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摘要# 目的!采用固相萃取)高效液相色谱 "HC5)OCEM# 法测定三尖杉:016$&53$J@>#523@"0(O??K$‘$中的三尖杉酯碱
和高三尖杉酯碱’ 方法!三尖杉 *&!乙醇提取液的分析采用迪马 F876?B84M"/色谱柱 "#%& 66u@V’ 66& % %6#$ 流
动相为乙腈 j水 "含 &V" :十二烷基磺酸钠和 &V"!磷酸& @# j%/#& 等度洗脱$ 体积流量为 &V% 6EJ68B$ 检测波长为
#*" B6’ 结果!三尖杉酯碱( 高三尖杉酯碱在 #V@/ d@*V’&( #V%" d%&V#& %:J6E范围内线性关系良好& 平均回收率
""i%# 分别为 *%V@!( *%V"!& PHF分别为 "V/(!( "V*"!’ 两种成分的含有量在茎中最高& 而在叶中最低’ 结论
!该方法可用于测定该植物中的三尖杉酯碱和高三尖杉酯碱& 效果理想’
关键词! 三尖杉$ 三尖杉酯碱$ 高三尖杉酯碱$ HC5)OCEM
中图分类号! P#/@V"!!!!!文献标志码! 1!!!!!文章编号! "&&")"%#/"#&"’#&%)"&0&)&@
!"#!"&V(*’*JX$8YYB$"&&")"%#/V#&"’V&%V&##

?&*&(%#/)*#"/",2)((#/P*"/#/&)/!2"%"2)((#/P*"/#/&#/?5A=(0;7(+%".;87%,5#
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!!三尖杉属隶属于三尖杉科裸子植物& 该科仅
三尖杉 " 属 * 种& 产于亚洲东部至南亚次大陆&
在我国分布最为集中)"+ ’ 三尖杉酯碱 "O2# 和
高三尖杉酯碱 "OO2# 是从三尖杉 :016$&53$J@>
#523@"0(O??K$‘$中分离出的具有抗肿瘤活性的生
物碱& 其中后者对人早幼粒白血病细胞 OE)’& 有
较强的细胞毒性)#)%+ & 过去 (& 年被广泛用于急
性( 慢性粒细胞性白血病的治疗& 取得了较好的
效果)’)/+ $ 前者对 OE)’& 和人白血病细胞 R%’# 也
具有凋亡作用)*)"&+ ’ 目前& 这两种成分主要从三
尖杉属植物中分得& 而海南粗榧内生真菌细极链
格孢 MO"(&0 发酵后也可得到高三尖杉酯碱)""+ ’
生物样品中& 高三尖杉酯碱的含有量主要通过
OCEM法进行测定)"#)"(+ & 而三尖杉酯碱与其结构
非常相似& 但尚无同时测定这两种成分的文献报
道’ 本实验通过固相萃取方法对三尖杉酯碱和高
三尖杉酯碱进行富集& 然后采用 OCEM法同时测
定其含有量’
FG材料与试剂
"V"!材料
"V"V"!研究对象!三尖杉样品采自湖南省洪江市
雪峰山自然保护区& 经湖南医药学院中药现代化研
究中心汪冶教授鉴定为三尖杉属植物’
"V"V#!主要仪器!1:843B<"#’& 高效液相色谱仪&
包括四元泵( 在线真空脱气机( 自动进样器( 柱温
箱( 二极管阵列检测器及汉化版化学工作站$ 迪马
F876?B84M"/色谱柱 "#%& 66u@V’ 66& % %6#$
岛津1p["#&F电子分析天平$ EM)(%&1超声波中
药处理机$ [7<39YH3T )C7K )M"/固相萃取小柱’
"V#!主要试剂!高三尖杉酯碱对照品 "批号
"""%(()#&&@&(& 中国食品药品检定研究院#$ 三尖
杉酯碱对照品 "批号 #’/(()/%)#& 南京春秋生物工
程有限公司& 含有量 */!以上#’ 乙腈为色谱纯
"天津赛福瑞科技有限公司#$ 乙醇为分析纯 "重
庆川东化工集团有限公司化学试剂厂#$ 其他试剂
均为分析纯$ 水为重蒸水’
HG方法与结果
#V"!方法
#V"V"!对照品溶液的制备!分别精密称取三尖杉

酯碱 @V*’ 6:( 高三尖杉酯碱 %V&# 6:& 置于 "& 6E
量瓶 中& 流 动 相 溶 解 并 定 容 至 刻 度& 即 得
&V@*’ 6:J6E三尖杉酯碱和 &V%&# 6:J6E高三尖杉
酯碱对照品溶液’
#V"V#!供试品溶液的制备!取三尖杉适量& 粉碎&
过 "&& 目筛& 精密称取 &V"& :& 置于 %& 6E量瓶
中& 加入 *&!乙醇 @& 6E& 浸润 "& 68B& 超声提取
@% 68B& 水浴加热挥去乙醇至微干& % 6E乙醇溶
解& 蒸馏水定容至刻度& 超声处理 "& 68B& 以
% 6EJ68B的体积流量通过预处理的 H3T)C79K)M"/固
相萃取小柱& % 6E二次蒸馏水过柱洗涤& % 6E
#&!乙醇淋洗& 离心& ( 6E*&!乙醇洗脱& 弃去
最初的 ( 滴& 流动相定容至 "& 6E& 即得’
#V"V(! 色谱条件 ! 迪马 F876?B84M"/ 色谱柱
"#%& 66u@V’ 66& % %6#$ 流动相为乙腈 j水
"含 &V" :十二烷基磺酸钠和 &V"!磷酸& @# j%/#$
检测波长 #*" B6$ 体积流量 &V% 6EJ68B$ 进样量
"& %E’ 进样前& 对照品和样品溶液用 &V@% %6针
头过滤器过滤’
#V#!结果
#V#V"!系统适应性试验!在 ,#V"V(- 项色谱条
件下& 三尖杉酯碱和高三尖杉酯碱对照品溶液及三
尖杉供试品溶液分别进样 "& %E测定& 记录色谱
图& 见图 "’ 由图可知& 两种成分的保留时间分别
为 "(V#%% 68B 和 "%V"/% 68B& 理论塔板数大于
’ &&&& 分离度大于 "V%& 基线基本分离& 峰形对
称& 表明该条件可用于分析测定’
#V#V#!线性关系的考察!分别精密量取三尖杉酯
碱和高三尖杉酯碱对照品贮备液适量& 置于 % 个
"& 6E量瓶中& 流动相定容至刻度& 分别配制成
#V@/( @V*’( *V*#( #@V/( @*V’& %:J6E三尖杉酯
碱和 #V%"( %V&#( "&V&@( #%V"&( %&V#& %:J6E高
三尖杉酯碱校正液& 在 ,#V"V(- 项色谱条件下进
样’ 以质量浓度 "%:J6E# 为横坐标 "U#& 面积
响应值为纵坐标 "b# 进行线性回归& 得回归方程
分别为三尖杉酯碱 bi/V"&( (Uh%V/%& # "2i
&V*** @#( 高三尖杉酯碱bi@V0(% %Uq"V("# "&
"2i&V*** /#& 表明两种成分分别在 #V@/ d@*V’&(
#V%" d%&V#& %:J6E范围内线性关系良好’
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"$三尖杉酯碱!#$高三尖杉酯碱
"$;7998B:<?B8B3!#$;?6?;7998B:<?B8B3

图 FG=JA9色谱图
R#PNFG=JA9-2("%)*"P()%0

#V#V(!检测限和定量限的考察!将三尖杉酯碱和
高三尖杉酯碱对照品溶液逐步稀释后进样测定& 以
色谱图中信噪比 "HJG# 为 ( 时的进样量为最低检
测限 "EeF#& 为 "& 时的进样量为最低定量限
"Eek#’ 结果& 两种成分的检测限分别为 &V&&" #(
&V&&" # %:& 定量限分别为 &V&"# &( &V&"# & %:’
#V#V@!稳定性试验!取同一供试品溶液& 在
,#V"V(- 项色谱条件下分别于 &( "( #( @( /(
"’( #@ ;进样 "& %E& 测得两种成分峰面积PHF分
别为 (V&"!和 #V%%!& 表明供试品溶液在 #@ ; 内
稳定性良好’
#V#V%!精密度试验!取 ,#V"V"- 项下三尖杉酯
碱和高三尖杉酯碱对照品溶液& 进样 % 次& 测得两
种成分峰面积 PHF分别为 #V/0!和 #V’%!& 表明
仪器精密度良好’
#V#V’!重复性试验!精密称取同一批次三尖杉样
品 &V" :& 共 % 份& 按 ,#V"V#- 项下方法制备供试
品溶液& 在 ,#V"V(- 项色谱条件下分析& 测得两
种成分平均含有量分别为 &V/@* % 6:J:和
"V//* 0 6:J:& PHF " " i% # 分别为 #V*%!和
#V@(!& 表明该方法重复性良好’
#V#V0!加样回收试验!精密称取同批次含有量已
知 "三尖杉酯碱 &V/@* % 6:J:( 高三尖杉酯碱
"V//* 0 6:J:# 的三尖杉 &V" :& 共 ’ 份& 置于 ’ 只
%& 6E量瓶中& 分为 ( 组& 每组分别加入三尖杉酯
碱和高三尖杉酯碱贮备液 &V%( &V#%( &V"#% 6E&
每个质量浓度制备 % 份& 按 ,#V"V#- 项下方法处
理& 在 ,#V"V(- 项色谱条件下分析& 结果见表 "
和表 #’

表 FG三尖杉酯碱加样回收试验结果 $,MZ&
7)1NFG8&03’*0",(&-"+"(4 *&0*0,"(2)((#/P*"/#/&$,MZ&

取样量J

:
原有量J

6:
加入量J

6:
测得量J

6:
回收率J

!
平均回收

率J!

PHFJ

!
&V"&& % &V&/% @ &V#@/ & &V(#/ % *@V( *%V@ "V/(

&V"&& 0 &V&/% % &V#@/ & &V(#/ * *@V’

&V"&& ( &V&/% # &V"#@ & &V#&% 0 *%V*

&V"&" 0 &V&/% @ &V"#@ & &V#&’ # *’V#

&V"&" / &V&/’ % &V&’# & &V"@@ ( *%V"

&V"&& ( &V&/% # &V&’# & &V"@@ " *’V(

表 HG高三尖杉酯碱加样回收试验结果 $,MZ&
7)1NHG8&03’*0",(&-"+"(4 *&0*0,"(2"%"2)((#/P*"/#/&

$,MZ&

取样量J

:
原有量J

6:
加入量J

6:
测得量J

6:
回收率J

!
平均回收

率J!

PHFJ

!
&V"&& % &V"/* * &V#%" & &V@#* / *@V# *%V" "V*"
&V"&& 0 &V"*& ( &V#%" & &V@(& % *@V(
&V"&& ( &V"/* % &V"#% % &V(&’ ’ *%V’
&V"&" 0 &V"*# # &V"#% % &V(&/ ( *%V"
&V"&" / &V"*# @ &V&’# / &V#@0 * *’V#
&V"&& ( &V"/* % &V&’# / &V#@( # *%V#

#V#V/!含有量测定!精密称取不同部位 "根( 茎
和叶 # 的 三 尖 杉 样 品& 每 个 部 位 % 份& 按
,#V"V#- 项下方法处理( 在 ,#V"V(- 项色谱条件
下分析& 外标法进行含有量测定& 结果见表 (’

表 IG含有量测定结果 $,MZ&
7)1NIG?&*&(%#/)*#"/(&03’*0",-"/*&/*0$,MZ&

成分
根J"6:*:h"#

"PHFJ!#
茎J"6:*:h"#

"PHFJ!#
叶J"6:*:h"#

"PHFJ!#

三尖杉酯碱
&V(%’ %

"#V(&#

&V/@* %

"#V0%#

%

"%#

高三尖杉酯碱
&V’/@ (

""V*/#

"V//* 0

"#V#"#

&V""& %

"(V#"#

!!注! %表示未检测出

IG讨论
(V"!流动相及体积流量的选择!实验发现& 流动
相为乙腈 j水 "含 &V" :十二烷基磺酸钠和 &V"!
磷酸& @# j%/#( 体积流量为 &V% 6EJ68B时峰形对
称& 出峰时间适宜& 三尖杉酯碱与高三尖杉酯碱分
离度较大& 杂质峰对被检测峰干扰小’
(V#!检测波长的选择!紫外扫描发现& 三尖杉酯
碱与高三尖杉酯碱在 #*" B6处均有最大吸收’ 因
此& 选择检测波长为 #*" B6’
(V(!提取方法和提取溶剂的优选!本实验考察了
无水乙醇( *&!乙醇( %&!乙醇( "&&!甲醇和
%&!甲醇& 发现以 *&!乙醇为提取溶剂& 超声提
取 @% 68B后& 待测物能提取完全’
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(V@!固相萃取条件的优选
(V@V"!吸附材料!由于三尖杉酯碱与高三尖杉酯
碱的极性较小& 故吸附富集材料选用 M"/反相键合
硅胶 "(& 6:#& 使用前甲醇活化’ 该材料在水相
中对两种成分的保留较好& 而在有机相 "如乙醇#
中保留较差& 故本实验用 *&!乙醇超声提取后浓
缩至微干& 少量乙醇溶解后再用水定容& 以保证其
能在吸附材料上充分保留’
(V@V#!淋洗溶剂!考察了 "&!( #&!( (&!(
%&!( 0&!和 *&!乙醇对富集物的淋洗效果& 发
现 "&!和 #&!乙醇不能洗脱三尖杉酯碱与高三尖
杉酯碱& 而 0&!和 *&!乙醇可以’ 因此& 先用
% 6E二次蒸馏水淋洗萃取小柱& 再用 % 6E"&!乙
醇淋洗以除去杂质& 离心& ( 6E*&!乙醇可把两
种成分完全洗脱& 再用流动相定容’
(V@V(! 过柱及洗脱体积流量 ! 体积流量在
% 6EJ68B时& 既能保证三尖杉酯碱与高三尖杉酯
碱的富集& 又显示了较高的效率’ 另外& ( 6E
*&!乙醇在 ( 6EJ68B 条件下即能把两种成分完全
洗脱’ 因此& 本实验选择 % 6EJ68B 作为样品富集
过柱体积流量& ( 6EJ68B作为样品洗脱体积流量’
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