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摘　要：由于熊果苷对黑色素合成酶（酪氨酸酶）有很好的抑制效果，对人体肌肤有良好的美白作
用，因而在化妆品中得到广泛应用。由于天然提取法工艺复杂，生产成本高，不能大规模生产，人工
合成法是熊果苷的主要制备方法。介绍了一种同时测定熊果苷及其中间体的检测方法，指导和优
化熊果苷的合成与纯化。
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　　熊果苷（ａｒｂｕｔｉｎ）又名熊果甙、熊果素等，因其
最早来源于熊果属植株的叶子而得名，其物理性状
为白色针状结晶或粉末。
熊果苷是一个集“绿色”、“安全”和“高效”概念

于一体的皮肤美白活性物质。它能够迅速渗入肌
肤，有效地抑制皮肤中酪氨酸酶的活性，阻断黑色素
的形成，从而减少皮肤色素沉积，祛除色斑和雀斑。
该物质无毒害性、刺激性、致敏性，同时还有润肤、愈
创、杀菌和协同抗炎等作用。熊果苷的合成方法主
要有天然产物提取法、植物组织培养法、酶转化法和
化学合成法，前３种方法由于产率低或者提取步骤

复杂等原因在目前状况下不适合工业化生产。现在
市场上所供应的熊果苷大多是通过化学合成法生

成。熊果苷化学合成的一般步骤是由葡萄糖和氢醌
在适当保护后，进行糖苷化反应，然后脱保护而得。
葡萄糖一般采用全乙酰保护，氢醌一般是用乙酰基
保护其中的一个羟基［１－２］。

１　实验部分

１．１　仪器设备

ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００液相色谱系统（美国戴安公司提
供），包括：ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００ｐｕｍｐ（泵）、ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００
ｃｏｌｕｍｎ　ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ（柱温箱）、ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００ｐｈｏｔｏ－
ｄｉｏｄｅ　ａｒｒａｙ　ｄｅｔｅｃｔｏｒ（检测器）；ＲＩ－１０１示差检测器（日
本Ｓｈｏｄｅｘ公司提供）；ＡＳ２０６０Ｂ超声波清洗器；

ＡＢ２０４－Ｓ天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ　Ｔｏｌｅｄｏ公司提供）。



１．２　试剂
乙腈（色谱纯）；五乙酰基葡萄糖（自制），单乙酰

对苯二酚（自制），熊果苷对照品（纯度为９８％）；熊
果苷样品（自制）。

１．３　正交试验［２－８］

１．３．１　方案１
流动相：甲醇／水／盐酸，色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ　ＺＯＲ－

ＢＡＸ　Ｅｘｔｅｎｄ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。设

计４因素３水平的正交试验：流速为Ａ；甲醇与水的

体积比为Ｂ；柱温为Ｃ；盐酸浓度为Ｄ。按照色谱图

的对称因子、分离度、理论塔板数来评定在各个条件

下的色谱图，如表１所示。

表１　正交试验方案１
Ｔａｂ．１　Ｓｃｈｅｍｅ　１ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验

序号

因素

流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ａ
φ（甲醇）∶φ（水）

Ｂ

柱温／℃

Ｃ

浓度／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｄ

评分

对称

因子

分离

度

理论塔

板数
总分

１　 ０．８　 ９５∶４　 ２５　 ０．００１　 ２　 ３　 ３　 ８

２　 ０．８　 ９０∶９　 ３０　 ０．０００　１　 ５　 ６　 ６　 １７

３　 ０．８　 ８０∶１９　 ３５　 ０．０００　０１　 ５　 ８　 ６　 １９

４　 １．０　 ９５∶４　 ３０　 ０．０００　０１　 ２　 ２　 ３　 ７

５　 １．０　 ９０∶９　 ３５　 ０．００１　 ６　 ５　 ６　 １７

６　 １．０　 ８０∶１９　 ２５　 ０．０００　１　 ６　 ８　 ７　 ２１

７　 １．２　 ９５∶４　 ３５　 ０．０００　１　 ２　 ２　 ２　 ６

８　 １．２　 ９０∶９　 ２５　 ０．０００　０１　 ５　 ５　 ６　 １６

９　 １．２　 ８０∶１９　 ３０　 ０．００１　 ５　 ７　 ６　 １８

１．３．２　方案２
流动相：甲醇／醋酸盐缓冲液／冰乙酸，色谱柱为

Ａｇｉｌｅｎｔ　ＺＯＲＢＡＸ　Ｅｘｔｅｎｄ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）。设计４因素３水平的正交试验：流速为Ｅ；

甲醇与醋酸盐缓冲液的体积比为Ｆ；柱温为Ｇ；ｐＨ
值为 Ｈ。按照色谱图的对称因子、分离度、理论塔
板数来评定在各个条件下的色谱图，如表２所示。

表２　正交试验方案２
Ｔａｂ．２　Ｓｃｈｅｍｅ　２ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验

序号

因素

流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｅ
φ（甲醇）∶φ（醋酸盐缓冲液）

Ｆ

柱温／℃

Ｇ

ｐＨ值

Ｈ

评分

对称

因子

分离

度

理论塔

板数
总分

１　 ０．８　 ８０∶２０　 ２５　 ２．５　 ５　 ５　 ６　 １６

２　 ０．８　 ７０∶３０　 ３０　 ３．５　 ５　 ７　 ７　 １９

３　 ０．８　 ６０∶４０　 ３５　 ４．０　 ６　 ９　 ８　 ２３

４　 １．０　 ８０∶２０　 ３０　 ４．０　 ６　 ５　 ６　 １７

５　 １．０　 ７０∶３０　 ３５　 ２．５　 ６　 ７　 ７　 ２０

６　 １．０　 ６０∶４０　 ２５　 ３．５　 ７　 ９　 ８　 ２４

７　 １．２　 ８０∶２０　 ３５　 ３．５　 ５　 ４　 ５　 １４

８　 １．２　 ７０∶３０　 ２５　 ４．０　 ５　 ７　 ６　 １８

９　 １．２　 ６０∶４０　 ３０　 ２．５　 ６　 ９　 ７　 ２３

１．３．３　方案３
流动相：乙腈／水，色谱柱为Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　Ｖｐ－ＯＤＳ

（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。设计３因素３水平的

正交试验：流速为Ｌ；乙腈与水的体积比为Ｍ；柱温为

Ｎ。按照色谱图的对称因子、分离度、理论塔板数来
评定在各个条件下的色谱图，如表３所示。
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表３　正交试验方案３
Ｔａｂ．３　Ｓｃｈｅｍｅ　３ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验

序号

因素

流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｌ
φ（乙腈）∶φ（水）

Ｍ

柱温／℃

Ｎ

评分

对称

因子

分离

度

理论塔

板数
总分

１　 ０．８　 ４０∶６０　 ２５　 ７　 ９　 ９　 ２５

２　 ０．８　 ５０∶５０　 ３０　 ７　 ８　 ８　 ２３

３　 ０．８　 ６０∶４０　 ３５　 ７　 ７　 ８　 ２２

４　 １．０　 ４０∶６０　 ３０　 ８　 ９　 ９　 ２６

５　 １．０　 ５０∶５０　 ３５　 ７　 ７　 ８　 ２２

６　 １．０　 ６０∶４０　 ２５　 ８　 ７　 ８　 ２３

７　 １．２　 ４０∶６０　 ３５　 ６　 ８　 ８　 ２２

８　 １．２　 ５０∶５０　 ２５　 ７　 ７　 ８　 ２２

９　 １．２　 ６０∶４０　 ３０　 ７　 ７　 ７　 ２１

按照正交试验的计算方法，结合以上试验数据得到如表４所示的结果。

表４　正交试验分析数据
Ｔａｂ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｄａｔａ

项目
流速／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）
φ（乙腈）∶

φ（水）
柱温／℃

浓度／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ⅰ ４４　 ２１　 ４５　 ４３

Ⅱ ４５　 ５０　 ３２　 ４４

Ⅲ ４０　 ５８　 ４２　 ４２

Ⅳ ５８　 ４７　 ５８　 ５９

Ⅴ ６１　 ５７　 ５９　 ５７

Ⅵ ５５　 ７０　 ５０　 ５８

Ⅶ ７０　 ７３　 ７０

Ⅷ ７１　 ６７　 ７０

Ⅸ ６５　 ６６　 ７１

Ｒ１ １．６７　 １２．３３　 ４．３３　 ０．６７

Ｒ２ ２　 ７．６６　 ３　 ０．６７

Ｒ３ ２　 ２．３３　 ０．３４

项目
流速／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）
φ（乙腈）∶

φ（水）
柱温／℃

浓度／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｋ１ １４．６７　 ７　 １５　 １４．３３

Ｋ２ １５　 １６．６７　 １０．６７　 １４．６７

Ｋ３ １３．３３　 １９．３３　 １４　 １４

Ｋ４ １９．３３　 １５．６７　 １９．３３　 １９．６７

Ｋ５ ２０．３３　 １９　 １９．６７　 １９

Ｋ６ １８．３３　 ２３．３３　 １６．６７　 １９．３３

Ｋ７ ２３．３３　 ２４．３３　 ２３．３３

Ｋ８ ２３．６７　 ２２．３３　 ２３．３３

Ｋ９ ２１．６７　 ２２　 ２３．６７

　　根据正交试验所得的数据可以知道方案３中的

Ｌ２Ｍ１Ｎ２ 是最佳方案，其中流动相比例的调节对分
离度影响最大，然后是柱温箱的温度和流速。最佳
色谱条件为 Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　Ｖｐ－ＯＤＳ（２５０ ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈／水（体积比为４０∶６０），
流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测波长为２６８
ｎｍ。在上述色谱条件下，各物质都能很好地分离
（见图１）。

１．４　方法学考察

１．４．１　线性关系的考察
取各步反应的对照品适量，精密称定，用流动相

溶解，配制成不同浓度的溶液，分别取２０μＬ注入高
效液相色谱仪，以峰面积（ｙ）对进样量的浓度（ｃ）进行

图１　最佳方案色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｏｐｔｉｍｕｍ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
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线性回归，五乙酰基葡萄糖的线性方程为

ｙ＝１８．１１１ｃ－０．１２７　４（ｒ＝０．９９９　９），

线性考察范围为１．０２２～５．９４６ｍｇ／ｍＬ；单乙酰对

苯二酚的线性方程为

ｙ＝２８．３４６ｃ＋０．０３４　９（ｒ＝０．９９９　９），

线性考察范围为０．５０３～２．４９５ｍｇ／ｍＬ；五乙酰基

熊果苷的线性方程为

ｙ＝０．０１８　１ｃ－０．０００　３（ｒ＝０．９９９　９），

线性考察范围为０．３３２～２．０６８ｍｇ／ｍＬ；熊果苷的

线性方程为

ｙ＝８３．２８２ｃ－０．０７５　１（ｒ＝０．９９９　９），

线性考察范围为０．３２０～２．３１８ｍｇ／ｍＬ，线性关系良好。

１．４．２　分析方法的精密度
在同一天的不同时间进行测定，计算精密度，结

果表明熊果苷的ＲＳＤ值为０．１５％（ｎ＝６），五乙酰
基葡萄糖ＲＳＤ值为０．１０％（ｎ＝６），单乙酰对苯二
酚ＲＳＤ值为０．２１％（ｎ＝６），五乙酰熊果苷ＲＳＤ值
为０．４５％（ｎ＝６）。结果表明精密度良好。

１．４．３　样品及回收率的测定
如表５所示，制备同一浓度各３份样品进样，其

中熊果苷回收率平均值为 ９８．９８％，ＲＳＤ 值为

１．６０％（ｎ＝３）；第 １ 步产物回收率平均值为

９９．２１％，ＲＳＤ值为１．４８％（ｎ＝３）；第２步产物回收
率平均值为９７．３１％ ，ＲＳＤ值为０．８１％（ｎ＝３）；第

３步产物回收率为９９．６８％ ，ＲＳＤ值为０．６８％（ｎ＝３）。
结果表明回收完全，方法可行。

表５　回收率的测定结果
Ｔａｂ．５　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ

物质名称 取样量／ｇ 测量结果／ｇ 回收率／％

熊果苷 ０．０２５　０　 ０．０２４　５　 ９８．００

熊果苷 ０．０２４　６　 ０．０２４　８　 １００．８０

熊果苷 ０．０２６　７　 ０．０２６　２　 ９８．１３

五乙酰基葡萄糖 ０．０３１　９　 ０．０３２　２　 １００．９０

五乙酰基葡萄糖 ０．０２６　９　 ０．０２６　５　 ９８．５１

五乙酰基葡萄糖 ０．０３３　７　 ０．０３３　１　 ９８．２２

物质名称 取样量／ｇ 测量结果／ｇ 回收率／％

单乙酰对苯二酚 ０．０１３　９　 ０．０１３　５　 ９７．１０

单乙酰对苯二酚 ０．０１５　９　 ０．０１５　５　 ９７．４８

单乙酰对苯二酚 ０．０１８　８　 ０．０１８　３　 ９７．３４

五乙酰熊果苷 ０．０２１　２　 ０．０２１　０　 ９９．０６

五乙酰熊果苷 ０．０２３　９　 ０．０２３　８　 ９９．５８

五乙酰熊果苷 ０．０２４　８　 ０．０２４　９　 １００．４

２　结　语

建立了一种同时测定熊果苷及其中间体的方

法，通过对所选方法进行的方法学考察，可以知道此
方法能很好地测定各阶段的产物，能为研究各阶段
的反应提供准确数据。
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