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养高产草珊瑚黄酮的细胞株。但是通过细胞克隆培

养的许多克隆系中，有些属于细胞突变产生的表型，

有些可能仅是细胞间生理状态差异的表型，在草珊

瑚细胞克隆系连续继代培养的早期，大部分处于生

长和黄酮质量分数不稳定的状态，经过10代左右的

连续继代培养并鉴定分析，才能确定真实的高产变

异细胞株，这和大多数利用细胞克隆技术筛选高产

系的报道是一致的。作为高产草珊瑚黄酮的细胞系

必须同时满足两个条件：其一是在一定时间内，细胞

相对增殖率高；其二是细胞代谢次生产物的有效成

分黄酮质量分数高，只有这样，两者的积才表现高

产。实验中SG一130符合这两个条件。因此，认为

SGl30确属高产草珊瑚黄酮细胞株系，对于其细胞

大量培养工艺研究有待进一步深入探索。
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RP—HPLC法测定黄柏中黄柏内酯
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黄柏为常用中药，系芸香科植物黄皮树Phel—

lodendron chinense Schneid．及黄柏树P．amurense

Rupr．除去栓皮的干燥树皮，前者习惯称“川黄柏”，后

者习惯称“关黄柏”。黄柏性味苦寒，具有清热燥湿、泻

火解毒、退虚热等功效。主要含有生物碱，如小檗碱、药

根碱、木兰花碱等。另含黄柏酮、白鲜交酯、黄柏内酯

等。其中，黄柏内酯具有降血糖Ⅲ、驱虫、抗溃疡‘21的作

用，可作为黄柏及其制剂的指标性成分之一。

一直以来，《中国药典》及各种文献中大多单独

以小檗碱作为黄柏药材及制剂定性定量的指标性成

分，然而，小檗碱存在于黄连、三颗针、功劳木多种植

物中，其专属性较差，黄柏内酯作为黄柏药材及其制

剂的指标性成分更加具有科学性。

本实验建立了黄柏药材中黄柏内酯的测定方

法，该方法操作简便、准确，重现性好，为改善黄柏中

的指标性成分的专属问题提供参考。

1仪器与试药

1．1 仪器：RE一52A薄膜旋转蒸发仪(上海亚荣生

化仪器厂)，Brucker AM一500型核磁共振仪，

APEXⅡFT—ICR型质谱仪，SHz～3型水循环真

空泵(河南巩义市英峪电子仪器厂)，KQ一100型超
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声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)，惠普

HPl050高效液相色谱仪。

1．2试药：柱色谱硅胶和薄层色谱硅胶(青岛海洋

化工厂)；水为重蒸水，乙腈为色谱纯，其他试剂均为

分析纯；显色剂为对二甲基氨基苯甲醛；关黄柏1于

2003年采自吉林，经本校生药系阎玉凝教授鉴定为

黄柏树Phellodendron amurense Rupr．干燥树皮；

关黄柏2、川黄柏、山黄柏来自中药学院生药系标本

馆；黄柏内酯对照品为自制，质量分数>98％。

2方法与结果

2．1 黄柏内酯的提取分离与结构鉴定：将关黄柏1

依次用石油醚、醋酸乙酯提取。将醋酸乙酯提取物进

行硅胶柱色谱分离，以氯仿一醋酸乙酯(50：1～8；

1)进行梯度洗脱，将氯仿一醋酸乙酯(10：1)部分进

行反复柱色谱分离，得到白色针状结晶(CHCl。一

MeOH)。经结构鉴定为黄柏内酯(obaculactone)[3]。

2．2色谱条件：Diamonsil—C18分析柱(250 mm×

4．6 mm，5肚m)，流动相：乙腈一水一磷酸(50：50：

0．2)，体积流量：1．0 mL／min，柱温：室温，检测波长

210 nm。在此条件下，样品中黄柏内酯与相邻成分

达到良好基线分离，见图1。
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图1对照品和样品HPLC色谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of reference substance and samples

2．3对照品溶液的制备：取黄柏内酯对照品适量， 液，在前述色谱条件下，每次进样20弘L，样品获得

精密称定，加乙腈溶液制成0．206 mg／mL的对照品 良好分离，测得各样品中黄柏内酯，结果见表1。

溶液。 表1样品的测定结果Q一5)

2．4供试品溶液的制备：取关黄柏l粗粉(过40目

筛)1 g，精密称定，置索氏提取器中，以石油醚加热

回流提取3 h，弃去石油醚提取液；残渣加氯仿加热

回流提取5 h，提取液回收氯仿，用乙腈转溶至10

mL量瓶中，定容，摇匀，用微孔滤膜(0．45肛m)滤

过，即得。

2．5线性关系考察：分别取上述对照品溶液3、6、

9、12、15 pL，注入液相色谱仪，以黄柏内酯的峰面积

为纵坐标、进样量为横坐标，得到回归方程：y=

719．83 X+80．5，，．一0．999 4，结果表明黄柏内酯进

样量在0．618～3．090 pig时线性关系良好。

2．6精密度试验：精密吸取黄柏内酯对照品溶液

(0．206 mg／mL)12／zL，连续进样5次，计算得峰面

积的RSD为0．82％。

2．7稳定性试验：取同一关黄柏1供试品溶液，分

别于0、2、4、6、8 h进样，每次20 pL，计算得峰面积

的RSD为0．75％。结果表明，供试品溶液中的黄柏

内酯至少在8 h内稳定。

2．8重现性试验：按照前述供试品溶液制备方法，

精密称取同一批关黄柏1，分别制备5份供试品溶

液，每次进样20肛L，按上述色谱条件测定黄柏内酯

的质量分数，结果平均为0．112％，RSD=1．26％。

2．9加样回收率试验：称取0．5 g样品5份，分别

加入黄柏内酯对照品0．618 mg，依供试品溶液制备

方法操作，结果平均回收率为96．43％，RSD=

1．15％。

2．10样品测定：按照关黄柏l的供试品溶液制备

方法，分别制备关黄柏2、川黄柏和山黄柏样品溶

Table 1 Determination of samples(一一5)

样品 黄柏内酯／％

关黄柏2

川黄柏

山黄柏

3讨论

3．1 流动相系统的选择：黄柏内酯与黄柏酮均属于

柠檬苦素类化合物，参考柑桔中黄柏酮的测定方

法[4]：流动相条件为乙腈一水一三氟乙酸(20：80：

0．03)，在本试验的色谱条件下样品分离度不好，经

过筛选最终确定了流动相为乙腈一水一磷酸(50；

50：0．2)，该条件能够保障黄柏内酯在反相柱上达

到良好的分离。

3．2供试品溶液制备的条件：选择比较了甲醇、氯

仿、醋酸乙酯3种提取溶剂，并考察了回流提取时

间，最终确定以氯仿回流提取5 h。

3．3 由于样品来源有限，测定份数较少，如果确定

将黄柏内酯作为黄柏的指标性成分之一，还需要进

一步的积累数据。
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