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高效液相色谱法测定大果山楂果实中 6种
三萜酸类成分的含量

霍华珍，蔡爱华*，谢运昌

（广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所，广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室，

广西桂林 541006）

摘　要：建立同时测定大果山楂果实中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸、山楂酸、科罗索酸、齐墩

果酸和熊果酸的高效液相色谱法（high performance liquid chromatography，HPLC），并对这 6种三萜酸在广西

6个产地大果山楂果实中的分布及含量进行分析。采用 Diamonsil C18（2）色谱柱，以 0.1%甲酸水溶液/甲醇（v/v）
为流动相，梯度洗脱，流速 0.8 mL/min，检测波长 210 nm，柱温 30 ℃。结果表明：6种三萜酸在线性范围内质量

浓度与色谱峰峰面积具有良好的线性关系，相关系数均>0.9990，检出限 0.46~2.00 μg/mL，定量下限 1.53~6.67 μg/mL，
变异系数均<5.0%，加标回收率 99.2%~101.3%；6个产地的大果山楂果实中三萜酸含量丰富，均检出蔷薇酸、

2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸、山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸和熊果酸 6种三萜酸，均为五环三萜酸化合

物，其中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸首次检出，以熊果酸、蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-
烯-28-乌苏酸为主，三者含量之和占总三萜酸的 71.82%~81.38%，总三萜酸含量在 808.74~1090.75 μg/g FM之间，

其中柳州柳江区和桂林平乐县的果实总三萜酸含量相对较高，分别达到 1090.75 μg/g FM和 1045.20 μg/g FM。本研

究的 HPLC法可作为大果山楂果实中三萜酸含量的检测方法，为大果山楂果原料和产品的品质评估提供科学参考。

关键词：HPLC，大果山楂，果实，三萜酸，含量
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Abstract：A HPLC method was developed for the simultaneous determination of euscaphic acid, 2α,19α-dihydroxy-3-oxo-
urs-12-en-28-oic acid, maslinic acid, corosolic acid, oleanic acid, and ursolic acid in Malus doumeri fruits. Analyses were
conducted on the distribution and content of these six triterpenic acids in Malus doumeri fruits from six producing areas in
Guangxi. Using gradient elution at a flow rate of 0.8 mL/min, a Diamonsil C18 (2) column was used with a mobile phase of
0.1% formic acid aqueous solution/methanol (v/v). The detection wavelength was 210 nm and the column temperature was
30 ℃.  The results showed that the mass concentrations of the six triterpenic acids had a good linear relationship with the
chromatographic peak areas in the linear range. The correlation coefficients were greater than 0.9990, the detection limits  
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were within 0.46~2.00 μg/mL, the lower quantitation limits were within 1.53~6.67 μg/mL, the coefficients of variation were
less  than  5.0%,  and  the  recovery  percentages  were  within  99.2%~101.3%.  Six  samples  from  different  production  areas
contained  six  triterpenic  acids  (euscaphic  acid,  2α,19α-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-oic  acid,  maslinic  acid,  corosolic
acid,  oleanic  acid,  and  ursolic  acid).  Each  of  the  six  triterpenic  acids  was  a  pentacyclic  triterpenic  acid.  Among  the  six
triterpenic  acids,  euscaphic  acid  and 2α,19α-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-oic  acid  were  first  detected in Malus  doumeri
fruits.  Ursolic  acid,  euscaphic  acid,  and 2α,19α-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-oic  acid  were  predominant,  accounting for
71.82%~81.38% of the total triterpenic acids. The total triterpenic acids content ranged from 808.74 to 1090.75 μg/g FM.
The  total  triterpenic  acids  content  of  fruits  from  Liujiang  district  of  Liuzhou  and  Pingle  of  Guilin  were  relatively  high,
reaching 1090.75 μg/g FM and 1045.20 μg/g FM, respectively. Overall, this study's HPLC method can detect the triterpenic
acids content of Malus doumeri fruits and provide scientific references for the quality evaluation of Malus doumeri fruit's
raw materials and products.

Key words：HPLC；Malus doumeri；fruits；triterpenic acids；content

大果山楂系蔷薇科苹果属台湾林檎（Malus
doumeri  （ Bois）  Chevalier.） 或 光 萼 林 檎 （ Malus
leiocalyca S. Z. Huang）的果实，主要分布于中国南部

桂、闽、台等地，其中广西的人工种植规模较大，种植

品种均为台湾林檎[1−3]。大果山楂药食两用，在两广

地区被当作山楂食用已有相当长的历史[4]，既是广西

道地药材，也是广西民间制作果糕、果酱、果酒等地

方特色食品的原料 [1]，具有很高的食用和药用价

值[5−7]，可治疗食滞、胃痛、高血脂等症[8−9]，因此产品

倍受消费者青睐，颇具市场前景[10−11]。大果山楂含有

大量的氨基酸、三萜酸、多酚等成分，其中三萜酸具

有显著的抗肿瘤、护肝、抗病毒作用，是果实中重要

的功能成分[4,12−13]，定性定量分析大果山楂果实中三

萜酸的组成及含量对果实及其相关产品的品质评估

及进一步开发利用意义重大。三萜酸类成分组成和

含量的常用分析方法有薄层色谱法、HPLC法，其中

HPLC法因具有分离效果好、重现性好、准确度高等

优点倍受检测人员青睐[14−16]。

尽管已有学者分析了大果山楂果实中三萜酸类

成分，但是相关研究非常薄弱，陈秋虹等[17] 通过超高

效液相色谱法检测了果实中山楂酸的含量，但测定组

分单一；Wen等[12] 采用 HPLC法测定了 4个产地的

果实中山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸、熊果酸 4种三

萜酸的含量，但未对这 4种三萜酸进行方法学考察，

该方法所分析的色谱图存在基线漂移、三萜酸之间

分离效果不佳等缺陷，色谱条件有待进一步优化，该

研究结果也表明 4个产地果实中三萜酸均以熊果酸

含量最高，占总三萜酸的 67%以上，为果实中三萜酸

主成分，山楂酸、齐墩果酸、科罗索酸的含量均较低。

而本实验室在前期研究中从大果山楂果实中分离得

到另外 2种含量相对较高的三萜酸化合物，推测以

往对三萜酸的组成和含量分析可能存在偏差，无法准

确反映果实中三萜酸的组成及结构占比，有必要重新

建立能更为全面分析大果山楂果实中三萜酸的组成

和含量的方法。因此，本研究建立 HPLC同时测定

大果山楂果实中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-
烯-28-乌苏酸、山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸、熊果酸

的方法，并比较分析广西 6个产地大果山楂果实中

这 6种三萜酸的分布和含量，旨在为大果山楂原料及

产品的品质评估以及深度开发利用提供科学依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

新鲜、成熟的大果山楂果实样品　于 2022年

10月采自广西 6个不同产地：贺州市昭平县（D1）、
贺州市富川县（D2）、梧州市苍梧县（D3）、靖西市

（D4）、桂林市平乐县（D5）、柳州市柳江区（D6）。挑

选表面完好且成熟度大体相同的果实，在温度 4 ℃、

湿度 78%左右的冷库中保存；蔷薇酸、2α,19α-二羟

基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸　对照品，从大果山楂果

实中分离得到，通过质谱、核磁共振波谱数据共同鉴

定这两种三萜酸的结构，经 HPLC检测纯度均大于

98%；科罗索酸、山楂酸、齐墩果酸、熊果酸　对照

品，购自合肥博美生物科技有限公司；乙腈、甲醇　

色谱纯，购自安徽天地高纯溶剂有限公司；三氟乙酸

（AR）、甲酸（AR）、磷酸（优级纯）　购自国药集团化

学试剂有限公司；95%乙醇（AR）　购自天津市大茂

化学试剂厂；水为超纯水。

Shimadzu  LC-2030C高效液相色谱仪 （配有

Prominence SPD-M20A PDA检测器）　日本岛津公

司；高速冷冻离心机　德国 Eppendorf公司；RIOS
8超纯水系统　美国 Millipore公司；XS205DU电子

分析天平　梅特勒-托利多国际贸易（上海）有限公

司；KQ300DE数控超声波清洗机　昆山舒美仪器有

限公司；N-1100旋转蒸发仪　日本东京理化器械株

式会社；BCD-213D11D冰箱　广东容声电器股份有

限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   溶液配制　 

1.2.1.1   0.1%甲酸水溶液的配制　移取 1.0 mL甲

酸于 1.0 L棕色容量瓶，注入超纯水定容至刻度，摇

匀，经 0.45 μm水系微孔膜抽滤，超声 15 min进行脱

气，当天使用。 

1.2.1.2   样品稀释液的配制　分别准确量取 0.1%甲

酸水溶液 21.0 mL、色谱甲醇 79.0 mL，混合摇匀，现

配现用。 
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1.2.1.3   对照品溶液的配制　分别精确称取 20.0 mg
的蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸、

科罗索酸、山楂酸、齐墩果酸、熊果酸对照品，置于

5.0 mL棕色容量瓶中，并用色谱甲醇溶解后定容至

刻度，得到 4000.0 μg/mL的单一对照品母液，再根据

需要分别移取适量的 6种对照品母液，充分混合后，

将溶液中的各对照品浓度稀释至以下范围：蔷薇酸

1.00~156.00  μg/mL、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-
28-乌 苏 酸 1.00~90.54  μg/mL、 科 罗 索 酸 1.00~
500.00 μg/mL、山楂酸 1.00~500.00 μg/mL、齐墩果

酸 1.00~500.00 μg/mL、熊果酸 1.00~1000.00 μg/mL，
12000 r/min高速离心 10 min，取上清液，得到系列浓

度的混合对照品溶液。 

1.2.2   大果山楂果实总三萜酸的提取及分析前样品

预处理　 

1.2.2.1   总三萜酸的提取　参考文献方法[14,18]，稍作

改进。将大果山楂鲜果切成丁，并匀浆。准确称取各

个样品匀浆 30.0 g，提取溶剂为 95%乙醇，料液比 1:7
（g/mL），提取温度 70 ℃，回流提取 4 h，趁热超声

20 min，功率 300 W，过滤，滤液用 95%乙醇定容至

250 mL，即得到大果山楂果实总三萜酸的提取液。 

1.2.2.2   分析前样品预处理　将 1.2.2.1得到的总三

萜酸提取液 50 ℃ 减压浓缩干燥，色谱甲醇超声溶

解并转移至 25.0 mL容量瓶中定容，进样前再用样

品稀释液稀释至标准曲线线性范围内的浓度，

12000 r/min高速离心 10 min，取上清液密封备用。 

1.2.3   色谱条件优化及系统适应性试验　检测波长

的选择：分别取适量 6种三萜酸对照品母液，用色谱

甲醇稀释成 75.0 μg/mL，在 190~400 nm紫外光谱区

间对浓度均为 75.0 μg/mL的 6种三萜酸进行扫描，

检测波长选取溶剂干扰之外的较大吸收波长。色谱

柱的选择 ：对 Symmetry  C18、 ZORBAX  SB-C18、

BEH C18 和 Diamonsil C18（2）4种不同品牌及型号的

反相色谱柱分析 6种三萜酸的分离效果进行考察，

峰型和分离度均较好的色谱柱为优选。流动相及检

测条件的优化：对流动相中的有机相、水溶液的酸种

类和浓度、梯度洗脱程序、柱温和流速进行优化，得

到优化后的色谱条件，并以各三萜酸对照品色谱峰之

间的分离度、理论塔板数和干扰组分与目标组成的

分离效果为指标考察系统适应性。 

1.2.4   方法学验证　 

1.2.4.1   线性关系和灵敏度试验　按 1.2.3优化后得

到的色谱条件对混合三萜酸对照品溶液进行检测，以

峰面积为纵坐标，浓度（μg/mL）为横坐标绘制 6个三

萜酸的标准曲线得到线性方程和线性范围，再将混合

三萜酸对照品稀释至信噪比（signal to noise，S/N）分

别为 3和 10时，确定各三萜酸的检出限（limit  of
detection， LOD） 和 定 量 限 （ limit  of  quantitation，
LOQ）[19]，重复 6次。 

1.2.4.2   精密度试验　连续 6次对 75.0 μg/mL混合

三萜酸对照品溶液进行分析，所有三萜酸的变异系数

（relative standard deviation，RSD）均以峰面积计算。 

1.2.4.3   稳定性试验　移取 3份混合三萜酸对照品

溶液，第一份溶液中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-
12-烯-28-乌苏酸浓度为 30.00 μg/mL，山楂酸、科罗

索酸、齐墩果酸、熊果酸浓度为 62.50 μg/mL；第二

份溶液中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-
乌苏酸浓度为 62.5 μg/mL，山楂酸、科罗索酸、齐墩

果酸、熊果酸浓度为 250.00 μg/mL；第三份溶液中蔷

薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸浓度

为 90.00 μg/mL，山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸、熊果

酸浓度为 400.00 μg/mL；处理方法同 1.2.4.1，在 1 d
内每 4 h检测 1次，累计 6次；在 6 d内，每隔 24 h
检测 1次；分别计算每个三萜酸日内和日间峰面积

的 RSD值。 

1.2.4.4   重复性试验　精密称取 1.2.2.1中的大果山

楂匀浆 6.0 g，共 6份，分别按 1.2.2的方法对大果山

楂果实中的总三萜酸进行提取及样品预处理，进样检

测，分别计算每个三萜酸峰面积的 RSD值。 

1.2.4.5   加标回收率的测定　精密称取 1.2.2.1中的

大果山楂匀浆 6.0 g，以原有目标化合物量的 1.5倍、

1倍、0.5倍加入 6个三萜酸对照品溶液，按照

1.2.2的方法对大果山楂果实中的总三萜酸进行提取

及样品预处理，进样检测，重复 3次，记录峰面积，根

据线性方程计算样品和加标样品中各个三萜酸的浓

度，进一步计算得到各个三萜酸的加标回收率和

RSD值。 

1.2.4.6   样品色谱图分析及含量测定　移取 1.2.2.2
制备的总三萜酸样品进行分析，根据单一对照品的保

留时间（retention time，RT）和最大吸收波长对样品中

目标组分进行定性，将各个三萜酸的峰面积带入对应

的标准曲线计算得到各自的含量，结果以新鲜物质

（fresh material，FM）质量计，重复 3次。 

1.3　数据处理

采用 Excel 2010 软件进行数据处理，SPSS 26.0
软件对数据进行差异性分析（ANOVA），P<0.05为统

计学上有显著差异，Adobepshoop cs6软件对色谱图

进行处理。 

2　结果与分析 

2.1　色谱条件的确定 

2.1.1   检测波长的选择　蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-
羰基-12-烯-28-乌苏酸、科罗索酸、山楂酸、齐墩果

酸、熊果酸单一对照品溶液的紫外光谱扫描结果显

示，这 6种三萜酸均在 203 nm附近有最大吸收峰

（图 1）；由于色谱甲醇溶剂的最大吸收波长在 200 nm
附近，与 6种三萜酸的最大吸收峰很接近，如果使用

203 nm或 204 nm作为检测波长，检测时基线波动

会比较大，不仅影响检测的灵敏度而且增加辨别目标
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成分的难度[20]。为避免甲醇溶剂带来的不良影响，选

择 210 nm作为检测波长。 

2.1.2   色谱条件优化　色谱柱对样品成分的分离至

关重要[21]，通过对 4种反相色谱柱（Symmetry C18、

ZORBAX SB-C18、BEH C18 和 Diamonsil C18（2））的

测试，结果表明（图 2）：Diamonsil C18（2）（4.6 mm×

250 mm，5 μm）色谱柱在相同检测条件下目标组分呈

现较好的峰形，故选择该色谱柱进行后续的优化研

究。流动相对 HPLC的分离效果有重要影响，常用

于三萜酸类成分分析的流动相为甲醇-水溶液或乙

腈-水溶液，含有适当浓度的甲酸、三氟乙酸或磷酸的

水溶液有助于增大样品的分离度和优化色谱峰峰

形[14,22−24]，通过分析甲醇、乙腈分别与甲酸水溶液、

三氟乙酸水溶液和磷酸水溶液的流动相对 6种三萜

酸的分离效果，结果显示（图 3）：当流动相为 0.1%三

氟乙酸水溶液或磷酸水溶液时，甲醇、乙腈二者对目

标组分的分离效果均较差，不仅出现前延峰且齐墩果

酸和熊果酸有部分重叠，而当流动相为 0.1%甲酸水

溶液时，甲醇、乙腈二者均能使齐墩果酸和熊果酸之

间的分离度增大，但乙腈的效果稍逊于甲醇，因此采

用甲醇-0.1%甲酸水溶液系统进行后续的研究。

准确的定性、定量分析不仅要求目标成分之间

达到有效分离，而且要求目标成分与样品中的干扰成

分也能达到有效分离。图 3D色谱图中的 6种三萜

酸标准品虽然达到分离，但由于蔷薇酸、2α,19α-二羟

基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸的出峰时间较靠前容易

被样品中的酚酸、黄酮等物质干扰。进一步降低流

动相中甲醇的浓度，结果表明分析时间虽然从

45 min延长至 82 min，但是三萜酸与酚酸、黄酮等

干扰物质达到基线分离，能更为准确地对三萜酸进行

定量分析。因此，选择色谱柱型号为 Diamonsil C18

（2）（4.6 mm×250 mm，5 μm）、0.1%甲酸水溶液（A）-

甲醇（B）为流动相、梯度洗脱时间程序（0~10 min，

79%~79%B；10.01~60 min，79%~82%B，60.01~75 min，

82%~82%B，75.01~82 min，79%~79%B）、柱温 30 ℃，

流速 0.8 mL/min、进样体积 20 μL作为优化后的色
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图 1    6种三萜酸的紫外扫描光谱图

Fig.1    Ultraviolet absorbance spectra of six triterpenic acids
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谱条件。
 

2.1.3   色谱图分析　将混合三萜酸对照品溶液和经

稀释至合适浓度的 6个产地的三萜酸提取物样品采

用 2.1.2中优化后得到的色谱条件进行 HPLC分析，

对照品和样品的色谱图分别见图 4A和 B，6种

三萜酸对照品色谱峰的 RT分别为 ：蔷薇酸

（10.215 min）、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏

酸（12.414 min）、山楂酸（34.213 min）、科罗索酸

（37.177  min）、齐墩果酸 （67.504  min）、熊果酸

（70.199 min），两两三萜酸色谱峰之间的分离度均大

于 1.5，峰形较对称，且样品中含量较高的熊果酸色

谱峰的理论塔板数大于 8000，基线无漂移，表明本

HPLC法适用于定性定量分析大果山楂果实中的

6种三萜酸类成分。 
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图 2    4种色谱柱对 6种三萜酸分离效果的影响

Fig.2    Effect of 4 chromatographic columns on the separation
efficiency of six triterpenc acids

注 ：A： Symmetry  C18，B：ZORBAX  SB-C18，C：BEH  C18，D：
Diamonsil C18（2）；1. 蔷薇酸，2. 2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-
28-乌苏酸，3. 山楂酸，4. 科罗索酸，5. 齐墩果酸，6. 熊果酸，图 3~
图 4同。
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图 3    流动相对 6种三萜酸分离效果的影响

Fig.3    Effect of mobile phase on the separation efficiency
of six triterpenc acids

注：A：0.1%磷酸/三氟乙酸水-甲醇；B：0.1%磷酸/三氟乙酸
水-乙腈；C：0.1%甲酸水-乙腈；D：0.1%甲酸水-甲醇。
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2.2　方法学考察结果 

2.2.1   线性关系、检出限及定量限　从表 1中可以

看出，6种三萜酸对照品分别在 1.53~156.00、2.32~
90.54、 4.69~500.00、 5.00~500.00、 5.77~500.00和

6.67~1000.00 μg/mL的浓度范围内线性关系良好，相

关系数 0.9990~0.9999，检出限 0.46~2.00 μg/mL，定
量限 1.53~6.67 μg/mL，表明本方法具有较高的检测

灵敏度，能对样品中低浓度的三萜酸进行较为准确的

定量分析。 

2.2.2   精密度测定　同一混合样品连续检测 6次，

6种三萜酸峰面积的 RSD值分别为：蔷薇酸 0.86%、

2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸 1.17%、山

楂酸 0.76%、科罗索酸 0.70%、齐墩果酸 0.85%、熊

果酸 0.67%，最大的变异系数为 1.17%，表明精密度

良好，符合检测要求。 

2.2.3   稳定性测定　不同浓度三萜酸对照品的日内

和日间稳定性测定结果如表 2所示，各种三萜酸在

日内的 RSD值均小于 1.59%，日间的 RSD值均小

于 3.85%，表明对照品在放置的 6 d内稳定性良好。 

2.2.4   重复性测定　结果显示样品中 6种三萜酸的

RSD值分别为蔷薇酸 1.93%、2α,19α-二羟基-3-羰
基-12-烯-28-乌苏酸 2.29%、山楂酸 1.67%、科罗索

酸 2.30%、齐墩果酸 2.70%、熊果酸 1.62%，最大的

RSD值为 2.70%，表明该方法具有良好的重复性，符

合分析要求。 

2.2.5   加标回收率的测定　本方法大果山楂果实样

品 6种三萜酸的加标回收率结果见表 3，平均加标回

收率变化范围在 99.2%~101.3%之间，RSD值均小

于 2.29%，表明该方法具有较好的准确度。 

2.3　6个产地大果山楂果实三萜酸的含量

6个产地大果山楂果实中测定的 6种三萜酸含

量见表 4，样品中均检出蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰
基-12-烯-28-乌苏酸、山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸、

熊果酸 6种三萜酸，均为五环三萜酸化合物，其中蔷

薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸在大

果山楂果实中首次被检出。单因素方差分析表明，不

同产地果实总三萜酸以及各三萜酸之间的含量均存

在显著差异（P<0.05），不同产地果实中总三萜酸含量

在 808.74~1090.75 μg/g FM之间，以柳州柳江区和

桂林平乐县的果实总三萜含量相对较高，分别达到
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图 4    混合对照品（A）和大果山楂果实三萜酸样品（B）的
色谱图

Fig.4    HPLC chromatogram of mixed reference substances (A)
and triterpenic acids samples (B) from Malus doumeri fruits

 

表 1    6种三萜酸对照品的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限（n=6）
Table 1    Linear range, linear equations, correlation coefficients, LOD and LOQ of six triterpenic acids standards (n=6)

三萜酸 线性范围（μg/mL） 线性方程 相关系数 检出限（μg/mL） 定量限（μg/mL）

T1 1.53~156.00 y=11173x−8514.8 0.9996 0.46 1.53
T2 2.32~90.54 y=8108.8x−4366.5 0.9997 0.70 2.32
T3 4.69~500.00 y=8662.7x+92708 0.9990 1.41 4.69
T4 5.00~500.00 y=9554.1x+66524 0.9994 1.50 5.00
T5 5.77~500.00 y=9573.2x+3122 0.9999 1.73 5.77
T6 6.67~1000.00 y=8385.2x+108129 0.9995 2.00 6.67

注：T1~T6分别代表蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸、科罗索酸、山楂酸、齐墩果酸、熊果酸，表2~表4同。

 

表 2    对照品的日内和日间 RSD值（n=6）
Table 2    RSD of inter-day and intra-day of standards (n=6)

三萜酸
日内处理（μg/mL） 日间处理（μg/mL）

30.0 62.5 90.0 250.0 400.0 30.0 62.5 90.0 250.0 400.0

T1 1.02 0.97 0.87 – – 1.80 1.42 1.08 – –
T2 1.43 1.59 1.32 – – 3.85 3.53 3.24 – –
T3 – 1.29 – 0.88 0.82 – 2.20 – 1.66 1.50
T4 – 0.98 – 0.80 0.80 – 2.51 – 1.57 1.30
T5 – 1.11 – 0.86 0.75 – 2.37 – 2.06 2.16
T6 – 0.83 – 0.80 0.68 – 2.19 – 1.69 1.52
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1090.75 μg/g FM和 1045.20 μg/g FM，但二者的总

三萜酸含量存在较大差异（P<0.05）；除靖西产地的果

实外，其余 5个产地的果实中三萜酸均以熊果酸

（307.83~390.63 μg/g FM）含量最高，其次为 2α,19α-
二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸（155.53~272.03 μg/g
FM）、蔷薇酸（146.58~216.79 μg/g FM），三者含量之

和占总三萜酸的 72.82%~81.38%，齐墩果酸、科罗索

酸、山楂酸含量相对偏低，而靖西产地的果实中三萜

酸以蔷薇酸含量最高，达到 220.57 μg/g FM，其次为

2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸（201.56 μg/g
FM）、熊果酸（158.71 μg/g FM），三者含量之和约为

总三萜酸的 71.82%，齐墩果酸、科罗索酸、山楂酸含

量也相对偏低。由此可见，大果山楂果实五环三萜酸

含量丰富，并以熊果酸、蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰
基-12-烯-28-乌苏酸为主成分，能为大果山楂功能产

品的开发提供丰富的物质基础。 

3　讨论与结论
本文通过色谱条件的优化，建立了简便、准确的

同时测定大果山楂果实中 6种三萜酸的 HPLC法，

该方法与以往大果山楂三萜酸的检测方法[12,17] 相

比，测定三萜酸种类更多，三萜酸之间分离度好，三萜

酸与干扰物质之间得到有效分离，基线平整，准确

度、灵敏度、精密度、重复性和稳定性均达到检测分

析的要求，可用于大果山楂果实中三萜酸含量的分

析。色谱条件为：Diamonsil C18（2）色谱柱（4.6 mm×

150 mm，5 μm），以 0.1%甲酸水溶液/甲醇（v/v）为流

动相，梯度洗脱，柱温 30 ℃，流速 0.8 mL/min，检测

波长 210 nm，进样量 20 μL。

6个产地的大果山楂果实中三萜酸含量丰富，均

检出蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏

酸、山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸和熊果酸 6种三萜

酸，均为五环三萜酸，其中蔷薇酸、2α,19α-二羟基-3-

羰基-12-烯-28-乌苏酸在大果山楂果实中首次检出；

不同产地果实中总三萜酸及三萜酸之间的含量虽然

差异明显，但是三萜酸的主成分均为熊果酸、蔷薇

酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸，主成分

含量之和占总三萜酸的 71.82%~81.38%，含量较低

的三萜酸成分均为齐墩果酸、科罗索酸、山楂酸。含

量较低的 3种三萜酸与 Wen等[12] 的研究结果一致，

而三萜酸主成分与 Wen等[12] 报道的果实中三萜酸

主成分为熊果酸的研究结果显著不同，本研究发现果

实中三萜酸主成分除熊果酸之外，还包括蔷薇酸、

2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸，并且靖西的

果实中最主要的三萜酸为蔷薇酸而非熊果酸，造成这

 

表 3    6种三萜酸的加标回收率（n=3）
Table 3    Recovery of six triterpenic acids (n=3)

三萜酸 原有量（mg/g） 加入量（mg/g） 测得量（mg/g） 回收率（%） 平均回收率（%） RSD（%）

T1 0.1464
0.2196 0.3666 100.2

99.6 1.630.1464 0.2951 108.8
0.0732 0.2146 97.7

T2 0.1555
0.2333 0.3888 99.9

100.8 1.420.1555 0.3110 102.4
0.0778 0.2330 100.0

T3 0.0654
0.0981 0.1613 98.6

99.2 0.860.0654 0.1311 100.2
0.0327 0.0970 98.8

T4 0.0874
0.1311 0.2251 103.0

100.8 2.150.0874 0.1760 100.7
0.0437 0.1294 98.7

T5 0.1058
0.1587 0.2621 99.1

100.9 2.290.1058 0.2190 103.5
0.0529 0.1589 101.1

T6 0.3906
0.5859 0.9816 100.5

101.3 0.780.3906 0.7977 102.1
0.1953 0.5931 101.2

 

表 4    6个不同产地大果山楂果实中三萜酸的组成及含量（n=3）
Table 4    Composition and content of triterpenic acids in Malus doumeri fruits from six different producing areas (n=3)

编号
含量（μg/g FM）

T1 T2 T3 T4 T5 T6 总量

D1 146.58±2.11c 155.53±2.65f 65.43±1.26b 87.35±1.32c 105.83±1.91b 390.63±8.87a 951.35±8.18d

D2 159.60±3.70c 164.74±6.40e 42.66±0.82f 53.11±0.89d 108.97±1.51a 366.25±13.3c 900.47±28.50e

D3 200.81±3.42b 272.03±1.92a 55.28±1.01d 51.94±1.33d 106.16±0.87b 307.83±7.72d 994.05±41.12c

D4 220.57±1.01a 201.56±3.92d 71.00±1.32a 111.36±2.13b 45.54±0.92e 158.71±4.18e 808.74±4.61f

D5 216.79±1.98a 260.67±3.09b 48.08±0.59e 43.35±0.90e 103.22±1.38c 373.10±10.5b 1045.20±12.77b

D6 200.05±3.12b 213.51±4.09c 57.51±1.19c 135.41±2.75a 99.07±0.36d 385.19±7.39ab 1090.75±17.08a

注：同列不同小写字母表示不同产地果实样品中该种三萜酸有显著差异（P<0.05）。
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一差异的原因为目前缺乏大果山楂果实中三萜酸类

化学成分的研究，无法为果实中三萜酸类成分的定性

定量研究提供参考，导致以往对大果山楂三萜酸组分

的分析不全面，后续将对果实中的三萜酸类化学成分

进行系统的分离与结构鉴定，在丰富大果山楂化学成

分的同时也为果实中三萜酸的定性定量分析提供科

学依据及标准物质。

熊果酸具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎等保健功效[25]，

广泛存在于苹果、梨、枣等水果果实中[26−28]；蔷薇酸

具有保护血管、抗氧化、抗炎等[29−30] 保健功效，在水

果中报道较少，仅在梨幼果中被检出且含量极低[31]，

约为大果山楂果实中蔷薇酸含量的 0.05%~0.07%，

而孙莉琼等[28] 研究表明成熟梨中总三萜酸含量远小

于幼果，可知大果山楂果实中蔷薇酸含量远高于成熟

梨中蔷薇酸的含量；2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-
乌苏酸具有显著延缓二期皮肤癌变和较强的抑制

HIV-1蛋白酶活性的功效[32−33]，但在水果中尚未见该

三萜酸的定性定量分析研究。因此，熊果酸、蔷薇

酸、2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸可作为

大果山楂成熟果实的特征成分，在大果山楂后续的功

能产品开发及深度加工利用中值得关注。

尽管 2α,19α-二羟基-3-羰基-12-烯-28-乌苏酸在

大果山楂果实中含量较高，但关于该三萜酸的活性研

究较少，仅发现两种功能活性[32−33]，功效有待进一步

挖掘，后续可对该成分的其它活性进行研究，为大果

山楂功能产品的开发提供更多科学参考。另外，三萜

酸组成和含量不仅与品种、产地有关，还和果实的成

熟度等紧密相关[28,34]，对不同成熟度大果山楂果实三

萜酸类成分的组成和含量进行连续监测，研究三萜类

成分在大果山楂果实生长过程中的变化规律，更有利

于对不同产地大果山楂果实的品质进行评估，为大果

山楂的适时采摘提供科学参考。本研究结果可为大

果山楂果实中三萜酸成分的定性定量分析提供技术

支撑，同时能为大果山楂果原料和产品的质量评估及

资源的开发利用提供科学依据。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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