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高效液相色谱法测定雪莲细胞培养组织中黄酮含量
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介

摘 要 提出用反相液相色谱法分离并定量从雪莲细胞培养组织中提取的 �
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一
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,
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,
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一

二甲氧基黄酮含量
,

并对分离机理进行初步探讨
。
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雪莲为菊科植物绵水母雪莲花 � ��
��

�� �� � � � � � �� 的全草
,

是名贵的中草药
,

具有

补肾壮阳
,

调经止血之功效
〔‘一们 。

雪莲中含有

丰富的黄酮贰及黄酮类化合物
,

这又使雪莲

具有强心降血压功能
。

但由于雪莲只在海拨

� � � � � 以上地域生长
,

又是我国三类珍稀植

物
,

所以作为药用受到极大限制
。

中科院植物

所赵德修先生通过细胞培养得到雪莲细胞培

养组织
,

为雪莲的药用开辟了前景
。

我们利用

高效液相色谱法分离并定量了雪莲细胞培养

组织 中两种黄酮化合物
,

快速
,

准确
,

并对分

离机理进行初步探讨
。

� 仪器和试剂

�
� �� �  � � � 型 高效液相色谱仪

,

� � � �

泵
,

� � � �� 紫外检测器
,

� �� 通用进样器
,

� �� � 数据处理机
,

所用试剂均为优级纯
,

水

重蒸
,

经 �
�

�� 拌� 滤膜过滤
。

两种黄酮对照

品
,

色谱纯 �� �� �
�
公司 �

。

� 样品制备
�

�

� 标准样品
�

精密称取 ��
, � , �一三经基

一 �
�

甲氧基黄酮和 � ‘
,

�
,

�
一

兰握基
一

�, � 一二甲氧基

黄酮各 � � � 于 �� � � 容量瓶中
,

用 甲醇溶

解并定容摇匀备用
。

�
�

� 样品制备
�

精密称取雪莲细胞培养组织

�
�

� � 研细后转入 � � � � � 锥形瓶
,

加入 � �

� � � � � 甲醇回流 � �
,

过滤
,

定容至 �� � �
,

滤液经 �
�

�� 拌� 滤膜过滤后待分析
。

� 测定

�
�

� 色 谱 条 件
�

柱 为 �� � �� � � �
一

�
� �

��
�

� � �  ! � � �
,

流动相为 � � � 甲醇
一

� � �水

�用磷酸调其 � � 一 � �
,

流速 �
�

� � � � � � 
,

检

测器
�
� � � � � � �

,

�
�

�� � � �
。

�
。

� 标准曲线绘制
�

精密吸取两种黄酮标准

液 �
、

�
、

� �
、

� �
、

� � 拜� 分别进样 �图 �� �
,

以进

样量为横坐标
,

峰高为纵坐标作标准曲线
, � ‘

�
,

�
一

三经基
一�

一

甲氧基黄酮回归方程 为 � �

�
,

�� 一 �
�

� � �
, � � �

�

� � � � � � ‘ , � , �一三经基
一

�
,

�
一

二 甲氧基黄酮 回归方程为 � � �
,

。� 一

�
,

� � � , � � �
�

� � � � ,

二者在 �一 � � � 拼� � � � 范

围内线性关系 良好
。

�
�

� 精密度实验
�

精密吸取两种黄酮标准品

� 拌� ,

重复进样 � 次
,

测得峰高值 �’
, �

,

�
一

三

经基
一� 一甲氧基黄酮变异系数 �

�

�� �
,

标准偏

差 �
�

�� 沐
, , � , �

一

三经基
一 � , �

一

二甲氧基黄酮

变异系数 �
�

�� �
,

标准偏差 �� ��
。

�
�

� 样品测定
�

精密吸取供试样品溶液 ��

拌� 进样分析
,
�图 �� �外标法计算两种黄酮

含量
。
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,
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图 �
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样品色谱图

�
一

黄酮标准品 �
一

样品色谱 �
一� ‘ ,

�
,

�
一

三轻基
一 �一甲氧基黄酮 �

一
��

, � , � 一三经基
一
�

,

�
一

二甲氧基黄酮

�
�

� 回收率实验
�

精 密吸取标准对照液 ��

拜� 于已精密称量好的雪莲细胞培养组织中
,

重复样品制备过程
,

得到供试液
。

精密吸取

�� 拌� 供试液进样分析
,

计算两种黄酮 回收

率
,

结果
,

�’
,

�
,

�
一

三经基
一

� 一甲氧基黄酮 回收

率 �� 写
,

� , , � , �
一

三经基
一

� , �
一

二 甲氧基黄酮

回收率 �� 写
。

� 结果与讨论

�
�

� 色谱条件选择
�

两个化合物在反相 � ��

柱上都会有较强保留值
,

但二者之间相差 一

个甲氧基
,

只要调整好流动相中甲醇比例
,

二

者会很好分离
,

所以首先确定采用反相液相

色谱法
。

在流动相的选择上我们也做了大量

实验
,

首先用 �� � 甲醇 ��  水为流动相
,

结

果是 � ‘
,

�
,

�
一

三轻基
一

�
一

甲氧黄酮 �� � � 后被

洗脱
,

而 ��
,

�
,

�
一

兰经基
一

�
,

�
一

二 甲氧基黄酮

不能被洗脱
,

显然是流动相强度不够
,

当流动

相 中甲醇含量高于 �� �
,

二者能被洗脱
,

我

们选用 ��  甲醇 �� �水为流动相时
, � , , � ,

�
一

三经基
一

�
一

甲氧基黄酮 �
�

� � �� 出峰
,

而 �’
,

� , �
一

三经基
一

� ,
�
一

二 甲氧基黄酮 �
�

� � � 出

峰
,

二者分离度大于 �
。

我们考虑到这两个黄

酮分子中均有三个酚经基
,

有一定酸性
,

所以

流动相用适量磷酸调节 � � 一 � ,

峰形窄而对

称性好
。

黄酮化合物在紫外 �� � � � 有较强

吸收
,

在这个波长下
,

可避免一些较低波长吸

收物质干扰
,

使定量更准确
,

所以实验中选用

紫外 �� �
� � 处检测

。

�
�

� 分离机理探讨
�

从分子结构上分析 � , ,

� , �
一

三羚基
一

�
,

�
一

二甲氧基黄酮 比 � ‘ , � , �
一

三

经基
一

�
一

甲氧基黄酮多一个 甲氧基
,

而甲氧基

是吸电子基团
,

所以前者分子极性低
,

而且由

于分子中多一个 甲氧基基团
,

分子空间体积

加大
,

对称性好
,

因而 � ‘
,

� , �
一

三经基
一

�
,

�
一

二

甲氧基黄酮在 ��
�

柱上保留值应大于 ��
,

�
,

�
�

三经基
一

� 一甲氧基黄酮
,

实验证明在选定的色

谱条件下
,

� ‘ , �
,

�
一

三经基
一

�
一

甲氧基黄酮出峰

在前
,

�’
,

�
,

�
一

三经基
一
3

,

6

一

二甲氧基黄酮出峰

在后
。

此方法用于雪莲细胞提取液的分离
,

结

果令人满意
。
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