
D e t e r m i n a t i o n o f F e r U l i C A C i d i n S e r U
m

a f t e r

o r a l A d m i n i s t r a t i o n o f T C M P r e P a r a t i o n s

H u a n g X i
,

R e n P in g
,

Z h a n g L i
, e t a l

·

( X i ji n g H o s p it a l o f t h e F o u r t h M il it
a r y M

e
d i c a l U n i

v e r s i t y
,

X i
一 a n

7 1 0 0 3 2 )

A b s t r a e t A n e
w m e t h o d f o r t h e d e t e r m in a t i

o n o
f f e r u l ie a e id in s e r u m s a m P l e s a f t e r o r a l

a d m in i
s t r a t i

o n o f T C M b y H P L C h a s
b

e e n d
e v e l o p e

d
.

S
e r u m s a m p l e s e o n t a

in in g f e r u
li

e a e
id ( F A ) a n

d

i n t e r n a l s t a n d
a r

d
e o u m a r in ( 15 ) w

e r e f ir s t t r e a t e
d i n b o il in g w

a t e r 一 b a t h t o d e p r o t e in a t e , a n d t h e F A
a n d 15 i n

t h e s u p e r n a n t a n a l y s e
d b y ZD

,
3 D H P L C

a n d
s p e e t r o m e t r y

, o n C
l: e o

l
u m n ( 1 5 0 m m X 4

.

6 m m
,
5 拼m

,

) w i t h

M
e O H : H O A e : H Z O ( 3 8 : 0

.

3 : 6 1
.

7 ) a s t h e m o b il e p h a s e , a n d d e t e e t e d a t 3 2 0 n m
.

R
e s u l t s s h o

w
e

d th a t ( l )

t h
e m i n i m a l d e t e e t a b le l i m i t s o f b l

a n k m e t h a n o l a n d s e r u m e o n e e n t r a t io n s o f F A w
e r e 6 n g a n d 2 0

·

6 n g / m L ;

( 2 ) t h e l in e a r
i t y r a n g e d f r o m 3 3

.

7 t o 2 1 5 6
.

8 n g /m L ( r = o
·

9 9 9 3 ) ; ( 3 ) t h
e m e a n r e e o v e r y w

a s 9 3
·

5 9 士

1
.

9 3 % ; a n d ( 4 ) RS 刀 o f w it h i
n

d
a y a n d d

a y t o d a y w
e r e le s s t h a n 8

.

4 4 %
.

I n a p i lo t s t u
d y

, s e r u m s a m p le s

e o l l e e t e
d f r o m h

e a lt h y v o l u n t e e r s
f

o l lo w in g o r a l a d m in is t r a t i o n o f a
d

e e o e t i o n o f C h
u a n x i o n g ( L ig u s t i c u 从

c h u a n x i o n g H o r t
.

) g a v e a e o n e e n t r a t i
o n 一 t im e e u r v e o f F A w i t h a e e u r a t e a n d r e p r o d u e

ib le r e s u lt s
.

K e y w o r d s
d

e t e r m i n a t i
o n o f s e r u m f e r u li e a e

id b y H P L C

固相萃取结合 H P L C 法快速测定紫杉醇的含量

大连理工大学生化工程研究所 ( 1 1 0 6 1 2) 张志强
.

田桂 莲

中国科学院化工冶金研究所生化工程 国家重点实验室 韦新桂 苏志国

摘 要 采用 羊 A 12 0 3
固相萃取和 H P L C 法对 云南红 豆杉和 东北红 豆杉培养细 胞中的紫杉 醇进

行了定量分析
。

红豆杉浸膏粗品经 不 A 120 3
固相萃取柱后

,

可直接上高效液相色谱柱
。

C l , H P L C 的

最佳条件是
:

甲醇
一

乙睛
一

水 (2 5 :

45
: 3 0) 为流动相

,
2 27 n m 紫外检 测

。

该法简单
、

快速
、

准确
、

适应

性 强
,

对紫杉醇的检测范 围在 0
.

4 ~ 19
.

2 拌g
。

关键词 固相 萃取 H P L C 紫杉醇

紫 杉醇 ( p a e l i t a x e l ) 是一 种从 红豆杉 植

物中获得 的具有独特疗效的抗癌天然植物产

物
,

现 已被多个国家批 准应用于临床治疗卵

巢癌 和乳腺癌等
。

关于 紫杉醇 的 H IP
J

C 分

析
,

国内外 已有不少报道 〔̀ 一 5〕 。

由于红豆杉属

植物种类繁多
,

而这些植物中具有紫杉烷骨

架 的化合物就有 10 0 多种
,

但紫杉醇含量极

低
,

约占固体物 0
.

0 1 0 %一 0
.

0 1 3 %
。

同时
,

红

豆杉浸膏 中往往含有大量的蜡
、

脂类物质等
。

这些杂质 的存在
,

严重影响 了紫杉醇的准确

定性定量和分析分离所使用色谱柱的寿命
。

因此
,

寻找一种快速
、

精确
、

灵敏
、

适应性强的

分析方法
,

无论是对 红豆杉细胞培养还是对

紫杉醇的大规模分离纯化
,

都显得尤为重要
。

固相萃 取其突 出的优 点是能使 H P L C 分析

复杂样 品时定性定量更准确
,

并延长色谱柱

的使用寿命
。

同常规的样品预处理方法液液

萃取相 比
,

固相萃取具有效率高
、

选择性好的

特点
。

它不需要大量不互溶溶剂
,

样品处理步

骤简单
,

样品 回收快
。

固相萃取 的主要 目的是
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在读博 士
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主要研 究方向为生物产品 的制备与纯 化
。

参 加完成国家青年基金资助项 目
“

D a l i a n
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“
九

·

五
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的研究
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样品分析前的富集和净化
。

经过试验探索
,

我

们选择了 y
一

A 1
2
0

3

固相萃取作为样品的预处

理 过程
,

用 C
1 8

柱 H P L C 对红豆 杉粗 品中的

紫杉醇进行了分离测定
。

应用该法分析定量

云南 红豆杉浸膏 的结果表 明
,

云南红豆杉 中

除含紫杉醇以 及与紫杉醇性质极为类似的三

尖杉宁 (。 e p h a l o m a n n i n e ) 外
,

还 含有 另一种

与紫杉醇极性相差甚小的未知物质
,

其在 C
,:

柱上的停留时间仅稍大于紫杉醇
。

而分析东

北红豆杉培养细胞的 甲醇浸膏时
,

2 0 m in 内

即可使紫杉醇达到基线分离并准确定量
。

1 实验部分

1
.

1 仪 器 与 试 剂
:

B ec k m a n 公 司 F L
一

7 50

H P L C 仪
。

甲醇
、

乙睛为优级纯
,

水为重蒸水
。

紫 杉 醇 对 照 品 购 自 S i g m a
公 司

,

纯 度 >

98
.

7 %
。

红豆杉浸膏 由云南张峰植物加工厂

提供
,

紫杉醇含量小于 1
.

0 %
。

东北红豆杉培

养 细 胞 系 本 实 验 室 提 供
。

S e p
一

P a k C
l ,

柱

( 1 0 0 0 m g 6/ m L ) 购 自大连 化学 物理 所 ; 7
-

A 1
2
O

3
(层 析用

,

2 0 0一 3 0 0 目 ) 是上 海新诚精

细化学 品有限公司产品
。

1
.

2 固相萃取 ( S P E )
:
A 1

2
O

3

固定相柱 ( 1 0 0 0

m g 6/ m L ) 是采 用血清级 聚丙烯 柱管
,

装 填

y
一

A 1
2
0

3

自制而成
。

C
I :

S P E 的操作步骤
:

往

柱 中依次加人 10 m L 乙酸乙酷
、

甲醇和 0
.

01

m ol / L ( p H S
.

o ) 的 乙 酸钱 水溶 液并 抽 干
,

最

后将液面维持在胶层上 1一 Z m m 高度
。

将红

豆杉 浸膏溶解于 4 0 %一 60 %的 甲醇
一

乙酸钱

水溶液 中
。

取 0
.

5 m L 加到柱中
,

抽干
。

分别

用 2 。%
、

6 0 %
、

7 5 % 的 甲醇
一

乙 酸 钱 水 溶 液

( 0
.

0 1 m ol / L ) 各 1 0 m L 过柱
。

紫杉醇富集在

7 5 % 的洗脱液 中
。

A 1
2
O

3
S P E 的操作步骤

:

依

次用 甲醇和氯仿各 10 m L 活化柱
,

然后将溶

于氯仿中的红豆杉浸膏溶液 0
.

5 m L 加到柱

中
,

抽干
。

再分别用 1 0 0 %
、

98 %
、

95 %的氯仿
一

甲醇各 10 m L 过柱
。

紫杉醇集 中在 95 %的

氯仿溶液 中
。

萃取过程中流动相速度稳定控

制在 5一 s m L / m in
。

将含紫杉醇的洗脱部分

蒸干
,

残渣用甲醇溶解定容
,

经 0
.

5 拼m 滤膜

过滤
,

清液作 H P L C 分析
。

1
.

3 H P L C 色谱条 件
:

C
I。
色谱柱 ( 4

.

6 m m

X 2 5 o m m
,

B ec k m a n ) ;流动相
:

甲醇
一

乙睛
一

水

( 2 5 : 3 5 : 4 0 及 2 5 : 4 5 : 3 0 ) ; 流速
: 1

.

4

m L / m i n
,

等梯度 洗脱 ; 检测
:

U V 2 2 7 n m ; 室

温
。

1
.

4 标准溶液配制
:

精确称取紫杉醇标准品

.5 o m g
,

用 甲醇溶解于 s m L 的容量瓶中并

定容
,

摇匀待用
。

2 结果与讨论

2
.

1 固相萃取柱的选择
:

图 1
一

A 一 C 分别为

浸膏二氯 甲烷
一

水 ( 1 ,

1) 液
一

液萃取
、

S eP
一

P a k

1C
8

柱及 y
一

A 1
2
O

3

柱固相 萃取 样品 的 H P L C

分析图
。

从对 图 1
一

A 和图 1
一

B
、

C 的 比较可以

看 出
,

固相萃取更能有效地去除浸膏中大量

的杂质
。

H P L C 分析中
,

不能使紫杉醇达到基

线分离的原因主要是由于三尖杉宁碱和另一

种 比紫杉醇停 留时间稍长 的未 知物质 的存

在
。

收集这种未知物质作元素分析
,

得知其分

子量与紫杉醇的相 同
。

我们推测这种未知物

质可能是紫杉醇的异构体 7一差 向紫杉 醇 ( 7
-

e p i p a e l i t a x e l ) 〔`一 6〕 。

而 图 1
一

e 显示
,

浸膏经 了
-

A 1
2
O

3

柱萃取
,

其 中的这种未知物质被 完全

去除
。

这给分析带来 了很大的方便
。

在甲醇
一

乙睛
一

水 (2 5 :

35
: 4 0) 条件 下

,

紫杉醇在柱

上的停留时间为 32 m in
。

2
.

2 下
一

A 1
2
O

3

柱萃取后样品的分析
:

确定 y
-

A 1
2
0

3

固相萃取柱后
,

为加快分析速度
,

我们

对流动相组成进一步优化
。

当洗脱剂增加到

甲醇
一

乙睛
一

水一 25
: 4 5 : 3 0 时

,

紫杉醇在 C 18

H P L C 柱 上 停 留时 间 由 32 m in 减 少 到 15

m in
,

且紫杉醇能达到基线分离
。

2
.

3 线性范围及精密度
:

在 甲醇
一

乙睛
一

水 为

2 5 , 4 5 , 3 0 流动相组成条件下
,

紫杉醇的峰

面积 ( X ) 与进样量 ( Y ) 在 19
.

2 拼g 的范围内

呈线性关 系
。

回归方程为 Y 一 0
.

o O 2 3 2 X 一

0
.

0 2 2 7
, r = 0

.

9 9 9 6
,

最小检测限为 0
.

4 拼g
。

用此方法对东北红豆杉培养细胞的甲醇

浸膏进行测定
,

结果同样令人满意 ( 图 2 )
。

一
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-



时间 以~ )

流动相
:

甲醇
一
乙猜

一

水 ( 25
:

35
: 4 0 )

,

图 A ~ C 分别 为样 品经液 /液

萃取
、

C l s及 A 12 O 3 柱 固相 萃取后 的 H P L C
,

峰 1 为
: 。 e p h a lo m a n n in e ,

峰 2 为
: p a e li t a x e l

,

其停 留时间
:

3 2 m in ,

峰 3 为
: 7一 e p i t a x o l

图 1 云南红豆杉漫 . H P L C 分析

峰 1 为
: p a e li t a x e l

,

其停 留时 间
:

15 m i n

图 2 红豆 杉培养细 胞漫资叙化

铝萃取后 H P L C 图
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胶束电动毛细管电泳法测定柑橘属

药材中袖皮普和橙皮昔的含量

湖南省 中医药研究院 中药研究所 (长 沙 4 1 0 0 1 3) 杨 瑛
辛

王实强 彭源 贵

摘 要 建立 了一种测定芸香科柑橘属药材 中抽皮昔及橙皮昔含量 的新 方法
,

即以苯 甲酸钠为内

标物
,

采用胶束电动毛 细管电泳 法
,

可将上述药材 中抽皮昔
、

橙皮昔 和 内标物较好分离
。

加样 回收

率抽皮昔为 98
.

5 %
,

橙皮昔为 9 6
.

7 %
。

该方法简便
、

准 确
、

重现性好
,

可 作为抽皮昔 和橙皮昔 的含

量控制方法
。

关键词 胶束电动毛细管 电泳法 芸香科柑橘属 中药材 抽皮 昔 橙皮昔

芸香科柑橘属药用植物来源广泛
,

1 9 9 5 年版药典收载 的中药材主要有 6 种
,

即化橘
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杨 瑛
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1 9 8 6 年湖南中医学院中 业
,

学士学位
,

助理研究员
。

主要从事 中药新药 的制剂工艺和质量标准 的研究工
作

。

曾负责卫生部 四类新药
“
八珍 胶囊

”
的制剂学研究

,

三类新药
“
烧伤净软膏

”
的质量 标准研究等

。

参 与部
、

省级科研课题多
项

,

获得省厅级 中医药科技进步奖三项
。

在国家级及部省级 杂志上 发表论文多篇
。
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