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高效液相色谱法测定蓝耳草中p一蜕皮激素含量
Determination of[3-Ecdysone in Cyanotis vaga(Lout．)

Roem．et Schul t。by HPLC
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摘要：以甲醇为溶剂，用索式提取法提取蓝耳草[Cyanotis vaga(Lour．)Roem．et Schult]中p蜕皮激素，用高

效液相色谱法(HPLC)测定其含量。结果，}蜕皮激素在0．4～8．Opg范围内线性关系良好，r2—0．9992，平均

回收率为99．3l％，RSD值均小于3％。
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Abstract：Using methanol as the solvent extraction rate，the pEcdysone in Cyanotis vaga(Lour．)

Roemet Schult iS extracted by the soxhlet extraction method．The content of B-Eedysone iS

determined by HPLC．A linear curve of pEcdysone was obtained in the range of 0．4～0．8pg

with r2 equalling to 0．9992．The average recovery was 99．3 1％with RSD being less than 3％．
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蓝耳草[Cyanotis vaga(Lour．)Roem．et

Schuh]，鸭趾草科植物，多年生披散草本，主要分布

在广东、广西、云南等地。蓝耳草成分复杂，活性成分

较多，p蜕皮激素为其活性成分之一。其主要作用是

促进核酸和蛋白质的合成，影响糖代谢和脂类代谢，

免疫调节机体。高剂量的蜕皮激素能扰乱昆虫体内

的正常代谢过程，可用于防治害虫；另外蜕皮激素能

提高蟹虾的产量，已广泛用于养殖业。蜕皮激素又名

蜕皮甾酮，化学名cholest一7-n一6一one，2，3，14，20，

22，25一hex—ahydroxy一(26，36，22R)u]。自然界存在着

大量含蜕皮激素的植物，尚待人们对其进行开发利

用。关于含蜕皮激素的报道不断涌现，陈莉莉等＆3从

漏芦中提取蜕皮甾酮，朱向东等口1从露水草中提取

纯化p蜕皮激素，谭梅等n]研究露水草提取物质量

标准。本文用高效液相色谱法(HPLC)测定蓝耳草

中p蜕皮激素的含量。

收稿日期：2010—05—11

{乍者简介：徐慧(1982一)，女，助理工程师，主要从事生化分析研究。

1 实验部分

1．1仪器、试剂和样品

电子天平，索式提取器，粉碎机；旋转蒸发器，数

显恒温水浴锅，超声波清洗器，高效液相色谱系统

(Waters ALLIANCE 2695)配二极管阵列检测器

(Waters 2996)。

p蜕皮激素标准品(Sigma公司出品)；甲醇(分

析纯，色谱纯)，无水乙醇(分析纯)，超纯水；蓝耳草

样品。

1．2提取方案

1。2．1 不同溶弃】提取

将蓝耳草药材于60'C干燥4h，粉碎后过40目

筛。称取蓝耳草粉末2份，每份19，加入甲醇、乙醇

溶剂各100ml，超声提取40min，提取液待用。

1．2．2 不同提取方法提取

称取干燥后的蓝耳草粉末19，加入100ml甲

醇，分别采用超声提取(40min)、振荡提取(40min)

和索式提取器加热回流至回流液无色，3种方法各

自所得提取液待用。
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1．2．3 不同提取时间提取

称取5份干燥后的蓝耳草粉末，每份lg，加入

100ml甲醇，用索式提取器回流30min、lh、2h、4h，

8h，10h，提取液待用。

将上述方案中所得提取液进行抽滤后经旋转蒸

发仪减压浓缩至干，残渣用甲醇溶解并定容至

10ml。经0．45／-m微孔滤膜过滤上机测定。

1．3标准溶液配制

精密称取0．02009 p蜕皮激素标准品，加入甲

醇制成每lml含p蜕皮激素0．80mg的标准储备

液。使用时用甲醇稀释成不同浓度的标准工作液。

1．4色谱条件

GRACE ODS C18色谱柱(250mm×4．6mm

i．d．)；柱温：26。C；流动相：甲醇：水一40：60(V／

V，％)；流速：1．0ml／min；检测波长：248nm。

2结果与分析

2．1提取方案的确定

以甲醇和乙醇为溶剂提取得到肛蜕皮激素的含

量分别为0．031％，0．035％，用甲醇提取量比用乙

醇的高。用振荡提取法、超声提取法、索式提取法提

取得到肛蜕皮激素的含量分别为0．029％，

0．034％，0．041％，索式提取法提取肛蜕皮激素最完

全。在提取时间分别为0．5 h、1 h、2 h、3 h、4 h、8 h、

10 h时，用索式提取法提取得到p蜕皮激素的含量

分别为0．021％，0．025％，0．035％，0．041％，

0．041％，0．041％，样品回流提取到4h后含量基本

稳定，p蜕皮激素提取比较完全。因此，最佳提取方

案是以甲醇为溶剂，用索式提取法提取4h。

2．2检测波长的选择

在200～400nm波长范围用紫外吸收光谱检测

其最大吸收波长，吸收曲线如图1和图2所示。结果

表明，两种流出物的紫外吸收光谱具有良好的一致

性，蜕皮激素对照品在248nm处有最大吸收波长。
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图1标准品吸收曲线

2．3流动相的选择

用不同比例的甲醇一水作为流动相进行分离，发

现随着流动相中甲醇用量的不断减少，从70至30

(V／V，％)变化，p蜕皮激素的保留时间不断增加，

相应的容量因子由0．46增加到7．4。实验选择的流

动相为甲醇t水=40：60(V／V，％)，此时p蜕皮

激素的保留时间为13．78，峰形良好(如图3)。
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图3 p-蜕皮激素标准品(A)与样品(B)的HPLC色谱

2．4线性关系

精密吸取配制的}蜕皮激素标准储备液

0．5ml，1．0 ml，2．0 ml，5．0 ml，10．0 ml至10ml容

量瓶中，甲醇稀释定容至刻度。得浓度分别为

0．04mg／ml、0．08mg／ml、0．16mg／ml、0．40mg／ml、

0．80mg／ml的系列标准工作液，在高效液相色谱系

统上依次进样10pl，以p蜕皮激素峰面积为纵坐标，

进样量为横坐标，计算出线性方程为y=1002．7x

+250．22，r2—0．9992。结果表明，p蜕皮激素在0．4

～8．oPg范围内与其峰面积积分值呈现出良好线性

关系。

2．5精密度

平行称取100405号样品共5份，经60C干燥

后碎成细粉，过40目筛，平行称样后按2．1中最佳

方案提取、抽滤、减压蒸馏，浓缩至干，甲醇定容

10ml，0．45pm微孔滤膜过滤，按1．4中色谱条件，

各进样10pl，分别测量峰面积积分值，计算得出蓝耳
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草中p蜕皮激素的含量分别为0．0369％，

0．0401％，0．0395％，0．0410％，0．0395％，R．sD为

1．61％。

2．6加标回收率

取已知含量的样品粉末，加入适量p蜕皮激素

标准溶液，按索氏提取法进行操作，再按1．4中色谱

条件测定p蜕皮激素含量并计算得到平均回收率为

99．31％。

2．7重现性

精密吸取0．80mg／ml标准溶液10ul，按1．4中

色谱条件，重复进样5次，计算得出RSD=2．oH。

2．8样品测定

将100401、100402、100403、100404、100405、

100406、100407、100408这8个不同批次的蓝耳草

粉末按精密度试验方法，结合标准曲线分别计算蓝

耳草中p蜕皮激素的含量，结果(表1)比较理想。

表1样品的测定结果

样品批号 含量(％) 样品批号 含量(％)

100401 0．039 100405 0．036

100402 0．040 100406 0．041

100403 0．040 100407 0．038

100404 0．039 100408 0．041

3 结束语

本文采用振荡提取法和超声提取法提取p蜕皮

激素。该方法操作简单，提取时间短，但激素提取不

是很完全。由于蓝耳草成分较复杂，我们选用中等浓

度有机相(如40％甲醇水溶液)作流动相得到了较

好的分离效果，以甲醇为溶剂，索式提取法提取蓝耳

草中p蜕皮激素，用高效液相色谱法测定其含量，所

得线性关系、回收率、精密度、重现性都比较满意，对

样品含量的测定，也取得了较好的结果。该结果为蓝

耳草的进一步开发利用提供了依据。
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酯提取率较乙醇高，甲醇与乙酸乙酯提取率相当。与

甲醇相比，乙酸乙酯低毒、沸点低易回收，提取液色

素含量低，色谱杂质峰少，故本实验采用乙酸乙酯为

提取试剂。通过对提取方式(加热回流、超声、振摇)、

提取时间、提取温度、料液比、提取次数分别做单因

素实验，确定出实验方案为：每次用乙酸乙酯50ml

在40℃恒温下振摇提取30min，分别提取3次。特别

的是白藜芦醇对光不稳定，其反式异构体见光后发

生异构化而形成顺式，因此所有操作应严格避光。

3．3色谱条件的选择

本次试验通过对色谱条件的多次筛选，确定选

用SymmetryshielyTMRPl8(4．6 mm×250mm，

5pm)作为色谱柱，选用乙腈一0．2％醋酸溶液(25：

75)作为流动相。优于其他的溶液系统磷酸盐一乙腈，

乙腈一水等，达到更好的分离效果，而且能够明显改

善色谱峰脱尾现象。
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