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摘要： 目的　 建立双标多测法同时测定茯苓中 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃
表去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 茯苓酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸的含量。
方法　 分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ⁃Ｃ１８ （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱； 流动相水 （含 ０􀆰 ３％ 磷酸） ⁃乙腈， 梯度洗脱； 体

积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检测波长 ２４２、 ２０３ ｎｍ。 以 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ 和茯苓酸为双标， 双标线性校正法预测

其他成分保留时间； 以茯苓酸为内标， 计算其他成分相对校正因子， 计算其含量。 结果　 １３ 种成分在各自范围内线

性关系良好 （Ｒ２≥０􀆰 ９９９ ３）， 平均加样回收率 ９９􀆰 ７７％ ～ １０４􀆰 ６０％ ， ＲＳＤ ０􀆰 １６％ ～ ２􀆰 ８８％ 。 双标线性校正法更准确， 偏

差更小。 双标多测法与常规外标法所得结果无显著差异。 结论　 该方法可实现茯苓中主要三萜类成分的快速分析， 是

该药材切实可行的整体质量评价方法。
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　 　 茯苓为多孔菌科真菌茯苓 Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｈｏｅｌｅｎ
（Ｆｒ􀆰 ） Ｙ． Ｃ． Ｄａｉ ＆ Ｖ． Ｐａｐｐ 的干燥菌核［１⁃２］， 其味

甘、 性平， 具有利水渗湿、 健脾、 宁心等功效［３］，
在中药复方中使用频率很高［４］。 茯苓菌核因入药

部位不同， 可分为白茯苓、 赤茯苓、 茯苓皮、 茯神

等， 活性成分存在差异， 药效和临床应用也各有侧

重［５⁃６］。 三萜是茯苓主要活性成分之一［７］， 具有安

神［８⁃９］、 抗肿瘤［１０⁃１１］、 抗炎［１２⁃１３］、 抗癫痫［１４］、 抗

氧化［１５］、 免疫调节［１６⁃１７］ 等活性， 常被视为评价该

药材质量的重要指标。
随着中医药产业发展， 茯苓野生资源已无法满

足市场需求， 而栽培品质量受品种来源、 生长环
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境、 加工方式等因素影响［１８］。 目前， 茯苓质量标

准滞后于行业需求， ２０２０ 年版 《中国药典》 仅记

载其鉴别项， 未见有效成分含量测定项［３］， 难以

进行整体质量评价。 随着中药质量评价方法由单一

成分向多指标成分转变［１９］， 对照品供需矛盾逐渐

突出， 双标多测法［２０⁃２１］ 作为中药标准物质替代技

术可有效解决这一问题， 即先采用 １ 个对照品， 以

相对校正因子法定量， 再增加 １ 个对照品， 采用双

标线性校正法定性， 既降低了成本， 又使定性结果

更准确， 适用性更广。
本实验在课题组前期研究［６，１８，２２］ 基础上， 建立

双标多测法同时测定 １１ 批不同产地和种类茯苓中

１３ 种三萜的含量， 旨在为该药材质量控制与评价

提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪及 ＸＤＢ⁃
Ｃ１８、 Ｚｏｒｂａｘ⁃ＳＢ⁃Ｃ１８、 Ｚｏｒｂａｘ⁃Ｅｃｉｌｐｓｅ Ｐｌｕｓ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ） （ 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ）；
Ｗａｙｅａｌ ３１００ 高效液相色谱仪 （安徽皖仪科技股份

有限 公 司 ）； Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 高 效 液 相 色 谱 仪 及

Ｓｙｍｍｅｔｒｙ⁃Ｃ１８ （ １５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ ）、
ＷＡＴ０５４７２５ （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱

（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＥＸ２２４ＺＨ 电子分析天平 （美
国 ＯＨＡＵＳ 公司）； ＪＳ⁃４０ 超声波清洗仪 （常州鸿泽

实验科技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 茯苓新酸 Ｂ、 茯苓新酸 Ａ、 去

氢茯苓酸、 松苓新酸、 茯苓酸对照品 （纯度≥
９８％ ， 批 号 １４０７２３、 １４０３１４、 １４０９０３、 １４０９０２、
１４０２１２， 成都克洛玛生物科技有限公司）； 去氢土

莫酸对照品 （纯度≥９８％ ， 批号 ＡＦ２１０３２， 成都埃

法生物科技有限公司）； ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 土莫

酸、 ３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、
齿孔酸、 去氢齿孔酸对照品 （纯度≥９８％ ， 货号

ＣＲＮ０２２５、 ＣＲＮ０３２５、 ＣＲＮ０２４５、 ＣＲＮ０２５１、 ＣＲＮ０３０７、
ＣＲＮ０３９８、 ＣＲＮ０４８６， 湖北萃园生物科技股份有限公

司）。 茯苓经湖南中医药大学刘塔斯教授鉴定为正

品， 具体见表 １。 乙腈为色谱纯； 其余试剂均为分

析纯； 水为纯净水。
表 １　 茯苓信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗ． ｈｏｅｌｅｎ
编号 药用部位 生产企业 产地 批号

Ｓ１ 茯苓皮 安徽三义堂中药饮片有限公司 云南 ２１０３００９
Ｓ２ 茯苓皮 四川藏曦堂生物科技有限公司 四川 ２０２１１１０９
Ｓ３ 茯苓皮 亳州市泽信堂药业有限公司 云南 ２０２１１１０３
Ｓ４ 赤茯苓 深圳市龙岗区杞仙堂食品商行 安徽 ２０２２０２１３
Ｓ５ 赤茯苓 北京同仁堂国药有限公司 安徽 ２０２２０９２８
Ｓ６ 白茯苓 康美药业股份有限公司 湖南 ２１０３１５０１１
Ｓ７ 白茯苓 云南国鹤药业有限公司 云南 ２１０７００８
Ｓ８ 白茯苓 岳阳天香中药饮片有限公司 云南 ２０２１１１１０７
Ｓ９ 茯神 康美药业股份有限公司 湖南 ２２０１０１５４１
Ｓ１０ 茯神 四川藏曦堂生物科技有限公司 云南 ２０２２０３１８
Ｓ１１ 茯神 安徽三义堂中药饮片有限公司 安徽 ２２０７０１０１

２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流 动 相 水 （ 含 ０􀆰 ３％ 磷 酸 ）
（Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ２０ ｍｉｎ， ５０％ ～
５３％ Ｂ； ２０ ～ ３９ ｍｉｎ， ５３％ Ｂ； ３９ ～ ４３ ｍｉｎ， ５３％ ～
６２％ Ｂ； ４３ ～ ４７ ｍｉｎ， ６２％ Ｂ； ４７ ～ ７０ ｍｉｎ， ６２％ ～
９２％ Ｂ； ７０ ～ ８０ ｍｉｎ， ９２％ Ｂ ）； 体 积 流 量 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检测波长 ２４２ ｎｍ （０ ～ ３５、
４２～ ６５、 ６７ ～ ７６、 ７８ ～ ８０ ｍｉｎ）、 ２０３ ｎｍ （３５ ～ ４２、
６５～６７、 ７６～７８ ｍｉｎ）； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取各对照品适量， 甲

醇溶解， 制成分别含 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ ０􀆰 ０３６ ｍｇ ／ ｍＬ、
茯苓新酸 Ｂ ０􀆰 ０５２ ｍｇ ／ ｍＬ、 去氢土莫酸 ０􀆰 ０３１ ７

ｍｇ ／ ｍＬ、 土莫酸 ０􀆰 １１４ ｍｇ ／ ｍＬ、 茯苓新酸 Ａ ０􀆰 ０７
ｍｇ ／ ｍＬ、 ３⁃表去氢茯苓酸 ０􀆰 ０５８ ｍｇ ／ ｍＬ、 猪苓酸 Ｃ
０􀆰 ０１８ ｍｇ ／ ｍＬ、 ３⁃表去氢土莫酸 ０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｍＬ、 去氢

茯苓酸 ０􀆰 ０４５ ｍｇ ／ ｍＬ、 茯苓酸 ０􀆰 １９ ｍｇ ／ ｍＬ、 松苓

新酸 ０􀆰 １４６ ２ ｍｇ ／ ｍＬ、 去氢齿孔酸 ０􀆰 １２６ ｍｇ ／ ｍＬ、
齿孔酸 ０􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 精密称取药品粉末 ２􀆰 ０ ｇ
（过 ６０ 目筛）， 置于 １００ ｍＬ 干燥具塞锥形瓶中，
加入 ５０ ｍＬ 甲醇， 密塞， 称定质量， 超声（２４０ Ｗ，
４０ ｋＨｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， 甲醇补足减失的质

量， 过滤， 茯苓皮、 赤茯苓滤液经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔

滤膜过滤， 取续滤液， 即得； 白茯苓、 茯神滤液先

蒸干， 载用甲醇定容至 ２􀆰 ０ ｍＬ， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔
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滤膜， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 取 “２􀆰 ２” 项下对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下分别进样 １、 １０、
２０、 ３０、 ４０、 ５０ μＬ 测定。 以对照品进样量为横坐

标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果

见表 ２， 可知各三萜在各自范围内线性关系良好。
表 ２　 各三萜线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ
成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ μｇ

６α 羟基猪苓酸 Ｃ Ｙ＝ ２２８􀆰 ７４Ｘ＋３􀆰 ８４３ ９ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ０３６～１􀆰 ８
茯苓新酸 Ｂ Ｙ＝ ７１８􀆰 ３９Ｘ－４􀆰 ２０１ ６ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ０５２～２􀆰 ６
去氢土莫酸 Ｙ＝ ２ ０２５􀆰 ７Ｘ＋３􀆰 ００４ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ０３１ ７～１􀆰 ５８３

土莫酸 Ｙ＝ ４８０􀆰 ３２Ｘ＋１２􀆰 ７０６ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 １１４ ０～５􀆰 ７
茯苓新酸 Ａ Ｙ＝ １ ３４９􀆰 ７Ｘ－５􀆰 ３８１ １ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ０７～３􀆰 ５

３⁃表去氢茯苓酸 Ｙ＝ ４７１􀆰 ５２Ｘ－３􀆰 ３６８ ７ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０５８～２􀆰 ９
猪苓酸 Ｃ Ｙ＝ ２ １０２􀆰 ９Ｘ－５􀆰 ７０５ ８ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０１８～０􀆰 ９

３⁃表去氢土莫酸 Ｙ＝ ２０３􀆰 ０８Ｘ－６􀆰 ０３５ ４ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 １３～６􀆰 ５
去氢茯苓酸 Ｙ＝ １ ３９４􀆰 ５Ｘ－１０􀆰 ０３５ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０４５～２􀆰 ２５

茯苓酸 Ｙ＝ ５２１􀆰 ７９Ｘ－８􀆰 ２３６ ８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １９～９􀆰 ５
松苓新酸 Ｙ＝ ７８３􀆰 ６４Ｘ－１０􀆰 ２４５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １４６ ２～７􀆰 ３１１ ５

去氢齿孔酸 Ｙ＝ ７４７􀆰 ０５Ｘ－６􀆰 ３８７ ５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １２６ ０～６􀆰 ３
齿孔酸 Ｙ＝ ３２１􀆰 ２７Ｘ＋１􀆰 ０５５ １ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 ０７～３􀆰 ５

２􀆰 ４􀆰 ２　 专属性考察　 取对照品、 供试品溶液及甲

醇适量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 １。 由此可知， 各成分色谱峰保留时间基本一

致， 紫外吸收光谱高度吻合， 分离度均大于 １􀆰 ５，
表明该方法专属性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取同一份供试品溶液

（Ｓ１）， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测

得 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、
土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸

Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 茯苓酸、 松苓

新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸峰面积 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 １６％ 、 １􀆰 ９６％ 、 ０􀆰 ６６％ 、 ２􀆰 ７６％ 、 ０􀆰 ５０％ 、 ０􀆰 ７６％ 、
１􀆰 ６２％ 、 ２􀆰 １４％ 、 １􀆰 ２４％ 、 ２􀆰 ４３％ 、 ０􀆰 ６０％ 、 ０􀆰 ７２％ 、
２􀆰 ２７％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 重复性试验　 精密称取同一批样品 （Ｓ１），
按 “２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以茯苓酸为参照，
测得 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、
土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸

Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 松苓新酸、 去

氢齿孔酸、 齿孔酸峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ８９％ 、
２􀆰 ３４％ 、 ２􀆰 ５１％ 、 ２􀆰 ４２％ 、 ２􀆰 ３６％ 、 ２􀆰 ４１％ 、 １􀆰 ３７％ 、
２􀆰 ６８％ 、 １􀆰 ０７％ 、 １􀆰 ６０％ 、 １􀆰 ８３％ 、 １􀆰 ２９％ ， 表明该

方法重复性良好。

１． ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ　 ２． 茯苓新酸 Ｂ　 ３． 去氢土莫酸　 ４． 土莫酸

５． 茯苓新酸 Ａ　 ６􀆰 ３⁃表去氢茯苓酸　 ７． 猪苓酸 Ｃ　 ８􀆰 ３⁃表去氢土莫

酸　 ９． 去氢茯苓酸　 １０． 茯苓酸　 １１． 松苓新酸　 １２． 去氢齿孔酸

１３． 齿孔酸

１． ６α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｏｒｏｉｃ ａｃｉｄ Ｃ　 ２． ｐｏｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ Ｂ　 ３． ｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃ
ａｃｉｄ　 ４． ｔｕｍｕｌｏｓｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｐｏｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ Ａ　 ６． ３⁃ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃ
ａｃｉｄ　 ７． ｐｏｌｙｐｏｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ　 ８􀆰 ３⁃ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃ ａｃｉｄ
９． ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ　 １０． ｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ　 １１． ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄ　 １２． ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ　 １３． ｅｂｕｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ

图 １　 茯苓皮 （Ａ）、 对照品 （Ｂ） ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ Ｃｕｔｉｓ ｐｅｅｌ
（Ａ） ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ （Ｂ）

２􀆰 ４􀆰 ５　 稳定性试验　 精密吸取同一份供试品溶液

（Ｓ１）， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 测得 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓

新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表
去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯

苓酸、 茯苓酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸峰

面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ０６％ 、 ２􀆰 ４５％ 、 ２􀆰 ２４％ 、 ２􀆰 ９６％ 、
１􀆰 ９２％ 、 １􀆰 ９７％ 、 １􀆰 ０６％ 、 ０􀆰 ６５％ 、 ２􀆰 ４４％ 、 １􀆰 ０７％ 、
１􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ５７％ 、 １􀆰 ７９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取各三萜含量已

知的药材 （Ｓ１） 适量， 以 １ ︰ １ 比例加入对照品

溶液， 按 “２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶

液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收

率。 结果， ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢

土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢茯苓酸、
猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 茯苓

酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸平均加样回收

率分别为 ９９􀆰 ７７％ 、 １０２􀆰 ９８％ 、 １０４􀆰 ２２％ 、 １０１􀆰 ２３％ 、
１０４􀆰 ４３％ 、 １０１􀆰 ０２％ 、 １０３􀆰 ９９％ 、 １０１􀆰 ３５％ 、 １０２􀆰 ５９％ 、
１０２􀆰 ４６％ 、１０４􀆰 ２０％ 、１０４􀆰 ６０％ 、１０４􀆰 ４０％ ，ＲＳＤ 分别

为 ２􀆰 ８４％ 、０􀆰 ７７％ 、０􀆰 ４７％ 、１􀆰 ３１％ 、０􀆰 ２２％ 、２􀆰 ２７％ 、
１３１
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０􀆰 ３８％ 、１􀆰 ０３％ 、 １􀆰 １２％ 、 ２􀆰 ８８％ 、 ０􀆰 １６％ 、 ０􀆰 ２０％ 、
０􀆰 ２７％ 。
２􀆰 ５　 双标线性校正法

２􀆰 ５􀆰 １　 相对校正因子计算 　 取对照品溶液适量，
在 “２􀆰 １” 项色谱条件下分别进样 １、 ５、 １０、 ２０、

２５、 ３０、 ４０、 ５０ μＬ 测定， 以茯苓酸为内标计算相

对校正因子 ｆ， 公式为 ｆ ＝ ｆｉ ／ ｆｓ ＝ （Ａｉ ／Ｗｉ ） ／ （Ａｓ ／
Ｗｓ）， 其中 Ａｉ 为待测成分峰面积， Ｗｉ 为待测成分

含量， Ａｓ为内标峰面积， Ｗｓ 为内标含量。 由表 ３
可知， 各三萜相对校正因子 ＲＳＤ 均小于 ３％ 。

表 ３　 各三萜相对校正因子

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ
进样量 ／ μＬ ｆ６α⁃羟基猪苓酸Ｃ ／ 茯苓酸 ｆ茯苓新酸Ｂ ／ 茯苓酸 ｆ去氢土莫酸 ／ 茯苓酸 ｆ土莫酸 ／ 茯苓酸 ｆ茯苓新酸Ａ ／ 茯苓酸 ｆ３⁃表去氢茯苓酸 ／ 茯苓酸

１ ０􀆰 ４３６ ２ １􀆰 ３６９ ０ ３􀆰 ８７５ ３ ０􀆰 ９１１ ２ ２􀆰 ５７１ ６ ０􀆰 ８９９ ９
５ ０􀆰 ４５１ ８ １􀆰 ３７６ ８ ３􀆰 ９０７ ８ ０􀆰 ９４５ ８ ２􀆰 ６１８ ０ ０􀆰 ９１１ ６
１０ ０􀆰 ４４８ ６ １􀆰 ３８８ ７ ３􀆰 ９２１ ６ ０􀆰 ９３３ ９ ２􀆰 ５６５ ２ ０􀆰 ８９１ ２
２０ ０􀆰 ４５９ ２ １􀆰 ４００ ４ ３􀆰 ９１６ ０ ０􀆰 ９５６ ３ ２􀆰 ６４０ ２ ０􀆰 ９１３ ４
２５ ０􀆰 ４６９ ８ １􀆰 ３０８ ６ ３􀆰 ９１７ １ ０􀆰 ９２７ ４ ２􀆰 ５４３ ９ ０􀆰 ８８７ ９
３０ ０􀆰 ４３２ ３ １􀆰 ３６５ ８ ４􀆰 ０３０ ３ ０􀆰 ９４１ ６ ２􀆰 ４８９ ６ ０􀆰 ８８８ ９
４０ ０􀆰 ４５５ ０ １􀆰 ３１６ ２ ３􀆰 ９２６ ０ ０􀆰 ９１８ ３ ２􀆰 ４６５ ７ ０􀆰 ８８５ ９
５０ ０􀆰 ４５６ １ １􀆰 ３８８ １ ３􀆰 ９２９ ２ ０􀆰 ９１４ ９ ２􀆰 ５３９ ７ ０􀆰 ８７１ １

平均值 ０􀆰 ４５１ １ １􀆰 ３６４ ２ ３􀆰 ９２７ ９ ０􀆰 ９３１ ２ ２􀆰 ５５４ ３ ０􀆰 ８９３ ７
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 ７ ２􀆰 ４９ １􀆰 １４ １􀆰 ７３ ２􀆰 ３ １􀆰 ５７

进样量 ／ μＬ ｆ猪苓酸Ｃ ／ 茯苓酸 ｆ３⁃表去氢土莫酸 ／ 茯苓酸 ｆ去氢茯苓酸 ／ 茯苓酸 ｆ松苓新酸 ／ 茯苓酸 ｆ去氢齿孔酸 ／ 茯苓酸 ｆ齿孔酸 ／ 茯苓酸

１ ４􀆰 ０２５ ５ ０􀆰 ３８６ ０ ２􀆰 ６７１ ６ １􀆰 ５００ ９ １􀆰 ４３１ ８ ０􀆰 ６１０ ５
５ ４􀆰 ０３６ ９ ０􀆰 ３９０ ３ ２􀆰 ６６８ ６ １􀆰 ５０２ ８ １􀆰 ４３２ ９ ０􀆰 ６２１ ８
１０ ３􀆰 ９９４ ５ ０􀆰 ３８８ ３ ２􀆰 ６５２ ７ １􀆰 ５０１ ６ １􀆰 ４３２ ３ ０􀆰 ６３３ ５
２０ ４􀆰 ０２２ ９ ０􀆰 ３８９ ５ ２􀆰 ６６８ ３ １􀆰 ５０２ １ １􀆰 ４３３ １ ０􀆰 ６１３ ４
２５ ３􀆰 ９６９ ７ ０􀆰 ３７０ ２ ２􀆰 ６３８ ８ １􀆰 ４９６ １ １􀆰 ４３１ ８ ０􀆰 ６１９ ７
３０ ４􀆰 １４７ ３ ０􀆰 ３６６ ７ ２􀆰 ６４２ ０ １􀆰 ５１０ ３ １􀆰 ４６２ ５ ０􀆰 ５８９ ６
４０ ３􀆰 ９５６ ４ ０􀆰 ３７６ ６ ２􀆰 ６２６ １ １􀆰 ５８２ ０ １􀆰 ４７６ ０ ０􀆰 ６１８ ３
５０ ３􀆰 ９２９ ４ ０􀆰 ３６３ ４ ２􀆰 ６５５ ３ １􀆰 ５０１ ２ １􀆰 ４３４ ９ ０􀆰 ６２１ ４

平均值 ４􀆰 ０１０ ３ ０􀆰 ３７８ ９ ２􀆰 ６５２ ９ １􀆰 ５１２ １ １􀆰 ４４１ ９ ０􀆰 ６１６
ＲＳＤ ／ ％ １􀆰 ６７ ２􀆰 ９１ ０􀆰 ６２ １􀆰 ８９ １􀆰 ２ ２􀆰 ０５

２􀆰 ５􀆰 ２　 不同体积流量对相对校正因子的影响　 取

“２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量， 考察不同体积流量

（０􀆰 ８、 １、 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ）。 结果， ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、
茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、
３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去

氢茯苓酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸相对校

正因子分别为 ０􀆰 ４６８ ７、 １􀆰 ３３９ ８、 ３􀆰 ９１８ ７、 ０􀆰 ９３４ １、
２􀆰 ４６２ ８、 ０􀆰 ８５５ ９、 ３􀆰 ９９９ １、 ０􀆰 ３４９ ９、 ２􀆰 ６６６ ９、
１􀆰 ５０２ ３、 １􀆰 ４３６ ９、 ０􀆰 ６２６ １， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８３％ 、
１􀆰 ６２％ 、 ０􀆰 ８３％ 、 ０􀆰 ６３％ 、 ０􀆰 ９３％ 、 ２􀆰 ４２％ 、 １􀆰 ４％ 、
１􀆰 １９％ 、 ２􀆰 １６％ 、 ０􀆰 ５４％ 、 ０􀆰 ３８％ 、 １􀆰 １８％ ， 表明体

积流量对其无明显影响。
２􀆰 ５􀆰 ３　 不同柱温对相对校正因子的影响 　 取

“２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量， 考察不同柱温 （２０、
２５、 ３０ ℃）。 结果， ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸

Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢

茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓

酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸相对校正因子

分别为 ０􀆰 ４６０ ９、 １􀆰 ３３１ ４、 ３􀆰 ９３４ ４、 ０􀆰 ９４２ ９、 ２􀆰 ４９９ ６、
０􀆰 ８９３ １、 ４􀆰 ０１６ １、 ０􀆰 ３４５ ９、 ２􀆰 ６３６ ５、 １􀆰 ５００ ５、
１􀆰 ４４３ ２、 ０􀆰 ６２６ ８， ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ４２％ 、 １􀆰 ２％ 、

１􀆰 ４％ 、 １􀆰 ２７％ 、 ２􀆰 ０２％ 、 １􀆰 ４１％ 、 ０􀆰 ３１％ 、 ０􀆰 ４７％ 、
１􀆰 １９％ 、 ０􀆰 ５％ 、 ０􀆰 ５１％ 、 １􀆰 ３３％ ， 表明柱温对其无

明显影响。
２􀆰 ５􀆰 ４　 不同仪器对相对校正因子的影响 　 取

“２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量， 考察 ２ 台高效液相

色谱仪 （Ａｇｉｌｅｎｔ １２００、 Ｗａｙｅａｌ ３１００）。 结果， ６α⁃
羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫

酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表
去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、
齿孔酸相对校正因子分别为 ０􀆰 ４８１ ３、 １􀆰 ３２６ ５、
３􀆰 ８７７ ８、 ０􀆰 ９３１ ７、 ２􀆰 ４７３ ５、 ０􀆰 ８７５ ６、 ４􀆰 ０１４ ２、
０􀆰 ３５１ ７、 ２􀆰 ６５２ ９、 １􀆰 ５４３ ４、 １􀆰 ４７３ ７、 ０􀆰 ６３９ ７， ＲＳＤ
分别为 ３􀆰 ８９％ 、 １􀆰 ２０％ 、 ０􀆰 １１％ 、 ０􀆰 ７６％ 、 １􀆰 ７２％ 、
０􀆰 ６２％ 、 ０􀆰 ４２％ 、 ２􀆰 ２８％ 、 ２􀆰 ８０％ 、 ４􀆰 ３８％ 、 ３􀆰 ７０％ 、
１􀆰 ５２％ ， 表明仪器对其无明显影响。
２􀆰 ５􀆰 ５　 不同色谱柱对相对校正因子的影响 　 取

“２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量， 考察 ５ 种色谱柱

（ Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ⁃Ｃ１８、 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃ＳＢ⁃Ｃ１８、 Ｗａｔｅｒｓ
Ｓｙｍｍｅｔｒｙ⁃Ｃ１８、 Ｗａｔｅｒｓ ＷＡＴ０５４７２５、 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃
Ｅｃｉｌｐｓｅ Ｐｌｕｓ⁃Ｃ１８）。 由图 ２ 可知， Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃ＳＢ⁃
Ｃ１８不能将土莫酸和茯苓新酸 Ａ 完全分离， Ｗａｔｅｒｓ
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Ｓｙｍｍｅｔｒｙ⁃Ｃ１８、 Ｗａｔｅｒｓ ＷＡＴ０５４７２５、 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃
Ｅｃｉｌｐｓｅ Ｐｌｕｓ⁃Ｃ１８色谱柱不能将 ３⁃表去氢茯苓酸和猪

苓酸 Ｃ 完全分离， 而 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱固定相

极性适中， 柱填料粒径合理， 能更好地分离三萜，
因此选择其进行分析。

注： Ａ ～ Ｅ 分 别 为 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃ＳＢ⁃Ｃ１８、 Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ⁃Ｃ１８、

Ｗａｔｅｒｓ ＷＡＴ０５４７２５、 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｚｏｒｂａｘ⁃Ｅｃｉｌｐｓｅ Ｐｌｕｓ⁃Ｃ１８、 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ⁃

Ｃ１８色谱柱。

１． ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ　 ２． 茯苓新酸 Ｂ　 ３． 去氢土莫酸　 ４． 土莫酸

５． 茯苓新酸 Ａ　 ６． ３⁃表去氢茯苓酸　 ７． 猪苓酸 Ｃ　 ８． ３⁃表去氢土

莫酸　 ９． 去氢茯苓酸　 １０． 茯苓酸　 １１． 松苓新酸　 １２． 去氢齿孔

酸　 １３． 齿孔酸

１． ６α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｏｒｏｉｃ ａｃｉｄ Ｃ　 ２． ｐｏｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ Ｂ　 ３． ｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃ ａｃｉｄ
４． ｔｕｍｕｌｏｓｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｐｏｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ Ａ　 ６． ３⁃ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ
７． ｐｏｌｙｐｏｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ　 ８． ３⁃ｅｐｉｄｅｈｙｄｒｏｔｕｍｕｌｏｓｉｃ ａｃｉｄ　 ９． ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ
１０． ｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ 　 １１． ｄｅｈｙｄｒｏｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ 　 １２． ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃ
ａｃｉｄ　 １３． ｅｂｕｒｉｃｏｉｃ ａｃｉｄ

图 ２　 不同色谱柱上 ＨＰＬＣ 色谱图

　 Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｌｕｍｎｓ

２􀆰 ６　 双标线性校正法

２􀆰 ６􀆰 １ 　 不同体积流量、 柱温下线性关系 　 取

“２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量， 采用不同体积流量

及柱温， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以对

照品保留时间平均值 （即标准保留时间［２３］ ） 为横

坐标 （Ｘ）， 实测保留时间为纵坐标 （Ｙ） 进行回

归。 结果， 不同条件下 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新

酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去

氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓

酸、 茯苓酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸均能

很好地分离， 标准保留时间分别为 １１􀆰 ９９０、 ２７􀆰 ８６７、
３２􀆰 ６９５、 ３６􀆰 ７３３、 ３８􀆰 ６５８、 ４７􀆰 ０１９、 ４８􀆰 ５８４、 ５０􀆰 ９８６、
６３􀆰 ９８９、 ６５􀆰 ８６４、 ７１􀆰 ０１７、 ７４􀆰 ４１８、 ７６􀆰 ６１７ ｍｉｎ， 表

明其线性关系良好， 见表 ４。
表 ４　 各三萜在不同条件下保留时间线性关系

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

条件 线性方程 Ｒ２

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ Ｙ＝ １􀆰 ００３ ４Ｘ－０􀆰 ４４３ １ １􀆰 ０００ ０
１􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ Ｙ＝ １􀆰 ０２５ ７Ｘ－４􀆰 ９８９ ９ ０􀆰 ９９６ ７
０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ Ｙ＝ ０􀆰 ９６６ ５Ｘ＋５􀆰 ９６６ ７ ０􀆰 ９９４ ９

３０ ℃ Ｙ＝ ０􀆰 ９８９ ３Ｘ－０􀆰 ５３７ ４ ０􀆰 ９９９ ８
２０ ℃ Ｙ＝ １􀆰 ０１５ ２Ｘ＋０􀆰 ００４ ０􀆰 ９９９ ９

２􀆰 ６􀆰 ２　 保留时间预测　 以 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓

酸为双标， 采用 Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 高效液相色谱仪分析

对照品溶液， 获得实测保留时间。 以 ６α⁃羟基猪苓

酸 Ｃ、 茯苓酸标准保留时间为横坐标 （Ｘ）， 实测

保留时间为纵坐标 （Ｙ） 进行拟合， 将其余 １１ 种

三萜的标准保留时间代入线性方程， 得到预测保留

时间， 并与实测保留时间进行比较。 结果， ６α⁃羟
基猪苓酸 Ｃ、 茯苓酸标准保留时间分别为 １１􀆰 ９９３、
６５􀆰 ８６４ ｍｉｎ， 实测保留时间分别为 １２􀆰 ５９８、 ６５􀆰 ３２１
ｍｉｎ， 线性方程为 Ｙ＝ ０􀆰 ９７８ ７Ｘ＋０􀆰 ８６１ １， 茯苓新酸

Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢

茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃表去氢土莫酸、 去氢茯苓

酸、 松苓新酸、 去氢齿孔酸、 齿孔酸预测保留时间

分别 为 ２８􀆰 １３４、 ３２􀆰 ８６０、 ３６􀆰 ８１２、 ３８􀆰 ６９５、 ４６􀆰 ８７９、
４８􀆰 ４１０、 ５０􀆰 ７６１、 ６３􀆰 ４８７、 ７０􀆰 ３６５、 ７３􀆰 ６９４、 ７５􀆰 ８４６
ｍｉｎ， 与实测保留时间的相对偏差均小于 ５％ ， 表明

该方法可行。
２􀆰 ６􀆰 ３　 与相对保留时间法比较　 以茯苓酸色谱峰为

参照， 计算各三萜相对保留时间， 并与双标线性校

正法所得预测保留时间进行对比。 由表 ５ 可知， 双

标线性校正法所得预测保留时间绝对偏差较低， 波

动较小， 表明该方法预测精度更高， 适用性更强。
表 ５　 双标线性校正法与相对保留时间法比较

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｍｅｔｈｏｄ

方法 最大相对偏差 ／ ｍｉｎ 最大绝对偏差 ／ ％
双标线性校正法 ４􀆰 ６８０ １􀆰 ７２３
相对保留时间法 ６􀆰 ２０３ ５􀆰 ６１３

２􀆰 ７　 双标多测法与外标法比较　 取对照品、 供试

品溶液适量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
分别采用双标多测法、 外标法计算含量。 双标多测

法计算公式为 Ｗｉ ＝Ｗｓ×Ａｉ ／ ｆ×Ａｓ， 其中 Ｗｉ 为待测成

分含量， Ａｉ 为待测成分峰面积， Ｗｓ 为内标含量，
Ａｓ 为内标峰面积， ｆ 为待测成分与参照物， 发现 ２
种方法所得结果无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明双标

多测法准确可靠， 见表 ６。
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表 ６　 各三萜含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ （ｍｇ ／ ｇ）

编号 药用部位
６α 羟基猪苓酸 Ｃ 茯苓新酸 Ｂ 去氢土莫酸 土莫酸 茯苓酸

外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法
Ｓ１ 茯苓皮 １􀆰 ０５７ ９ １􀆰 ０７８ ６ ５􀆰 ８６８ １ ５􀆰 ９１９ ２ １􀆰 ３９２ ９ １􀆰 ３９３ １ ２􀆰 ９２８ ４ ２􀆰 ９８７ ５ ４􀆰 ３３２ ６
Ｓ２ 茯苓皮 ０􀆰 ８９８ ６ ０􀆰 ９２３ １ ３􀆰 ３５１ ４ ３􀆰 ４０１ ３ ０􀆰 ８６４ ４ ０􀆰 ８６６ ６ １􀆰 ７７９ ６ １􀆰 ８４２ ９ ３􀆰 ９７８ ３
Ｓ３ 茯苓皮 １􀆰 １５１ ４ １􀆰 ２２３ ２ ６􀆰 １１７ １ ６􀆰 ２６０ ５ １􀆰 ４７６ ４ １􀆰 ４９４ ３ ２􀆰 ９１４ ３ ３􀆰 ０６８ ８ ４􀆰 ２４１ １
Ｓ４ 赤茯苓 ０􀆰 １５３ ４ ０􀆰 １５８ １ ０􀆰 ９９９ ８ １􀆰 ０１１ ２ ０􀆰 ３２５ ３ ０􀆰 ３２３ ９ １􀆰 ５１５ ７ １􀆰 ５１９ １ １􀆰 ５７３ １
Ｓ５ 赤茯苓 ０􀆰 １２６ １ ０􀆰 １３７ ０ ０􀆰 ８５０ ５ ０􀆰 ８５９ ０ ０􀆰 ２２０ ５ ０􀆰 ２２０ ６ １􀆰 １００ ５ １􀆰 １１７ ０ ２􀆰 ０２０ ６
Ｓ６ 白茯苓 ０􀆰 １１７ ５ ０􀆰 １１６ １ ０􀆰 ０６３ ６ ０􀆰 ０６３ ７ ０􀆰 １４０ ９ ０􀆰 １３９ ７ ０􀆰 ５６１ ２ ０􀆰 ５５８ ８ ０􀆰 ６０９ ３
Ｓ７ 白茯苓 ０􀆰 １５３ ４ ０􀆰 １５１ ０ ０􀆰 ０８７ ７ ０􀆰 ０８８ １ ０􀆰 １１４ ７ ０􀆰 １１３ ８ ０􀆰 ４２０ ９ ０􀆰 ４１９ ６ ０􀆰 ７６２ ６
Ｓ８ 白茯苓 ０􀆰 １３６ ３ ０􀆰 １３４ ３ ０􀆰 １９７ ０ ０􀆰 １９８ ６ ０􀆰 ０８９ ３ ０􀆰 ０８８ ６ ０􀆰 ３７０ ９ ０􀆰 ３６９ ９ ０􀆰 ９１０ ４
Ｓ９ 茯神 ０􀆰 １１２ ６ ０􀆰 １１２ ９ ０􀆰 ０９１ ６ ０􀆰 ０９１４ ０􀆰 ２７７ ４ ０􀆰 ２７５ ０ ０􀆰 ８９２ ７ ０􀆰 ８８９ ６ １􀆰 ５３０ ２
Ｓ１０ 茯神 ０􀆰 ２１５ ９ ０􀆰 ２１５ ４ ０􀆰 ２１３ ６ ０􀆰 ２１４ ４ ０􀆰 １９６ ０ ０􀆰 １９４ ７ ０􀆰 ５９６ ８ ０􀆰 ５９９ ６ １􀆰 ６６５ １
Ｓ１１ 茯神 ０􀆰 １５１ ９ ０􀆰 １５３ ０ ０􀆰 ２５２ ６ ０􀆰 ２５４ ０ ０􀆰 ２３７ ２ ０􀆰 ２３５ ６ １􀆰 ０１５ ４ １􀆰 ０１４ ９ １􀆰 ４６３ ５

ｔ －１􀆰 ７４７ －１􀆰 ８４１ －０􀆰 ５７３ －１􀆰 ７９３ —

编号 药用部位
茯苓新酸 Ａ ３⁃表去氢茯苓酸 猪苓酸 Ｃ ３⁃表去氢土莫酸

外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法
Ｓ１ 茯苓皮 ８􀆰 ４１１ １ ８􀆰 ５８６ ０ ０􀆰 ４０８ １ ０􀆰 ３９８ ２ １􀆰 ０６６ ０ １􀆰 ０７４ ２ ２􀆰 ０６７ ８ ２􀆰 ０６６ ５
Ｓ２ 茯苓皮 ５􀆰 ２９３ ０ ５􀆰 ４０３ ７ ０􀆰 ２４０ ５ ０􀆰 ２２７ ４ ０􀆰 ８０８ ０ ０􀆰 ８１３ ３ １􀆰 ４８６ ９ １􀆰 ４６５ ５
Ｓ３ 茯苓皮 ９􀆰 ９０４ ０ １０􀆰 １９９ ３ ０􀆰 ４５９ ０ ０􀆰 ４３６ １ １􀆰 １６１ ９ １􀆰 １７５ ９ ２􀆰 １０６ ４ ２􀆰 ０４９ ２
Ｓ４ 赤茯苓 ０􀆰 ２５１ ２ ０􀆰 ２５３ ６ ０􀆰 ２１３ １ ０􀆰 ２１２ ９ ０􀆰 ２４２ ３ ０􀆰 ２４３ ４ １􀆰 ２３２ ７ １􀆰 ２５７ ２
Ｓ５ 赤茯苓 ０􀆰 ３４７ ０ ０􀆰 ３５０ ３ ０􀆰 ４５１ ３ ０􀆰 ４５３ ３ ０􀆰 １９７ ２ ０􀆰 １９７ ２ ０􀆰 ９８６ ５ ０􀆰 ９９４ ３
Ｓ６ 白茯苓 ０􀆰 ０１５ ５ ０􀆰 ０１５ ３ ０􀆰 ０６７ ４ ０􀆰 ０６７ ６ ０􀆰 ０７３ ９ ０􀆰 ０７４ ２ ０􀆰 ５２２ １ ０􀆰 ５３４ ６
Ｓ７ 白茯苓 ０􀆰 ０１８ ０ ０􀆰 ０１７ ９ ０􀆰 ０７４ ６ ０􀆰 ０７４ ８ ０􀆰 ０７７ ７ ０􀆰 ０７７ ９ ０􀆰 ５３２ ０ ０􀆰 ５４４ ５
Ｓ８ 白茯苓 ０􀆰 ０３３ ４ ０􀆰 ０３３ ５ ０􀆰 ２５０ ５ ０􀆰 ２５３ ０ ０􀆰 ０７０ ９ ０􀆰 ０７１ １ ０􀆰 ５４６ ７ ０􀆰 ５５９ ４
Ｓ９ 茯神 ０􀆰 ０２３ ２ ０􀆰 ０２２ ８ ０􀆰 ０４２ ９ ０􀆰 ０４２ ０ ０􀆰 ０９８ ８ ０􀆰 ０９８ ９ ０􀆰 ４６４ ９ ０􀆰 ４７２ ４
Ｓ１０ 茯神 ０􀆰 ０９１ ９ ０􀆰 ０９２ １ ０􀆰 １２９ ８ ０􀆰 １２９ ５ ０􀆰 ０９９ ５ ０􀆰 ０９９ ５ ０􀆰 ６４５ ０ ０􀆰 ６５５ ２
Ｓ１１ 茯神 ０􀆰 １４４ ３ ０􀆰 １４５ ４ ０􀆰 １４９ ８ ０􀆰 １４９ ８ ０􀆰 １５１ ４ ０􀆰 １５１ ８ ０􀆰 ６６４ １ ０􀆰 ６７５ ２

ｔ －１􀆰 ７８２ １􀆰 ５９８ －１􀆰 ９５２ －０􀆰 ２５１

编号 药用部位
去氢茯苓酸 松苓新酸 去氢齿孔酸 齿孔酸

外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法 外标法 双标多测法
Ｓ１ 茯苓皮 １􀆰 ０４２ ７ １􀆰 ０４１ ７ １４􀆰 ８５５ ８ １４􀆰 ８５７ ７ １４􀆰 ７５０ ５ １４􀆰 ７５９ ４ ７􀆰 ９８４ １ ８􀆰 ０６１ ６
Ｓ２ 茯苓皮 ０􀆰 ６８２ ３ ０􀆰 ６７５ ９ ８􀆰 ５４５ ２ ８􀆰 ５３９ ３ ７􀆰 ４７６ ４ ７􀆰 ４７６ ５ ３􀆰 ９２５ ２ ３􀆰 ９７０ ２
Ｓ３ 茯苓皮 ０􀆰 ９６４ ２ ０􀆰 ９５２ ８ １５􀆰 ０３９ ３ １５􀆰 １５４ １ １５􀆰 ８３６ ４ １５􀆰 ９６８ ９ ８􀆰 ３４４ ０ ８􀆰 ５１３ ３
Ｓ４ 赤茯苓 ０􀆰 ２８９ ７ ０􀆰 ２８９ ７ １􀆰 ７０６ ０ １􀆰 ６９６ ４ ０􀆰 ３２４ ８ ０􀆰 ３１９ ２ ０􀆰 ４３０ ０ ０􀆰 ４３３ ５
Ｓ５ 赤茯苓 ０􀆰 ３５５ ６ ０􀆰 ３５４ ５ １􀆰 ７１７ ４ １􀆰 ７０６ ０ ０􀆰 ３９３ ５ ０􀆰 ３８５ １ ０􀆰 ３５０ ４ ０􀆰 ３５５ １
Ｓ６ 白茯苓 ０􀆰 １４３ ５ ０􀆰 １４４ ２ ０􀆰 １１７ ３ ０􀆰 １１５ ５ ０􀆰 ０１７ １ ０􀆰 ０１６ ０ ０􀆰 ０３４ ０ ０􀆰 ０３４ ４
Ｓ７ 白茯苓 ０􀆰 １８２ ８ ０􀆰 １８３ ８ ０􀆰 １６５ ３ ０􀆰 １６３ ２ ０􀆰 ０２２ ３ ０􀆰 ０２１ ２ ０􀆰 ０３１ ６ ０􀆰 ０３２ ０
Ｓ８ 白茯苓 ０􀆰 ２０８ ３ ０􀆰 ２０９ ５ ０􀆰 ２６８ ５ ０􀆰 ２６５ ８ ０􀆰 ０２９ ３ ０􀆰 ０２８ ２ ０􀆰 ０４７ ７ ０􀆰 ０４８ １
Ｓ９ 茯神 ０􀆰 ２９３ ７ ０􀆰 ２９５ ０ ０􀆰 ５２４ ４ ０􀆰 ５１９ ３ ０􀆰 ０７３ ２ ０􀆰 ０７０ ９ ０􀆰 １３７ ５ ０􀆰 １３８ ３
Ｓ１０ 茯神 ０􀆰 ３２６ ６ ０􀆰 ３２７ ８ ０􀆰 ９３５ ７ ０􀆰 ９２８ １ ０􀆰 １８２ ５ ０􀆰 １７８ ８ ０􀆰 ２３９ ０ ０􀆰 ２４０ ５
Ｓ１１ 茯神 ０􀆰 ２６５ ８ ０􀆰 ２６６ ５ １􀆰 ２８４ ０ １􀆰 ２７５ ５ ０􀆰 ３４３ ９ ０􀆰 ３３９ ５ ０􀆰 ３０７ ５ ０􀆰 ３０９ ３

ｔ １􀆰 ０３１ －０􀆰 ５１３ －０􀆰 ８４２ －１􀆰 ７３１

２􀆰 ８　 相似度评价 　 以各三萜含量为变量， 导入

Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０２１ 软件进行相关性分析。 图 ３ 中红

色、 蓝色分别表示正相关、 负相关， 圆圈的朝向与

颜色表示相关性， 圆圈越扁， 数值越大， 相关性越

接近［２４⁃２５］， 可知 １１ 批样品分为茯苓皮 （ Ｓ１ ～ Ｓ３）
和其余样品 （Ｓ４ ～ Ｓ１１） ２ 类； 同一药用部位均有

较高的相似度， 茯苓皮为 ０􀆰 ９８ ～ １􀆰 ００， 赤茯苓为

０􀆰 ９４， 白茯苓为 ０􀆰 ８８ ～ ０􀆰 ９６， 茯神为 ０􀆰 ８９ ～ ０􀆰 ９４，
表明药材产地差异较小。
２􀆰 ９　 聚类分析　 以各三萜含量为变量， 导入 ＳＰＳＳ
２６􀆰 ０ 软件， 以组间连接法、 欧式距离为度量标准进

行分析， 结果见图 ４。 由此可知， 聚类距离为 ２０ 时

１１ 批样品聚为 ２ 类， 即茯苓皮 （Ｓ１～ Ｓ３） 与其他样

品， 与相似度分析一致； 其他样品又细分为赤茯苓

（Ｓ４ ～ Ｓ５）、 白茯苓 （Ｓ６ ～ Ｓ８）、 茯神 （Ｓ１１） ３ 类，

注：∗Ｐ≤０􀆰 ０５，∗∗Ｐ≤０􀆰 ０１。

图 ３　 茯苓相关系数图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ Ｗ． ｈｏｅｌｅｎ

表明不同部位中三萜含量存在较大差异， 而聚类距

离为 ５ 时， 产自四川的 Ｓ２ 与产自云南的 Ｓ１、 Ｓ３ 被
４３１
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归为 ２ 类， 表明药材质量具有一定地域差异。

图 ４　 茯苓聚类分析图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ ｆｏｒ Ｗ． ｈｏｅｌｅｎ

３　 讨论与结论

本实验建立 ＨＰＬＣ 法测定 １３ 种茯苓三萜 （６α⁃
羟基猪苓酸 Ｃ、 茯苓新酸 Ｂ、 去氢土莫酸、 土莫

酸、 茯苓新酸 Ａ、 ３⁃表去氢茯苓酸、 猪苓酸 Ｃ、 ３⁃
表去氢土莫酸、 去氢茯苓酸、 茯苓酸、 松苓新酸、
去氢齿孔酸、 齿孔酸） 的含量， 并在此基础上选

择易得、 稳定的 ６α⁃羟基猪苓酸 Ｃ 和茯苓酸作为双

标。 由于多个色谱柱无法将目标成分对应的色谱峰

完全分离， 故本实验根据不同体积流量、 柱温下的

数据进行定位。 目标成分的准确定位是含量测定的

前提， 双标线性校正法能较好地预测色谱峰保留时

间， 相比于相对保留时间法更准确， 偏差更小， 适

用范围更广泛， 而且与常规外标法所得结果无明显

差异。 另外， 本实验考察的三萜较多， 因此外标法

所需对照品数量多， 成本高， 而双标多测法完美解

决了这一问题， 先用 １ 个对照品进行定量， 再用 １
个对照品进行定性， 大大降低了检测成本， 减少了

操作步骤， 定性结果更准确， 适用性更广， 可为茯

苓全面质量控制提供新思路。
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