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水曲柳（Fraxinus mandschurica Rupr.）属木犀科梣属植

物，其树皮具有抗炎镇痛之功效[1]。近年来由于大量的砍伐，

水曲柳资源日渐减少[2]，水曲柳皮也不易获得。经研究发现，其

树叶中主要成分除了香豆素类，还含有苯乙醇苷类等成分[3-4]。

目前未见有关水曲柳叶中苯乙醇苷类成分（如荷包花苷A）含

量测定的报道。为此，笔者建立了水曲柳叶中荷包花苷A的

高效毛细管电泳（HPCE）含量测定方法，以为该药材的新选择

及质量标准的制定提供一定的参考依据。

1 材料
1.1 仪器

G1600A型毛细管电泳仪，包括二极管阵列检测器、1200

色谱工作站（美国Agilent 公司）；JA12002型电子天平（上海恒

平 科 学 仪 器 有 限 公 司）；LE104E 型 电 子 天 平（美 国

Mettler-Toledo公司）；KQ-400KDE型超声波清洗器（昆山禾创

超声仪器有限公司）。

1.2 试剂

荷包花苷A对照品由本课题组从水曲柳皮中分离纯化，

经核磁共振氢谱（1H-NMR）和核磁共振碳谱（13C-NMR）鉴定结

构 [5]，经高效液相色谱（HPLC）峰面积归一化法测定纯度＞

99％；硼酸盐缓冲液（美国Agilent 公司，pH 9.3）；试验所用试

剂均为分析纯，水为去离子水。

1.3 药材

水曲柳叶（共 3批，No1、No2、No3）采自长白山，经吉林大

学张静敏教授鉴定为真品，标本存放于长春理工大学生命科

学技术学院。

2 方法与结果
2.1 色谱条件[6]与系统适用性试验[7]

毛细管：未涂层熔融石英毛细管（50 cm×75 μm）；缓冲液：

硼酸盐缓冲盐（20 mmol/L，pH 9.3）；分离电压：20 KV；压力进

样（进样压力为50 bar，进样时间为3 s）；检测波长：350 nm；柱

温：30 ℃。开机后依次用 1 mol/LNaOH 冲洗 5 min，水冲洗 3

min，硼酸盐缓冲液冲洗 5 min，然后进样；每次进样之间用 1

mol/LNaOH 冲洗 1 min，水冲洗 1 min，硼酸盐缓冲液冲洗 2

min。在上述色谱条件下进样测定，理论板数以荷包花苷A峰

计不低于3 000，各成分基线分离良好，详见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取荷包花苷A 对照品 5 mg，置于
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3％，加样回收率为97.48％～102.08％，RSD为1.12％（n＝6）。结论：该方法操作简便、重复性好，可用于测定水曲柳叶中荷包花苷

A的含量。
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nus mandschurica. METHODS：HPCE was performed on the capillary of uncoated fused silica capillary，buffer solution of borate

buffered saline（20 mmol/L，pH 9.3），separation voltage of 20 KV by pressure injection（injection pressure was 50 bar with 3 s），

detection wavelength was 350 nm，and column temperature was 30 ℃ . RESULTS：The linear range of calceolarioside A was
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图1 高效毛细管电泳图
A. 对照品；B.供试品；1.荷包花苷A

Fig 1 HPCE chromatograms
A.reference substance；B.test sample；1.calceolarioside A
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50 ml量瓶中，用硼酸盐缓冲液溶解并定容，得每 1 ml含荷包
花苷A 0.1 mg的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取干燥的水曲柳叶 5 g，加 50 ml 80％乙
醇浸泡 30 min，超声（功率：250 W，频率：40 kHz）提取 3次，每
次10 min，滤过，滤液备用；残渣重复提取1次，合并2次滤液，

减压浓缩得稠膏。稠膏加水 100 ml分散，再用 100 ml乙酸乙
酯分3次萃取；萃取完的水液用水饱和正丁醇100 ml分3次萃
取，合并正丁醇层，减压回收正丁醇；剩余物用乙醇 10 ml 溶
解，取300 μl乙醇溶解液并加硼酸盐缓冲液稀释至1 ml，滤过，

取续滤液，即得。

2.3 线性关系考察
取对照品适量，加硼酸盐缓冲液稀释成质量浓度为 50、

100、150、200、250 μg/ml的系列对照品溶液。精密吸取上述系
列对照品溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰
面积。以荷包花苷A质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）

为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 y＝64.024x－144.58

（r＝0.999 7，n＝6）。结果表明，荷包花苷A检测质量浓度线性
范围为50～250 μg/ml。

2.4 精密度试验
取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件连

续进样测定 6次，记录峰面积。结果，荷包花苷 A 峰面积的
RSD为0.29％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验
取同一供试品（No.1）溶液适量，分别于放置 0、2、4、6、8 h

时进样测定，记录峰面积。结果，荷包花苷A峰面积的RSD为
2.3％（n＝5），表明供试品溶液在8 h内基本稳定。

2.6 重复性试验
精密称取同一批样品（No.1）适量，共 6份，按“2.2.2”项下

方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录
峰面积。结果，荷包花苷A峰面积的RSD为 2.4％（n＝6），表
明本方法重复性良好。

2.7 加样回收率试验
取已知含量的样品（No.1）适量，共 6份，分别加入一定质

量对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下
色谱条件进样测定，计算样品含量，并计算加样回收率，结果
见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）
Tab 1 Results of recovery test（n＝6）

取样量，g

5.32

5.09

5.13

5.44

4.93

5.02

样品含量，
mg

7.283 1

6.968 2

7.023 0

7.447 4

6.749 2

6.872 4

加入量，
mg

1.000 0

1.000 0

1.000 0

1.000 0

1.000 0

1.000 0

测得量，
mg

8.257 9

7.949 2

8.002 3

8.431 2

7.735 9

7.893 2

加样回收
率，％
97.48

98.10

97.93

98.38

98.67

102.08

平均加样
回收率，％

98.78

RSD，
％

1.12

2.8 样品含量测定
取 3批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算样品含量，结
果见表 2。

3 讨论
预试验中制备供试品时，与传统的加热回流和冷浸法比

较，超声提取法效果好、用时短；采用乙酸乙酯进行萃取，除去
了极性较低成分的干扰。对水曲柳叶中荷包花苷A测定干扰

最大的是香豆素类成分，本试验通过以下两个方面减少相关

成分干扰：（1）选用350 nm的检查波长，在此波长下，荷包花苷

A有最大吸收，而香豆素类成分吸收相对较弱；（2）在pH 9.3硼

酸盐缓冲液中，含量最多的白蜡树精苷呈中性，与溶剂峰的保

留时间一致，在6.6 min左右出峰；荷包花苷A可在此缓冲盐溶

液中电离成负离子，在11 min左右出峰，所以避免了白蜡树精

苷的干扰。

文献中测定苯乙醇苷含量多采用 HPLC 法 [8-10]，与 HPLC

法比较，HPCE法不仅同样具有快速分析的特点，并且操作更

简单，而且所用缓冲液便宜易得、无毒、用量少。

综上所述，该法操作简便、重复性好，可用于测定水曲柳

叶中荷包花苷A的含量。
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表2 样品含量测定结果（n＝3）
Tab 2 Results of content determination of samples（n＝3）

No

1

2

3

荷包花苷A，％
0.1383

0.1435

0.1418

··4710


