发现茯苓皮

中总三萜的含量明显高于茯苓，且已证实四环三萜

类化合物是茯苓皮利尿作用的主要活性成分［５，１４］，故

茯苓皮中三萜类成分的高低影响着茯苓皮利尿效

果，制定一种可以准确定量茯苓皮中三萜类成分的

方法很有必要。本文建立的茯苓皮特征图谱共得到

１８个共有峰，其中１１个峰得到对照品标定。各特征
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峰分离度较好，较为全面的反映了茯苓皮药材的特

异性和整体性信息，可以用于茯苓皮的定性鉴别。

建立的茯苓皮含量测定方法专属性强，准确可

靠，分析含量测定结果发现，茯苓皮中１１个三萜类
成分的含量变化呈现正相关趋势，猜测与其结构相

似，在植物体内的积累规律一致有关，其中茯苓酸Ａ、
松苓新酸、茯苓酸Ｂ、去氢齿孔酸、栓菌酸５个成分的
含量波动相对较大，其他成分波动较平缓，猜测外界

生态因子可能主要对以上 ５个成分的积累影响更
大；对不同产地２１批茯苓皮药材中１１个三萜类成分
含量测定结果的分析显示，茯苓皮样品无明显地域

上的差异。

综上所述，本研究建立的特征图谱可以在对照

品缺乏的情况下，用于茯苓皮的定性鉴别。建立的

含量测定方法可以同时用于茯苓皮中多个三萜类成

分的含量测定，为茯苓皮全面的质量控制提供帮助。

后期有必要扩大不同产地样品量，进一步分析产地

是否对茯苓皮三萜类成分积累有影响，为全面掌握

茯苓皮药材的品质提供帮助。
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