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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（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ），水乙腈为流动相，梯度洗脱，流速１０ｍＬ·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≥０９９９９），精密度ＲＳＤ均小于２％；重现性ＲＳＤ均小于３％；平均回收率９４０９％～１０６３２％，
ＲＳＤ均小于２％。１０批样品中５种成分含量范围为：４２３３～１４３７２、１４４１～４９８０、２９８～１５９２、６６８～１８８８、
１２９０１～３４７６４μｇ·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）ＡＢｒｅｔＡｓｃｈｅｒｓ
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［２４］；具有抗氧化、抗炎［５］和抗肿瘤

活性［６７］。

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［８１０］。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［４，１１１４］，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；３ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ；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

１１仪器

ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪、ＳＰＤ２０Ａ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）；
ＭｉｌｌｉＱ超纯水机（德国密理博公司）。

１２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 ＭｉｌｌｉＱ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）ＡＢｒｅｔＡｓｃｈｅｒｓ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 ＥＢＳＣ１ 广东揭阳 ２０１８年７月

２ ＥＢＳＣ２ 广西钦州 ２０１８年６月

３ ＥＢＳＣ３ 广西玉林 ２０１８年８月

４ ＥＢＳＣ４ 河南新乡 ２０１８年５月

５ ＥＢＳＣ５ 安徽亳州 ２０１８年５月

６ ＥＢＳＣ６ 安徽霍山 ２０１８年８月

７ ＥＢＳＣ７ 安徽铜陵 ２０１８年８月

８ ＥＢＳＣ８ 山东鄄城 ２０１８年７月

９ ＥＢＳＣ９ 河北安国 ２０１８年６月

１０ ＥＢＳＣ１０ 广东梅州 ２０１８年６月

２　方法和结果

２１色谱条件

色谱柱为ＡｌｌｔｉｍａＴＭＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×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１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积２０μＬ；柱
温３５℃。

２２对照品溶液制备

取对照品山金车内酯 Ｄ３０ｍｇ，山金车内酯 Ｃ
３０ｍｇ，ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ９０ｍｇ，小堆心菊素Ｃ９０ｍｇ
和短叶老鹳草素８０ｍｇ，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 １０、１０、０１、０１、
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１０ｍＬ，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。

２３样品溶液制备

取鹅不食草样品（批号ＥＢＳＣ１）粉末（过２号筛）
０５ｇ，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。

２４方法学考察

２４１系统适应性考察　精密量取２２项下制备的混
合对照品溶液０５ｍＬ，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（ＥＢＳＣ１，ＥＢＳＣ２，ＥＢＳＣ３），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１５，各峰的 Ｎ值均大于１００００，Ｔ值介于０９５～
１１０之间，表明该方法具有良好的系统适应性。
２４２线性关系、检测限和定量限考察　将２２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；３ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ；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

２４３精密度试验　精密吸取２４１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 ０１７ ０３４ ０９３ １０５１３ ０９１
山金车内酯Ｃ ０１２ ０４９ １６１ ４４６５ １８９
ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ ０３１ ０７８ ２９７ ６５７ ２２３
小堆心菊素Ｃ ０２２ ０３５ ０３５ １７９３ １６１
短叶老鹳草素 ０２６ ０３４ ０４１ ３４７６４ １６７

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－３７９９６ １００００ ０１２～３０ ００５５ ０２７６
山金车内酯Ｃ Ｙ＝２５１４２Ｘ－３７９０２ １００００ ０１２～３０ ００４２ ０２５６
ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ Ｙ＝２１４７３Ｘ－４４７４５ ０９９９９ ００７～９ ００３１ ０１６２
小堆心菊素Ｃ Ｙ＝５８５０４Ｘ－３７３０３ １００００ ００４～９ ００２２ ０１１５
短叶老鹳草素 Ｙ＝４６７６６Ｘ－７０８３５ １００００ ０１６～８０ ００５６ ０３３８

·８１６·



２０１９年５月　第２１卷　第５期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｙ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ５

２４４重现性试验　取样品粉末（ＥＢＳＣ１），精密称
定６份，分别按照２３项下方法制备样品溶液，按
２１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。
２４５稳定性试验　取室温下放置的同一份样品溶
液（ＥＢＳＣ１），分别于制备后 ０、２、４、８、１６、２４、
４８ｈ，按２１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。

２４６回收率试验　取已知含量的样品（ＥＢＳＣ１）粉
末６份，每份约０２５ｇ，精密称定，每份样品中精
密加入一定量的对照品溶液，按照２３项下方法制
备样品溶液，按２１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 ９４０９％ ～１０６３２％，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 ０２４９６ ２６２４０ １６４８６ ４３０２５ １０１８１ ９９８４ １８１

０２４９９ ２６２７１ １６４８６ ４２４３４ ９８０４

０２５０４ ２６３２４ １６４８６ ４２８４０ １００１８

０２５００ ２６２８２ １６４８６ ４３０７１ １０１８４

０２５０３ ２６３１３ １６４８６ ４２４０７ ９７６２

０２４９９ ２６２７１ １６４８６ ４２６８４ ９９５６

山金车内酯Ｃ ０２４９６ １１１４４ １１４１５ ２２１９７ ９６８３ ９４７９ １５８

０２４９９ １１１５７ １１４１５ ２１７９３ ９３１７

０２５０４ １１１７９ １１４１５ ２１９４７ ９４３３

０２５００ １１１６２ １１４１５ ２２１４４ ９６２２

０２５０３ １１１７５ １１４１５ ２１８２６ ９３３１

０２４９９ １１１５７ １１４１５ ２１９９０ ９４９０

ＭｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ ０２４９６ １６４１ １６０４ ３１３８ ９３３７ ９４０９ １６１

０２４９９ １６４３ １６０４ ３１６１ ９４６８

０２５０４ １６４６ １６０４ ３１２６ ９２３１

０２５００ １６４３ １６０４ ３１４１ ９３３９

０２５０３ １６４５ １６０４ ３１５４ ９４０５

０２４９９ １６４３ １６０４ ３１９４ ９６７３

小堆心菊素Ｃ ０２４９６ ４４７６ ４２５７ ８９０１ １０３９４ １０３３８ ０９５

０２４９９ ４４８２ ４２５７ ８８８２ １０３３５

０２５０４ ４４９１ ４２５７ ８９０４ １０３６７

０２５００ ４４８４ ４２５７ ８９３８ １０４６４

０２５０３ ４４８９ ４２５７ ８８２１ １０１７７

０２４９９ ４４８２ ４２５７ ８８６２ １０２９０

短叶老鹳草素 ０２４９６ ８６７７０ ８０６７１ １７３０２８ １０６９３ １０６３２ ０６９

０２４９９ ８６８７４ ８０６７１ １７２９０２ １０６６４

０２５０４ ８７０４８ ８０６７１ １７３２４４ １０６８５

０２５００ ８６９０９ ８０６７１ １７２８４４ １０６５２

０２５０３ ８７０１３ ８０６７１ １７１７２２ １０５０１

０２４９９ ８６８７４ ８０６７１ １７２３４６ １０５９５

　　注：ａ表示回收率＝测得值－样品中含量
加入量

×１００％。
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２５样品含量测定

取各样品粉末，精密称定３份，分别按２３项
方法制备样品溶液，精密吸取各样品溶液２０μＬ，按
２１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

ＥＢＳＣ１ １０５１３ ４４６５ ６５７ １７９４ ３４７６４

ＥＢＳＣ２ １４３７２ ４９８０ ９０２ １０２９ １７８３２

ＥＢＳＣ３ ９２２９ ２５６４ ５８２ １７２５ ３２２４６

ＥＢＳＣ４ ５０３６ １７０６ １５９２ １６９３ １３９４７

ＥＢＳＣ５ ６５５０ １６１５ ５０３ １１８７ １９４６１

ＥＢＳＣ６ ５０８０ １５５５ ２９８ ８９３ １６９８２

ＥＢＳＣ７ ６１４６ １８５０ ３６５ １０６６ ２０６５５

ＥＢＳＣ８ ９１１９ ３３２０ ７１７ １８８８ ３２４２１

ＥＢＳＣ９ ６２８８ １９２４ ３８１ １０６６ ２１２８４

ＥＢＳＣ１０ ４２３３ １４４１ ３３１ ６６８ １２９０１

平均值 ７６５７ ２５４２ ６３３ １３０１ ２２２４９

３　讨论

３１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。

３２色谱条件

流动相考察了水甲醇、水乙腈、０１％甲酸
水甲醇和０１％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。

３３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Ｄ４２３３～１４３７２μｇ·ｇ－１，
山金车内酯 Ｃ１４４１～４９８０μｇ·ｇ－１，ｍｉｎｉｍｏｌｉｄｅＦ
２９８～１５９２μｇ·ｇ－１，小堆心菊素Ｃ６６８～１８８８μｇ·ｇ－１

和短叶老鹳草素１２９０１～３４７６４μｇ·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２２２４９μｇ·ｇ－１，
其次为山金车内酯Ｄ，平均含量为７６５７μｇ·ｇ－１。

３４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［１７１８］。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（４６ｍｍ×
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［１２１４］，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。
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