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摘要! 建立双波长高效液相色谱法%
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&同时测定模拟氮沉降处理下杜仲
6#7"88-& #-8"-9+3

皮和叶中松脂醇二葡

萄糖苷' 桃叶珊瑚苷' 绿原酸' 京尼平苷酸和京尼平苷等
"

种活性成分含量的方法( 采用
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( 结

果表明$ 松脂醇二葡萄糖苷+ 桃叶珊瑚苷' 绿原酸' 京尼平苷酸' 京尼平苷等在各自的线性范围内与其峰面积积

分值呈良好的线性关系, 整个实验期间! 杜仲皮和叶中
"

种成分含量对施氮处理产生了不同的响应! 且随季节在

变动, 该方法能准确' 快速地对杜仲皮和叶中多种有效成分同时进行测定! 可较好反映浙江高氮沉降区特色名贵

药材杜仲皮和叶中多种有效成分的变化, 图
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杜仲
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又名思仙! 思仲! 木棉等" 是中国特有的贵重中药材和工业提胶原料树种#

杜仲自古便被列为中药上品$ 近代医学进一步研究表明" 它的一些重要次生代谢物如松脂醇二葡萄糖

苷% 绿原酸! 桃叶珊瑚苷和黄酮等具有利胆! 降压! 调节血脂! 抗菌! 抗氧化! 增强免疫力及兴奋中枢

神经系统等多种药理作用&
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$ 杜仲在国内栽培区域大致位于华东% 华中和西南暖温带气候区内 &

"
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" 其分

布区大体上和长江流域相吻合" 而此区域亦是中国氮沉降分布最集中地区$ 目前" 氮沉降对植物光合生

理&
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% 生产力&
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% 营养元素含量&

'!(

'等的影响研究较多" 但大多是以农作物% 经济作物和部分森林树种

或整个森林生态系统为对象" 对药用植物特别是木本药用植物研究较少" 对其药用成分含量影响的研究

更是凤毛麟角$ 此外" 在杜仲活性成分检测分析方面亦有很多报道" 主要是测定杜仲叶中绿原酸或杜仲

皮中松脂醇二葡萄糖苷的含量&

#)!#!

'

" 而同时检测杜仲皮和叶中多种活性成分的研究相对较少$ 为提高浙

江高氮沉降区特色名贵药材杜仲的药性品质" 本研究建立双波长高效液相色谱法(

*+,-

)同时测定模拟

氮沉降处理下的杜仲幼苗皮和叶中
%

种活性成分的质量分数" 这对于增强浙江省道地药材杜仲的国内外

市场竞争力具有十分迫切的必要性和现实意义#
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流动相用乙腈! 甲醇为色谱纯" 其他试剂为分析纯" 均购于临安卡尔生物技术有限公司$ 水为娃哈

哈纯净水$ 松脂醇二葡萄糖苷! 桃叶珊瑚苷! 绿原酸! 京尼平苷酸! 京尼平苷等对照品购于上海金穗生

物科技有限公司 (批号+
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杜仲叶和皮采自浙江省临安市浙江农林大学杜仲幼苗试验大棚$ 采集前" 结合目前杭州地区的氮沉降量
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溶液$ 模拟氮沉降处理后隔
"% G

取叶片和树皮(含对照)带回实验室" 清洗干净"

') #

烘干" 粉碎" 并

用索氏提取法进行预处理" 以除去杜仲胶! 叶绿素等脂溶性成分" 常温避光储藏备用$
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方法与结果
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(检测绿原酸! 京尼平苷酸和京尼平苷)" 以保留时间定性" 峰面积定量$ 此色

谱条件下对照品与供试品分析图谱见图
#
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混合对照品溶液的制备

分别精密称取松脂醇二葡萄糖苷(

+5P

)" 桃叶珊瑚苷(

6Q

)" 绿原酸(
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)" 京尼平苷酸(

P+6

)和京

尼平苷(

P+

)对照品各
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"

"=44

"

%='4

"
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和
4=$ A?

" 置同一容量瓶中" 加体积分数为
%)<

甲醇溶解

并稀释至刻度" 得到松脂醇二葡萄糖苷
)=))4 &4' ?

,

,

!#

" 桃叶珊瑚苷
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,
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"

京尼平苷酸
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,

,
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" 京尼平苷
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,

,

!#混合对照品溶液" 过
)=$% !A

微孔滤膜" 备用$

#"$

供试品溶液的制备

准确称取已除杂的杜仲叶! 皮粉末各
)=% ?

(精确到
)=))# ?

)" 分别置于
%) A,

具塞锥形瓶中" 各加

入
"% A,

体积分数为
&)<

甲醇" 密塞" 称量$ 超声提取
$) AHJ

(功率为
#') .

" 频率为
$) >*R

)" 放冷"

再称量" 用体积分数为
&)<

甲醇补足减失的质量" 滤过$ 滤渣同法再提取
#

遍" 合并
"

次提取液于
%)

A,

容量瓶中" 冷却定容至刻度" 摇匀过
)=$% !A

微孔滤膜" 取续滤液" 即得$
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线性关系的考察

分别精密吸取混合对照品溶液
&

!

$

!

&%

!

!%

!

'%

!

(%

!

#%% !)

进样! 按照 "

!*#

# 项色谱条件测定

峰面积$ 以混合对照品的进样量%

!

!

!+

&为横坐标! 峰面积积分值%

"

&为纵坐标! 进行线性回归! 得回归

方程$ 结果表明
,

松脂醇二葡萄糖苷' 桃叶珊瑚苷' 绿原酸' 京尼平苷酸和京尼平苷进样量与各自色谱

峰面积线性关系良好%表
#

&$

表
$

杜仲中
%

种成分的标准曲线

-./01 & 23.45.65 78691 :; ;<91 7:=>:845? <4 #$%&'()* +,(&,-./

测定成分 回归曲线 相关系数 线性范围
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京尼平苷
"@ & $A& "$&!"A $BC*C "*AAA ( "*""$&#"*$&!"

京尼平苷酸
"@ & $BC "$B!D#E$ $#'*C %*AAB ! %*%$!%#$*!%%%

绿原酸
"@ # CB% E#E!"E! $!C*B %*AAA ( %*%!B%#!*B%%%

桃叶珊瑚苷
"@ CA! C%A!"' $C#*% %*AAB ' %*%'!C#'*!$C%

松脂醇二葡萄糖苷
"$ B %'! %CE!"!A !CC*' %*AAA A %*%%CB#%*C(CB

!&%

精密度试验

精密吸取混合对照品溶液
#% !)

! 按照 "

!*#

( 项色谱条件连续进样
C

次! 记录松脂醇二葡萄糖苷'

桃叶珊瑚苷' 绿原酸' 京尼平苷酸和京尼平苷峰面积! 相对标准误差分别为
#*##F

!

%*ACF

!

#*%BF

!

#*#BF

和
#*%$F

$

!&'

稳定性试验

分别称取杜仲皮' 叶粗粉各
$

份!

%*$ +

)份"#

! 制备供试品溶液$ 分别精密吸取制备好的供试品溶液

图
#

杜仲皮和叶的高效液相色谱图
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松脂醇二葡萄糖苷的加样回收率试验结果!
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$%&'( " )(*+',* -. /(0-1(/2 ,(*,* -. 345

!

!!6

"

编号 取样量
78

样品质量
798

加入量
798

测得量
798

回收率
7:

平均回收率
7:

相对标准误差
7:

# ;<"== # ;<""> 6 ;<!;# ? ;<=!# ! >><>># !

" ;<"=" ! ;<""? # ;<!;# ? ;<="! # >?<=;! ;

! ;<"@> > ;<""@ > ;<!;# ? ;<="! ? >A<?;6 # >A<?; "<;>

@ ;<"@> ! ;<""@ @ ;<!;# ? ;<=!; > #;"<#=" ?

= ;<"=; 6 ;<""= = ;<!;# ? ;<=#> > >6<?@= 6

6 ;<"=; A ;<""= ? ;<!;# ? ;<="; > >?<### =

表
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桃叶珊瑚苷的加样回收率试验结果!
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"

$%&'( ! )(*+',* -. /(0-1(/2 ,(*,* -. BC

!

!!6

"

编号 取样量
78

样品质量
798

加入量
798

测得量
798

回收率
7:

平均回收率
7:

相对标准误差
7:

# ;<"== # 6<6A! ! 6<==; ; #!<#;A A >A<#!" @

" ;<"=" ! 6<6#; ! 6<==; ; #!<;?? ? >A<?=# ;

! ;<"@> > 6<=@? @ 6<==; ; #!<;#; A >A<6?? 6 >><6= #<>@

@ ;<"@> ! 6<=!# ? 6<==; ; #!<#A# = #;#<="A 6

= ;<"=; 6 6<=6= ? 6<==; ; #!<"AA " #;"<6"? ;

6 ;<"=; A 6<=?# ; 6<==; ; #!<;;# " >A<#?? @

表
$

绿原酸的加样回收率试验结果!
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"

$%&'( @ )(*+',* -. /(0-1(/2 ,(*,* -. DB

!

!!6

"

编号 取样量
78

样品质量
798

加入量
798

测得量
798

回收率
7:

平均回收率
7:

相对标准误差
7:

# ;<"== # #<!;# ; #<""; = "<=6; # #;"<>66 "

" ;<"=" ! #<"A6 ? #<""; = "<==6 # #;!<?>A ;

! ;<"@> > #<"?@ = #<""; = "<@># # >><6>@ A #;#<"" #<A#

@ ;<"@> ! #<"?# @ #<""; = "<=#; " #;#<@!? ;

= ;<"=; 6 #<"?A # #<""; = "<@># = >><@@? 6

6 ;<"=; A #<"?> # #<""; = "<@>A > >><>@6 A

"; !E

# 在
;

#

!

#

6

#

>

#

#"

#

#=

#

"@ F

各进样
#

次# 测定各成分峰面积$ 计算得杜仲皮中松脂醇二葡萄

糖苷% 桃叶珊瑚苷% 绿原酸% 京尼平苷酸和京尼平苷的相对标准误差分别为
#<#A:

#

#<"!:

#

#<"?:

#

#<!>:

和
#<?=:

& 杜仲叶中桃叶珊瑚苷% 绿原酸% 京尼平苷酸的相对标准误差分别为
#<6=:

#

#<!":

#

#<??:

$ 结果表明' 供试品溶液中各成分在
"@ F

内稳定$

%&'

重复性试验

分别称取杜仲皮% 叶粗粉各
=

份#

;<"= 8

(份"#

# 制备供试品溶液# 进样测定$ 计算得杜仲皮中松脂

醇二葡萄糖苷% 桃叶珊瑚苷% 绿原酸% 京尼平苷酸和京尼平苷质量分数的相对标准误差分别为'

#<?6:

#

#<6>:

#

#<AA:

#

#<>":

#

#<6?:

& 杜仲叶中桃叶珊瑚苷% 绿原酸% 京尼平苷酸质量分数的相对标准误差

分别为'

"<;":

#

#<>A:

#

#<A?:

$ 结果表明' 该方法重复性较好!

!!6

"$

!&(

加样回收率试

精密称取
;<"= 8

已测定的杜仲皮样品粉末
6

份# 每份分别加入混合对照品溶液适量# 制备供试品溶

液# 进样测定# 计算回收率$ 对于超过线性范围的样品# 先稀释一定倍数后再测定$ 结果见表
"G6

$

%&)

样品测定

取
6

批
";#!

年
="#;

月对照!

0H

"

I

低氮!

EJ

"和中氮!

KJ

"处理水平下的杜仲叶% 皮样品# 依 )

"<!

*

项制备供试品溶液# 利用 )

"<#

* 项得到的双波长
#

梯度洗脱模式
L3ED

法对松脂醇二葡萄糖苷!

345

"

M

桃

叶珊瑚苷!

BC

"

M

绿原酸!

DB

"

M

京尼平苷酸!

53B

"和京尼平苷!

53

"的质量分数进行测定分析# 结果见图
"

和图
!

$ 结果显示
N

氮沉降处理对杜仲皮和叶中松脂醇二葡萄糖苷% 绿原酸% 京尼平苷酸% 京尼平苷和

桃叶珊瑚苷质量分数的影响不尽相同# 且不同月份呈现出不同的变化规律$

哀建国等' 双波长
L3ED

同时测定氮沉降处理下杜仲皮和叶中的
=

种成分
6!
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表
!

京尼平苷酸的加样回收率试验结果!

!!"

"

&'()* $ +*,-)., /0 1*2/3*14 .*,., /0 567

!

!!8

"

编号 取样量
9:

样品质量
9;:

加入量
9;:

测得量
9;:

回收率
9<

平均回收率
9<

相对标准误差
9<

= %>!$$ = ?>!@$ @ ?>=%8 ? =A>$%% % =%=>BB= A

! %>!$! B ?>!=$ C ?>=%8 ? =A>!=B B @C>AC8 @

B %>!A@ @ ?>=A? = ?>=%8 ? =A>=%= = @?>C8! @ =%%>=% =>C?

A %>!A@ B ?>=B% % ?>=%8 ? =A>B@C @ =%!>!?$ !

$ %>!$% 8 ?>=8? ! ?>=%8 ? =A>!%% @ @C>@C! %

8 %>!$% C ?>=?! @ ?>=%8 ? =A>B@C ! =%=>8$B ?

表
"

京尼平苷的加样回收率试验结果!

!!"

"

&'()* 8 +*,-)., /0 1*2/3*14 .*,., /0 56

!

!!8

"

编号 取样量
9:

样品质量
9;:

加入量
9;:

测得量
9;:

回收率
9<

平均回收率
9<

相对标准误差
9<

= %>!$$ = %>8B? C %>?%! % =>B!? C @C>=!8 !

! %>!$! B %>8B% C %>?%! % =>B!% ! @C>%=% B

B %>!A@ @ %>8!A C %>?%! % =>B=C C @C>?!? $ @@>!@ !>=$

A %>!A@ B %>8!B B %>?%! % =>B=% @ @?>8@? 8

$ %>!$% 8 %>8!8 $ %>?%! % =>BA@ C =%B>B@@ C

8 %>!$% C %>8!? % %>?%! % =>B!? $ @@>?8% C

图
!

不同模拟氮沉降对杜仲皮中
$

种成分质量分数的影响比较

DE:-1* ! F/G.*G. 2/;H'1E,/G, /0 .I* $ 2/;H/-GJ, EG .I* ('1K /0 "#$%&&'( #'&%')*+ -GJ*1 ,E;-)'.*J *LH*1E;*G. /0 GE.1/:*G J*H/,E.E/G

图
B

不同模拟氮沉降对杜仲叶中
B

种成分质量分数的影响比较

DE:-1* B F/G.*G. 2/;H'1E,/G, /0 .I* B 2/;H/-GJ, EG .I* )*'3*, /0 ,#-%&&'( #'&%')*+ -GJ*1 ,E;-)'.*J *LH*1E;*G. /0 GE.1/:*G J*H/,E.E/G

8A
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期

!

讨论

!"#

检测波长的选择

实验前对对照品溶液作紫外
!

可见全波段!

"$$%&$$ '(

"扫描# 松脂醇二葡萄糖苷和桃叶珊瑚苷在
"$!

'(

附近有最大吸收$ 该波长下
"

种成分具有较高的响应值和较好的分离效果% 绿原酸在
"&$ '(

和
!"&

'(

$ 京尼平苷酸和京尼平苷在
"&$ '(

处有较强的紫外吸收$ 低于
"&$ '(

波长时$

!

种成分吸收峰小$

分析准确性较差$ 但松脂醇二葡萄糖苷和桃叶珊瑚苷在波长大于
"&$ '(

后基本无吸收峰# 因此$ 本研

究采用
)*)

检测器$ 设定
"$! '(

和
"&$ '(

双波长进行检测$ 使
+

种成分都能在所测波长处有较大吸

收$ 这比单波长测定法更为准确$ 且稳定快$ 干扰小#

!"$

流动相梯度的选择

等度洗脱时$ 桃叶珊瑚苷和京尼平苷酸完全重叠$ 无法分开$ 且出峰时间太早$ 不利于样品中各成

分的分离$ 故采用梯度洗脱# 通过对几种洗脱梯度的比较$ 最终确定 &

",#

' 节中的洗脱程序$ 结果可

以实现混合标样中
+

种成分的较好分离# 此外$ 从峰形上考虑$ 该梯度下检测获得的色谱峰没有前伸和

拖尾现象$ 且峰形尖锐$ 可提高杜仲有效成分的保留$ 改善色谱分离效果# 最终测得松脂醇二葡萄糖

苷( 桃叶珊瑚苷( 绿原酸( 京尼平苷酸和京尼平苷的保留时间分别为
!$,+$

$

&,!+

$

#",-$

$

+,!$

和
"$,$$

(.'

#

!%!

模拟氮沉降对杜仲主要药用成分的影响

对不同月份不同模拟氮沉降处理过的受试杜仲苗进行分析$ 发现皮和叶中各有效成分在不同月份各

施氮处理间差异较大# 整个研究期间$ 皮中松脂醇二葡萄糖苷( 桃叶珊瑚苷( 绿原酸( 京尼平苷酸和京

尼平苷等的质量分数在低氮组中相对较高$ 中氮组中则表现出初期抑制$ 中后期促进的变化规律# 推测

可能因为低浓度的氮沉降促进了杜仲生长$ 起到了一定的 &施肥效应'% 而中浓度的氮沉降早期对杜仲

具有抑制作用$ 但随着时间的推移$ 杜仲对逆境胁迫表现出了一定的适应性和承受力# 施氮处理对皮中

桃叶珊瑚苷影响很大$ 低氮组在初期就已经表现出抑制作用$ 后期施氮处理有助于其含量的积累# 杜仲

叶中桃叶珊瑚苷( 绿原酸( 京尼平苷酸等质量分数对施氮处理较皮敏感# 在植物叶片生长的整个时期$

低氮和中氮实验组中
!

种成分基本都受到不同程度的胁迫$ 且随着氮沉降浓度增大而加强# 但在中期$

中氮处理对叶中桃叶珊瑚苷( 绿原酸( 京尼平苷酸质量分数的积累有促进作用$ 中氮组中
!

种成分质量

分数最高#

本研究首次采用双波长高效液相色谱法对模拟氮沉降处理下的
#

年生杜仲苗皮和叶中松脂醇二葡萄

糖苷( 桃叶珊瑚苷( 绿原酸( 京尼平苷酸和京尼平苷等的质量分数进行测定$ 并进一步对其不同月份不

同处理间的变化规律做了分析比较$ 发现在不同程度模拟氮沉降处理下$ 皮和叶中
+

种成分质量分数对

施氮处理产生了不同的响应$ 且随季节在变动# 研究全球环境变化背景下氮沉降对浙江省特色名贵药材

杜仲药性品质的影响是本研究的一大特色$ 这对于提高浙江高氮沉降区道地药材杜仲的药性品质及市场

竞争力具有十分迫切的必要性和现实意义# 本方法的建立也可作为杜仲药材质量控制标准的有效补充#
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