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分光光度法测定山茱萸及其保健酒中

三萜酸的含量
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摘   要：以熊果酸为标准品，5% 香草醛 - 冰醋酸、高氯酸为显色剂，用紫外 - 可见分光光度法在 538nm 处测定

山茱萸及其保健酒中三萜酸的含量。结果表明，熊果酸的线性范围为 26.4～158.4μg，回归方程为 A=0.0071C －

0.0941(R2=0.9994)，平均回收率为 98.94%，RSD 为 2.31%(n=5)；山茱萸及其保健酒中三萜酸含量分别为 2.511%、

2.091%。该方法简便、快捷、重复性好，适合于山茱萸及其保健酒中三萜酸的含量测定。
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Abstract ：Based on ursolic acid as reference standard and 5% vanillin-acetum and perchloric acid as color developer, the contents

of tritepenoidic acid in Cornus officinalis and its health wine were determined by spectrophotometry at 538 nm. The results showed

that in the range of 26.4 to 158.4μg for ursolic acid, the linear correlation equation is A=0.0071C－0.0941 (R2=0.9994) and the

average recovery rate is 98.94%, with RSD2.31% (n=5); The contents of tritepenoidic acid in Cornus officinalis and its health

wine are 2.511% and 2.091% respectively. This method is fast, accurate, reliable and suitable for determination of

tritepenoidic acid.
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山茱萸是山茱萸科植物山茱萸(Cornus officinalis
Sieb. et Zucc)除去果核的干燥成熟果肉，始载于《神农

本草经》，又名蜀枣、药枣、山萸肉、枣皮、肉枣

等，列为中品，具有补益肝肾、收敛固涩的功效，用

于眩晕耳鸣、肝虚寒热等症。《中国药典》各版均有

收载，并被列入了国家保健食品药食兼用的大名单之

中。除药用外，现已开发成山茱萸酒、山茱萸营养饮

料、山茱萸果茶 [ 1 -3 ]，山茱萸果脯蜜饯、果酱和罐头 [ 4 ]

等多种功能食品。三萜酸类广泛地存在于自然界，且

有广泛的生物活性，如抗炎、抗肿瘤、抗菌和抗病毒，

以及降胆固醇、降血糖、调节免疫、杀软体动物活性

等[5]。目前报道的山茱萸中的三萜类成分有熊果酸(又名

乌苏酸、乌索酸)、齐墩果酸(又名庆四素或土当归酸)，
和白桦脂酸(又名桦木酸)，三者均为五环三萜酸，都是

山茱萸中的有效成分。本实验采用紫外 - 可见分光光度

法[3]测定山茱萸及其保健酒中总三萜酸的含量。作为控

制山茱萸药材及其保健酒质量的依据之一，并为山茱萸

保健酒的功能评价提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

山茱萸药材    购自河南安阳。经天津大学药学院高

远教授测定，符合《中华人民共和国药典》200 5 年版
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一部相关项下规定；葡萄酒活性干酵母 VL3    购自法

国 。

熊果酸标准品(ursolic acid，批号 110742-200415)中
国药品生物制品检定所；所用试剂均为分析纯。

核酸分析仪    日立公司；GB204 电子天平    瑞士梅

特勒 - 托利多公司；SB25-120 超声清洗机    宁波新芝生

物科技有限公司；数显电热恒温水浴锅    金坛市金城国

胜实验仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 熊果酸标准品溶液的制备

精密称取熊果酸标准品 2.2mg，置 25m1 量瓶中，用

无水乙醇溶解并稀释至刻度，摇匀即得每 1ml 含 0.088mg
的熊果酸标准品溶液。

1.2.2 山茱萸药材供试品溶液的制备

取山茱萸粗粉约 0 . 4 g，精密称定，置索氏提取器

中，加乙醚适量，加热回流提取 4 h，提取液回收乙醚

至干，残渣用石油醚(30～60℃)浸泡 2 次，每次 15ml(约
浸泡 2min)，倾去石油醚，残渣加无水乙醇 - 氯仿(3:2)
混合液微热使溶解，转移至 100ml 量瓶中，并稀释至刻

度，摇匀，作为山茱萸药材回流提取供试品溶液 [ 7 ]。

取山茱萸粗粉约 0.4g，精密称定，于具塞烧瓶中，

精密加入氯仿 100m1 超声处理 30min，取出，过滤，滤

液回收氯仿至干，15ml 石油醚(30～60℃)浸泡脱脂约

2min，倾去石油醚，重复一次后残渣用甲醇溶解，定容

至 100m1，作为山茱萸药材氯仿超声提取供试品溶液[7]。

取山茱萸粗粉约 0.4g，精密称定，于具塞烧瓶中，

精密加入 100ml 无水乙醇，称定重量，超声波振荡 30min
(水温过热换水)，放冷，用无水乙醇补足减失的重量，

取适量离心，上清液作为山茱萸药材无水乙醇超声提取

供试品溶液 [ 8 ]。

1.2.3 山茱萸保健酒供试品溶液的制备

山茱萸肉经浸泡压榨后加 Viscozyme L(诺维信戊聚

糖复合酶)40～50℃保温 2h，分离得果汁，用 SO2 处理

后加入经活化的葡萄酒活性干酵母 VL3，加糖降酸，20
℃发酵，C O 2 失重平衡后结束发酵，再进行澄清、调

配和成分调整制得的山茱萸保健酒，适量稀释，用 0.45
μm 微孔滤膜过滤后作山茱萸保健酒供试品溶液。

1.2.4 确定测定波长供试品的制备

取一定量熊果酸标准品溶液、山茱萸药材无水乙醇

超声提取供试品溶液和山茱萸保健酒供试品溶液于具塞

试管中，挥去溶剂；依次加入 0.2ml 新配制的 5% 香草

醛 - 冰醋酸溶液和 0.8ml 高氯酸，摇匀，于 60℃水浴上

加热 1 5 mi n；取出，冰水冷却，加入 5 ml 冰醋酸，摇

匀，即得供试品溶液；同时取一定量的山茱萸药材无水

乙醇超声提取供试品溶液，不加显色剂 5% 香草醛 - 冰

醋酸溶液和高氯酸，同法制得空白对照溶液。以未加

供试样品但加显色剂 5% 香草醛 - 冰醋酸溶液和高氯酸制

得的供试品调基线，于波长 400～700nm 内扫描，确定

最佳的测定波长。

2 结果与分析

2.1 测定波长的确定

由各供试品的可见光吸收图知，熊果酸标准品溶液

在 545～548nm 处有最大吸收，山茱萸药材及山茱萸保

健酒供试品溶液在 530～532nm 处有最大吸收。综合来

看，538nm 处均有较理想的吸收，故以 538nm 为测定

波长，空白无干扰，测得的结果以熊果酸为基准计算

总三萜酸的含量。

A .空白对照；B.熊果酸标准品；C.超声样品；D .保健酒样品。

图1   供试品可见光吸收图

Fig.1    Absorbance curve of samples
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2.2 线性关系考察

分别精密量取熊果酸标准品溶液 0.3、0.6、0.9、1.2、
1 . 5、1 . 8 ml 于具塞试管中，挥去溶剂。按显色条件显

色，35min 后测定吸光度，建立的回归方程为 A=0.0071C
－ 0.0941，R2=0.9994(n=6)。在 26.4～158.4μg 范围内，

熊果酸标准品显色后的吸光度(A)与取样量(C)的线性关系良

好 。

2.3 稳定性实验

取山茱萸药材无水乙醇超声提取供试品溶液适量于具

塞试管中，挥去溶剂，按显色条件显色后每 5min 测定一

次吸光度，测定至显色后 80min，结果见图 2。结果表

明，三萜酸显色后 0～35min内的吸光度变化较大，其RSD
为 7.48%，而在 35～80min 内基本稳定，RSD 为 2.46%。

由此可见样品必须在显色 35min 后测定吸光度。

2.4 精密度实验

取熊果酸标准品溶液于具塞试管中，挥去溶剂。按显

色条件显色，35min后连续测定吸光度 5次，RSD为 0.61%。

2.5 重现性实验

取同一批山茱萸药材，按 1.2.2 制备山茱萸药材无

水乙醇超声提取供试品溶液 5 份，置具塞试管中，挥去

溶剂，显色 35min 后测定吸光度，RSD 为 2.84%。
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2.6 加样回收率实验

取己知含量的山茱萸粗粉 5 份约 0.2g，分别添加一

定量的熊果酸标准品，按 1.2.2 制备山茱萸药材无水乙

醇超声提取供试品溶液，挥去溶剂，显色后 35min 测

定吸光度。平均回收率为 98.94%，RSD 为 2.31%，结

果见表 1 。

实验号 1 2 3 4 5
药材中三萜酸含量(mg) 4.591 4.415 4.488 4.685 4.606
添加熊果酸的量(mg) 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64
实测三萜酸的量(mg) 5.213 5.058 5.142 5.311 5.227

回收率(%) 97.19 100.47 102.19 97.81 97.03
平均回收率(%) 98.94
相对标准偏差(%) 2.31

表1   熊果酸加样回收率实验

Table 1   Recovery rate of spiked ursolic acid

2.7 样品含量测定

2.7.1 样品含量测定方法的确定

三种不同的方法制备的供试品溶液，用索氏提取

器提取者含三萜酸 0.583%(n=3)，用氯仿超声提取的为

0.283%(n=3)，用无水乙醇超声提取的为 2.644%(n=3) 无
水乙醇超声提取的供试品三萜酸含量最高，故用无水乙

醇超声提取制备样品。

2.7.2 超声提取时间考察

精密称取山茱萸粗粉约 0 . 4 g，于具塞烧瓶中，精

密加入 1 0 0 ml 无水乙醇，称定重量，分别超声波振荡

1 5、3 0、4 5、6 0 mi n (水温过热换水)，放冷，用无水

乙醇补足减失的重量，取适量离心，上清液作为供试品

溶液，测定吸光度。超声波振荡 1 5、3 0、4 5、6 0mi n
的三萜酸含量分别为 2.080%、2.184%、2.615%、2.616%。

可知超声 60min 时三萜酸提取率最高，但超声提取 45min
的提取率达超声 60min 的 99.96%，故超声提取时间定为

45min(n=3)。

2.7.3 山茱萸药材和山茱萸浸泡酒中三萜酸含量测定

取三批山茱萸药材粗粉适量，精密称定，依法用

无水乙醇超声提取制备供试品；精密量取三批山茱萸保

健酒适量制备供试品，依法测定，计算三萜酸的含量。

山茱萸药材中三萜酸含量均值为 2.511%(n=3)，山茱萸保

健酒中均值为 2.091%(n=3)。

3 讨  论

3.1 此外 - 可见分光光度法测定总三萜酸含量作为山茱

萸药材及其制品的质量控制标准之一。《中国药典》[ 6 ]

用薄层扫描的方法测定其中熊果酸的含量作为山茱萸药

材的质量控制标准，但实验发现，在薄层板上应用此

条件无法将熊果酸和齐墩果酸分离开，由此测得的熊果

酸含量实际为熊果酸与齐墩果酸含量的总和。欲用高效

液相法分别测定熊果酸和齐墩果酸的含量以作为山茱萸

质量控制指标之一，但二者为差向异构体，性质极为

相近，测定难以实观。曾参照文献尝试用甲醇 - 水、甲

醇 - 水 - 酸、甲醇 - 水 - 酸 - 三乙胺，乙腈 - 水、乙腈 -
水 - 酸、乙腈 - 磷酸二氢钠、甲醇 - 乙腈 - 水 - 酸、甲

醇 - 乙腈 - 水 - 乙酸胺等多种流动相以不同流速进行分离，

二者的保留时间基本一致。以熊果酸和齐墩果酸标准品

溶液等量混匀后注入，仅现一个略宽的吸收峰，因此

认为用高效液相色谱紫外检测器分离这二者有很大难

度。高效液相色谱蒸发光散射检测器可同时测定齐墩果

酸和熊果酸含量，但生产和科研中这种检测器并未普

及。另一方面，熊果酸和齐墩果酸在天然植物中似乎

共生共存。因此以熊果酸为标准品，用宏观、简便、

快捷、适于生产在线检测的紫外 - 可见分光光度法[6]测定

山茱萸中总三萜酸的含量不仅可作为山茱萸药材及其制

品质量控制和功能评价的标准之一，也可为山茱萸相关

制剂的生产工艺监控提供合理手段。

3.2 提取溶剂。三萜酸含极性的羧基，故用极性较小

的乙醚和氯仿的提取率比无水乙醇要低。

3.3 5% 香草醛 - 冰醋酸溶液必须新鲜配制。曾用隔夜配

制者同法操作，结果表明隔夜配制的 5% 香草醛 - 冰醋酸

溶液测定同一样品的吸光度约为新鲜配制的 91.02%(n=3)。
3.4 由于香草醛 - 冰醋酸试剂与三萜酸的显色反应极为

灵敏，温度、时间对实验结果影响较大，因此显色时

间和温度应严格控制，并且加热显色前一定要充分振

摇，否则实验误差较大。
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图  2   显色后测定时间的确定

Fig.2    Determination of time after coloring
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