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摘 要：在确定了4!"甾甙提取方法定量测定官能团反应方法的基础上，建立了4!"甾甙含量的测

定方法，主要包括标准物的选择、方法的建立及对方法的检验和评价)结果表明，该方法符合分析

要求，可用于萝摩科植物4!"甾甙含量的定量测定)
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4!"甾甙是萝摩科植物中普遍存在的化学成分)
在体外实验中，4!"甾甙具有清除超氧阴离子自由

基［"］和羟自由基［!］的能力；在动物实验中，它能够

调节免疫功能［/］、抵抗内源性自由基对机体的氧化

损伤［3］)因此，4!"甾甙受到广泛的重视)但由于4!"
甾甙相互之间在结构上有较大的差异性，缺乏统一

的定量方法)鉴于4!"甾甙具有明显的药理活性，急

需建立一种常规的4!"甾甙含量测定方法)这一方

法的建立，有助于广泛地测定萝摩科植物中4!"甾

甙的含量，通过比较和筛选，寻找含有4!"甾甙的新

药源；同时还可用于以4!"甾甙为主要成分的药品

和保健食品中4!"甾甙的定量测定，从而对其进行

质量监控)有关这方面的研究目前尚未见报道)作

者在研究了4!"甾甙的提取方法和磺基醋酸汞试剂
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法定量测定!"#甾甙的基础上，建立了!"#甾甙含量

的测定方法$

! 分光光度法特点与标准物的选择

!"! 分光光度法特点

!"#甾甙从结构上属于%&羟基甾族化合物，而定

量测定此类化合物的最成熟可靠的方法就是磺基

醋酸汞 试 剂 法$磺 基 醋 酸 汞 试 剂 与!"#甾 甙 元 的

!%—’(反应呈色，可用分光光度法定量测定!%—

’(来直接测定!"#甾甙元，从而间接测定!"#甾甙$
分光光度法是建立在各种官能团的特征化学

反应基础上的，因此，所给的反应可用于具有相同

基团的不同分子，但显出的颜色和反应的产率会随

测试的化合物而异，因为这些因素主要取决于整个

分子结构$所以，通常官能团分光光度法分析如同

容量分析法一样，不能作绝对测定［)］$由未知物所

得的结果，必须在相同条件下，与已知量的纯化合

物所制得的标准曲线相比较才能得到准确结果$因
此，首先要进行标准物的选择$
!"# 标准物的选择

由于!"#甾甙是一类化合物，各种甾甙间既有

糖基的区别，又有甙元的差异，进行统一的定量非

常困难，只有通过其共同具有的!"#甾甙元的!%—

’(的定量来间接定量!"#甾甙$各种!"#甾甙元之

间的差异比各种!"#甾甙间的差异小得多，甙元的

!"#甾体母核相同，均有!%—’(和!#"位酯基，各甙

元之间的区别主要是母核上"!%个取代羟基的数

目或位置不同，以及!#"位的酯基不同$由于!"#甾

甙具有共同的!"#甾体母核和!%—’(，用定量%&羟

基甾族化合物的磺基醋酸汞试剂法对其进行统一

的近似定量是可能的$
对单一化合物的定量，其标准物的选择也就是

选择纯品的待测物本身；而作为一类化合物的定

量，标准物的选择却是最困难但又是最关键的因

素$对于!"#甾甙定量测定的标准物的选择，应基于

它既能代表所有各种!"#甾甙元最典型的基本结

构，又有标准品可得的原则$在对大量类似化合物

进行筛选后，决定使用*+,-.公司产品孕甾烯醇酮

（/01,21234321）$孕甾烯醇酮具有与!"#甾甙元共同

的!"#甾体母核和!%—’(，从结构上分析适合作为

!"#甾甙元的标准物，而且也曾从天然植物中分离到

以孕甾烯醇酮为甙元、!%—’(与糖基结合的!"#甾

甙$也就是说，孕甾烯醇酮本身也是一种!"#甾甙

元［5］$孕甾烯醇酮和白首乌!"#甾甙元的结构比较

可见图#$
尽管理论上孕甾烯醇酮作为!"#甾甙元的标准

物是很好的选择，然而实际情况仍需实验验证$关

于用孕甾烯醇酮作为!"#甾甙元标准物的可靠性，

从孕甾烯醇酮和白首乌!"#甾甙元两者与磺基醋酸

汞试剂反应的吸收曲线的近似性和反应曲线的近

似性得到进一步验证$

图! 几种$#!甾甙元和孕甾烯醇酮的结构示意图

%&’"! ()*+,-./012+-*3+45,+54*1231.*)&67312$#!3+*41&7/8’89,13&7*3/6704*’6*61816*

# 孕甾烯醇酮与磺基醋酸汞试剂

反应的吸收曲线和反应曲线

#"! 孕甾烯醇酮与磺基醋酸汞试剂反应的吸收

曲线

取6$65-,／-7的 孕 甾 烯 醇 酮 冰 乙 酸 溶 液

#-7，加磺基醋酸汞试剂)-7，混匀，")8静置96
-+2，反应液呈红棕色，与!"#甾甙元和磺基醋酸汞

试剂的颜色相同$以#-7冰乙酸代替标准液，同样

处理作为对照，于紫外可见分光光度计（:)%;<微机

型，上海光学仪器厂制造）上进行可见光区的吸光

度测定，结果如图"、图%所示$
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图! 孕甾烯醇酮的吸收曲线

"#$%! &’()*’#+$,-*./)01*/$+/+)2)+/

图3 4!5甾甙的吸收曲线

"#$%3 &’()*’#+$,-*./)04!5(6/*)#782$29,)(#7/(

将图!中的孕甾烯醇酮的吸收曲线与图"中的

#!$甾甙的吸收曲线［%］比较可见，两条吸收曲线的峰

形非常接近，最大吸收波长均为&$’()，说明孕甾

烯醇酮和#!$甾甙元两者与磺基醋酸汞试剂反应的

产物呈色性质类似，即孕甾烯醇酮在与磺基醋酸汞

试剂的反应方面可以代表#!$甾甙元的性质*因此

可以说，用孕甾烯醇酮作为#!$甾甙元的标准物是

可行的*
!%! 孕甾烯醇酮与磺基醋酸汞试剂反应的曲线

取’*’%)+／),的孕甾烯醇酮冰乙酸溶液$
),，加磺基醋酸汞试剂&),，混匀，!&-静置，于

&$’()处每隔$’).(测定$次吸光值，得孕甾烯

醇酮的反应曲线（见图/）*由图/与图&比较可见，

孕甾烯醇酮的反应曲线与#!$甾甙元的反应曲线也

极相似，均在反应"’).(时达到峰值，能稳定$0
以上*这说明，孕甾烯醇酮和#!$甾甙元两者与磺基

醋酸汞试剂反应的速度以及呈色产物的稳定性也

是一致的*结果进一步表明，用孕甾烯醇酮作为#!$
甾甙元的标准物是可行的，孕甾烯醇酮能够代表

#!$甾甙元的基本结构和性质*

图: 孕甾烯醇酮的反应曲线

"#$%: ;/8,6#)+,-*./)01*/$+/+)2)+/

图< 4!5甾甙的反应曲线

"#$%< ;/8,6#)+,-*./)04!5(6/*)#782$29,)(#7/(

3 #!5甾甙测定方法的确定

3%5 测定条件的确定

综合孕甾烯醇酮及白首乌#!$甾甙与磺基醋酸

汞试剂反应的吸收曲线和反应曲线，发现最大吸收

波长均为&$’()，反应开始后"’).(吸光度值达

到峰值，"’!1’).(内呈色稳定*因此，磺基醋酸汞

试剂法测定#!$甾甙含量的反应条件和测定条件设

定为：含样品的冰乙酸溶液$),，加磺基醋酸汞试

剂&),，混匀，室温静置/’).(，于&$’()处测定

吸光度值*
3%! 标准曲线的制备

精确吸取’*$&)+／),的孕甾烯醇酮冰乙酸溶

液$，!，"，/，&，%，2，3，1),，用冰乙酸溶液分别定容

于$’),的容量瓶中，混匀；然后分别精确吸取上

述各溶液$),于具塞试管中，各准确注入磺基醋

酸汞试剂&),，混匀，室温静置/’).(，在&$’()
下测定其吸光度值*以吸光度值对标样的质量浓度

作图，经线性回归即得标准曲线，如图%所示*回归

方程为!4’*’’3/1$5&*1&""（方程中"的单位

为)+／),），线性相关系数为’*1112*
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图! 孕甾烯醇酮与磺基醋酸汞试剂反应的标准曲线

"#$%! &’()*(+*,-+./01’2/+/(,’#0)013+/$)/)040)/
()*+/($/)’

5%5 萝摩科植物中678甾甙测定方法的最后确立

综合!"#甾甙的提取方法和作者的测定方法，

萝摩科植物中的!"#甾甙含量测定方法确立为："$
粉碎度为%&目的样品，用’()的乙醇(&*+进行

索氏抽提%,；用冰乙酸冲洗抽提瓶，并定容至#&&
*+，混匀，再准确吸取(*+，用冰乙酸定容至#&&
*+-精确吸取#*+样品液于具塞试管中，准确加

入磺基醋酸汞试剂(*+，混匀，室温静置%&*./，

于(#&/*波长处测定其吸光度值-以此吸光度值

作为孕甾烯醇酮标准曲线回归方程中的!，求出方

程中"，然后按下式计算原料中的!"#甾甙含量-也
可以从标准曲线上直接求出原料中!"#甾甙的含

量-然而需要指出的是，由于通过!0—12的定量实

际上是分子定量，而孕甾烯醇酮的相对分子质量比

一般的!"#甾甙元的相对分子质量小，比!"#甾甙的

相对分子质量小得多，用此方法所得结果比实际含

量偏低-因此，测定结果上必须注明“按孕甾烯醇酮

计”的字样-

9 方法评价

一个好的分析方法应具有良好的检测能力、可

靠的测定结果及广泛的适用性［’］-检测能力通常用

检出限来表征-测定结果的可靠性，取决于测定过

程中的随机误差和系统误差-随机误差决定了结果

的精密度，而系统误差决定了测定结果的准确度-
分析方法的适用性是指它所适用的被测组分的含

量（质量浓度）范围，也指对不同组分试样的适用

性-对被测组分的含量（质量浓度）范围的适用性，

通常用工作曲线的线性范围来衡量；对不同组分试

样的适用性，通常用分析方法的抗干扰能力来说

明，或者直接用不同组成试样检验-因此，为了全面

地评价一个分析方法，应该给出评价分析方法的基

本参数：检出限、精密度、准确度、工作曲线的线性

范围、抗干扰能力或者对不同组分试样的分析结

果-
9%8 检出限的测定

检出限是指能产生一个确证在试样中存在被

测组分的分析信号所需要的该组分的最小含量或

最小质量浓度-以孕甾烯醇酮为标样，按测得吸光

度13值为&-&#为准进行测定试验，本方法的最低

检出质量浓度为&-"0*$／4+-但有研究者指出［#&］，

具有足够精密度的被测化合物的最小量取决于所

用仪器的精密度，因而认为13值为&-0即相当于

透射比为(&)时的样品质量浓度更为科学，因为在

任何分光光度计上，在这个13值附近作精确的读

数是有可能的-本方法用孕甾烯醇酮的标准曲线计

算得13值为&-0时，孕甾烯醇酮的质量浓度为%-’
*$／4+时就可进行准确定量-从以上结果得知，无

论按检测限，还是13值为&-0的样品质量浓度，两

者的数值都较低-因此可以说，本方法的检出灵敏

度是可靠的-
9%7 精密度、准确度和基体干扰情况的测定

为获得本方法测定!"#甾甙含量的准确度和精

密度等用于评价方法可靠性的指标，作者选用和测

定了%种萝摩科植物原料，进行了重复性测定和加

标回收试验-这%种植物原料分别为：（#）白首乌

（#$%&%’()*&)+,’)-&.)* 567899:;.$,<，去皮块

根）；（"）徐长卿（#/0&%,’)-&.)*=.<>$，根）；（0）大

理白前（#/12+34.,,?@,8<A，根）；（%）白薇（#/&.+&5
.)*BC/$9，根）-其中（#）由江苏滨海首乌制品厂提

供；（"）、（0）、（%）购于江苏省无锡市荣康药店-
9-7-8 不同样品重复测定试验———精密度和适用

性的测定# 选取不同含量!"#甾甙的上述%种原料，

按前述操作方法各重复(次，进行提取、反应和测

定，计算测定结果的平均值、标准偏差和相对标准

偏差，结果如表#所示-(次重复测定的相对标准偏

差均小于()，说明方法的精密度较高，具有广泛的

适用性-
9-7-7 加标回收试验———准确度的测定# 准确吸

取一定体积已知!"#甾甙质量浓度的样品液，准确

添加等体积的已知质量浓度的孕甾烯醇酮标准液，

混匀，用本实验方法测定混合液的!"#甾甙终质量

浓度-以混合液中!"#甾甙终质量浓度减去混合液

中样品液所提供的!"#甾甙的终质量浓度，除以混

合液中标样终质量浓度，计算出标样回收率-选择

以上%种样品，每种重复测定(次-由表"结果可

见，%种 样 品 加 标 测 定 的 平 均 回 收 率 在（’’-"D

""( 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第"#卷

万方数据



!"#）$!（%%"&’(")）$之间，总 平 均 回 收 率 为

（%%"*’!"(）$，说明方法的准确度较高"
表! 用本法重复测定样品的重现性

"#$%! &’()**’+(’,’*-.*/#+(’.-01’*’2)3024’0’*/5+5+6
2#/,3’275010152/’01.4

测定序号
+!(甾甙质量浓度／（,／-.）

白首乌 徐长卿 白前 白薇

( ("(/ !"/% ("&* &"*%
! ("/0 !"(! ("0( &"*!
* ("/& !"(* ("*% &"&#
& ("(( !"!/ ("&0 &"!1
0 ("/0 !"(1 ("&# &"0(

平均值 ("/# !"(& ("&0 &"*%
标准偏差 *"! &"! &"0 (/"*
相对标准

偏差 *"/ !"/ *"( !"*

8"9": 标准曲线法与标准加入法对比试验———基

体干扰情况的测定( 有些杂质干扰，虽可在扣除本

底时予以扣除，但在测定反应过程中可能有一部分

与+!(甾甙反应产生基体效应"因此，为进一步验证

方法的可靠性，作者还进行了标准曲线法和标准加

入法对比试验［((］"具体作法是：!,白首乌用体积分

数为%0$的乙醇0/2.进行索氏抽提&3，用冰乙

酸冲洗抽提瓶，定容至(//2.；再取!02.定容至

0/2.，称此溶液为样液4"质量浓度为/"(02,／
2.的孕甾烯醇酮冰乙酸溶液，称为标液5"4液和

5液按表*混合配制，用冰乙酸定容后，精确吸取(
2.，加02.磺基醋酸汞试剂，混匀，室温静置&/
267，于0(/72波长处，测定其各自 的 吸 光 度，为

890(/72（总值）"不加标液的测定值为890(/72（样液

值）"以890(/72（总值）减去890(/72（样液值），作为

890(/72（标准加入值）"具体配制方法和测定结果见

表*"

表9 加标回收试验结果

"#$%9 &’2)302.-*’(.;’*<’=,’*5/’+02$<#445+6

样品名称
混合液中样品液所
提供的+!(甾甙的

终质量浓度／（2,／2.）

混合液中加标量
终质量浓度／
（2,／2.）

混合液中测得的+!(
甾甙终质量浓度／（2,／2.）

回收率／$
平均

回收率／$

白首乌 /"/!(*

/"/!// /"/&(% (/("0

/"/!// /"/&!/ (/("#

/"/!// /"/*%% %1"1

/"/!// /"/&(0 (//"/

/"/!// /"/*%# %1"(

%%"!’!"#

徐长卿 /"/&!)

/"/&// /"/)&! (/("#

/"/&// /"/)/% %#"#

/"/&// /"/)(0 %)"&

/"/&// /"/)(& %)"*

/"/&// /"/)*0 (/("!

%%"&’(")

白前 /"/!%1

/"/*// /"/0)! %#"#

/"/*// /"/0)( %#"&

/"/*// /"/0%( %%"!

/"/*// /"/0%% (//"0

/"/*// /"/1/# (/(")

%%"*’("%

白薇 /"/)#!

/"/)// /"(1*) %)"/

/"/)// /"(1/& %0"%

/"/)// /"(#(( (/!"*

/"/)// /"(10* %)"%

/"/)// /"(1%0 (/("&

%%"*’!"1

总平均回收率 %%"*’!"(
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表! 标准加入法溶液配制方法和测定结果

"#$%! &’()*+’,-./-#.#*+’,#,0*/1*./1)(*1’21*#,0#.0
#00+,3

管号 混合液配制方法 !"#$%&’
（总值）

!"#$%&’
（标液加入值）

(液 )液 混合液

$ $’*+%’*!$%’* %,%-- %
. $’*+$’*!$%’* %,$-/ %,$%$
0 $’*+.’*!$%’* %,.#/ %,$/$
1 $’*+0’*!$%’* %,02% %,./0
# $’*+1’*!$%’* %,102 %,0#3
2 $’*+#’*!$%’* %,#./ %,1#$
- $’*+2’*!$%’* %,2$0 %,#02
/ $’*+-’*!$%’* %,-$2 %,203

标准曲线法和标准加入法的对比试验结果如

表1和图1所示,
表4 标准曲线法和标准加入法对比试验结果

"#$%4 5’6-#.+1’,$/*7//,*8/*/1*./1)(*1’21*#,0#.09).:/
#,01*#,0#.0#00+,3

4.$甾甙标液质量

浓度／（’5／’*）

4.$甾甙质量浓度／（’5／’*）

标准曲线法 标准加入法

% % %
%,%$# %,$%. %,$%$
%,%0% %,$33 %,$/$
%,%1# %,.-# %,./0
%,%2% %,02- %,0#3
%,%-# %,1#$ %,1#$
%,%3% %,#03 %,#02
%,$%# %,20. %,203

直线回归方程 !6%"%%/13+
#"3##

!6%"%%1/%+
#"3/#

相关系数 %,333- %,333.

由表1可见，标准加入法曲线的斜率和截距与

标准曲线均很接近，线性关系也较好，相关系数为

%,333.,从图-可看出，两条曲线非常接近，而两条

回归曲线则几乎重叠,用以上两条标准曲线分别计

算样 液 (中 的 4.$甾 甙 质 量 浓 度，结 果 分 别 为

%,%$$#$’5／’*和%,%$.%-’5／’*，两数据相对

标准偏差为1,-#7，小于#7,因此可认为，本法已

经扣除本底，不存在基体干扰，可以直接使用标准

曲线法，测定结果可靠,

图; 标准曲线与标准加入法曲线的比较

<+3%; 5’6-#.+1’,$/*7//,*8/1*#,0#.09).:/1#,0
1*#,0#.0#00+,3

= 结 语

从4.$甾甙元的结构特点出发，选择了用孕甾

烯醇酮作为标准品，用磺基醋酸汞试剂法作为定量

反应的分光光度法，通过孕甾烯醇酮与磺基醋酸汞

试剂反应的吸收曲线及反应曲线和白首乌4.$甾甙

元的同类曲线比较，验证了孕甾烯醇酮作为4.$甾

甙元标准品的可行性，然后制备了标准曲线,选择1
种萝摩科植物原料进行样品的重复测定试验、加标

回收试验，以及标准曲线法与标准加入法的对比试

验，从而对该方法的准确度和精密度等进行了分

析,结果表明，重复测定1种植物原料的相对标准

偏差小于#7，加标测定的总平均回收率为（33,08
.,$）7，并且不存在基体干扰，可以直接使用标准

曲线法,
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