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RP—HPLC法测定不同时期垂柳中木犀草素一7-0一p一口吡喃葡萄糖苷
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垂柳Salix babylonica L．为杨柳科柳属植物，

《中药大辞典》将垂柳的叶、枝和柳絮收载为中药“3。

《本草纲目》中有记载：柳为本经下品，其性寒、味微

苦，具有祛风、利尿、止痛、消肿的功能，可用于治疗

风湿痹痛、淋病、白浊、水肿等症01。现代临床上用于

治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病、慢性气管炎、烧烫

伤“]。据报道，柳叶中含有丰富的黄酮类化合物o]，

其次是酚糖苷类化合物Ⅱ“]，还有多糖”’3]、有机

酸03等其他化合物，其中大多数柳树中均含有木犀

草素及其糖苷o]，其中木犀草素一7一O-O-D一吡喃葡萄

糖苷具有多种药理活性，如抗生物氧化“⋯、抗炎、止

痉、抗组胺的作用“”，以及抗癌、抗辐射等诸多生物

活性o“。鉴于此，笔者对垂柳中的木犀草素一7—0_p

D一毗喃葡萄糖苷进行定量分析，建立了RP—HPLC

法测定其量，并对比了其在不同采收期叶片、枝条及

柳絮中的量，以确定利用此化合物的最佳采收期及

采收部位，为进一步开发垂柳的药用资源提供理论

依据。

1仪器与材料

Agilent 1100高效液相色谱仪；G1314A(VwD

检测器)；Agilent 1100化学工作站。

木犀草素一7—0一pD一吡哺葡萄糖苷对照品(中国

药品生物制品检验所，质量分数99％)}经改造微波

炉(KJ25一B A)广州顺德美的微波炉制造；离心机

(LCl0—2．4A)jg京医用离心机厂；垂柳(由吉林农业

大学刘霞教授鉴定)叶片、枝条(从2003—5一12～

2003。10—12，每隔1 5 d采样一次，5、10月分别为东

北地区垂柳刚发叶和落叶时期)、柳絮(2003—5—12)

采于吉林农业大学中草药苗圃2年生垂柳；甲醇、醋

酸均为色谱纯。

譬嚣景箨尹高矍嚣

2方法与结果

2．1 色谱条件：流动相：甲醇一水一醋酸(57．5；

42．5：0．5)}柱温：30℃；体积流量0．8 mL／minI

Agilent C8高效液相色谱分析柱(150 mitt×4．6

mm，5”m)；检测波长：254 nm；进样量10 pL。色谱

图见图1。
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圈l术犀草素一7一D一}肛吡啊葡萄糖苷对照品(A)和

垂柳群提物(B)的HPLC圈谱

Fig．1 HPLC chromatograms of luteolin一7．D-B_D-

glucopyranoslde(A)and ethanol extract

of S．babylonica(B)

2．2供试品溶液的制备：精密称取粉碎过40目筛

的不同生长时期的垂柳叶片、枝条及柳絮各2 g左

右，用滤纸包成小包，以70％乙醇为溶剂浸泡10

mln，在改造后的微波炉(设定功率2 000 w)中提取

40 rain，减压回收溶液，挥干溶剂。用甲醇一水(1：1)

溶解残渣，离心，沉淀洗涤3次，合并上清液。取上清

液于50 mL量瓶中，加甲醇一水(1 t 1)至刻度，分别

取此液2mL于lOmL量瓶中，加甲醇一水(1：1)至

刻度，微孔滤膜滤过，备用分析。

2．3对照品溶液的制备：精密称定木犀草素一7一O—

pD一吡喃葡萄糖苷对照品约20 mg，于100 mL量瓶

中加甲醇一水(1 t 1)适量，超声10 rain使溶解，放

冷，加甲醇一水(1 t 1)稀释至刻度，精密量取4 mL
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至20 mL量瓶中，用甲醇一水(1：1)稀释至刻度，摇

匀，即得。

2．4 线性关系考察：分别精密吸取对照品溶液

0．05、0．1、0．2、0．4、0．6、0．8、1．0 mL，于5 mI，量瓶

中加甲醇一水(1：1)稀释至刻度，各吸取lo止进

样，以质量浓度为横坐标，蜂面积为纵坐标，绘制标

准曲线，得回归方程：Y；12 621X一14．557，r=

0．999 7；结果表明：木犀草素一7一O一}D_-吡喃葡萄糖

苷在为2～40 pg与峰面积成良好的线性关系。

2．5精密度试验：精密称取同批垂柳叶粉末约2 g，

按样品测定方法操作，连续进样6次。每次进样20

“L，以木犀草素一7—0一争D一毗喃葡萄糖苷面积积分值

计算，RSD为0．88％。

2．6稳定性试验：精密吸取同一供试品液，分别放

置0、5、9、24、36、48 h进样，测定木犀草素一7—0一p

D一吡哺葡萄糖苷，RSD为0．92％。

2．7重现性试验：取同一批垂柳叶6份，分别按供

试品溶液制备项下操作制备供试品溶液，测定本犀

草索，7一。-_B_D．毗哺葡萄糖苷，结果RSD为0．83％

“=6)。

2．8回收率试验：采用加样回收率法。精密称定已

知术犀草素一7一。一pD一吡哺葡萄糖苷量的垂柳叶粉

末约2 g，精密加入1 mg／mL的木犀草索一7—0-pD一

吡喃葡萄糖苷对照品，按供试品溶液制备法制备，并

按上述色谱条件测试，结果平均回收率为99．93％，

RSD为1．2％(”一6)。

2．9样品测定：每份供试品进样10止，按照上述

色谱条件测定木犀草索一7-0一争D一吡喃葡萄糖苷的

量，结果见表1。

裹1不同时期垂柳中本犀草素一7-0一p—D一毗哺葡萄糖苷

测定结果“=3)

Table 1 Luteolln of 7．D-p-D-glucopyranoside In s．

babyloniea at different times(n=3)

采样日期
术犀草素一7一O一}D一毗喃葡萄糖苷／贿

叶片 枝条 柳絮

3讨论

3．1 试验中采用微波萃取技术对供试品进行前处

理，对该提取方法的乙醇体积分数及萃取时间进行

了正交考察，确定以70％乙醇为溶媒，萃取40 min

时木犀草素一7一。一pD一吡喃葡萄糖苷测定值最高，此

法效率高，简便易行。

3．2检测波长的选择：取木犀草素一7一口}D一毗哺葡

萄糖苷对照品适量，用甲醇一水(1：1)制成含木犀草

素一7—0一}D一吡喃葡萄糖苷25,ug／mL的溶液，紫外

分光光度计于200～400 nm扫描，在254 am处有最

大吸收，以254 nm作为检测波长，进行高效液相色

谱分析时，其他组分对木犀草素一7—0一肛D一吡哺葡萄

糖苷的测定无干扰，故选定检测波长为254 am。

3．3流动相的选择：曾对不同配比的甲醇一水，乙

腈一水，甲醇一水一醋酸等流动相及体积流量进行考

察，结果表明使用甲醇一水，乙腈一水色谱峰未达基线

分离，加入0．5％醋酸后，体积流量0．8 mL／min，效

果有很大改善，色谱峰基线分离较好。

3．4研究发现5月12日垂柳叶中木犀草素一7—0一

}D一毗喃葡萄糖苷量最高，单体量即可达到

0．721 4％，鉴于木犀草素一7一o-pD一吡哺葡萄糖苷

的丰富的药理活性，可对垂柳叶进行药用开发，也可

考虑作为提取木犀草素一7一O—p—D一毗喃葡萄糖苷的

一种植物材料进行大量栽培，最佳采收期在嫩叶时

期。叶片中的木犀草素一7一。一pD一吡哺葡萄糖苷量均

高于柳枝和柳絮，所以利用木犀草素一7～o-pD一毗喃

葡萄糖苷的最佳药用部位为柳叶。
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反相离子对色谱法测定黄杨木中环维黄杨星D

谢昀1，于治国”，徐新盛2，文艳秋2

(1．沈阳药科大学药学院，辽宁沈阳110016；2．北京中丰天恒医药技术开发有限公司，北京100012)

黄杨木是黄杨科植物小叶黄杨Buxus micro-

phflla Sieb．et Zucc．var．sinica Rehd．et Wils．的

茎枝，明代《本草纲目》中已有记载。黄杨木粉是治疗

心血管病的有效药物，其主要活性成分为甾体生物

碱环维黄杨星D(cyclovirobuxium D)，具有行气活

血、通络止痛之功效。目前，环维黄杨星D已从黄杨

木及其同属植物中提取分离“]，并与其制剂黄杨宁

片一起收载于《中国药典／(2005年版)。黄杨木中环

维黄杨星D的测定，目前尚无文献报道。本实验建

立了一种反相离子对液相色谱法，测定了黄杨木中

环维黄杨星D的量。

1仪器、试剂与材料

岛津LC一10ATvp液相色谱仪，岛津SPD一

10Avp紫外检测器，Anastar色谱工作站，DT一100

光电天平。环维黄杨星D对照品(质量分数99．o％，

HPLC—MS归一化法标定，北京中丰天恒医药技术

开发有限公司提供)；黄杨木(购自浙江，经沈阳药科

大学生药鉴定教研室孙启时教授鉴定){十二烷基硫

酸钠(Aeros Organics，Belgium公司)；磷酸、三乙

胺、氨水、氯仿均为分析纯(北京化工厂)；甲醇、乙腈

均为色谱纯(Merk公司)，水(为二次蒸溜水)。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱：Apollo C18柱(250 mm×

4．6mm，5 pm，美国奥泰公司)；流动相：0．005mol／

L十二烷基硫酸钠溶液(内含0．15％三乙胺，磷酸

调节pH值至3．10)一乙腈(54：46)；体积流量：1．0

mI。／min；检测波长：203 nm；柱温：45℃；进样量：

20儿。在此色谱条件下，对照品与样品的色谱图
见图1。

2．2对照品溶液的制备：取环维黄杨星D对照品

约60 mg，精密称定，置50 mL量瓶中，用流动相溶

收稿日期{2005—02一ll
*通讯作者于治国

f／rain

*环维黄扬星D

*一eyclovirobuxium D

圈1环维黄杨墨D对照品(A)和黄杨木(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC chromatograms of cyclovlrobuxhm

D(A)and branch of B．microphflla

解并稀释至刻度，摇匀，得1．2 mg／mL的对照品储

备液。精密吸取对照品储备液2．0 ml，，于10 mL量

瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得0．24 rag／

mL对照品溶液。

2．3供试品溶液的制备：取黄杨木粗粉约5．0 g，精

密称定，置250 mL圆底烧瓶中，加浓氨水5 mL，拌

匀，静置30 min。精密加入氯仿i00 mL，精密称定，

水浴加热回流3 h，放冷，精密称定，用氯仿补足质

量。滤过，精密吸取续滤液50mL，水浴蒸干，残渣用

0．5％醋酸溶液i0 mL溶解后，稀氨水调节pH值至

7．0，分别用氯仿10 mL、醋酸乙酯8 mL萃取，分离

收集水相，水浴蒸干，残渣用流动相溶解并转移至

10 mL量瓶中，流动相稀释至刻度，摇匀，0．45 pm

微孔滤膜滤过，即得。

2．4线性范围考察：分别精密吸取对照品储备液

(1．2mg／mL)0．5、1．0、2．0、3．0、4．0和5．0mL置

10 mL量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀；进样20

止，以峰面积为纵坐标(y)，质量浓度(mg／mL)为
横坐标(x)，用最小二乘法计算，得线性方程为：】，一

9．09×10sX+8．29×103b一0．999 3)，环维黄杨星

D在0．062～0．62 mg／mL与峰面积呈良好的线性

关系。
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