
3
.

2 辣 味成分的含量与干姜
、

姜皮
、

炮姜 的

药效
:

中医认为
,

干姜味辛性温
,

姜皮 味辛性

凉
,

这可能与干姜中辣味物质含量高
,

姜皮中

辣味物质含量低有关
。
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H P L C 测定银杏愈伤组织内醋 A 的研究△

浙 江大学西溪校 区 生命科学学院 (杭州 3 1 0 0 12) 陈云龙
晰

徐 程 徐礼根 杨志竖

摘 要 建立 了一种 可用于银杏 离体细胞培养物 中内醋 A 含量分析 的 R P
一

H P L C 方法
。

样 品经低

浓度 甲醇提取后
,

用中性或 酸性氧化铝固相萃取柱 纯化
,

用示 差检测器检测
,

银杏 内醋 A 的最低检

测限 为 o
,

0 12 产g
,

方法回收率 为 (9 6
.

。土 2) %
,

R S D 为 3
.

1%
。

关键词 银杏 愈伤组织 银杏 内酷 A H P L C

银杏 内醋 ( 包括 内醋 A
、

B
、

C ) 作为一类

特 异有效 的血 小板 活化 因 子 ( p l a t e l e t
一 a e t i

-

v a t i n g f a e t o r ) 受体拮抗剂
,

近年来受到 了世

界各国药学工作者的广泛关注
。

由于这类化

合物分子立体结构复杂
,

人工合成的技术难

度大
,

目前仍以银杏 叶作为提取银杏 内醋化

合物的主要来源川
。

关于银杏离体培养产生

内醋化合物的研究
,

尽管做了大量工作
,

但由

于分析测试技术上的限制
,

银杏细胞培养中

内醋含量分析尚有一定 困难 [2一 4〕。

笔者通过

采用细直径 H P L C 快速分析柱
,

检测到了愈

伤组织培养物中银杏内醋 A 化合物
。

1 仪器和材料

高效 液相 色谱仪
:
日本 岛津

,

包括 L C
-

认黑
es

货鱿梦器戮)程黯址当盆器 )
,

呈皆烤笑撰靓劣篙添
用基础研究

,

是
“
银杏叶提取物新

生产工艺研究
”
成果 的主要完成人之 一

,

已 发表研究论文 10 多篇
,

现 主持省 自然科 学基金项 目 1 项
,

主持或参加省教委项目

△ 浙江省 自然科学基金资助项 目 ( 2 9 7 0 6 6)

《中草药万19亏百车爵百6盔角万丽 .
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6 A型输液泵
,

R I D
一

6 A 型示差检测 器
,

S C L
-

6 A 型系统控制器
,

以及 C
一

R 3 A 型数据处理

机
。

银杏幼叶
: 1 9 9 8 年 4 月 中旬采 自浙江大

学西溪校区
,

银杏种 实 (大佛手 )购 自浙江富

阳
。

银杏 内醋 A
、

B 对 照品由 日本梅 田诚一

教授提供 ; 中性氧化铝
、

聚酞胺为柱层析用 ;

C
1 8

固相萃取柱
,

大连依利特科学仪器有限公

司出产
。

甲醇为色谱纯
,

其它试剂均为分析纯

级
。

2 色谱条件

色谱柱
:
H y p e r s i l O D S

: 3拌 2
.

0 m m ( id )

X 1 0 O m m ; 流动相
:

甲醇
一

水 (3 3 : 6 7) ; 柱温
:

3 0℃ ;流速
: 0

.

2 m L /m in ;示差检测器
: 1

.

O X

1 0一 6
R I U

。

3 愈伤组织诱导培养

银杏幼叶
、

种胚愈伤 组织按文献闭方法

进行 诱导
,

M S 固体培 养基 中含 1
.

0 m g / L

N A A
、

0
.

1 m g / L K T
、

3 0 9 / L 蔗糖
,

调 p H

至 6
.

0
,

培养温 度 (2 5 士 1) ℃
,

每 3 周继代 一

次
,

继代两代后
,

将愈伤组织取 出
,

冷冻干燥

后供样 品制备用
。

4 样品提取制备

参照姚渭溪等人方法圈并作改进
。

称取

1
.

0 9 干愈伤组织
,

置于 50 m L 圆底烧瓶中
,

加 1 0 %甲醇溶液 1 0 m L 和少量沸石
,

回流提

取 3 次
,

每次 6 0 m in
,

趁热用布 氏漏斗抽滤
,

合并滤液
,

用旋转蒸发器浓缩至干
,

残渣溶于

s m L 甲醇中
,

将溶液加人装有 5 9 中性氧化

铝 的小层析柱上 (预先用 甲醇装柱并冲洗 )
,

用 甲醇洗脱
,

收集 洗脱液 25 m L
,

浓 缩并用

N
:

吹干后
,

再用 0
.

2一 0
.

5 m L 甲醇溶液溶

解
,

密封后 置于 50 ℃水浴 中恒温 60 m in
,

取

出
,

供 H P L C 分析用
。

5 方法回收率试验和工作曲线制作

称取 1 9 干愈伤组 织
,

加人 30 拜g 银 杏

内酷 A 和 2 0 拌g 银杏内醋 B 标样
,

按上述样

品提取纯化过程制备分析样 品
,

重复 3 次
,

计

算各 自方法 回收率
。

·

4 2 6
.

将 银杏 内醋 A 标 准样 品
,

稀释 配制 成

0
.

0 2 4
、

0
.

0 3 6
、

0
.

0 4 8
、

0
.

0 6 0
、

0
.

0 7 0 拼g /拼L 系

列浓度
,

进样 10 拜L
,

以最小二乘法作线性回

归处理
,

得 回归 方程 Y (峰 高 ) 一 20
.

9 1 2 2 +

3 2 9 8
.

6 6 C (拌g )
, r = 0

.

9 9 3 4
。

6 结果与讨论

6
.

1 由于银杏内醋化合物是不挥发性的
,

在

未衍生化前无法进行 G C 分析
,

同时它们在

2 1 9 n m 处的微弱紫外吸收系数
,

易受其它杂

质干扰
,

故也难以用特异性的灵敏 的 H P L C
-

U V 方法检测川
,

对于 目前银 杏内醋浓度仅

为 拌g 范 围的离体愈伤组织
、

细胞 悬浮培养

物来说
,

受方法最低检测量等灵敏度 因素限

制
,

尚无 法用常规 的 H P L C
一

R l 分析方 法来

监控银杏内醋的生物合成
。

6
.

2 本试验通过采用直径为 2
.

0 m m 的快

速 R P
一

H P L C 分析柱
,

可节约大量流动相 (流

速为 0
.

2 m L /m in )
,

分析时间不到常规柱的

二 分 之 一
,

银 杏 内醋 A 的 最 低 检 出 限为

0
.

01 2 拌g
,

从而使 H P L C
一

R l 方法分析检测离

体愈伤组织
、

悬浮细胞培养物 中的银 杏内醋

含量成为可能
。

6
.

3 银杏内醋分析难度大
,

除了缺乏特异灵

敏的检测器外
,

一个重要原因是样 品纯化处

理复杂 〔6
, ’ 〕

。

一

银 杏内醋 A 卜幼 叶愈伤组织

图 1 样品的 H P L C 谱



有文献报道
,

使用硅胶柱 来提纯样品的

方法闭
,

从理 论上讲 氧化铝对 酚性杂质的去

除效果要好于硅胶
,

但在 p H > 7
.

5 的碱性条

件下
,

银杏菇内醋化合物易发生开环反应川
,

故必须选用 中性或 酸性氧化铝 作固相 提取

柱
。

本试验在 干愈伤组 织 中加人约 50 一 70
n m ol 内醋标准品

,

采取以 上方法提取纯化
,

进行方法回收率试验
,

结果银杏内醋 A
、

B 回

收率 分 别 为 ( 9 6
.

0 士 2 ) %
,

( 9 3
.

1 士 3% )
,

R S D 为 3
.

1 %
,

3
.

8%
。

表 明该提取纯化方法

是准确可行的
。

6
.

4 按以上分析条件
,

经继代两代的银杏幼

叶
、

种胚愈伤组织的高效液相色谱图上仍 能

看到明显的银杏内醋 A 峰
,

见图 1
,

说明叶和

种胚愈伤组织都能生物合 成银杏 内酷 A 化

合物
,

其在叶愈伤组织中的含量要高于胚性

愈伤组织
,

分别为 48 和 12 拌g / g
,

见表 1
。

至

于银杏内醋 B
,

本试验未能检测到
,

尚有待进

一步深人研究
。

表 1 不 同样品中银杏内醋的含 t

内醋种类 A ( m g / g ) B ( m g / g )

银杏幼叶 0
.

54 0
.

63

银杏种实 一 一

幼叶愈伤 0
.

0 4 8 一

种胚愈伤 0
.

0 12 一
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