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［摘要］　目的：建立高效液相同时测定鹅不食草中 ５种倍半萜内酯成分：山金车内酯 Ｄ、山金车内酯 Ｃ、
ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ、小堆心菊素Ｃ和短叶老鹳草素的含量测定方法。方法：采用 ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ），水乙腈为流动相，梯度洗脱，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２２３ｎｍ，柱温３５℃。结果：在线性范围内
５个成分线性良好（ｒ≥０９９９９），精密度ＲＳＤ均小于２％；重现性ＲＳＤ均小于３％；平均回收率９４０９％～１０６３２％，
ＲＳＤ均小于２％。１０批样品中５种成分含量范围为：４２３３～１４３７２、１４４１～４９８０、２９８～１５９２、６６８～１８８８、
１２９０１～３４７６４μｇ·ｇ－１。５种成分在不同批次的药材中的含量差异显著，短叶老鹳草素和山金车内酯 Ｄ的含量较
高，可作为鹅不食草质量控制指标性成分。结论：该方法操作简单、准确、灵敏度高、重复性好，对鹅不食草的质

量评价与控制具有一定的参考意义。
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鹅不食草 Ｃｅｎｔｉｐｅｄａｍｉｎｉｍａ（Ｌ）ＡＢｒｅｔＡｓｃｈｅｒｓ
系菊科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）石胡荽属植物，又名石胡荽，其
全草为常用中药，具有发散风寒，通鼻窍，止咳之

功效；临床上用于治疗急慢性、过敏性鼻炎，病毒

性感染等［１］。鹅不食草中含有黄酮、苯丙素、倍半

萜等化学成分［２４］；具有抗氧化、抗炎［５］和抗肿瘤

活性［６７］。

对于鹅不食草的质量控制，《中华人民共和国药

典》（２０１５版）缺少含量测定。已报道的含量测定方
法主要是分析有机酸和黄酮类成分［８１０］。但越来越

多的研究表明，鹅不食草的抗氧化、抗炎和抗肿瘤

活性与其中的倍半萜内酯化合物有关［４，１１１４］，因此，

测定倍半萜内酯化合物的含量，可以更加科学地反

应鹅不食草药材的质量。然而，迄今为止，对鹅不

食草中的倍半萜内酯含量测定，仅见对其中两个成

分的测定［１０，１５］。

为了更加客观地反应鹅不食草的药材质量，本

研究建立了高效液相测定５个主要倍半萜内酯化合
物的含量测定方法，为鹅不食草的质量控制提供研

究基础。

注：１山金车内酯Ｄ；２山金车内酯Ｃ；３ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ；４小堆心

菊素Ｃ；５短叶老鹳草素。

图１　对照品化学结构式

１　材料

１１仪器

ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪、ＳＰＤ２０Ａ紫外检
测器（日本岛津公司）；ＸＳ２０５型十万分之一电子天
平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＡＹ２２０型万分之一电
子天平（日本岛津公司）；ＥｌｍａｓｏｎｉｃＰ１８０Ｈ型超声
波清洗器（德国 Ｅｌｍａ公司）；ＨＥＴＴＩＣＨＺＥＮＴＲＩＦＵ
ＧＥＮ１２０５型离心机（德国 ＨｅｔｔｉｃｈＺｅｎｔｒｉｆｕｇｅｎ公司）；
ＭｉｌｌｉＱ超纯水机（德国密理博公司）。

１２试药

对照品：山金车内酯 Ｄ、山金车内酯 Ｃ、
ＭｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ、小堆心菊素Ｃ和短叶老鹳草素均为本
实验室从鹅不食草中分离得到，其化学结构（如图１
所示）通过测定它们的谱学数据（ＩＲ，ＵＶ，ＭＳ，
ＮＭＲ）并对照文献而确定［１６］，其纯度由 ＨＰＬＣ面积
归一化法测定均大于９８％。甲醇和乙腈均为色谱纯
（Ｆｉｓｈｅｒ化学试剂公司）；超纯水由 ＭｉｌｌｉＱ制备。
１０批样品采自于不同产地，经香港理工大学深圳研
究院陈四保教授鉴定为鹅不食草 Ｃｅｎｔｉｐｅｄａｍｉｎｉｍａ
（Ｌ）ＡＢｒｅｔＡｓｃｈｅｒｓ的干燥全草（表１）。

表１　鹅不食草样品信息
Ｎｏ 样品批号 产地 采集时间

１ ＥＢＳＣ１ 广东揭阳 ２０１８年７月

２ ＥＢＳＣ２ 广西钦州 ２０１８年６月

３ ＥＢＳＣ３ 广西玉林 ２０１８年８月

４ ＥＢＳＣ４ 河南新乡 ２０１８年５月

５ ＥＢＳＣ５ 安徽亳州 ２０１８年５月

６ ＥＢＳＣ６ 安徽霍山 ２０１８年８月

７ ＥＢＳＣ７ 安徽铜陵 ２０１８年８月

８ ＥＢＳＣ８ 山东鄄城 ２０１８年７月

９ ＥＢＳＣ９ 河北安国 ２０１８年６月

１０ ＥＢＳＣ１０ 广东梅州 ２０１８年６月

２　方法和结果

２１色谱条件

色谱柱为ＡｌｌｔｉｍａＴＭＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ）；流动相由水（Ａ）乙腈（Ｂ）组成，梯度洗脱
（０～１２ｍｉｎ，３８％ ～４４％ Ｂ；１２～２５ｍｉｎ，４４％ ～
４７％ Ｂ；２５～３０ｍｉｎ，４７％ ～５０％ Ｂ）；检测波长
２２３ｎｍ；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积２０μＬ；柱
温３５℃。

２２对照品溶液制备

取对照品山金车内酯 Ｄ３０ｍｇ，山金车内酯 Ｃ
３０ｍｇ，ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ９０ｍｇ，小堆心菊素Ｃ９０ｍｇ
和短叶老鹳草素８０ｍｇ，精密称定，用甲醇１０ｍＬ
溶解，并定容至刻度，即得浓度分别为 ３００、３００、
９００、９００、８００μｇ·ｍＬ－１的各对照品储备溶液；分别
精密量取各对照品储备溶液 １０、１０、０１、０１、
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１０ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配
置成含山金车内酯 Ｄ３０μｇ·ｍＬ－１，山金车内酯 Ｃ
３０μｇ·ｍＬ－１，ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ９μｇ·ｍＬ－１，小堆心菊素
Ｃ９μｇ·ｍＬ－１和短叶老鹳草素８０μｇ·ｍＬ－１的混合对
照品溶液。

２３样品溶液制备

取鹅不食草样品（批号ＥＢＳＣ１）粉末（过２号筛）
０５ｇ，精密称重，置于 ５０ｍＬ离心管中，加甲醇
１０ｍＬ，超声处理３０ｍｉｎ（功率３３０Ｗ，频率３７ＫＨｚ），
离心５ｍｉｎ（４０００ｒ·ｍｉｎ－１），收集上清液；残渣加
５ｍＬ甲醇重复提取１次，离心，收集上清液；残渣
用５ｍＬ甲醇清洗，离心，合并３次上清液于２５ｍＬ
量瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得。

２４方法学考察

２４１系统适应性考察　精密量取２２项下制备的混
合对照品溶液０５ｍＬ，置于５ｍＬ量瓶中，用甲醇
稀释至刻度，摇匀，吸取２０μＬ，进行 ＨＰＬＣ分析，
重复６次，记录各对照品色谱峰的保留时间和峰面
积，计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。结果显示，５个成分
的保留时间和峰面积ＲＳＤ均小于２％。同样，取３批
不同样品溶液（ＥＢＳＣ１，ＥＢＳＣ２，ＥＢＳＣ３），进行
ＨＰＬＣ分析，记录各待测化合物色谱峰与最近色谱峰
之间的分离度（Ｒ）、理论塔板数（Ｎ）和拖尾因子（Ｔ）。
结果显示（图２），各色谱峰与邻近的峰分离度（Ｒ）均大
于１５，各峰的 Ｎ值均大于１００００，Ｔ值介于０９５～
１１０之间，表明该方法具有良好的系统适应性。
２４２线性关系、检测限和定量限考察　将２２项下
制备的混合对照品溶液分别稀释至６个不同的浓度，
每个浓度按上述的色谱条件进样分析３次。以对照
品峰面积为纵坐标（Ｙ），浓度（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标
（Ｘ），进行回归分析，求得各回归方程和线性范围。
结果表明５种成分在测定范围内线性关系良好。采
用信噪比法测定５种指标成分的检测限ＬＯＤ（信噪比
Ｓ／Ｎ＝３∶１）及定量限ＬＯＱ（信噪比Ｓ／Ｎ＝１０∶１），结果
见表２。

注：１山金车内酯 Ｄ；２山金车内酯 Ｃ；３ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ；４小

堆心菊素Ｃ；５短叶老鹳草素。

图２　对照品（ａ）和样品溶液（ｂ）色谱图

２４３精密度试验　精密吸取２４１项下制备的混合
对照品溶液２０μＬ，进行ＨＰＬＣ分析，在同１天之内重
复测定６次，记录峰面积，计算峰面积的ＲＳＤ，考察日
内精密度实验；连续测定３天，每天测定２次，考察日
间精密度。结果如表３所示，５种成分的峰面积的ＲＳＤ
均小于１％（ｎ＝６），表明本方法精密度良好。

表３　精密度、稳定性和重现性测定结果

化合物

精密度

日内（ｎ＝６）日间（ｎ＝６）
稳定性

（ｎ＝７） 重现性（ｎ＝６）

ＲＳＤ／％ ＲＳＤ／％ ＲＳＤ／％
平均含量／
μｇ·ｇ－１

ＲＳＤ／％

山金车内酯Ｄ ０１７ ０３４ ０９３ １０５１３ ０９１
山金车内酯Ｃ ０１２ ０４９ １６１ ４４６５ １８９
ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ ０３１ ０７８ ２９７ ６５７ ２２３
小堆心菊素Ｃ ０２２ ０３５ ０３５ １７９３ １６１
短叶老鹳草素 ０２６ ０３４ ０４１ ３４７６４ １６７

表２　５种倍半萜内酯化合物的线性考察、检测限和定量限
μｇ·ｍＬ－１

化合物 回归方程 相关系数ｒ 线性范围 ＬＯＤ ＬＯＱ

山金车内酯Ｄ Ｙ＝２２２１３Ｘ－３７９９６ １００００ ０１２～３０ ００５５ ０２７６
山金车内酯Ｃ Ｙ＝２５１４２Ｘ－３７９０２ １００００ ０１２～３０ ００４２ ０２５６
ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ Ｙ＝２１４７３Ｘ－４４７４５ ０９９９９ ００７～９ ００３１ ０１６２
小堆心菊素Ｃ Ｙ＝５８５０４Ｘ－３７３０３ １００００ ００４～９ ００２２ ０１１５
短叶老鹳草素 Ｙ＝４６７６６Ｘ－７０８３５ １００００ ０１６～８０ ００５６ ０３３８
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２４４重现性试验　取样品粉末（ＥＢＳＣ１），精密称
定６份，分别按照２３项下方法制备样品溶液，按
２１项下色谱方法测定，计算含量及其 ＲＳＤ。结果
如表３所示，５种成分含量的 ＲＳＤ均小于３％（ｎ＝
６），表明本方法重现性良好。
２４５稳定性试验　取室温下放置的同一份样品溶
液（ＥＢＳＣ１），分别于制备后 ０、２、４、８、１６、２４、
４８ｈ，按２１项下色谱方法测定，记录峰面积，计
算 ＲＳＤ值。结果如表 ３所示，５种成分峰面积的

ＲＳＤ均小于 ３％（ｎ＝７），表明样品溶液在 ４８ｈ内
稳定。

２４６回收率试验　取已知含量的样品（ＥＢＳＣ１）粉
末６份，每份约０２５ｇ，精密称定，每份样品中精
密加入一定量的对照品溶液，按照２３项下方法制
备样品溶液，按２１项下方法测定各化合物的含量，
计算回收率及 ＲＳＤ，结果如表４所示，５种成分的
平均回收率在 ９４０９％ ～１０６３２％，对应的 ＲＳＤ分
别均小于２％，表明方法的准确度良好。

表４　鹅不食草回收率测定结果
化合物 样品量／ｇ 样品中量／μｇ 加入量／μｇ 测得量／μｇ 回收率／％ａ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

山金车内酯Ｄ ０２４９６ ２６２４０ １６４８６ ４３０２５ １０１８１ ９９８４ １８１

０２４９９ ２６２７１ １６４８６ ４２４３４ ９８０４

０２５０４ ２６３２４ １６４８６ ４２８４０ １００１８

０２５００ ２６２８２ １６４８６ ４３０７１ １０１８４

０２５０３ ２６３１３ １６４８６ ４２４０７ ９７６２

０２４９９ ２６２７１ １６４８６ ４２６８４ ９９５６

山金车内酯Ｃ ０２４９６ １１１４４ １１４１５ ２２１９７ ９６８３ ９４７９ １５８

０２４９９ １１１５７ １１４１５ ２１７９３ ９３１７

０２５０４ １１１７９ １１４１５ ２１９４７ ９４３３

０２５００ １１１６２ １１４１５ ２２１４４ ９６２２

０２５０３ １１１７５ １１４１５ ２１８２６ ９３３１

０２４９９ １１１５７ １１４１５ ２１９９０ ９４９０

ＭｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ ０２４９６ １６４１ １６０４ ３１３８ ９３３７ ９４０９ １６１

０２４９９ １６４３ １６０４ ３１６１ ９４６８

０２５０４ １６４６ １６０４ ３１２６ ９２３１

０２５００ １６４３ １６０４ ３１４１ ９３３９

０２５０３ １６４５ １６０４ ３１５４ ９４０５

０２４９９ １６４３ １６０４ ３１９４ ９６７３

小堆心菊素Ｃ ０２４９６ ４４７６ ４２５７ ８９０１ １０３９４ １０３３８ ０９５

０２４９９ ４４８２ ４２５７ ８８８２ １０３３５

０２５０４ ４４９１ ４２５７ ８９０４ １０３６７

０２５００ ４４８４ ４２５７ ８９３８ １０４６４

０２５０３ ４４８９ ４２５７ ８８２１ １０１７７

０２４９９ ４４８２ ４２５７ ８８６２ １０２９０

短叶老鹳草素 ０２４９６ ８６７７０ ８０６７１ １７３０２８ １０６９３ １０６３２ ０６９

０２４９９ ８６８７４ ８０６７１ １７２９０２ １０６６４

０２５０４ ８７０４８ ８０６７１ １７３２４４ １０６８５

０２５００ ８６９０９ ８０６７１ １７２８４４ １０６５２

０２５０３ ８７０１３ ８０６７１ １７１７２２ １０５０１

０２４９９ ８６８７４ ８０６７１ １７２３４６ １０５９５

　　注：ａ表示回收率＝测得值－样品中含量
加入量

×１００％。
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２５样品含量测定

取各样品粉末，精密称定３份，分别按２３项
方法制备样品溶液，精密吸取各样品溶液２０μＬ，按
２１项下色谱条件进行测定，用外标法计算出含量，
结果见表５，色谱图见图２。

表５　鹅不食草样品中５种倍半萜内酯化合物的

含量（ｎ＝３）
μｇ·ｇ－１

样品批号

待测指标成分含量

山金车

内酯Ｄ
山金车

内酯Ｃ ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ 小堆心
菊素Ｃ

短叶老

鹳草素

ＥＢＳＣ１ １０５１３ ４４６５ ６５７ １７９４ ３４７６４

ＥＢＳＣ２ １４３７２ ４９８０ ９０２ １０２９ １７８３２

ＥＢＳＣ３ ９２２９ ２５６４ ５８２ １７２５ ３２２４６

ＥＢＳＣ４ ５０３６ １７０６ １５９２ １６９３ １３９４７

ＥＢＳＣ５ ６５５０ １６１５ ５０３ １１８７ １９４６１

ＥＢＳＣ６ ５０８０ １５５５ ２９８ ８９３ １６９８２

ＥＢＳＣ７ ６１４６ １８５０ ３６５ １０６６ ２０６５５

ＥＢＳＣ８ ９１１９ ３３２０ ７１７ １８８８ ３２４２１

ＥＢＳＣ９ ６２８８ １９２４ ３８１ １０６６ ２１２８４

ＥＢＳＣ１０ ４２３３ １４４１ ３３１ ６６８ １２９０１

平均值 ７６５７ ２５４２ ６３３ １３０１ ２２２４９

３　讨论

３１样品溶液制备

鉴于倍半萜内酯化合物脂溶性较大，重点考察

了无水有机溶剂甲醇、乙醇、乙酸乙酯、丙酮对鹅

不食草的提取效果，结果发现甲醇提取后所测得的

各指标成分平均含量较高；考察了回流和超声两种

提取方式，结果显示两种提取方法提取效率差异不

大，考虑到超声法简便易行的优势，故选择超声法

作为样品提取方法；考察了超声次数（每次３０ｍｉｎ）
的提取效果，结果发现提取２次即可提取完全；因
此最终样品溶液制备方法为甲醇超声提取 ３０ｍｉｎ，
提取２次。

３２色谱条件

流动相考察了水甲醇、水乙腈、０１％甲酸
水甲醇和０１％甲酸水乙腈，结果发现水乙腈为

流动相进行梯度洗脱，各色谱峰的分离度最好，

５个待测成分的色谱峰纯度也都符合含量测定要
求；通过ＰＡＤ检测器优选了检测波长，发现２２３ｎｍ
下各被测物色谱峰强度最高，因此选用２２３ｎｍ作为
检测波长；将柱温设置在 ３５℃，能使色谱基线
平稳。

３３样品含量测定

对１０批次鹅不食草样品进行了含量测定，各化
合物含量在不同的样品中差异较大，５个化合物的含
量范围分别为山金车内酯Ｄ４２３３～１４３７２μｇ·ｇ－１，
山金车内酯 Ｃ１４４１～４９８０μｇ·ｇ－１，ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ
２９８～１５９２μｇ·ｇ－１，小堆心菊素Ｃ６６８～１８８８μｇ·ｇ－１

和短叶老鹳草素１２９０１～３４７６４μｇ·ｇ－１；从它们
的平均含量可以看出，短叶老鹳草素 ＞山金车内酯
Ｄ＞山金车内酯Ｃ＞小堆心菊素Ｃ＞ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ，短
叶老鹳草素含量最高，平均含量达到２２２４９μｇ·ｇ－１，
其次为山金车内酯Ｄ，平均含量为７６５７μｇ·ｇ－１。

３４小结

鹅不食草是常用中药，具有抗炎、抗肿瘤活性，

临床上常用于治疗鼻炎和鼻咽癌［１７１８］。现代研究表

明其有效成分为倍半萜内酯成分，因此，有必要建

立该类成分的含量测定方法，以求达到客观地、准

确地评价鹅不食草药材的内在质量。本研究建立了

ＨＰＬＣ／ＵＶ测定鹅不食草中山金车内酯 Ｄ、山金车内
酯Ｃ、ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ、小堆心菊素 Ｃ和短叶老鹳草素
等５种倍半萜内酯成分含量的方法。样品采用甲醇
超声提取，选用 ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８色谱柱（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为水乙腈，梯度洗脱，检
测波长２２３ｎｍ，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃。系
统适应性和方法学考察表明，该方法精密、准确、

灵敏度高、重现性好。

对不同产地的鹅不食草样品进行了测定，结果

表明５种成分在不同批次的鹅不食草药材中的含量
差异显著，说明不同产地的鹅不食草中的倍半萜内

酯成分会随着地理环境、气候、光照条件的差异发

生变化。短叶老鹳草素和山金车内酯 Ｄ的含量较
高，文献报道也具有显著的生物活性［１２１４］，可作

为鹅不食草质量控制中指标性成分。综合以上结

果，该方法操作简单、准确、灵敏度高、重复性

好，对鹅不食草的质量评价与控制具有一定的参考

意义。

·０２６·
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