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RP—HPLC测定不同地区、不同采集期桑叶中1一脱氧野尻霉素
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桑叶异名铁扇子，为桑科植物桑Morus alba L．

的干燥叶“3，始载于《神农本草经》，味苦、甘，性寒，

归肺、肝经，具有祛风清热、凉血、明目等功效，用于

风热感冒、肺热燥咳、头晕头疼、目赤昏花等症；历代

中医药书籍中记载桑叶能够治疗消渴症，近代医家

也常将桑叶用于糖尿病，且取得满意疗效。现代医学

研究证明桑叶有效成分之一多羟基生物碱具有降低

血糖等作用Ez,a]。1脱氧野尻霉素(I-DNJ)是桑叶中

的一种生物碱，其作为a～葡萄糖苷酶的抑制剂，具

有降血糖、抗病毒、抗肿瘤转移等作用““]。目前，1一

DNJ主要是采用硅烷衍生化后用GC—MS法鉴定其

结构”]，因其分子结构中缺少发色团，所以很难采用

HPLC法直接测定。本实验采用荧光试剂9一芴基氯

甲酸甲酯与1-DNJ柱前衍生，然后用HPLC法进行

含量测定，取得了满意的效果。本方法准确、灵敏度

高，可用于桑叶中1一脱氧野尻霉素的定量分析。

1仪器与试药

日本岛津SCL--10Avp型高效液相色谱仪；

SPD—10Avp型紫外一可见检测器iXw一80A旋涡

混合器(上海青浦沪西仪器厂)；AS3120A型超声波

清洗脱气器(奥特宝恩斯仪器有限公司)。

乙腈为色谱纯，水为双蒸水，醋酸为分析纯，1一

脱氧野尻霉素对照品(Sigma产品)。桑叶采自湖北、

广西、河南，由延边大学药学院中草药教研室刘永镇

教授鉴定。

2方法与结果

2．1色谱条件：YMC—pack ODS—A(250 mmx4．6

mm，5 bcm)色谱柱；流动相为乙腈一0．1％醋酸(50：

50)；柱温35℃；体积流量：1．0mL／min；检测波长

254 D．m。

2．2对照品溶液的制备：精密称取1脱氧野尻霉

素对照品10 mg，用甲醇溶解，定容于100 mL量瓶

中，制得质量浓度为0．1 mg／mL的标准储备液。

2．3供试品溶液的制备：准确称取干燥粉碎的桑叶

适量，加8倍量水浸泡1 h后，在100℃加热3 h，提

取两次，滤过、浓缩、干燥。精密称取粉末0．5 g，置

50 mL量瓶中加水溶解定容，备用。

衍生化过程：精密吸取上述提取液40且L于试

管中，加40 pL 0．4 mol／L硼酸盐缓冲液(pH=

8．5)，80 pL的9一芴基氯甲酸甲酯的乙腈溶液混匀，

在20。c水浴中反应20 rain，再加入40 pL 0．1 tool／

L氨基乙酸，让剩余的衍生化试剂反应，最后加入

200 pL 0．1％醋酸水溶液，混匀，超声提取，微孔滤

膜滤过，即得。

2．4线性关系的考察：分别精密吸取对照品储备液

5．0、7．5、10．0、12．5、1 5．0、17．5、20．0止，按色谱条

件测定，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标

准曲线，得回归方程为C一5．045 45×10一A一

0．005 14，r一0．999 6。结果表明，对照品在0．87～

2．53 pg呈良好的线性关系。HPLC色谱图见图l。

2．5精密度试验：精密吸取同一份供试液，连续进

样5次，每次20 pL，计算峰面积的RSD一1．12％。

2．6重现性试验：精密称取湖北(秋季)桑叶样品5

份，按2．3项制备供试品溶液，进样20 pI，，测定峰

面积计算得RSD一1．52％(”=5)，结果显示，该方

法具有较好的重现性。

2．7稳定性试验j分别在2、4，8、12、24 h进样，每

次20 pL，计算峰面积的RSD一0．55％∞一5)。结

果表明，该溶液在24 h内稳定。

2．8回收率试验：精密称取已知含量的广西(秋季)
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桑叶粉末5份，每份约0．2 g，分别精密加入1一脱氧

野尻霉素标准溶液(40 tzg／mL)10“L，按照2．3项

下方法制备供试品溶液，精密吸取20 pL进样、测

定，计算回收率，结果平均回收率为97．6％，RSD=

2．9样品测定：收集不同产地、不同采集期的桑叶，

测定1一脱氧野尻霉素的量。结果见表1。

产地采集期 卜脱氧野尻：素 |l产地采集期 1。脱氧野尻：素
／(rag·g川) 』 ／(mg·g_1)

湖北夏季 9 794 0湖北秋季 10 576

广西夏季 1 0 392 II广西秋季 10 864

河南夏季8 65Z l河南秋季 9 548

3．1衍生化反应：9芴基氯甲酸甲酯是一种较新的

氨基酸衍生化试剂，主要适用于伯胺和仲胺的衍生

化，反应后的衍生物具有稳定的荧光强度。1一脱氧野

尻霉素分子中含有仲胺结构，因此可与9一芴基氯甲

酸甲酯发生衍生化反应。又因9芴基氯甲酸甲酯本

身具有强烈的荧光，所以衍生化反应后必须除去多

余的试剂才可进入色谱柱。本实验在衍生化后加入

氨基乙酸以除去多余的荧光试剂。另外，衍生化反应

受pH值的影响较大，实验表明保持pH 8．5时，衍

生产物稳定性好。

3．2检测波长的确定：将配好的对照品1一脱氧野

尻霉素与样品溶液在200 400 am波长分别进行

扫描，结果均在254 nm处有最大吸收，故确定254

nm为测定波长。

3．3采集期、产地对桑叶中l脱氧野尻霉素量的

影响：从表1中可以看出，同一产地不同采集期测定

的1脱氧野尻霉素量不同，实验证明在秋季采集的

桑叶中l一脱氧野尻霉素的量较高；不同产地，在广

西采集的桑叶中1脱氧野尻霉素量最高，这和不同

地区的温度和气候有关，此实验结果可为采集和临

床安全用药提供参考。
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