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流动相比较了采用乙腈分别与磷酸盐缓冲液、

水、酸水的组合，发现以磷酸盐缓冲液与乙腈的组合

相邻峰的分离度好，缓冲溶液pH值稳定，出峰的重

现性好。采用梯度洗脱，保留时间恰当，分离效果理

想。265 nm波长检测，待测成分吸收强，能运用于更

广范围的包含知母黄柏药对方剂的质量检测。

测定结果显示，用商品药材自制不同批次药对

之间新芒果苷、芒果苷和盐酸小檗碱的量存在一定

的差异，主要与商品药材的质量差异、干燥程度相

关。但从不同批次的药对提取与单味药材提取来看，

两药材按1：1组合成药对用甲醇水溶液提取能一

定程度促进新芒果苷、芒果苷和盐酸小檗碱的析出，

特别能增加芒果苷的提取率。提示知母黄柏药对临

床应用不仅有其中医理论的基础，在化学物质有效

成分的溶出上也有相互促进的作用，为更深入的研

究药理配伍机制提供数据。
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RP—HPLC法测定桑叶中Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素

孙红，车庆明+，孟繁敏

(北京大学药学院，北京100083)

桑叶是桑科植物桑Morus alba L．的干燥叶，

性寒，味甘、苦，归肺、肝经。桑叶始载于《神农本草

经》。《本草纲目》记载：“桑叶乃手足阳明之药，汁煎

代茗，能止消渴，明目长发”。桑叶中的多糖、生物碱、

黄酮、氨基酸等有不同程度的降糖作用，其中生物碱

为主要降糖活性成分[1．2|。Asano等口1从桑叶中分离

出6种氮杂糖类生物碱，并确定其结构；Kimura

等[41观察了以上6种生物碱对链脲佐菌素引起的糖

尿病小鼠的降糖作用，结果N一甲基一1一脱氧野尻霉

素、GAL—DNJ、fagomnine可显著降低血糖。桑叶为

《中国药典)>2005年版品种之一，全国各地分布广

泛，为保证药用桑叶质量，有效成分的监测十分重

要。对桑叶中生物碱类成分的测定研究有文献报道

采用高效液相一柱前衍生化荧光检测法[51和高效液

相一蒸发光散射检测法[61测定桑叶中1一脱氧野尻霉

素。本实验采用HPLC法测定桑叶中Ⅳ一甲基一1一脱

氧野尻霉素，结果表明该法稳定、重现性好，回收率

高，是检测N一甲基一1一脱氧野尻霉素的有效方法。

1实验材料

岛津SPD一10A型高效液相色谱仪；LC一

10AD紫外检测器；CBM一10A泵；KQ一500 DB型

数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；旋

转蒸发仪(上海申生科技有限公司)。

桑叶产于河北、湖南、浙江、安徽，分别购自北京

各大药房，经北京大学药学院艾铁民教授鉴定为桑

M．alba L．的干燥叶；N一甲基一1一脱氧野尻霉素对照

晶为本实验室自制，经1H—NMR和13C—NMR鉴定结

构，与文献报道[7]一致，质量分数为98％以上。

乙腈为色谱级，磷酸二氢钠和磷酸氢二钠为分

析级，732型阳离子交换树脂和704型阴离子交换

树脂(Jc海树脂厂)。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Prontosil C18柱(250 1T11TI×

4．6 mm，5肛m)；流动相：pH 8．5的磷酸盐缓冲液一
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乙腈(100：2)；检测波长：203 rim；柱温：45。C；体积

流量：0．6 mL／min；进样体积：20 pL。在此色谱条件

下所得HPLC色谱图见图1。

t／min

1一N～甲基1一脱氧野尻霉素

1一N-methyl一1一deoxyno面rimycin

图1 N一甲基一1一脱氧野尻霉素对照品(A)和桑叶(B)的

HPLC色谱图

Fig．1 HPLC Chromatograms of N—methyl一1一

deoxynojirimycin reference substance

(A)and M．aiba leaves(B)

2．2对照品溶液制备：精密称取N一甲基一1一脱氧野

尻霉素对照品9．7 mg，置50 mL量瓶中，加流动相

至刻度，摇匀，作为对照品溶液储备液。

2．3供试品溶液制备：取桑叶粉末10 g(过60目

筛)，加100 mL去离子水煎煮提取3次，每次2 h，

提取液合并，浓缩至50 mL，加入150 mL工业乙

醇，充分振摇，静置过夜，滤除沉淀，滤液浓缩至干，

加水3 rnL溶解，用1 mol／L HCl调pH值至2后过

732型阳离子交换树脂(15 cm×1．5 cm)，水洗60

mL后，用0．5 mol／L氨水洗脱70 mL，洗脱液浓缩

至1 mL，用1 mol／L NaOH调pH值至10后再过

704型阴离子交换树脂柱(15 C1TI×1．5 era)，水洗脱

50 mL，收集洗脱液，浓缩至干，置25 mL量瓶中，加

流动相至刻度，摇匀，作为供试品溶液。用0．45肛m

微孔滤膜滤过后进样。

2．4方法学考察

2．4．1 线性范围：分别精密吸取Ⅳ一甲基一1一脱氧野

尻霉素对照品贮备液适量，加流动相稀释成19．4、

38．8、58．2、87．3、116、194弘g／mL溶液，过0．45肛m

微孑L滤膜，备用。精密吸取Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素

对照品溶液20弘L进样测定。以峰面积为纵坐标，质

量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程：Y一

38 576 X～65 765，r一0．999 3，结果表明Ⅳ一甲基一

1一脱氧野尻霉素在19．4～194 gg／mL与峰面积线

性关系良好。

2．4．2精密度试验：精密吸取Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻

霉素对照品溶液20弘L，重复进样6次，测定峰面

积，计算得RSD为1．51％。

2．4．3 重现性试验：取同一批样品(安徽)6份，制

备供试品溶液，进样测定，计算Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻

霉素的质量分数，结果其RSD为1．94％。

2．4．4稳定性试验：取同一份样品(安徽)，制备供

试品溶液，分别于0、2、4、8、12、24 h进样20肛L，测

定N一甲基一1一脱氧野尻霉素的峰面积，计算得其

RSD为1．77％。结果表明供试品溶液至少在24 h

内稳定。

2．4．5加样回收率试验：取安徽产桑叶9份，分别

精密加入Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素对照品0．6、1．2、

1．8 mg，制备供试品溶液，进样测定，计算得其平均

回收率为96．0％，RSD为2．17％。

2．5样品的测定：取各地产桑叶，制备供试品溶液，

进样10 pL，测定Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素峰面积，

采用标准曲线法计算样品中Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉

素的质量分数，结果见表1。结果表明安徽产桑叶中

Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素的量较低，而浙江产桑叶中

有效成分的量较高。虽然品种相同，但由于产地不

同，其生物碱的量差异较显著。

表1 不同产地桑叶中Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素的

测定结果(再一3)

Table 1 Determination of N—-methyl--1—-deoxynojirimycin

in M．alba leaves from various habitats(挖一3)

产地 Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素／(肛g·g-1)

安徽

河北

湖南

浙江

3讨论

在190～400 nmN一甲基一1一脱氧野尻霉素紫外扫

描图谱显示，194 nm处有最大吸收，并且在190～

210 nm时波长越长噪音越小，但灵敏度也下降。为

了保持一定的吸光度和合适的灵敏度，实验选择

203 nm为检测波长。

用乙腈作为有机相，可减少紫外末端吸收的干

扰，因此本实验对色谱条件进行了优化，比较了不同

pH值的流动相对分离度的影响。结果表明，pH 8．5

的磷酸盐缓冲液一乙腈(100：2)作为流动相可以将

Ⅳ一甲基一l一脱氧野尻霉素与其他成分很好地分离，同

时加入磷酸盐缓冲液可以改善峰形。

由于紫外检测波长为203 nm，杂质干扰严重，

因此本实验采用离子交换树脂法对样品进行前处

理，效果显著。
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正交试验优选垂盆草的提取工艺研究

李群力1，蒋晓萌扩，许玲玲1，麻佳蕾1

(1．金华学院医学院，浙江金华321007；2．天津尖峰天然产物研究开发有限公司，天津300457)

垂盆草系景天科植物垂盆草Sedum sarmento～

sum Bunge的新鲜或干燥的全草，味甘、淡、性凉，具

有清热解毒、利尿消肿、排脓生肌之效。垂盆草主要

含有糖类、黄酮类叫、生物碱类嘲、氰苷类成分‘引。垂

盆草具有抑制炎性渗出，减少肝细胞损伤的作用，能

显著降低肝炎患者血清谷丙转氨酶[4~6]，临床广泛

用于急性肝炎、迁移性肝炎及慢性肝炎活动期的治

疗。目前临床应用的垂盆草制剂如冲剂、颗粒剂、片

剂等中有效成分的量差别很大口’8]。因此本实验考察

了垂盆草的提取工艺，以异鼠李素为指标，采用正交

试验法优选最佳提取工艺，提高其提取率。

1材料与仪器

垂盆草药材由杭州惠远实业有限公司提供，批

号060331，吴远文鉴定为垂盆草S．sarmentosum

Bunge干燥的全草，乙醇(化学纯)，甲醇、磷酸(分析

纯)，异鼠李素对照品(中国药品生物制品检定所，批

号110860—200407)。

1004型电子天平(上海天平仪器厂)，高速药材

粉碎机(浙江金华华盛实业有限公司)，BC--R501

旋转蒸发器(上海贝凯生物化工设备有限公司)，

Waters2487高效液相色谱仪，附有2487紫外分光

检测器，Breeze色谱工作站，20弘L自动进样阀。

2方法与结果

2．1样品中异鼠李素的HPLC法测定凹]

2．1．1 色谱条件：Diamonsil C18(150 mm×4．6

mm，5弘m)；流动相为甲醇一0．4％磷酸(55：45)；体

积流量：1．0 mL／min；检测波长：360 nm；灵敏度：

0．5 AUFS；进样体积：20弘L。理论塔板数以异鼠李

素计不低于5 000。

2．1．2对照品溶液的制备：精密称取异鼠李素对

照品约14．1 mg，置于250 mL量瓶中，加甲醇溶解，

并加至刻度，摇匀，备用，作为储备液。精密吸取储备

液6 mL，置于25 mL量瓶中，用流动相稀释成13．5

pg／mL的异鼠李素对照品溶液。

2．1．3 供试品溶液的制备：精密称取0．4 g干浸

膏，加入甲醇20 mL和50％盐酸5 mL，加热回流

1．5 h，滤过，滤液以0．45弘m微孔滤膜滤过，置50

mL量瓶中，用甲醇溶解并加至刻度，即得。

2．1．4标准曲线的制备：精密量取异鼠李素对照品

储备液，用流动相稀释为2．82、5．64、11．28、14．10、

22．56、28．20 jug／mL溶液，分别进样20吐，测定。
以峰面积对质量浓度绘制标准曲线，回归得回归方

程Y一862 034 X一245 120，r=0．999 8，结果表明

异鼠李素在2．82～28．20 t-g／mL线性关系良好。

2．1．5测定：分别精密吸取异鼠李素对照品溶液和

供试品溶液各20肛L，注入液相色谱仪，测定峰面

积，按外标法计算，即得。

2．2提取溶剂的选择：垂盆草中包括水溶性和脂溶

性的有效成分[8]，故提取溶剂以一定体积分数的乙

醇较宜。

2．3 因素水平的选择：天然药物有效成分提取中，

提取时间、溶剂倍量和提取次数是决定提取率的重

要因素。在单因素筛选的基础上，试验拟按4个因素

3个水平安排，见表1。
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