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HPLC法测定桑叶中1一脱氧野尻霉素

欧阳华学1’2，黎源倩H，肖全伟1

(1．四川I大学华西公共卫生学院，四川成都610064；2．四川省农业科学院分析测试中心，四川成都610066)

据《中国药典》记载[1]，桑科植物桑Morus alba

L．的叶、白皮、树枝均可入药，其中桑叶性甘、苦、

寒，归肺、肝经，具有疏散风热、清肺润燥、清肝明目

的功效。但是，自从20世纪70年代Yoshiaki等首

次从桑白皮和桑枝中分离出1一脱氧野尻霉素(1一

deoxynojirimycin，DNJ)后[2]，桑叶的药效被进一步

发掘，国外学者对1一脱氧野尻霉素的药理作用进行

了广泛研究，发现1一脱氧野尻霉素能有效抑制a一1，

冬葡萄糖苷酶，减缓肠道对糖的吸收，可用于治疗糖

尿病、肥胖症，并有高效低毒的特点，可使患者摆脱

磺胺脲、胰岛素等药物带来的许多不良反应。根据这

些药理作用，韩国已开发出以桑叶、桑蚕等为原料具

有调节血糖作用的保健食品。此外，研究还发现1一

脱氧野尻霉素能够抑制HIV一1复制，中断感染循

环，在治疗艾滋病等病毒感染疾病方面具有很大的

潜力[3]。因此，为了科学、全面地评价桑叶质量和更

好地研究1一脱氧野尻霉素的药理作用，需要建立桑

叶中1一脱氧野尻霉素量的分析方法。

1一脱氧野尻霉素化学名为(2R，3R，4R，5S)-2一

(羟甲基)一3，4，5一三羧基哌淀，分子式为C。H。sNO。，

1一脱氧野尻霉素具有a一1，4-葡萄糖类似结构，分子

中不含生色基团而且紫外吸收低，因此，难于直接进

行可见一紫外光检测和荧光检测。目前，1一脱氧野尻

霉素的测定方法主要采用硅烷化衍生气相色谱一质

谱法[3]、柱前荧光衍生一高效液相色谱法[4’53、离子色

谱法[63和高效液相色谱一蒸发光散射检测法口]。由于

硅烷化衍生产物会对气相色谱柱造成一定污染，现

已较少使用；柱前荧光衍生化高效液相色谱法存在

操作繁琐、衍生化反应需严格控制pH值以及衍生

试剂干扰测定等缺点；而离子色谱法和高效液相色

谱一蒸发光散射检测法又需要专用的仪器。本实验根

据1一脱氧野尻霉素的结构特点，建立了高效液相色

谱一示差折光检测法直接测定桑叶中1一脱氧野尻霉

素的方法，本方法不需衍生，具有操作简便、快速、准

确的特点，目前国内尚未见报道。

1仪器与试剂

Agilentll00液相色谱系统配有G1379A在线

脱气机、G1311A四元梯度泵、G1313A自动进样器、

G1316A检温箱、G1362A示差折光检测器，安捷伦

色谱工作站(美国，安捷伦公司)。盐酸1一脱氧野尻

霉(质量分数>99％，Fluka公司)，乙腈(色谱纯，

Tedia公司)，甲醇(色谱纯，Tedia公司)，实验用水

为二次重蒸水。

桑叶样品分别购自成都、重庆、绵阳等地中药材

公司，并经四川省药品检定所鉴定为桑科植物桑

Morus alba L．的干燥叶。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为Zorbax Carbohydrate

(150 mm×4．6 mm，5肛m)，流动相为乙腈一水

(70：30)，体积流量为1．0 mL／min，柱温25℃，检

测器温度35℃，进样量20肚L。

2．2对照品溶液的制备：准确称取盐酸1一脱氧野
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尻霉素5．00 mg，用蒸馏水溶解并定容至10．00

mL，于4℃条件下保存。使用前用流动相稀释，配制

成不同质量浓度的对照品溶液。

2．3供试品溶液的制备：准确称取粉碎至80～100

目干燥桑叶0．50 g置于150 mL三角瓶中，加入

0．05 mol／L盐酸20 mL，超声提取20 min。离心(转

速4 500 r／rain)15 min，取上清液。残渣中再加入

0．05 mol／L盐酸20 mL，超声提取15 min，离心(转

速4 500 r／min)15 min，取上清液，合并两次提取液，

置于50 mL量瓶中，并用蒸馏水定容至刻度，该溶液

经0．45／tm的水系膜滤过，滤液供HPLC分析。

2．4线性范围及方法检出限：取1～脱氧野尻霉素对

照品液，分别制备质量浓度为400．0、200．0、100．0、

50．0、25．0、5．0 mg／L的系列对照品溶液，按上述色

谱条件分别测定，以峰面积(y)对1一脱氧野尻霉素的

质量浓度(x)进行线性回归，在质量浓度为5．0～

400．0 mg／L与峰面积呈线性关系，其回归方程为

y=68．787 X+592，，．=0．999 2。根据信噪比S／N一

3，方法的最低检出限为0．5 mg／kg。

2．5 精密度试验：同一供试品溶液重复进样5次测

定，1一脱氧野霉尻素峰面积的RSD为1．09％(咒=5)。

2．6重现性试验：准确称取粉碎至80～100目干燥

桑叶0．50 g(精确至0．001 g)3份，按2．3项制备供

试品溶液，按2．1色谱条件分别测定，1一脱氧野尻霉

素的质量分数的RSD为2．36％(胛一3)。

2．7稳定性试验：同一供试品溶液每隔12 h进样

一次测定，连续测定6次，1一脱氧野尻霉素的质量分

数的RSD为3．32％(恕一6)。

2．8回收率试验：在0．50 g桑叶样品中，分别加入

质量浓度为100．0 mg：／L的1一脱氧野尻霉素对照品

溶液10．0、5．0、1．0 mL后，按2．3项制备供试品溶

液，按2．1色谱条件重复测定5次，3个质量浓度水

平的平均回收率分别为96．2％、92．4％、92．o％，其

RSD分别为2．31％、1．79％、3．82％(挖一5)。

2．9样品的测定：分别称取购自成都、重庆、绵阳等

地中药材公司的桑叶样品0．50 g，按2．3项制备供

试品溶液，按2．1色谱条件分别测定(咒一3)，测得不

同产地桑叶中1一脱氧野尻霉素质量分数分别为样

1：1．51 mg／g，样2：1．73 mg／g，样3：1．24 mg／g。

3讨论

3．1 色谱条件的选择：待测组分的化学结构和理化

性质都对该组分在色谱柱上的保留有重要影响，实

验中首先采用文献报道[4]中所使用的以十八烷基键

合硅胶为固定相的色谱柱，结果发现1一脱氧野尻霉

素在该色谱柱上无保留。根据1一脱氧野尻霉素的化

学结构特点，改用以强极性氨基键合硅胶为固定相

的色谱柱，取得了满意的效果，这是由于在乙腈一水

流动相体系中，1一脱氧野尻霉素分子中的羟基与强

极性氨基键合硅胶固定相上的氨基之间有强的氢键

结合能力，而与十八烷基键合硅胶固定相上的烷基

之间却难以产生较强的相互作用所致。因此，实验中

选用强极性氨基键合硅胶为固定相的Zorbax

Carbohydrate色谱柱作为分析柱。在检测器的选择

上，由于1一脱氧野尻霉素的分子结构中不含生色基

团，难于直接用紫外检测器或荧光检测器进行检测，

但1一脱氧野尻霉素具有a一1，4一葡萄糖类似结构，因

此，实验中选用示差折光检测器进行检测。

在实验中还分别考察了流动相中不同比例的乙

腈和水对1一脱氧野尻霉素和样品中其他组分分离的

影响，当流动相中乙腈量小于60％时，1一脱氧野尻霉

素的保留时间太短，与样品中其他组分难以分离，当

流动相中乙腈量大于80％时，1一脱氧野尻霉素的保

留时间太长，且色谱峰不对称。通过对流动相中乙腈

比例的多次调整，当y乙腈：V水为70：30时，1一脱氧

野尻霉素与样品中其他组分在15 min内能达到基线

分离，对照品溶液和样品的色谱图见图1。
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f／nfm

1一脱氧野尻霉素

1-1一deoxynoiirimycin

图1 1-脱氧野尻霉素(a)和样品(b)的色谱图

Fig．1 Chromatogram of DNJ(a)and sample(b)

3．2样品提取条件的选择：目前，桑叶中1一脱氧野

尻霉素一般以0．05 mol／L盐酸作为提取剂，采用旋

涡混合提取法I-43和超声波提取法‘5|。在提取温度和

提取时间相同的条件下，本实验比较了对于同一样

品采用旋涡混合提取法和超声波提取法对桑叶中

1一脱氧野尻霉素的提取效果。实验结果表明，超声波

提取法的提取液中1一脱氧野尻霉素的量为

1．51 mg／g，而用旋涡混合提取法的提取液中1一脱

氧野尻霉素的量为1．19 mg／g。因此，实验中采用超

声波提取法。

本实验首次报道了测定桑叶中1一脱氧野尻霉素的

-
刊i《
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不需衍生、直接测定的高效液相色谱一示差折光检测分

析方法，该方法简便、快速，可用于桑叶、桑枝、桑白皮

及其相关保健食品中1一脱氧野尻霉素的测定。
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不同产地防风中4种色原酮成分}匕较研究

刘双利，张春红，张连学。

(吉林农业大学中药材学院，吉林长春130118)

防风为伞形科植物防风Saposhnicovia

divaricata(Turez．)Schisck．未抽花茎植株的干燥

根，主产于东北地区和华北地区。防风始载于《神农

本草经》，列为上品，辛、甘、温，归膀胱、肝、脾经，解

表祛风、渗湿、止痉，主要用于感冒头痛、风湿痹痛、

风疹瘙痒、破伤风等[1]。现代药理研究表明防风色原

酮类成分具有解热、镇痛、镇静、抗炎、抗肿瘤、抗血

小板聚集等多种功效[2,33，用于治疗脑震荡、d,JL呼

吸道感染、过敏性皮炎、面神经炎、牙痛等n]。《中国

药典>>2005年版防风项下规定了防风中升麻苷和5一

。一甲基维斯阿米醇苷两种色原酮总量不得低于

0．24％，在质量评价体系中也主要以两种色原酮成

分的量为评价指标，而对升麻素和亥茅酚苷二者没

有规定量的限度。为此笔者对所采集的不同产地防

风样品中4种色原酮的量进行测定分析，为其质量

控制提供有效的检测方法，从而为评价不同产地防

风品质提供科学依据。

1仪器与试药

LC--10ATvp高效液相色谱仪；SPD一10Avp

紫外检测器；N2000双通道色谱工作站(浙江大学智

达信息工程有限公司)；LD5—2A离心机(北京医用

离心机厂)；KQ一250B型超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司)。升麻苷和5—0一甲基维斯阿米醇

苷对照品(中国药品生物制品检定所，供定量测定

用，批号分别为1522、1523)，升麻素和亥茅酚苷对

照品(中国中医研究院中药研究所，质量分数均大于

98％)；甲醇(Fisher公司)为色谱纯，水为重蒸水，其

余试剂均为分析纯。防风药材来源见表1，样品均经

本院张连学教授鉴定为正品。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：SHIM—PACK VP—ODS柱

(200 mm×4．6 ITlm，5肛m)；流动相为甲醇(A)一水

(B)梯度洗脱程序：0～20 rain A由30％～45％，

20～25 min A由45％～60％，25～50 min A由

60％～90％；体积流量1 mL／min；波长254 rim；进

样量20。ttL；柱温40。C[5]。在此色谱条件下，4种色

原酮混合对照品储备液和防风药材色谱分离结果见

图1，可见防风药材中4种色原酮得到了基线分离。

2．2 混合对照品溶液的配制：精密称量升麻素苷

3．4 mg，5—0一甲基维斯阿米醇苷4．4 mg，升麻素

4．4 mg，亥茅酚苷4．2 mg置于10 mL量瓶中，加甲

醇至刻度线，摇匀备用。分别精密量取0．2、0．4、

0．8、1．6、3．2 mL定容于5 mL量瓶中。

2．3供试品溶液的制备：精密称取防风药材粗粉

0．5 g，置于15 mL离心管中，精密加入甲醇10 mL，

浸泡过夜。超声提取30 min，4 500 r／min离心15
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