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RP—HPLC法同时测定沙地柏中3种鬼臼毒素类化合物的含量
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摘要：用RP—HPLC法同时测定了沙地柏3种鬼臼类化合物(鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦鬼臼

毒素)的含量。采用YMC C18反相柱，甲醇：水(55：45)为流动相，紫外检测波长为290 nm，鬼臼毒

素和脱氧鬼臼毒素在62．50～1 000．00 pg／mL范围内的线性方程分别为：Y一(3．502 4+

252．122 lX)×10一，Y一(3．580 5+621．046 8X)×10一；相关系数为r=0．999 9和0．999 2；回收

率分别为100．932％(鼢D=I．388％)和98．968％(船D一1．108％)；苦鬼臼毒素在6．25一--100．00

ug／mL范围内的线性方程为：y一(4．781 8+6369．768 OX)×10一，相关系数r一0．999 6，回收率

为100．110％(RSD=I．344％)。沙地柏叶中的鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦鬼臼毒素含量分别为

3．894、3．345、0．427 mg／g，茎中的含量分别为2．225、1．829、0．241 mg／g；超临界流体萃取沙地柏

叶中的3种化合物含量分别为2．327、2．116、0．191 mg／g，茎中的含量分别为1．784、1．446、0．108

mg／g。该方法步骤简便，结果准确，分析速度快。
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Abstract：A RP—HPLC method was developed for the simultaneous determination of podophyUotoxin，de-

oxypodophyllotoxin and picropodophyllotoxin in Sabina vulgaris．The chromatographic system consisted

of ODS column and mobile phase of methanol—water(55；45)；flow rate：1 mL／min；detection wavelength

：290 nlTl linear ranges of podophyllotoxin and deoxypodophyllotoxin were 62．50"--1 000．00 pg／mL，the re—

gression equation were y一(3．502 496+252．122 1X)X IO一6 and y一(3．580 590+621．046 8X)×10一re—

spectively；r were 0．999 9 and 0．999 2；the recovery rate were i00．932％(RSD----1．388％)and 98．986％

(RSD一1．108％)respectively．The linear range of picropodophyllotoxin was 6．25～100．00卜g／mL，the

regression equation was y一(4．781 883+6369．768 X)×10一，r=0．999 6，recovery rate was 100．110％

(硒D一1．344％)．The contents of three compounds were 3．894 mg／g，3．345 mg／g and 0．427 mg／g re—

spectively in extracts with Soxhlet extraction from the leaves，and 2．225 mg／g，1．829 mg／g and 0．241

mg／g respectively from the stems．In extracts with SFE—COz，the content of three compounds were 2．327

mg／g，2．116 mg／g，0．191 mg／g respectively from the 1eaves，and 1．784 mg／g，1．446 mg／g and 0．108 mg／

g respectively from the stems．The method developed is simple，accurate，and rapid．
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沙地柏(Sabina vulgar'is)属柏科圆柏属常绿匍

匐灌木，少数为乔木，又称叉子圆柏、新疆圆柏、爬地

柏等E1|。该植物为一味传统中草药，对其化学成分研

究表明，沙地柏中含有木脂素类、萜类、香豆素等类

物质，其中鬼臼毒素类化合物是其重要药用成

分[2’。I。对鬼臼毒素类化合物的化学和药理研究已有

100余年历史，并且成功开发出etoposide(vPl6)、

teniposide(VM26)和etopophos等多个临床应用的

抗癌药物，因而受到人们的极大关注[4I。张兴[5]等首

次报道了沙地柏的杀虫作用，并进一步证实鬼臼毒

素类化合物是其重要杀虫活性成分[6|。由于鬼臼类

人工半合成药物需求量的大幅增加，其主要供源植

物鬼臼属植物已成为濒危物种[7]。因此，开发包括沙

地柏这种体内富含鬼臼类化合物的植物具有重要的

意义，而对其体内鬼臼毒素类化合物的定量分析方

法亟待建立。

鬼臼毒素的定量分析方法有变色酸法[8]、羟胺

一三氯化铁法[9l、薄层扫描法[10]等，目前以高效液

相色谱法(HPLC)为主。程俊侠[11]、王继栋[挖3等采

用了HPLC法分别对沙地柏中鬼臼毒素和脱氧鬼

臼毒素的含量进行了定量分析。本研究建立了一种

同时测定沙地柏中鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦鬼

臼毒素3种鬼臼毒素类化合物含量的RP-．HPLC

法，并用此法对沙地柏茎和叶的超临界流体和索氏

提取法提取产物进行了定量分析。

1 材料与方法

1．1材料

沙地柏植物样品于2005年5月采集于陕西榆

林大保当臭柏自然保护区。鬼臼毒素(poaophylb—

toxin)、脱氧鬼臼毒素(deoxypodophyllotoxin)、苦

鬼臼毒素(picropodophyllotoxin)标准品(纯度大于

95％，由西北农林科技大学无公害农药研究服务中

心从沙地柏中分离提纯得到，并经兰州大学田暄教

授确认其化学结构。

仪器：高效液相色谱系统：Watersa：M600型高效

液相色谱，采用watersm 996型二极管阵列紫外检

测器，并配有Waters公司的工作站软件系统。

超临界流体萃取系统：ISCOⅢ2—10萃取仪，

260D柱塞泵及泵控仪，2 mL／min同轴加温限流管

及其控制仪。

1．2方法

1．2．1对照品溶液的制备分别称取一定量的鬼

臼毒素、脱氧鬼臼毒素、苦鬼臼毒素标准品，加甲醇

定容于10 mL容量瓶中，配制成浓度分别为62．50、

125．00、250．00、500．00、1 000，00 mg／L的鬼臼毒

素、脱氧鬼臼毒素的标准溶液，苦鬼臼毒素标准溶液

的浓度分别为6．25、12．50、25．00、50．00、100．00

mg／L。

1．2．2样品溶液的提取制备将沙地柏样品于

60V烘箱中烘干，粉碎，过30目筛，分别按以下2种

方法提取：(1)索氏法提取：称取沙地柏叶样品5．0

g，用滤纸包好后置索氏提取器中，加入氯仿适量，热

回流提取至无色，减压浓缩至浸膏状，用甲醇定容于

50 n儿容量瓶中。(2)超临界CO：萃取：上样量I．0

g，萃取压力41．37 MPa，萃取温度45。C，静态萃取

15 min，然后动态萃取，CO。,用量30 mL，氯仿接收，

并用甲醇定容于10 mL容量瓶中。

1，2。3 液相色谱条件色谱柱：YMC—C。。反相柱

(4．6 mmX250 n'lIn，5脚)；流动相为甲醇：水=55
：45(v／v)；流速1．0 mL／min；检测波长为290

nm；进样量5"L。

2 结果与分析

2．1色谱条件的选择

分别对不同比例甲醇一水流动相条件下的分离

效果进行了考察，当甲醇体积分数大于55％时，目

的组分出峰时间较短，各峰重叠，干扰分析；当甲醇

体积分数小于55％时，尽管各个目的组分能彻底分

开，但峰形展宽严重，故选择甲醇：水=55：45(V／

y)作为流动相。3种物质在217 nm和290 nm均有

特征吸收，但此处有吸收的成分比较多，基线也不够

平稳，故本研究选用290 nm作为检测波长。

2．2标准曲线的建立

3种标准品配制的对照品溶液，分别进行RP—

HPLC分析测定，以峰面积y为纵坐标，标准品浓

度x为横坐标进行线性回归(表1)。3种化合物的

回归方程在线性范围内相关系数均达0．999 0以

上，线性关系良好。

2．3稳定性实验

取沙地柏叶的索氏提取样品溶液，每隔2 h测

定1次，计算鬼臼毒素峰面积平均值为1 373 556

(RSD一1．013％)，脱氧鬼臼毒素峰面积平均值为

i 222 678(RSD=1．296％)，苦鬼臼毒素峰面积平

均值为20 602(船D=1．212％)，供试品溶液在24
h内基本稳定。
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2．4精密度实验

取同～对照品溶液，重复进样6次，}贝0定色谱分

析方法的精密度(表2)，3种化合物的精密度均在

2％以下，表明仪器精密度良好，测得数据准确可靠。

2．5加样回收实验

精密称取已测含量的沙地柏样品3份，加入一

定量的标准品，按照供试液的制备方法进行处理，计

算回收率(表3)。3种化合物的回收率均达98％以

上，回收效果良好。

表2 3种化合物的精密度

Table 2 Precision of the three compounds

表3 3种化合物的加样回收率

Table 3 Recoveries of the three compounds

2．6样品含量测定 高，叶中含量为3．894 mg／g，苦鬼臼毒素含量最低，

按1．2．2样品制备方法，测定提取液中3种鬼 叶中的含量仅为0．427 mg／g。2种提取方法中，索

臼类化合物的含量(表4)，3种化合物在沙地柏叶片 氏提取法的提取率较高。标准品和样品的色谱图见

中的含量均高于茎中的含量，其中鬼臼毒素含量最 图1和图2。

表4沙地柏茎叶样品的C02超临界提取物与索氏法提取物中3种化合物的含量

Table 4 The contents of the three compounds in extracts with SFE—COz

and Soxhlet extraction from the leaves and stems of S．vulgarls ／(mg·g-1)
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图1标准品的HPLC图谱 图2样品的HPLC图谱
Fig 1 Chromatogram of standards Fig 2 Chromatogram of sample

注；a为苦鬼臼毒素，b为鬼臼毒素，C为脱氧鬼臼毒素，标准品三者混合比例为a；b：C一1；10；10；图2为沙地柏叶超临界萃取物的

HPLC图谱。

3 结论与讨论

实验发现，超临界萃取法的提取率较经典的索

氏提取法的提取率要低，主要原因可能是萃取条件

不是最优化条件，压力、温度和CO。用量这3个主

要影响因素的组合不是最优组合。可通过设计正交

试验，确定最优化组合，还可通过加入夹带剂以提高

萃取率。鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦鬼臼毒素在沙

地柏中的含量比例不同，鬼臼毒素含量最高，苦鬼臼

毒素含量最低；在不同器官中分布也不同，叶中的含

量要高于茎中的含量。

实验结果表明，采用本研究建立的RP-I-IPLC

分析测定条件，鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦鬼臼毒

素均具有良好的线性关系和分离度，而且样品中的

大部分色谱峰均得到有效的分离，可用于检测多种

提取方法制备液中的鬼臼毒素、脱氧鬼臼毒素和苦

鬼臼毒素含量。
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