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基质固相分散�高效液相色谱法测定
五味子中尼哥纳乐酸
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摘 � 要: 提出了基质固相分散�高效液相色谱法测定五味子中的尼哥纳乐酸的方法。将样品与
硅胶以质量比1比 4混合研磨后装入固相萃取柱,用纯的二氯甲烷以 5 m L � min- 1的流量淋洗, 以

除去共存干扰物。用二氯甲烷�丙酮( 9+ 1)混合液将尼哥纳乐酸从固相萃取柱上洗脱, 吹氮浓缩

后,以 ZORBAX Stable Bound C18 ( 4. 6 m m  100 m m, 1. 8 �m) 快速分离柱为固定相, 甲醇�水
( 82+ 18)为流动相, 用蒸发光散射检测器检测。峰面积与尼哥纳乐酸的质量浓度在 2. 0 ~

400. 0 mg � L
- 1
范围内呈线性关系,检出限( 3S/ N )为 20 �g � L

- 1
。用此法分析五味子样品, 所得

结果的相对标准偏差( n= 7)小于 2. 0 %,标准加入回收率在 96. 8%~ 101. 5%之间。
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Abstract: A method o f determination of nig rano ic acid in f r uctus schis andra by H PLC w ith matrix so lid

phase disper sion w as pr oposed. The sample w as homogenized w ith silica g el in the r atio of 1 to 4 by mass, and

packed into SPE�co lumn. It w as then eluted w ith pure dichlor omethane at a flow rate o f 5 mL� min- 1 to r emove co�

ex isting inter fering substances. N ig rano ic acid w as eluted from the column w ith mixed solution of dichloromethane

and acetone ( 9+ 1) , and t hen dried by blow ing w it h N2�gas. T he eluate was separated on ZORBAX Stable Bound

C18 ( 4. 6 mm  100 mm, 1. 8 �m) rapid co lumn, using mixed solut ion of methanol and w ater ( 82+ 18) as mobile

phase, and determined by evaporat ion light scattering detector . L inear r elationship betw een the peak area and the

mass concentration of nig ranoic acid w as obta ined in the range o f 2. 0~ 400. 0 mg � L- 1 , w ith detection limit ( 3S/

N ) o f 20�g � L- 1. T he proposed method w as used in the analysis o f f r uctus schisandras , giving RSD!s ( n= 7) less

than 2. 0% . T he values of recovery found by standard addition method were in the r ange of 96. 8% - 101. 5% .
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� � 五味子科植物分为五味子属和南五味子属两个
属。其中五味子为著名中药,临床应用已有 200多
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年的历史。20世纪 70 年代初, 我国临床研究发现

五味子能明显降低肝炎患者血清谷丙转氨酶

( SGPT)水平, 引起对五味子科药用植物研究的热

潮,并由此开发出治疗肝炎药物联苯双酯
[ 1�2]
。1996

年孙汉董等 [ 3]从五味子属球蕊五味子中得到了有显

著抑制 H IV�1逆转录酶活性的三萜(尼哥纳乐酸) ,

对于五味子三萜的研究开始引起人们的关注。随着
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近年来发现五味子三萜酸及内酯具有抗爱滋病毒、

抗癌和抑制胆固醇生物合成等作用, 进一步拓展了

本科植物活性成分研究的领域[ 4�5]。

尼哥纳乐酸作为五味子中存在最广泛的三萜类

物质,其定量分析在国内外均还未见报道过。基质

固相分散是一种新样品处理技术, 其基本操作是将

样品(固态或液态)直接与固相萃取材料一起混合研

磨,使样品均匀分散于固定相颗粒的表面, 形成一个

独特的色谱固定相装柱,然后依靠所选定的溶剂洗

脱样品, 它浓缩了传统样品均化, 组织细胞裂解, 提

取,过滤,净化等过程, 使样品的预处理变得简便,同

时也避免了目标物的损失
[ 6�8]
。本工作建立了基质

固相分散�高效液相色谱测定五味子中的尼哥纳乐
酸的方法,方法用于几种五味子实际样品中尼哥纳

乐酸的测定, 结果表明:方法稳定性好,灵敏度高,适

宜于五味子中三萜类化合物的测定。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Water s 2695 Alliance高效液相色谱系统,包括

四元梯度泵, Empow er 色谱工作站, ELSD 2000蒸

发光散射检测器。

尼哥纳乐酸对照品(本课题组从五味子属植物

中分离到,纯度∀99% )。

尼哥纳乐酸标准储备液: 用甲醇定容至质量浓

度为 1. 0 g � L- 1 ,使用前用甲醇稀释成所需浓度的

标准工作液。

试剂均为色谱纯, 试验用水为高纯水。

1. 2 � 色谱条件

ZORBAX Stable Bound C18色谱柱( 4. 6 mm  

10 mm , 1. 8 �m ) ,流动相为甲醇�水( 82+ 18) , 流量

为 2. 0 m L � min
- 1

,柱温为 25 # , 进样量 5 �L, 蒸

发光散射管检测器的漂移管温度 120 # ,载气为氮

气,流量 2. 0 L � min
- 1
。

1. 3 � 样品处理

五味子样品经粉碎, 过 150 �m 筛, 称取样品

0. 1 g置于 38 �m 孔径的硅胶 0. 4 g 的玻璃研钵中,

用玻璃杵研磨 5 m in,使样品与填料均匀混合;装入

固相萃取小柱( 8 mm  20 m m)中, 装好后以 5 m L

� min- 1的流速用 10 mL 的二氯甲烷洗涤, 然后再

用二氯甲烷�丙酮( 9+ 1)混合液 10 m L 洗脱尼哥纳

乐酸。洗脱液用氮气吹干, 然后用甲醇溶液 5. 0 m L

溶解,准确调整体积为 5. 0 m L, 经 0. 45 �m 针头过

滤器过滤, 进样 5. 0 �L,色谱分离测定。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 样品预处理

在基质固相分散中, 固相分散剂同时起着支持

剂、吸附剂和净化剂的作用,它的选择非常重要。硅

胶属于正相材料,对极性大的物质有较强的吸附, 而

极性较小的物质吸附较弱, 研磨时样品中的各种组

分根据极性的不同吸附在硅胶上。根据相似相容原

理,在提取五味子中的尼哥纳乐酸时,五味子中还含

有其它成分,如木脂素、色素,脂肪、多酚、蛋白质、有

机酸等干扰成分。当五味子样品和硅胶研磨后,木

脂素、色素,脂肪、多酚、蛋白质、有机酸等干扰成分

也被吸附于硅胶。用二氯甲烷洗涤时, 由于尼哥纳

乐酸极性较大, 未被洗下,而极性比尼哥纳乐酸小的

干扰成分被洗下,后改用二氯甲烷�丙酮( 9+ 1)混合

液洗脱时, 尼哥纳乐酸被洗下, 而极性比尼哥纳乐酸

大的成分与硅胶结合更强,大部分不能被洗下,因此

硅胶具有良好提取, 净化效果。试验选择硅胶为分

散剂, 二氯甲烷�丙酮( 9+ 1)混合液为洗脱剂, 用量

10 mL,以5 mL � min- 1流量进行洗脱。

2. 2 � 色谱分离条件的选择

2. 2. 1 � 色谱流动相

试验选用水�甲醇流动相体系,考察了不同比例

的水和甲醇为流动相对尼哥纳乐酸进行分离。综合

考虑分离效果、分析时间等因素, 选择甲醇与水(以

体积比 82比 18)的混合液作为流动相。

2. 2. 2 � 色谱柱规格
为了显著缩短分离时间, 研究了用 ZORBAX

Stable Bound C18快速分离柱为固定相分离样品中

尼哥纳乐酸,该类型的色谱柱能在不降低柱效的前

提下显著缩短分离时间。试验了 3 种规格的色谱

柱,样品中的尼哥纳乐酸与共存成分均能完全分离,

用( 4. 6mm  10 m m, 1. 8 �m )的分离柱比其他 2种

规格的色谱柱分离时间短,只需 1. 0 min,试验选用

ZORBAX Stable Bound C18 ( 4. 6mm  10 mm ,

1. 8 �m)色谱柱分离。

2. 3 � 检测器的选择及工作参数

蒸发光散射检测器是通过柱洗脱液进行喷雾,

流动相溶剂蒸发,留下不挥发成分用光照射, 检测散

射光的检测器。可用于分析任何挥发性低于流动相

的化合物。试验中尼哥纳乐酸没有明显紫外吸收,

也没有明显的荧光, 试验选择用蒸发光散射检测器
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检测。

漂移管温度和载气流量是蒸发光散射检测器的

重要参数。漂移管温度影响检测器的响应,温度升

高,流动相蒸发趋于完全,信噪比上升,但温度过高,

可能导致组分部分汽化, 信号响应值变小。雾化载

气流量影响雾化器中液滴的形成, 从而影响检测器

的响应。信噪比随流量的增加而升高。试验选择漂

移管温度为 120 # , 载气为氮气, 流量 2. 0 L �

m in- 1 ,可达到最小的噪声信号,色谱图基线平稳。

2. 4 � 线性范围与检出限

在色谱条件下将 2. 0, 4. 0, 16, 80, 400 mg � L
- 1

尼哥纳乐酸系列标准溶液依次进样 5 �L。将测得

的峰面积 A 与对应的尼哥纳乐酸的质量浓度 �

( m g � L
- 1

) 作线性回归, 线性范围在 2. 0 ~

400. 0 mg � L- 1之间, 线性回归方程 A = 6. 25  

105�+ 368, 相关系数为 0. 999 8。再取最小浓度的

标准溶液逐级稀释后, 各进样 5 �L, 按 3S / N 计算

得其检出限为 20 �g � L
- 1
。

2. 5 � 样品分析

按试验方法对五味子样品平行测定 7次计算标

准偏差,同时做回收试验, 结果见表 1。尼哥纳乐酸

标样及五味子样品的色谱图见图 1。

表 1 � 样品分析结果( n= 7)

Tab. 1 � Analyt. results of samples

样品

尼哥纳乐酸

测得量

w / %

加入量

m/ mg

回收量

m/ mg

回收率

/ %

RSD

/ %

鹤庆五味子(叶) 0. 248 0. 1 0. 097 2 97. 2 1. 8

鹤庆五味子(皮) 0. 623 0. 1 0. 101 5 101. 5 1. 9

鹤庆五味子(果实) 0. 358 0. 1 0. 098 6 98. 6 1. 6

滇藏五味子(茎) 0. 264 0. 1 0. 096 8 96. 8 2. 0

图 1 � 五味子样品( a)与标样( b)色谱图

Fig. 1 � Ch romatograms of standard ( a) and sample ( b)

of f ru ctu s schisand ra
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