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2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物在白及质量控制中的应用
研究4 

刘  刚，刘金梅#，穆开朗，刘育辰*，孙庆文，张永萍 

贵州中医药大学，贵州 贵阳  550025 

摘  要：目的  建立以 2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物为对照的白及质量控制方法。方法  采用 ZORBAX 

Eclipse Plus C18（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱，流动相为 0.05%磷酸水溶液（A）- 乙腈（B），梯度洗脱，柱温 35 ℃，

体积流量 0.15 mL/min，进样体积为 2 μL，检测波长为 220 nm。分别采用对照品法和对照提取物法测定 17 批白及饮片中 1,4-

二[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸酯-2-葡萄糖苷（2-O-葡萄糖基白及苷）、1-[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸酯（手参

苷Ⅰ）、1,4-二[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸-2-(6-O-乙酰基) 葡萄糖苷（手参苷Ⅲ）、1,4-二[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基

苹果酸酯（白及苷）4 个成分的含量，并进行比较。结果  2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物中 2-O-葡萄糖基白

及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷线性关系良好（r≥0.999 9），进样精密度 RSD 值在 0.001%～0.58%，重复性 RSD 值在

0.27%～0.53%，4 种成分的加样回收率在 98.42%～101.53%，样品溶液在 24 h 内各成分稳定性良好。两种方法测定结果进

行 t 检验，P＞0.05，说明两种方法无显著差异，两种检测方法结果具备一致性。结论  验证了 2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基

苄酯类对照提取物可代替单体对照品的可行性，可应用于白及及其制剂的质量控制研究。 
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Study on application of glucosyloxybenzyl 2-isobutylmalates reference extract in 

quality control of Bletilla striata 
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Abstract: Objective  To establish of a quality control method for Bletilla striata with glucosyloxybenzyl 2-isobutylmalates 

reference extract as a control. Methods  A ZORBAX Eclipse Plus C18 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) column was used with the mobile 

phase of 0.05% phosphoric acid aqueous solution (A)-acetonitrile (B), gradient elution, column temperature of 35 oC, flow rate of 

0.15 mL/min, injection volume of 2 μL, detection wavelength of 220 nm. The contents of dactylorhin A, gymnoside I, gymnoside III  

and militarine in 17 batches of B. striata tablets were determined by the control method and the control extract method, respectively, 

and compared. Results  The linearity of dactylorhin A, gymnoside I, gymnoside III and militarine in the reference extract of 

glucosyloxybenzyl 2-isobutylmalates was good (r≥0.999 9), the precision of the injection RSD values were in the range of 

0.001%—0.58%, the reproducibility RSD values were in the range of 0.27%—0.53%. The recoveries of the four components ranged 

from 98.42% to 101.53%, and the stability of the sample solutions was good within 24 h. The results of the two methods were 

determined by t-test, P＞0.05, indicating that there was no significant difference between the two methods and the results of the two 
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assays were consistent. Conclusion  This study verified the feasibility of glucosyloxybenzyl 2-isobutylmalates reference extract as a 

substitute for the monomeric control, which can be applied to quality control studies of B. striata and its preparations. 

Key words: Bletilla striata (Thunb.) Reiehb. f.; glucosyloxybenzyl 2-isobutylmalates; reference extract; quality control; militarine; 

gymnoside I; militarine; gymnoside III; dactylorhin A 

 

白及为兰科植物白及 B1etilla striata (Thunb.) 

Reiehb. f.的干燥块茎，具有收敛止血、消肿生肌的

功效[1]。白及中主要含有白及多糖、2-异丁基苹果

酸葡萄糖氧基苄酯类、联苄类、菲类、黄酮类、苯

丙素类、甾体、三萜等成分[2-6]。近年来许多学者对

白及质量控制技术方法进行了研究和探索，从单一

指标成分定量测定到多指标成分定量测定结合指纹

图谱等[7-9]这些研究成果无疑对白及质量评价和控

制水平的提高起到了极大的促进作用，但是仍存在

的对照品价格贵、不易得、检测成本高，质控指标

与药效关联性不强等问题。 

《中国药典》2020 年版首次以 1,4-二[4-(葡萄糖

氧)苄基]-2-异丁基苹果酸酯（白及苷）作为单一指

标成分进行定量测定，白及苷为 2-异丁基苹果酸葡

萄糖氧基苄酯类化合物，除白及多糖成分外，此类

化合物是白及中主要成分[10-12]，除了白及苷，此类

成分中其他几个化合物均难以获得。由于中药成分

的多样性，仅以单一成分作为检测指标的检测方法，

其专属性远低于多指标检测方法，且也无法体现中

药整体性概念。而使用对照提取物作为标准物质，

相对于难获得、高成本的单体对照品而言，其制备

工艺更简便易行。同时，使用对照提取物代替单一

对照品可以实现同时测定多个成分的含量，更能反

映中药的整体质量[13-15]。 

对照提取物系指经特定提取工艺制备的含有多

种主要有效成分或指标性成分，用于中药材（饮片）、

提取物、中成药等鉴别或含量测定用的国家药品标

准物质[16]。同时，规定对照提取物选取应从基原明

确的中药材（饮片）或其他动植物中提取获得[17]。

对照提取物相比单一对照品制备方法更简单、检测

成本更低、适用性更好[18]。 

在前期的研究中，本课题组优选了 2-异丁基苹

果酸葡萄糖氧基苄酯类白及对照提取物的制备工

艺，对照提取物中 1,4-二[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁

基苹果酸酯-2-葡萄糖苷（2-O-葡萄糖基白及苷）、

1-[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸酯（手参苷Ⅰ）、

1,4-二[4-(葡萄糖氧)苄基]-2-异丁基苹果酸-2-(6-O-

乙酰基) 葡萄糖苷（手参苷Ⅲ）、1,4-二[4-(葡萄糖氧)

苄基]-2-异丁基苹果酸酯（白及苷）4 个成分总含量

超过 70%，符合对照提取物的要求[19]，本研究以 2-

异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物为对

照，应用于白及药材的质量控制，试图构建高效、

易行、科学的白及质量评价新模式。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

超高效液相色谱仪（Agilent 1290 infinity II，美

国 Agilent 公司）；FA2204B 型电子天平（上海天美

天平仪器有限公司）；AG135 型电子天平（瑞士

Mettler-Toledo 公司）。 

1.2  试药 

乙腈为色谱纯（美国 TEDIA 公司）；其他试剂

均为分析纯；纯净水（贵阳娃哈哈食品有限公司）；

硅胶 GF254 薄层板（青岛谱科分离材料有限公司，

批号 20210717）；PRP-512B 型反相树脂（北京聚福

树脂厂）。白及苷（批号 CHB180528）购于成都克

洛玛生物科技有限公司；手参苷 Ⅲ （批号

PRF10102503）购于成都普瑞法科技开发有限公司，

质量分数均大于 98%；手参苷Ⅰ和 2-O-葡萄糖基白

及苷由本实验室从白及中分离得到，质量分数均大

于 98%。17 批不同来源的白及饮片经贵州中医药大

学孙庆文教授鉴定为兰科植物白及 B. striata 

(Thunb.) Reichb. f.，详细信息见表 1。 

2  方法与结果 

2.1  2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取

物的制备 

精密称取白及粉末（过三号筛），按 1∶40 

表 1  17 批白及饮片来源信息 

Table 1  Information of 17 batch B. striata 

  序号 来源 批号 序号 来源 批号 

1 湖北 170801 10 云南
普洱 

190613 

2 昆明 190401 11 广西 190105 

3 贵州
铜仁 

180802 12 四川 160926 

4 四川 181101 13 贵州 161026 

5 云南 180901 14 贵州 161126 

6 安徽 190108 15 贵州 160423 

7 贵州 180801 16 贵州 160423 

8 河北 180202 17 贵州 160415 

9 云南 191022    
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料液比加入 55%乙醇，超声（功率 344 W、频率 40 

kHz）提取 56 min，滤过，取上清液减压浓缩，得

药材浸膏；按浸膏与 PRP-512B 型反相树脂 1∶150

比例称取PRP-512B型反相树脂做好预处理（用95%

的乙醇浸泡 24 h 后装柱，使填料占总柱长约 1/2，

用 95%乙醇冲洗至流分与水 1∶5 混合不浑浊，再

用水洗至流分不含醇，即可），干法上样，以水（3

个柱体积）、20%乙醇（2 个柱体积）、40%乙醇（3

个柱体积）进行梯度洗脱，收集 40%乙醇段的流分，

减压浓缩，真空干燥得对照提取物。 

2.2  2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取

物的标定 

以 2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、

白及苷对照品为对照，测定白及对照提取物中 4 个

2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类化合物的含量。 

2.2.1  色谱条件  ZORBAX Eclipse Plus C18（100 

mm×2.1mm，1.8 μm）色谱柱；流动相为 0.05%磷

酸水溶液（A）- 乙腈（B）；梯度洗脱，洗脱程序：

0～2 min，18%～20% B；2～3 min，20%～20% B；

3～6 min，20%～22% B；6～7 min，22%～23% B；

7～9 min，23%～24% B；9～12 min，24%～26% B；

12～16 min，26%～28% B；16～20 min，28%～100% 

B；20～24 min，100% B；进样量 2 μL；体积流量

0.15 mL/min；柱温 35 ℃；检测波长 220 nm。混合

对照品、饮片和白及对照提取物色谱图见图 1。 

2.2.2  混合对照品溶液的配制   分别精密称取

2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷 

 

1-2-O-葡萄糖基白及苷  2-手参苷Ⅰ  3-手参苷Ⅲ  4-白及苷 

1-gymnoside I  2-militarine  3-gymnoside III  4-dactylorhin A 

图 1  混合对照品 (A)、饮片 (B) 和对照提取物 (C) 的

UPLC 图 

Fig. 1  UPLC chromatograms of reference substances  (A) 

B. striata (B) and B. striata reference extract (C) 

对照品适量，加 50%乙醇溶解，配制成质量浓度分

别为 0.200 4、0.400 0、0.105 0、1.210 0 mg/mL 的

混合对照品溶液 A。 

2.2.3  对照提取物供试品溶液配制  精密称取白及

对照提取物 5.12 mg，置 10 mL 量瓶中，加 50%乙

醇溶解并定容至刻度、摇匀，经 0.22 μm 微孔滤膜

滤过，取续滤液，即得供试品溶液。 

2.2.4  线性关系考察  将上述混合照品溶液A分别

稀释 10 倍、50 倍得到混合对照品溶液 B、C；按

“2.2.1”项下色谱条件，混合对照品溶液 A 分别进

样 1、2、3、4、5 µL，混合对照品溶液 B 分别进样

1、3、5 µL，混合对照品溶液 C 分别进样 1、2、3 µL，

测定各成分的峰面积，以各成分的进样量为横坐标

（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，得回

归方程：相关系数（r）均大于 0.999 9，线性关系

良好，结果见表 2。 

表 2  4 个指标成分的回归方程及线性范围 

Table 2  Regression equations and linear ranges of four 

maker components 

化合物 线性回归方程 r 线性范围/µg 

2-O-葡萄糖基白及苷 Y＝8 518.3 X＋1.109 8 1.000 0 0.004 0～1.002 0 

手参苷Ⅰ Y＝7 621.7 X＋7.422 9 1.000 0 0.008 0～2.000 0 

手参苷Ⅲ Y＝7 600.9 X－0.293 8 1.000 0 0.002 1～0.525 0 

白及苷 Y＝9 294.9 X＋87.351 0 0.999 9 0.024 2～3.630 0 

 

2.2.5  精密度试验  精密吸取“2.2.2”项下的混合

对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样 6

次，测定 2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷

Ⅲ、白及苷的峰面积，计算峰面积的 RSD 值，结

果分别为 0.13%、0.20%、0.38%、0.11%，表明仪

器精密度良好。 

2.2.6  重复性试验  取白及对照提取物按“2.2.3”

项下方法平行制备 6 份白及对照提取物供试品溶

液，按照“2.2.1”项下色谱条件进样，记录峰面积。

计算供试品溶液中 2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、

手参苷Ⅲ、白及苷的质量分数，其平均值分别为

15.21%、4.47%、9.50%、58.22%，RSD 值分别为

1.08%、1.26%、1.08%、0.91%。 

2.2.7  稳定性试验  按“2.2.3”项下方法制备白及

对照提取物供试品溶液 1 份，按照“2.2.1”项下色

谱条件，分别于 0、2、6、8、10、24 h 进样测定，

记录峰面积。计算供试品溶液中 2-O-葡萄糖基白及

苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷的峰面积的 RSD

A 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 

C 

0            5          10          15          20 
t/min 

1 2 3 

4 

4 

1 
2 3 

4 

1 
2 3 
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值，分别为 0.35%、0.14%、0.39%、0.28%，表明

供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.8  加样回收率试验  取同一批已知含量的白及

对照提取物 5.25 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶中，

平行 6 份，分别精密加入不同浓度的 2-O-葡萄糖基

白及苷（0.767 00 mg/mL）、手参苷Ⅰ（0.220 0 mg/mL）、

手参苷Ⅲ（0.484 80 mg/mL）、白及苷（2.984 00 

mg/mL）对照品溶液各 1 mL，再加入 50%乙醇定容

至刻度，摇匀，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过。按“2.2.1”

项下的色谱条件进样，记录各成分峰面积，计算

2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷

的加样回收率分别为 97.16%、97.78%、104.10%、

96.10%，RSD 分别为 2.23%、2.99%、2.02%、1.17%，

表明该方法准确度良好。 

2.2.9  2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取

物标定结果  取 9 批白及对照提取物，按“2.2.3”

项下制备供试品，取适宜供试品按“2.2.1”项下色

谱条件进样检测，测定 9 批白及对照提取物中 2-O-

葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷，含

量结果见表 3，4 个指标成分的含量之和均大于

70%，9 批对照提取物的平均值为 81.95%，说明该

制备方法具备良好的稳定性和可重复性。 

表 3  9 批对照提取物含量标定 

Table 3  Determined contents of nine batches reference 

extract 

批次 
质量分数/% 

2-O-葡萄糖基白及苷 手参苷Ⅰ 手参苷Ⅲ 白及苷 总和 

1 16.83 3.54  9.98 54.94 85.30 

2 15.10 4.42  9.43 57.75 86.69 

3 10.04 5.02  7.43 63.27 85.76 

4  4.76 7.11  1.88 59.63 73.39 

5 13.75 3.35  9.24 58.31 84.65 

6 15.08 2.34 11.09 58.29 86.79 

7 10.06 2.18  3.32 59.51 75.07 

8  5.24 3.93  1.33 61.55 72.06 

9 17.73 2.13  8.67 59.30 87.83 

2.3  对照提取物在白及饮片质量控制中的应用 

以 2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取

物为对照，测定白及饮片中 2-O-葡萄糖基白及苷、

手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷共 4 个成分的含量，并

与单体对照品测得的结果进行比较，考察对照提取

物用于饮片质量控制的科学性和可行性。 

2.3.1  薄层鉴别  取白及饮片粉末（过三号筛）0.20 

g，加入 50%乙醇 10 mL，超声处理（功率 400 W、

频率 40 kHz）30 min，滤过，滤液蒸干，残渣加入

1 mL 甲醇溶解，作为供试品溶液。取白及 2-异丁基

苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物配制成 33 

mg/mL 的溶液。对照薄层色谱法（通则 0502）试验。

吸取供试品溶液、对照提取物溶液各 5 μL，分别点

于同一硅胶 GF254 薄层板上，以三氯甲烷-甲醇-甲酸-

水（6.5∶3.5∶0.1∶1）下层为展开剂，展开，取出，

晾干，喷以 10%硫酸乙醇溶液，在 105 ℃加热至斑

点显色清晰。供试品色谱中，在与对照提取物色谱

相应的位置上，显相同颜色的斑点。 

 

1-对照提取物（A-手参苷Ⅰ  B-白及苷  C-手参苷Ⅲ  D-2-O-葡萄

糖基白及苷）  2～18-不同批次白及饮片 

1-reference extract（A-gymnoside I  B-militarine  C-gymnoside III  

D-dactylorhin A）  2—18-different batches of Bletilla Striata 

图 2  白及饮片的薄层色谱图 

Fig. 2  TLC of B. striata 

2.3.2  含量测定 

（1）对照提取物溶液制备：精密称取白及对照

提取物 5.12 mg，置 10 mL 量瓶中，加 50%乙醇溶

解并定容至刻度，摇匀，制成 2-O-葡萄糖基白及苷、

手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷质量浓度分别为 0.079 9、

0.023 1、0.049 5、0.302 0 mg/mL 的对照提取物溶液

A；将上述对照提取物溶液 A 分别稀释 10、50 倍，

作为白及对照提取物溶液 B、C。 

（2）白及饮片供试品溶液制备：取白及饮片粉

末约 0.20 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加

入 50%乙醇溶液 10 mL，称定质量，超声（400 W、

40 kHz）处理 30 min，放冷。再称定质量，用 50%

乙醇补足减失的质量，摇匀，将提取液经 0.22 µm

微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。 

（3）色谱条件：同“2.2.1”项下的色谱条件。 

（4）线性关系考察：将“（1）”项下的对照提

取物溶液 A 分别进样 1、2、3、4、5 µL；对照提

取物溶液 B 分别进样 1、2 µL；对照提取物溶液 C

进 2 µL；以进样量为横坐标（X），峰面积为纵坐

标（Y），绘制标准曲线，得回归方程：相关系数

（r）均大于 0.999 9，线性关系良好，结果见表 4。 

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17  18 

 

 

 

 

A 

 

B 

C 

D 
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表 4  4 个指标成分的回归方程及线性范围 

Table 4  Regression equations and linear ranges of four 

maker components 

指标成分 线性回归方程 r 线性范围/µg 

2-O-葡萄糖基白及苷 Y＝8 470.7 X＋0.291 7 1.000 0 0.003 2～0.394 9 

手参苷Ⅰ Y＝7 712.5 X＋1.085 2 0.999 9 0.000 9～0.115 4 

手参苷Ⅲ Y＝7 562.4 X＋0.199 6 1.000 0 0.002 0～0.247 8 

白及苷 Y＝9 446.1 X－6.462 7 1.000 0 0.012 1～1.509 8 

 

（5）精密度试验：精密吸取“（1）”项下的对

照提取物溶液，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样

6 次，测定 2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷

Ⅲ、白及苷的峰面积，计算峰面积的 RSD，结果分

别为 0.28%、0.32%、0.58%、0.001%，表明仪器精

密度良好。 

（6）稳定性试验：取白及饮片粉末，按“（2）”

项下的方法制备供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱

条件，分别于 0、2、6、8、24、48 h 进样测定，记

录峰面积。计算供试品溶液中 2-O-葡萄糖基白及

苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷的峰面积 RSD，分

别为 0.66%、0.66%、0.67%、0.35%，表明供试品

溶液在 48 h 内稳定。 

（7）重复性试验：取同一批白及饮片粉末，按

“（2）”项下方法制备 6 份供试品溶液，按“2.2.1”

项下色谱条件进样，记录峰面积。计算供试品溶液

中 2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及

苷的质量分数，其平均值分别为 5.03、1.39、3.55、

19.95 mg/g，RSD 分别为 0.48%、0.27%、0.53%、

0.30%，表明该方法重复性良好。 

（8）加样回收率试验：取已知含量的同一批白

及饮片粉末约 0.10 g，精密称定，置于 10 mL 具塞

锥形瓶中，精密加入 50%乙醇溶液 9 mL，称定质量，

超声（400 W，40 kHz）处理 30 min，放冷。再称

定质量，用 50%乙醇补足减失的质量，再精密加入

配制好的白及对照提取物溶液 1 mL，摇匀，平行制

备 6 份。按“2.2.1”项的色谱条件进样，计算 2-O-

葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷的加

样回收率分别为 101.53%、98.42%、101.44%、

99.59%；RSD 分别为 1.06%、1.25%、1.47%、0.75%。

表明该方法准确度良好。 

（9）白及饮片含量测定：取 17 批购买的白及

饮片，精密称定，按“（2）”项下方法制备白及供试

品溶液，按“2.2.1”项色谱条件，进样测定峰面积，

分别采用白及对照提取物法和单体对照品法计算样

品中的（2-O-葡萄糖基白及苷、手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、

白及苷）4 个成分的含量，结果见表 5。 

根据表 5 中的结果，取 2 种方法测定的不同来

源饮片中 4 个成分含量及 4 个成分含量总和的平均

值（对照提取物法：0.60%、0.21%、0.35%、3.10%、

4.26%；单体对照品法：0.57%、0.20%、0.32%、2.94%、

4.04%），用 SPSS 25.0 进行配对样本 t 检验，在配

对样本相关性结果中 P＜0.05，两组数据有显著的 

表 5  17 批白及饮片含量测定 

Table 5  Determination of 17 batches of B. striata samples 

序号 
对照提取物法/% 单体对照品法/% 

2-O-葡萄糖基白及苷 手参苷Ⅰ 手参苷Ⅲ 白及苷 总和 2-O-葡萄糖基白及苷 手参苷Ⅰ 手参苷Ⅲ 白及苷 总和 

 1 0.31 0.04 0.11 1.33 1.79 0.30 0.04 0.11 1.33 1.78 

 2 0.68 0.23 0.45 3.11 4.48 0.68 0.23 0.45 3.14 4.50 
 3 1.00 0.18 0.55 3.08 4.81 0.99 0.18 0.55 3.10 4.82 
 4 0.61 0.16 0.40 2.34 3.51 0.61 0.16 0.39 2.35 3.52 
 5 0.78 0.20 0.40 2.66 4.04 0.78 0.20 0.39 2.68 4.05 
 6 0.50 0.25 0.34 3.04 4.14 0.50 0.25 0.33 3.07 4.15 
 7 0.79 0.10 0.54 2.61 4.04 0.79 0.10 0.54 2.62 4.05 
 8 0.32 0.40 0.11 3.53 4.37 0.31 0.41 0.11 3.56 4.40 
 9 0.90 0.16 0.49 3.23 4.78 0.90 0.16 0.49 3.26 4.79 
10 0.56 0.19 0.57 3.68 5.01 0.55 0.19 0.57 3.72 5.03 
11 0.80 0.14 0.42 2.24 3.61 0.80 0.14 0.41 2.25 3.61 
12 0.75 0.11 0.45 2.68 4.00 0.75 0.11 0.44 2.70 4.01 
13 0.40 0.44 0.16 6.85 7.84 0.40 0.44 0.15 6.93 7.92 
14 0.47 0.27 0.21 3.29 4.24 0.47 0.27 0.21 3.31 4.26 
15 0.41 0.22 0.17 3.69 4.49 0.41 0.22 0.17 3.73 4.52 
16 0.07 0.02 0.02 0.47 0.58 0.07 0.02 0.02 0.45 0.56 
17 0.40 0.22 0.17 1.85 2.64 0.40 0.22 0.17 1.85 2.64 

平均值 0.60 0.21 0.35 3.10 4.26 0.57 0.20 0.32 2.94 4.04 
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相关性，可进行配对 t 检验。由配对样本 t 检验的

结果知 P＝0.102，P＞0.05，说明两组数据无显著差

异，两种检测方法结果具备一致性，进一步验证了

白及对照提取物可替代单体对照品进行白及饮片含

量测定的可行性。 

3  讨论 

本实验考察供试品和对照品在相同条件下使用

不同展开系统的分离情况。分别考察三氯甲烷-甲醇-

甲 酸 （ 3∶1∶0.1 ）、 二 氯 甲 烷 - 甲 醇 - 甲 酸

（2.5∶1∶0.5）、乙酸乙酯-甲醇-甲酸（4∶1∶0.1）、

三氯甲烷-甲醇-水（6.5∶3.5∶1）下层、三氯甲烷-

甲醇-甲酸-水（6.5∶3.5∶0.1∶1）下层等 5 个展开

剂下分离的情况。结果显示以三氯甲烷-甲醇-甲酸-

水（6.5∶3.5∶0.1∶1）下层为展开剂的分离效果最

好。此外，还考察不同硅胶薄层板对供试品和对照

品分离效果的影响。取硅胶 G 薄层板、硅胶 GF254

薄层板、硅胶 H 薄层板、硅胶 HF254 薄层板在相同

条件下对样品进行展开，结果以硅胶 GF254 薄层板

分离效果最好。 

本实验考察了乙腈-0.1%磷酸水、乙腈-0.2%磷酸

水、乙腈-0.05%磷酸水、乙腈-0.05%甲酸水、乙腈

-0.05%醋酸水、乙腈-水、甲醇-0.05%磷酸等流动相

系统，结果表明，乙腈-0.05%磷酸水溶液为流动相

梯度洗脱时色谱峰峰形较好，分离较好。考察了

UPLC 色谱柱在 25、30、35 ℃温度下各成分的分

离效果，结果显示在 35 ℃下各个色谱峰分离较好。

考察了在 0.3、0.2、0.12、0.15、0.1、0.08 mL/min

下各成分间的分离效果，结果显示在 0.15 mL/min

下各个色谱峰分离较好。 

白及药材经过超声提取，经过一次柱色谱即可

制备得到符合标准的以 4 个（2-O-葡萄糖基白及苷、

手参苷Ⅰ、手参苷Ⅲ、白及苷）2-异丁基苹果酸葡萄

糖氧基苄酯类成分作为总控成分的对照提取物。对

照提取物制备简单，相对于单体化合物的制备节约

了成本和时间。在对照提取物与单体对照品就含量

测定结果的验证中，其两者结果经统计分析发现具

有高度一致性，说明将制备得到的对照提取物，作

为白及药材含量的测定指标具有可行性。在白及质

量评价研究中，对照提取物法的操作步骤更为简便，

在一定程度上降低了操作误差，其重复性及可靠性

更高。 

药物或组分的有效性是临床应用的基本要求，

有研究报道 2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照

提取物中的白及苷还具有改善慢性脑缺血大鼠的认

知功能障碍及减轻脑白质缺血性损伤[20]、体外抗炎

活性[21]、对 PM 2.5 诱导的 BV-2 细胞损伤有保护作

用[22]；2-O-葡萄糖基白及苷对 HIV 有潜在的抑制

作用[23]；手参苷Ⅰ还可缩短肝素化小鼠的出血时间

和凝血时间[24]。综上，制备得到的 2-异丁基苹果

酸葡萄糖氧基苄酯类对照提取物可代替单体化合

物作为对照品进行含量测定的基础上，还可与安

全性、有效性密切相关，可为后期开发应用及临

床应用奠定基础。 

基于 2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类对照提

取物建立的白及 UPLC 含量测定方法，可为白及质

量控制评价方法进一步的完善提供参考。 
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