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25．05，r一0．992 0，结果表明熊果酸在0．75～3．75

弘g与峰面积积分值呈良好的线性关系。

2．5稳定性试验：精密吸取对照品溶液1 pL，同上

法点样，展开，显色，扫描，每隔半小时进行测定，结

果表明本法在显色后2 h内斑点面积值基本稳定。

2．6精密度试验

2．6．1 同板精密度试验：精密吸取熊果酸对照品溶液

2肛L，在同一薄层板上点5个点，按标准曲线条件下依

次扫描测定，其面积积分值RSD=2．3％(规一5)。

2．6．2异板精密度试验：精密吸取对照品溶液2

弘L，分别点于5块不同的薄层板上，依法测定，其面

积积分值RSD一3．1％(卵一5)。

2．7重现性试验：精密称取相同量的枇杷叶粗粉5

份，按上述供试品溶液制备方法处理，得供试品溶

液。分别吸取上述溶液2,uL，对照品溶液1、3,uL，点

于同一硅胶GF。。。薄层板上，按上述薄层色谱条件展

开，显色，扫描计算，RSD一2．35％(咒一5)，表明方法

重现性良好。

2．8加样回收率试验：取枇杷叶粉末样品5份，每

份10 g，分别精密加入熊果酸对照品2 mg，按2．1

项方法制得供试品溶液，依法测定，计算回收率，结

果平均回收率为97．64％，RSD为2．16％(以一5)。

2．9样品测定：精密吸取供试品溶液2肛L，熊果酸

对照品溶液1、3 FL分别交叉点于同一硅胶GF纵薄

层板上，展开，晾干，显色，扫描，测定积分值，用外标

两点法计算，结果见表1。熊果酸平均质量分数

0．504％，RSD为1．03％(咒一5)。

表1样品中熊果酸的测定结果

Table 1 Determination of ursolie acid in Eriobotrya

leaves by TLC scaning

样品批号 熊果酸／％ 样品批号 熊果酸／％

1 0．503 4 0．510

2 0．501 5 0．498

3 0．509

3讨论

3．1 多数文献报道，测定熊果酸的展开剂均为环己

烷一氯仿一醋酸乙酯系统，但试验时发现熊果酸的斑

点有一定拖尾，加入适量冰醋酸能明显改善拖尾，使

斑点圆整。 。

3．2本试验结果表明，枇杷叶中熊果酸的量较高。

实验所采用的枇杷叶采自云南红河州云阳县，考虑

到枇杷叶在全国分布较广，产地较多，不同产地与不

同采收期枇杷叶中定有差异。对此，笔者将以后做进

一步研究。
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白藜芦醇及其糖苷在虎杖中的存在形式及测定

刘志杰，李晓峰，万谦宏

(天津大学药物科学与技术学院，天津300072)

白藜芦醇是虎杖中的主要有效成分。具有抗菌、

抗炎、抗氧化、调节血脂的作用，是一种极有前途的

抗癌新药[1矗]。白藜芦醇在自然条件下，以自由态和

糖苷两种形式存在。从化学结构上看，白藜芦醇及其

糖苷还存在顺式和反式两种异构体。有关白藜芦醇

的药理作用和中药中自藜芦醇的色谱分析方法的报

道很多[3“]，但对白藜芦醇及其糖苷的顺、反式两种

结构的药理作用和效价差别尚没有进行系统的比较

与研究。有关白藜芦醇顺、反异构体的互变以及确认

原药材中白藜芦醇及其糖苷的存在形式，未见研究

报道。因此建立一种可同时分离和检测白藜芦醇4
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种单体的分析方法，无论是对中药材的成分分析还

是对药品的质量控制都具有重要意义。本实验首先

研究了白藜芦醇在紫外光照射下的异构化反应，然

后建立了一种可同时检测4种单体的分析方法，最

后将此方法用于实际样品虎杖的分析。

1仪器与试剂

TJ一2000高效液相色谱仪(北京创新通恒科技

有限公司)；HP8543紫外分光光度计(惠普公司)；

ZF一1型三用紫外分析仪(上海顾村电光仪器厂)；

反式白藜芦醇对照品、反式白藜芦醇糖苷对照品(天

津尖峰天然产物研究开发公司提供，质量分数分别
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为98．49％、98．32％)；虎杖饮片(购于天津市协和

药店，经天津大学药学院高文远教授鉴定)；水为重

蒸水；甲醇(色谱纯，天津市康科德科技有限公司)。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为实验室自制C，。

(150 mmX 4．6 mm，8肛m)；流动相：甲醇一水(40：

60)；体积流量：1 mL／min；检测波长：300 nm；柱温：

室温；进样量：10 ttL。色谱图见图1。

1一反式自藜芦醇糖苷2一顺式自藜芦醇糖苷

3一反式白藜芦醇4一顺式白藜芦醇

1一trans—piceid 2-cis-piceid 3-trans—resveratrol

4一cis—resveratrol

图1 白藜芦醇对照品(A)及虎杖样品(B)的

HPLC色谱图

Fig·1 HPLC chromatogram of four isomers

of resveratrol reference substance(A)

and P．cuspidatum(B)

2．2顺式异构体的制备：由于顺式白藜芦醇和顺式

白藜芦醇糖苷不稳定，无商品供应。顺式白藜芦醇和

顺式白藜芦醇糖苷对照品用配好的对应两种反式对

照品溶液在紫外光(365 nm，136／lW／cm2)照射6 h

而获得。紫外照射后，白藜芦醇以及白藜芦醇糖苷样

品的最大吸收波长，分别从308、310 nm蓝移到

288、286 nm。紫外吸收波谱的蓝移是反式结构向顺

式结构转变的典型特征，此最大吸收波长与顺式白

藜芦醇及其糖苷的文献报道值完全一致[5]。因此可

以证明紫外照射后，有对应顺式异构体生成。

2．3供试品溶液的制备：将虎杖饮片粉碎，过40目

筛。取药材粉末0．5 g，精密称定，分别用50、30、30

mL甲醇超声提取3次，合并滤液，减压浓缩。置25

mL量瓶中，甲醇定容至刻度。

2．4对照品溶液的配制：分别精密称取一定量的反

式白藜芦醇、反式白藜芦醇糖苷对照龋0甲醇溶解，

配成母液，存于一4℃冰箱避光保存。

2．5线性关系的考察：将对照品溶液稀释释成5个

梯度，进样10弘L。以峰面积为纵坐标，进样量为横

坐标绘制标准曲线。白藜芦醇4种单体的线性回归

结果见表1。

表1 白藜芦醇4种单体的标准曲线如一5)

Table 1 Calibration curve of four isomers

of resveratrol(万一5)

2．6精密度试验：取同一供试品溶液，按上述色谱

条件连续进样5次，分别进样10 pL，测得反式白藜

芦醇糖苷、顺式白藜芦醇糖苷、反式白藜芦醇和顺式

白藜芦醇的峰面积的RSD分别为0．52％、0．82％、

0．80％、1．02％(咒一5)。

2．7稳定性试验：取供试品溶液分别于0、2、4、6 h

进样10肛L，测得样品中反式白藜芦醇糖苷与反式

自藜芦醇峰面积值的RSD分别为0．82％和0．93 o／／

(，z一5)。
。

2．8重现性试验：精密称取虎仗样品5份，按上述

方法制成供试品溶液，分别进样10肛L，测得反式白

藜芦醇糖苷、反式白藜芦醇峰面积的RSD分别为

1．02％和1．32％(咒一5)。

2．9 回收率试验：在已知质量分数的样品溶液中，

精密加入白藜芦醇对照品(约为已知样品质量分数

的80 oA、100％、120％)，按样品制备方法制得供试

品。再分别按上述色谱条件测定，计算回收率。结果

反式白藜芦醇糖苷与反式白藜芦醇的平均回收率分

别为98．46％和99．12％，RSD分别为0．89％和

1．98％(咒一5)。

2．10 样品测定：将上述供试品溶液用微孑L滤膜

(o．45弘m)滤过，按上述色谱条件进样lo弘L分析，

根据标准曲线计算质量分数，结果反式白藜芦醇糖

苷和反式白藜芦醇质量分数分别为15．80、3．38

mg／g，RSD分别为1．12％、1．38％(咒一3)。顺式白

藜芦醇和顺式白藜芦醇糖苷未测出。色谱图见图1。

3讨论
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对反式白藜芦醇及其糖苷的紫外异构化进行了

考察。在异构化过程中，紫外照射波长以及照射时间

都是影响转化过程的主要因素。选择254、365 nm

两个照射波长照射，结果发现，在365 nm波长下异

构化速度较快。固定365 nlil的照射波长考察照射

时间对转化过程的影响。当照射时间超过6 h后，转

化率基本不随时间变化，这表明转化已达平衡。因此

本实验选择照射波长为365 nm，照射时间为6 h。

研究结果表明，白藜芦醇及其糖苷在虎仗样品

中是以反式结构存在的。在样品制备过程中如果不

注意避光保存，在色谱图中就会出现顺式白藜芦醇

和顺式白藜芦醇糖苷的峰，说明反式白藜芦醇及其

糖苷发生了异构化反应，所以反式白藜芦醇及其糖

苷应注意避光保存。

与以往测定白藜芦醇的方法相比，本实验实现

了顺、反式两种异构体的分离分析，从而能更有效、

准确地测定和控制样品中自藜芦醇及其糖苷的量。
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