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超声提取:RP-HPLC法测定柴达木枸杞叶中的总黄酮醇苷
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摘 要:建立了超声提取同时测定柴达木枸杞叶中总黄酮醇苷(槲 皮素、山柰

素、异鼠李素)的反相高效液相色谱法。采用正交试验优化了超声提取柴达木

丿枸杞叶中总黄酮醇苷的最佳工艺条件。色谱柱为 PLATISILTM-0DS(9s0× 4.6

mm∶ 5∷ um);流动相为甲醇 -0.3%H3P04溶液 (52:缌 );流速为 1.0ml/而 h;

∶ 检测波长为360nm。 在 sO℃ 时,以 ⒛%乙醇为提取液,料液比 1g:6mL,超声

⒛ min,重复处理2次。槲皮素的线性范围为0.1~1.2ug(r≡ 0· 9999),山柰素

的线性范围为0.1~1.2ug(r=0· 9999),异 鼠李素的线性范围为 0,067~0.8

ug(r=0· 9999),平 均加样回收率分别为 100,4%、 100.2%和 9g.5%。 本方法

适合柴达木枸杞叶中总黄酮醇苷的含量测定,并为柴达木枸杞叶中化学成分的

研究提供了一定的科学依据。

关键词 :柴达木枸杞叶;高 效液相色谱 ;总黄酮醇苷;超声提取 ;含量测定

柴达木枸杞(IJychm hrbamm L.)简 称柴杞 ,

又名青海枸杞 ,其叶为茄科 (So1anaceae)植 物枸杞

的叶,俗称天精草,是一味重要的中药材,具有补虚

益精、清热止渴、养肝叩目之功效 ,丰 治序劳发
殄

、

目赤昏痛、热毒疮肿等疾病
[l刊 。      .

青海柴达木盆地以其独特的自然地理优势,所

产枸杞叶品质较好,是柴达木枸杞的主要产地。枸

杞叶中富含黄酮、甜菜碱以及多种氨摹酸和微晕元

素等,而芦丁、槲皮素等黄酮类化含物是枸杞叶中

含量较高的主要活性物质!4〕 ,具有保护心脑血管 ,

利胆保肝 ,抗癌等多种生物活性
t5·61。

本文采用超

声提取,利用 HPLC对枸杞叶中的黄酮醇苷进行含

量测定,方法简便、快速、准确 ,为枸杞叶中总黄酮

醇苷的含量测定提供一定的科学依据。

1 实验部分

1.1 柴达木枸杞叶原料

枸杞叶于zO10年 6月 采自青海省海西蒙古族

藏族自治州柴达木地区,由 中国科学院西北高原生

物研究所梅丽娟高级工程师鉴定为柴达木枸杞的

叶;将枸杞叶室内阴干,粉碎 ,过 0,38mm筛各用。

1.2 仪器与试剂

认gilent1200LC高 效液相色谱仪(安捷伦科技

有限公司);SK5200HP超声波清洗器(上海科导超

声仪器有限公司);UPT-Ⅱ -10优普超纯水机(成都

超纯科技有限公司);N-1001旋转蒸发仪(上海舜

朗仪綦有限公甸);HH‘ 数显恒温水浴锅(国华电

器有限公司);AGz04电 子分析天平(梅特勒公

司)。

槲皮素(批号:O9∝26,上 海融禾医药科技有

限公司)、 山奈素(批号:O903z,上海融禾医药科

技有限公司)、 异鼠李素(批号:090311,上 海融禾

医药科技有限公司)对瞧品;甲 醇(色谱纯,山 东禹

王试剂公司);蒸馏水 ;超纯水;H3Po∶ (优级纯);

HCl(分析纯),其余试剂均为分析纯。

i.3 实验方法

1.3.1 色谱条件及系统适应性试验 色谱柱 :

PLATIsILTM-0Ds(笏 0× 4· 6m“ ,5um);流 动 相 :

甲醇 -0,3%H3P04溶 液 (52:鲳 );流速:1.0mL/

mh;柱温:30℃ ;检测波长 :360nm;进样 5uL;运

行时间 3O mh;理论塔板数按槲皮素峰计算应不低

基金项目:科技部国家科技支撑计划(2007BA⒕ 5B00)和 中国科学院科技支青项目(092B161211)资助
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1,32 样品溶液制备 称取已过的干燥枸杞叶粉

5g左右,按料液比加人乙醇溶液,浸泡ω min,然

后超声提取 ,趁热过滤,真空减压浓缩,干燥 ,即得

枸杞叶提取物。取枸杞叶提取物适量,精密称定 ,

加甲醇 一犭%HCl溶液(1:4)的混合溶液,超声溶

解置水浴中加热回流⒛ min,迅速冷却至室温,转

移至容量瓶中,用 甲醇稀释至刻度 ,摇匀,滤过 ,取

续滤液 ,即 为样品溶液。

1,3 标准曲线 分别取槲皮素、山柰素、异鼠李

素对照品适量,精密称定,加 甲醇制成每1mL分别

含1∞ ug、 1∞ ug、臼 ug的混合液,作为对照品溶

液。取对照晶混合液 ,分别进样 10≈ 12.O uL,

HPLc硷测。分别以标准品进样量 犭(ug)为横坐

标,峰面积 “mAu)为纵坐标 ,绘制标准曲线,得槲

皮素、山柰素、异鼠李素的回归方程分别为:y=

36置 3.2X + 1.3184, r = 0.9999; y = 4141.1X ~

3.0478,r =0.9999; 氵 △ 3315.9X -4.7838,r =

0.∞ 99。 结果表明 上述 3种 成分进样量分别在

0,1~1.2ug、o,1~1,2ug和 0。 “7~0.8ug范 围

内与峰面积成 良好的线性关系。

1.3∶ 4 色谱行为 取槲皮素、山柰素和异鼠李素

对照品混合溶液及枸杞叶提取物样品溶液,分别在

上述色谱条件下进行测定 ,测定结果见图 1。

5      10     15     20     25
〃lη in

1.3.5 黄酮醇苷含量计算  按样品溶液的制备

方法制备溶液后 ,进行 HPLC测定 ,记录峰面积 ,用

标准曲线分别计算槲皮素、山柰素、异鼠李素的含

量 ,以下式换算成总黄酮醇苷的含量
[7’ :]:总 黄酮

醇苷含量 =(槲皮素含量 +山柰素含量 +异 鼠李

素含量)× 2,51

2 结果与讨论

2.1 正交实验

由于超声提取各因素之间相互交叉影响 ,因 此

5      10     I5     20     25
〃min

图 1 对照品混合液及样品溶液 HPLC

aˉ 对照品混合液;b-样 品溶液;1-槲皮素,?-山柰素,β
-异鼠李素

为全齑考察超声提取法的工艺参数
i9’ l° ],选取乙醇

浓度、超声时间、超声温度和料液比等 4个对提取

枸杞叶中黄酮醇苷含量有影响的主要因素(表 1),

钰用 吒(34)正交实验表(表 2)设计实验。与山柰

素、异鼠李素比较 :枸杞叶中槲皮素含量较高,且槲

皮素含皇测定结果受提取方法的影响比山柰素、异

鼠李素更显著 ,因 此用槲皮素含量进行直观分析。

从表 2中结果分析得到:超声提取各因素对槲

皮素含量影响的主次顺序为乙醇浓度、料液比、超

水平

表 1 因素水平设计

ERl素

A乙醇 ♀/% B超声时间 ∥mln C超声温度 r/℃  D料 液比/(g:mL)
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表 2 L9(34)正交实验结果

试验号
A乙醇

9/%

B超声时间 C超声温度

∥min    r/℃

含量 ,v//%

槲皮素 山柰素  异鼠李素

D料液比

/(g:mL)

l

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

V
k3

R

l

1

l

2

2

2

3

3

3

1 46

1 62

1 74

o.28

l

2

3

1

2

3

l

2

3

1.65

1.60

1 57

0.08

1

2

3

2

3

1

3

1

2

1 60

1.56

1 65

0,09

l

2

3

3

1

2

2

3

I

1.65

1,62

1.55

0.10

1 54

1 42

141

1 56

1 70

1.59

1 85

1~67

1.70

0 083

0 078

0 076

0 084

0~091

o.086

o.102

o 091

o 092

0 039

0 036

0 036

0 039

0 042

o 040

0.049

0 042

0 043

声温度、超声时间,并且最佳的提取工艺条件为

A3D:C3Bl,即 采用 6倍量 ∞%的 乙醇超产提取

⒛ 血n,提取温度控制在 50℃ 。

2.2 提取次数的确定

准确称取 5g样品 ,按最优提取方案进行超声提

取。分别测定提取 1次 、2次、3次、4次提取物水解

液中槲皮素、山柰素和异鼠李素的含量。结果显示

随着提取次数的增加 ,槲皮素、山柰素和异鼠李素的

含量增加量很小 ,从提取效果、节省时间和节约溶剂

及能耗的角度考虑 ,选定提取次数为 2次。

2.3 精密度

精密吸取槲皮素、山柰素和异鼠李素质量浓度

分别为 0.1、 0.1、 0.“7mg/mL的对照品溶液 ,按

上述色谱条件日内连续进样 5次 ,并测定 5d,记录

峰面积 ,计算日内、日间精密度。结果槲皮素、山柰

素和异 鼠李 素 的 日内精 密度 分别 为 0.81%、

0。
gz】 %⒓.0%(n=5);日 间精密度分别为 0.”%,

1.7%、 1.8%(n=5)。

2.4 重复性

取相同样品按优化方案平行提取 5组后测定 ,

测得槲皮素、山柰素和异鼠李素峰面积的 RsD分

别为 1.6%、2.0%、 19%(n=5),表明实验方法的

重复性良好。

2,5 稳定性

取相同样品溶液分别在 0,2,6,8,12,16,zh

按上述色谱条件测定 ,记录色谱图 ,测 定峰面积。

结果表明,槲皮素、山柰素 (异 鼠李素的峰面积稳

定,计算 RSD分别为 1,5%、 1.8%、 1.9%,表明样

品溶液至少在 zzI h内 稳定。

2.6 加样回收率

精密称取已知含量的样品适量 ,精密加入槲皮

素、山柰素、异鼠李素对照品溶液 5mL,按优化提

取方案进行试验,分别测定槲皮素、山柰素和异鼠

李素的含量 ,计算加样回收率 ,如 表 3所示。结果

平均回收率槲皮素为 100.4%(RSp=1.5%,n=
5),山 柰素为 100.24%(RSD=1.95%,n=5),异

鼠李素为99.5%(RSD=2.3%,n〓 5)。

表3 回收率实验结果(n=5)

样品含量  加人量 实测量  回收率

Pm/mg   m/mg  仰/mg    /%

槲皮素

山柰素

1 992

2.021

2.015

2.027

2.046

o,106

o.108

o,108

o.109

0 108

o~0504

o.0505

o 0508

00506

o 0506

o.500

o 500

0.500

o.500

o,500

0.500

0 500

0,500

o 500

0.500

0.333

o 333

0.333

0 333

o 333

2.458     98.60

2.516     99 00

2.521     101.20

2.537     102.00

2.551     101 00

0.609     100.60

o 601     98.60

0.622     102 80

0.615     101 20

o.598     98.00

0.373     96 78

0 377     97 95

o.389    101,46

o.381     99 12

0 391     102.12

异鼠李素
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样品

批次

2.7 样品含量测定

分别称取干燥枸杞叶粉末 3份 ,按
“
2.2” 项下

方法制各样品溶液 ,利用上述色谱条件测定 ,计算

样品溶液中总黄酮醇苷含量 ,结果见表 4。

表4 含量测定结果 (n=3)
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采集地点 海拔/m 总黄酮醇苷

含量/%
[4]

[6]

[10]

l  大风山

2  茶冷口

3  锡铁山

4  德令哈市

5  察尔汗

6  乌兰柯柯镇

7  格尔本市

8  诺木洪农场

9  都兰巴隆乡

10 都兰察汗乌苏镇

3010

2760

3796

3425

2717

2961

2928

2793

3293

3500

4,21

4 48

2,85

4.70

5.43

5.00

6 13

8 35

5.77

6 77
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