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摘要：【目的】研究不同月份苦丁茶（Ｉｌｅｘ ｋｕｄｉｎｇｃｈａ．）药材中有效成分熊果酸和齐墩果酸含量变化的动态积累。

【方法】采用反相高效液相色谱法测定熊果酸和齐墩果酸在苦丁茶药材中的含量。【结果】当年 １０ 月至次年 ２ 月

份苦丁茶样品中熊果酸和齐墩果酸的含量分别为 １．１２％～ １．４７％及 ０．１６％～０．２１％，３～９ 月份样品中熊果酸

和齐墩果酸的含量分别为 ０．８７％～ １．２１％及 ０．１３％～０．１８％。【结论】苦丁茶药材的最佳采收期应为当年 １０
月至次年 ２ 月份。
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  【研究意义】苦丁茶具有极佳的药用功效和很好
的茶饮价值，其植物来源为冬青科植物苦丁茶（Ｉｌｅｘ
ｋｕｄｉｎｃｈａ Ｃ．Ｊ．Ｔｓｅｎｇ）的干燥叶，属于药茶两用植物，

收载于《广西中药材标准》第一册，具有散风热、清头
目、除烦渴的药效功能；作为茶饮具有抗衰老、降血
压、降血脂等效果。由于苦丁茶市场发展迅速，仅在
广西大新和天等县就有栽培面积约 １０００ｈｍ２，已成为
广西西部山区部分农村经济发展的主要产业。近年
来随着对苦丁茶药用功能研究的进一步深入，苦丁茶
的应用越来越广泛，苦丁茶的需求量也在逐年增加。
为了提高药材质量，本研究以苦丁茶中有效成分熊果
酸和齐墩果酸为检测指标，对不同物候期的苦丁茶药
材进行动态含量测定分析，为确定最佳采收期、进行
合理采收提供科学依据。【前人研究进展】有关苦丁
茶的化学成分和含量测定前人已经有过研究和报
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道［１～５］，但对于苦丁茶不同物候期有效成分动态积累
分析研究，迄今为止尚未见报道。【本研究切入点】对
同一产地，不同月份采收的苦丁茶中有效成分熊果酸
和齐墩果酸进行含量测定分析。【拟解决的关键问
题】为苦丁茶规范化栽培、合理采收与加工、制定质量
标准等提供科学依据。

１ 材料与方法

１．１ 实验仪器与材料

  仪器 ：日本岛津高效液相色谱仪（ＳＰＤ-１０ＡＶＰ
紫外检测器，ＬＣ-１０ＡＴＶＰ 溶剂输送泵，Ｕｌｔｉｍａｔｅ
ＸＢ-Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色谱柱）；威玛龙
色谱工作站；ＨＨ-Ｓ 数显恒温水浴锅（江苏金坛医疗
仪器厂）；ＦＡ１００４ 型电子天平（上海精密科学仪器有
限公司）；Ｂ２２００Ｓ型超声清洗器（上海必能信超声有
限公司）；微型植物试样粉碎机（天津斯泰特仪器有限
公司）。

  试药：苦丁茶叶定时定点采集于南宁市南地大
院，每批药材均经过广西中医药研究院赖茂祥研究员
鉴定为冬青科冬青属植物苦丁茶的树叶；熊果酸对照
品购自中国药品生物制品检定所（批号：ｌ１０７４２-
２００５１８，含量 ９９．３％，供含量测定用）；齐墩果酸对照
品购自中国药品生物制品检定所（批号：ｌ１０７０９-
２００５０５，含量 ９４．９％，供含量测定用）。甲醇为色谱
纯；水为重蒸馏水；其余试剂均为分析纯。

１．２ 试验方法

１．２．１ 色谱条件

  流动相：甲醇-水-冰乙酸-三乙胺（９０ ∶ １０ ∶
０．０３∶０．０６）；检测波长：２１５ｎｍ；流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；
进样量：１０μＬ；灵敏度：０．０１００ＡＵＦＳ；柱温：室温。

１．２．２ 对照品溶液制备

  熊果酸对照品溶液：精密称取熊果酸对照品

１０ｍｇ，置 ２５ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解，摇匀，得每 １ｍＬ
含熊果酸 ０．４ｍｇ 的对照品溶液储液，再精密量取

１ｍＬ熊果酸对照品溶液储液置 ２ｍＬ 量瓶中，用甲醇
溶解，摇匀，得每 １ｍＬ 含熊果酸 ０．２０ｍｇ 的对照品
溶液。

  齐墩果酸对照品溶液：精密称取齐墩果酸对照品

１２．５ｍｇ，置 ２５ｍＬ 量瓶中，用甲醇溶解，摇匀，得每

１ｍＬ含齐墩果酸 ０．５０ｍｇ 的对照品溶液储液，再精
密量取 １ｍＬ齐墩果酸对照品溶液储液置 ２ｍＬ 量瓶
中，用甲醇溶解，摇匀，得每 １ｍＬ含齐墩果酸 ０．２５ｍｇ
的对照品溶液。

１．２．３ 供试品溶液制备

  苦丁茶叶子研成细粉，取约 １ｇ，精密称定，置于

具塞三角瓶中，加甲醇 ５０ｍＬ，称定重量，超声 ３０ｍｉｎ
后，放冷至室温，再称重量，用甲醇补足减失的分量，
摇匀，用 ０．４５μｍ 微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

１．２．４ 供试品最佳制备方法的确定

１．２．４．１ 提取溶剂的选择

  取苦丁茶叶子（９ 月份样品）粉末 ３ 份，每份约

１.０ｇ，精密称定，各加入 ５０ｍＬ 纯甲醇、５０％甲醇、

７５％甲醇溶剂，称定重量，超声提取 ３０ｍｉｎ 后，放冷
至室温，再称重量，用甲醇补足减失的分量，摇匀，用

０.４５μｍ 微孔滤膜滤过，取续滤液，进样检测熊果酸
和齐墩果酸的含量。

１．２．４．２ 提取方法的选择

  取苦丁茶叶子（９ 月份样品）粉末 ３ 份，每份约

１.０ｇ，精密称定，各加入 ５０ｍＬ 甲醇，称定重量，分别
采用静置、超声提取、回流提取 ３０ｍｉｎ 后，放冷至室
温，再称重量，用甲醇补足减失的分量，摇匀，用

０.４５μｍ 微孔滤膜滤过，取续滤液，进样检测熊果酸
和齐墩果酸的含量。

１．２．４．３ 提取时间的选择

  取苦丁茶叶子（９ 月份样品）粉末 ３ 份，每份约

１.０ｇ，精密称定，各加入 ５０ｍＬ 甲醇，称定重量，分别
超声提取 １５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ后，放冷至室温，再称
重量，用甲醇补足减失的分量，摇匀，用 ０．４５μｍ 微孔
滤膜滤过，取续滤液，进样检测熊果酸和齐墩果酸的
含量。

１．２．５ 标准曲线的绘制

  取熊果酸对照品储液适量，用甲醇稀释，分别制
得 浓 度 为 ０． １５８８ｍｇ／ｍＬ、 ０． １９８６ｍｇ／ｍＬ、

０.２３８２３ｍｇ／ｍＬ、０．３１７７６ｍｇ／ｍＬ、０．３９７２ｍｇ／ｍＬ 的
对照品溶液，各取 １０μＬ 进样检测，记录熊果酸峰面
积值，以峰面积值对进样浓度（μｇ）进行线性分析。

  取齐墩果酸对照品储液适量，用甲醇稀释，分别
制 得 浓 度 为 ０．１４２３５ｍｇ／ｍＬ、０．１８９８ｍｇ／ｍＬ、

０.２３７２５ｍｇ／ｍＬ、０．２８４７ｍｇ／ｍＬ、０.３３２１５ｍｇ／ｍＬ 的
对照品溶液，各取 １０μＬ 进样检测，记录齐墩果酸峰
面积值，以峰面积值对进样浓度（μｇ）进行线性分析。

１．２．６ 重复性实验

  精密称取同一样品（９ 月份样品）粉末 ６ 份，按供
试品溶液制备方法进行处理，依次测定熊果酸和齐墩
果酸的含量。

１．２．７ 精密度实验

  取熊果酸和齐墩果酸对照品溶液，按照 １．２．１ 项
下的色谱条件重复进样测定 ６ 次。

１．２．８ 回收率测定

  精密吸取熊果酸对照品贮备液 ２ｍＬ置平底烧瓶

８６２ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ.２１ Ｎｏ.３，Ｊｕｎｅ ２０１４



中，共 ６ 份，置水浴中减压回收至干。精密称取已知
含量（熊果酸含量为 １．１０％）的供试品（９ 月份样品）
粉末约 ０．３ｇ，分别至上述平底烧瓶中，按供试品溶液
制备方法提取，进样 １０μＬ，测定熊果酸含量。

  精密吸取齐墩果酸对照品贮备液 ２ｍＬ置平底烧
瓶中，共 ６ 份，置水浴中减压回收至干。精密称取已
知含量（齐墩果酸含量为 ０．１７％）的供试品（９ 月份样
品）粉末约 ０．５ｇ，分别至上述平底烧瓶中，按供试品
溶液制备方法提取，进样 １０μＬ，测定齐墩果酸含量。

１．２．９ 样品测定

  取不同月份苦丁茶叶子粉碎，取约 １．０ｇ，精密称
定，按供试品配制方法制备供试品样品溶液，进样

１０μＬ检测，用外标法计算不同月份苦丁茶叶子中熊
果酸和齐墩果酸的含量。

２ 实验结果与分析

２．１ 供试品最佳制备方法

  实验结果（表 １）表明，采用甲醇做提取溶剂，超
声提取 ３０ｍｉｎ提取效果最佳。

２．２ 标准曲线

  通过对熊果酸对照品进行线性回归分析，得到线
性回归方程为Ｙ ＝９．２１×１０５Ｘ －１．０２×１０６，ｒ ＝
０.９９９９，表明熊果酸在 １．５８８～３．９７２μｇ 范围内线性
关系良好，符合线性回归的要求。对齐墩果酸对照品
进行线性回归分析，得到线性回归方程为 Ｙ ＝

１．２６×１０６Ｘ －１．６９×１０６，ｒ ＝０．９９９９，表明齐墩果
酸在 １.４２３５～３．３２１５μｇ 范围内线性关系良好，符合
线性回归的要求。

２．３ 重复性实验

  通过重复性试验，得到 ６ 份供试品中齐墩果酸的
平均含量为 ０．１６４％，ＲＳＤ 为 １．８０％；熊果酸的平均
含量为 １．０７５％，ＲＳＤ 为 ０．３６％，表明方法重复性良
好，符合含量测定的要求。

２．４ 精密度实验

  通过仪器精密度试验，得到熊果酸峰和齐墩果酸
对照 品 峰 面 积 平 均 值 分 别 为 ８０５７４１ （ＲＳＤ 为

０.３３％，ｎ ＝６）和 １２７２７１４（ＲＳＤ 为 ０．３４％，ｎ ＝６），
表明仪器精密度良好，可以满足含量测定的要求。

２．５ 回收率测定

  通过加样回收率试验，得到熊果酸的平均回收率
为 １０６．７２％，ＲＳＤ ＝２．２３％（ｎ ＝６），齐墩果酸的平
均回收率为 １００．８０％，ＲＳＤ ＝３．００％（ｎ ＝６）。结
果见表 ２。表明方法回收率良好，符合含量测定的
要求。

２．６ 样品测定

  由样品测定实验结果（图 １）可知，苦丁茶叶中熊
果酸和齐墩果酸的总含量随月份变化而呈明显变化，
尤其是熊果酸随季节变化很明显。苦丁茶 ３ 月开始
萌发新芽，９ 月以后进入生长休眠期，是积累有效物
质的时期，所以该阶段时间苦丁茶叶中熊果酸和齐墩

表 １ 供试品最佳提取方法单因素实验结果

Ｔａｂｌｅ １ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ

提取溶剂 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ 提取方法 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ 提取时间 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

纯甲醇
Ｐｕｒｅ ｍｅｔｈａｎｏｌ

５０％甲醇
５０％ｍｅｔｈａｎｏｌ

７５％甲醇
７５％ｍｅｔｈａｎｏｌ

静置
Ｓａｎｄｉｎｇ

回流
Ｒｅｆｌｕｘ

超声
Ｕｌｔｒａｐｈｏｎｉｃ １５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ４５ｍｉｎ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ（％） ０．１６６ ０．１６５ ０．１６３ ０．１２９ ０．１６２ ０．１６６ ０．１４７ ０．１６２ ０．１６５

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ（％） １．０９５ １．０７５ １．０７５ ０．７７６ １．０７８ １．０９５ ０．９２５ １．０７８ １．０７３

总含量
Ｔｏｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ（％） １．２６１ １．２４０ １．２３８ ０．９０５ １．２４０ １．２５２ １．０７２ １．２４０ １．２３８

表 ２ 加样回收率实验结果

Ｔａｂｌｅ ２ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

编号
Ｎｏ．

样品含量
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ（ｍｇ）

加入量
Ａｄｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ（ｍｇ）

测得量
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｍｏｕｎｔ（ｍｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

平均回收率（％）
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ （％）

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

１ ０．８５９５２ ３．１５４８ １．１８６２５ ０．９９３ ２．１０４９７ ４．１５７６６ １０４．９９ １００．９９
２ ０．８５０３４ ３．１３５０ １．１８６２５ ０．９９３ ２．０１９８７ ４．１５３１０ ９８．５９ １０２．５３
３ ０．８５６８０ ３．１４３８ １．１８６２５ ０．９９３ ２．０８６９９ ４．２２２７５ １０３．７０ １０８．６６
４ ０．８５０１７ ３．１５８１ １．１８６２５ ０．９９３ ２．００２９３ ４．２５４９２ ９７．１８ １１０．４６
５ ０．８５０３４ ３．１８７８ １．１８６２５ ０．９９３ ２．０４６６２ ４．２３１９１ １００．８５ １０５．１５
６ ０．８５０３４ ３．２２０８ １．１８６２５ ０．９９３ ２．０３０２８ ４．３３４３１ ９９．４７ １１２．１４ １００．８ １０６．７２
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果酸的含量最高。苦丁茶叶中熊果酸和齐墩果酸的
含量在每年 １０ 月至次年的 ２ 月处于相对高峰期，其
中 １１ 月份的含量最高，为 １．４７％和 ０．２１％；苦丁茶
叶中熊果酸和齐墩果酸的总含量在每年的 ３～９ 月含
量较低，其中 ６ 月份的含量最低，为 ０．８７％ 和

０.１３％。

  图 １ 不同月份苦丁茶叶中齐墩果酸和熊果酸的含量

  Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ ＆ Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｄｉｆ-
ｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈ

  —▲—：熊果酸 Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ，—■—：齐墩果酸 Ｏｌｅａｎｉｃ ａｃｉｄ

３ 结论

  苦丁茶叶的最佳采收期应在每年 １０ 月至次年的

２ 月。熊果酸和齐墩果酸是同分异构体，结构相似，
完全分离很困难。本研究经过多次试验发现，流动相
的配比和流速是影响熊果酸和齐墩果酸分离的主要

因素，当采用甲醇-水-冰乙酸-三乙胺（９０ ∶ １０ ∶
０．０３∶０．０６）为流动相，流速为 ０．５ｍＬ／ｍｉｎ 时，能使
二者的分离度达到 １．５０ 以上。
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