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枸骨根中三萜类物质含量的测定
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摘摇 要:本文以采集于湘潭县的枸骨根为材料,选用熊果酸为对照品,5% 香草醛—冰

乙酸和高氯酸为显色剂,以分光光度法测定枸骨根中总三萜的含量. 实验结果表明:
在 549 nm 波长下,标准品在 4. 4 ~ 26. 4 mg / L 范围内,吸光度与含量呈良好的线性关

系,其回归方程为:y = 0. 0357x - 0. 0809,R2 = 0. 9984. 样品吸光度在 5 ~ 40 min 内相

对比较稳定,其三萜含量为 3. 20% ,RSD 值为 0. 31% . 该方法操作简便,快速,灵敏度

高,重复性好.
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Determination of Triterpenes from the Root of Ilex Cornuta
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Abstract:The total triterpenoids in the root of Ilex cornuta was quantified by spectrometry
method using ursolic acid as standard and 5% vanillin鄄glacial acetic acid and perchloric
acid as color鄄developing agents. The results showed that the content of the standard was
well correlated to its optical density at 549 nm,the calibration curve was linear( R2 =
0郾 9984)in the range of 4. 4 ~ 26. 4 mg / L within 5 ~ 40 min and the curve was y =
0. 0357x - 0. 0809. The above method for the quantification was proved to have the advan鄄
tages of simple operation,rapidity,high sensitivity and fine repetition.
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摇 摇 枸骨( Ilex cornuta Lindl. et Paxt)冬青科冬青

属植物,主要分布于长江中下游地区各省,其叶是

苦丁茶的主要来源之一,据《全国中草药汇编》记
载,枸骨根有祛风止痛的功效,用于风湿关节痛,
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腰肌劳损,头痛,牙痛,黄疸型肝炎等病症,是一种

具有重大药用价值的中药材,民间有多种关于枸骨

根的治病偏方,疗效显著[1] . 该植物主要含有三萜、
黄酮及其苷类化合物,实验研究表明枸骨根中含有

黄酮类物质槲皮素,三萜类化合物熊果酸、乌苏酸

及其衍生物等多种[2鄄4] . 近年来,熊果酸及三萜同类

物不断地被报道具有抗肿瘤、抗 HIV、抗糖尿病、抗
菌、抗病毒、增强免疫功能和降血脂等效果[5],1990
年,日本将熊果酸列为最有希望的癌化学预防药物

之一[6] . 基于此,本文采用分光光度法对枸骨根中

三萜类化合物的含量进行了测定.

1摇 材料与仪器
1. 1摇 材料

摇 摇 枸骨根采集于湖南省湘潭市湘潭县,经湖南

科技大学曾荣今教授鉴定为冬青科冬青属植物枸

骨 Ilex cornuta Lindl. et Paxt 的根,鲜品干燥粉碎

保存;熊果酸标样(阿拉丁);乙醇、冰醋酸、香草

醛、高氯酸等,均为分析纯试剂.
1. 2摇 仪器

756 MC 紫外—可见分光光度计;密封式化验

制样粉碎机 (南昌通用化验制样机厂); DHG鄄
9070A 型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设

备有限公司);AR2140 电子天平(奥豪斯国际贸

易有限公司);RE鄄52A 型旋转蒸发仪(上海雅荣

生化设备仪器有限公司);

2摇 试验方法
2. 1摇 溶液的配置

2. 1. 1摇 标准品溶液的制备

摇 摇 精密称取熊果酸标准品 5. 5 mg,用无水乙醇

定容于 50 mL 容量瓶中,即得 110 滋g / mL 熊果酸

标准品溶液.
2. 1. 2摇 样品溶液的制备

准确称取烘干的枸骨根粉末 2. 0 g 于 250 mL
三颈烧瓶中,加入40 mL 90%乙醇于80益回流提取

3 h,过滤提取液,滤渣重复提取 2 次,合并滤液,浓
缩至 50 mL,并将滤液离心(3 000 r / min,10 min);
上清液定容至 100 mL 容量瓶中,即得样品溶液.
2. 2摇 最大吸收波长的确定

分别吸取适量 2. 1 中配置好的熊果酸标准液

和 2. 2 中配置好的样品溶液,水浴蒸干,加入 5%
香草醛—冰醋酸 0. 2 mL,高氯酸 0. 8 mL,在 60益
水浴中加热反应 15 min,冰水冷却,加 4 mL 冰醋

酸,以不加样的试剂为空白对照,在紫外可见光区

进行扫描,确定最大吸收波长[7] .

2. 3摇 标准曲线的测定

精密吸取熊果酸对照品溶液 0. 2,0. 4,0. 6,
0. 8,1. 0,1. 2 mL,按 2. 2 中的方法进行显色,并于

确定的最大吸收波长下测定其吸光度.
2. 4摇 样品含量测定

吸取样品液 0. 2 mL,按标准曲线方法一式三

份进行测定.
2. 5摇 稳定性考察

取 0. 2 mL 样品液,按标准曲线方法,分别在

5 ~ 120 min 内进行测定.
2. 6摇 回收率试验

精密量取样品液 0. 1 mL,并按上述方法处理

样品;之后准确加入定量的熊果酸对照品,按样品

含量项下进行测定,然后用差减法求出齐墩果酸

的回收率.

3摇 结果与分析

3. 1摇 最大吸收波长的确定

摇 摇 将熊果酸标准样品的显色溶液在 400 ~
800 nm范围进行波长扫描,溶液的质量浓度为

11. 0 mg / L,样品溶液同法操作,同时以试剂空白

作参比,得吸收光谱图. 结果(见图 1、图 2)表明,
熊果酸标准品和样品溶液均在 549 nm 处有最大

吸光度,且空白对照干扰小.

图 1摇 熊果酸标准品光谱图

Fig. 1摇 Spectrogram of Ursolic acid standard
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3. 2摇 标准曲线的绘制

根据实验的结果,以吸光度 x 为横坐标,熊果

酸含量 y 为纵坐标,作标准曲线. 分光光度法测定

总三萜的标准曲线见图 3.

图 2摇 枸骨根中总三萜物质的光谱图

Fig. 2摇 Spectrogram of total triterpenes

from the root of Ilex cornut

图 3摇 熊果酸的标准曲线与回归方程

Fig. 3摇 Standard curve and regression

equation of Ursolic acid

摇 摇 以吸光度对齐墩果酸含量的回归得方程为:
y = 0. 0357x - 0. 0809,R2 = 0. 9984
式中:y———吸光度,线形范围为:4郾 4 ~26.4 mg / L

x———三萜化合物的含量,mg / L;

图 4摇 样品稳定性曲线

Fig. 4摇 Stability curve in sample

3. 3摇 样品含量测定

样品分析结果(表 1)表明,三个平行测定中

总三萜含量较接近,质量分数约为 3. 20% ,RSD
值为 0. 31% ,样品检出限为 10 ~ 5 mg.
3. 4摇 稳定性考察

5 ~ 120 min 内枸骨根显色液吸光度的变化如

图 4. 结果表明:吸光度在 5 ~ 50 min 内比较稳定,
50 min 以后稳定性开始明显下降. 因此,显色液适

合在 5 ~ 50min 内测定吸光度.
3. 5摇 加样回收率

回收率实验结果见表 2,加样平均回收率为

98. 63% ,RSD = 0. 81% ,表明加样回收可以满足

测定要求.

表 1摇 样品总三萜分析结果

Table 1摇 Determination of tota l triterpenoids in sample

样品 吸光度 / A
质量浓度 /
(mg·L - 1)

质量
分数 / % 平均值 RSD / %

1 0. 836 1 25. 69 3. 21%

2 0. 830 5 25. 53 3. 19% 3. 20% 0. 31

3 0. 832 4 25. 58 3. 20%
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表 2摇 回收率试验结果

Table 2摇 The results of recovery test

样品相当于熊
果酸含量 / 滋g

加入熊果
酸量 / 滋g 测得熊果酸量 / 滋g 平均

值 / 滋g
回收
率 / %

RSD /
%

64. 00 11. 00 73. 10 74. 70 74. 10 73. 97 98. 63 0. 81

4摇 结摇 论

目前尚未见到枸骨根中三萜类化合物含量的

研究报道. 本课题组前期已经从枸骨根中分离得

到多种三萜类化学成分,其中已经鉴定出来的有

两种,为熊果酸和 11鄄羰基鄄琢鄄香树醇鄄3茁鄄棕榈酸

酯,其余两种经初步鉴定其母核结构与熊果酸一

致,故选择熊果酸为标准品. 采用分光光度法,通
过常用的 5% 香草醛—冰醋酸、高氯酸显色法进

行三萜的含量测定. 本试验是枸骨根中三萜类成

分的首次含量测定,其测定值为 3. 20% ,为其以

后的开发使用提供理论参考.
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