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不同季节桑叶中 1-脱氧野尻霉素(DNJ)

含量的测定

欧阳臻，陈 钧

(江苏大学生物与环境工程学院制药工程系，江苏 镇江     212013)

摘    要：建立了柱前荧光衍生-高效液相色谱法测定桑叶中1-脱氧野尻霉素(DNJ)含量的方法。并对不同生长季节

桑叶药材的 DNJ 含量进行测定。桑叶经 0.05mol/L 盐酸提取，在 pH8.5 的硼酸盐缓冲液条件下，用芴甲氧酰氯

(FMOC-Cl)与 DNJ 反应生成荧光产物，然后用高效液相色谱－检测器测定。流动相为乙腈－ 0.1% 醋酸(55:45，V/

V)；流速：1.0ml/min；柱温 25℃；荧光检测器激发波长 254nm，发射波长 322nm。线性范围为 0.567～34 μ g/

ml(r=0.9999)，平均回收率为 97.2%。测定结果表明，桑叶中 DNJ 含量与生长季节、温度有关，七、八月份 DNJ

含量最高。该方法准确、灵敏度高，重现性好，可用于桑叶中 D N J 的定量分析。
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Determination of 1-deoxynojirimycin in Morus alba L. Leaves in Different Seasons

OUYANG Zhen，CHEN Jun

(School of Biological and Environmental Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang       212013, China)

Abstract ：A high performance liquid chromatographic method for the determination of DNJ in Morus alba L. leaves with

fluorimetric detection after precolumn derivatization with 9-fluorenylmethyl chlorformate (FMOC-Cl) was established. The

contents of DNJ in Morus alba L. collected within different vegetative periods were determined. DNJ in Morus alba L. leaves

was extracted with 0.05mol/L HCI, derivatized with FMOC-Cl, and analyzed by high performance liquid chromatography

equipped with fluorescence detector. Mobile phase consisted of acetonitrile -0.1% aqueous acetic acid(55:45，V/V)with a

flow rate of 1.0ml/min. The calibration curve was linear over the concentration range from 0.567μg/ml to 34μg/ml, the correlation

coefficient was 0.9999. the average recovery was 97.2%, RSD was 1.97(n=6). The results showed that the content of DNJ in

leaves of Morus alba L. is relative to the vegetative periods and temperature, the highest content of DNJ in leaves of morus alba

L. collected at July and August. The method used this paper was reliable, accurate and stable. It can be used for determination

of the DNJ in leaves of Morus alba L.
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桑叶为桑科 Moraceae植物桑 Morus alba L.的干燥

叶，始载于《神农本草经》，味苦、甘，性寒，归

肺、肝经，具有疏风清热、平肝明目的功效；历代

中医药书籍中记载桑叶能够治疗消渴症，近代医家也常

将桑叶用于治疗糖尿病，且取得满意疗效。现代药理

研究表明桑叶有效成分之一多羟基生物碱具有显著的降

血糖作用[1,2]，而1-脱氧野尻霉素(1-deoxynojirimycin，

DNJ)为桑叶中多羟基生物碱的一种特征性成分(一种糖苷

酶抑制剂) [ 3 ]，是降血糖的主要活性成分，因此建立一

种可靠的桑叶中DNJ 的含量测定方法以控制药材质量很

有必要。目前，DNJ 主要是采用硅烷衍生化后用GC-MS

法鉴定其结构[4～7]，因其分子结构中缺少发色团，很难
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采用高效液相色谱法直接测定含量。有关采用高效液相

法对桑叶中DNJ 进行含量测定的文献报道较少[8]。本实

验利用荧光试剂芴甲氧酰氯(FMOC-Cl)与 DNJ柱前衍生，

然后用高效液相色谱法进行分离测定，方法简便快速，

灵敏准确，并具有衍生反应可于室温下进行，反应速

度快，操作步骤简单，衍生产物稳定等特点。本方法

用于桑叶中D N J 的测定，取得了满意的效果，并对不

同生长季节桑叶药材的DNJ 含量进行测定，从而初步揭

示了桑叶中1-脱氧野尻霉素含量随季节变化的规律。国

内尚未见同类报道。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器

JASCO LC1500高效液相色谱系统    日本分光公司，

配有JASCO FP-1520智能荧光检测器，JASCO PU-1580

泵，JASCO DG-1580-54四通道脱气器，JASCO LG-1580-

04四通道梯度器，JASCOCO-1560柱恒温箱； N2000色

谱处理工作站    浙江大学智能研究所；METTLERAE240

分析天平    上海托利多－梅特勒仪器有限公司；台式冷

冻高速离心机TGLL-18K    江苏太仓华美生化仪器有限公

司；电热恒温水浴箱    上海跃进医疗器械一厂；1810

型双重纯水蒸馏器    上海申立玻璃仪器有限公司。

1.1.2 材料和试剂

乙腈色谱纯    德国默克公司；水为重蒸馏水    本实

验室自制；FMOC-Cl    Sigma公司；甘氨酸    华美生物

工程公司，纯度大于 98%；其余试剂均为分析纯。DNJ

标准品    日本北陸大学(Hokuriku University)，纯度大于

98%；桑叶    2003 年 5～11 月采自江苏大学桑树种植

园，经镇江市药检所主任药师陈黎鉴定为桑科植物桑

Morus alba L.的叶，低温干燥粉碎后(过40目筛)备用。

1.2 实验方法

1.2.1 色谱条件

色谱柱：HiQSiLC18分析柱(5μm，250mm× 4.6mm)

及 ODS3 预柱(5μm，10mm × 4.6mm)；流动相：乙腈

－0.1%醋酸(55:45，V/V)；流速：1.0ml/min；柱温25℃；

荧光检测器激发波长254nm，发射波长322nm；进样量

10μl。

1.2.2 样品处理

1.2.2.1 桑叶中 DNJ 提取

准确称取0.2g干燥的桑叶粉末于10ml的离心管中，

加入10ml 0.05mol/L 的盐酸溶液，涡旋混合30s，离心

15min(转速12000r/min)，取上清液，残渣再加入10ml

0.05mol/L的盐酸溶液同前重复提取一次，合并两次提取

液，置50ml 容量瓶中加蒸馏水定容至50ml，备用。

1.2.2.2 衍生化过程

取上述提取液10μl于1.5ml的离心管中，加10μl硼

酸盐缓冲液(pH8.5)，再加入20μl 5mmol/L FMOC-Cl 的

乙腈溶液，混匀后于 20℃水浴反应20min，之后加入

10μl 0.1mol/L的甘氨酸，让剩余的衍生化试剂反应，最

后加入950μl 0.1%(V/V)的醋酸水溶液，混匀后用0.45μl

的一次性针头过滤器过滤后，取 10μl 进样分析。

1.2.3 标准溶液的制备

称取3.4mg DNJ标准品定容于100ml 蒸馏水中，得

标准溶液母液。用蒸馏水将母液稀释成0.567、1.133、

2.266、3.399、5.67、11.33、34μg/ml的标准溶液系列。

分别取10μl标准溶液，同上述衍生化步骤衍生和液相色

谱分析。

1.2.4 空白溶液的制备

取蒸馏水10μl于 1.5ml的离心管中，加10μl硼酸

盐缓冲液(pH8.5)，再加入20μl 5mmol/L FMOC-Cl的乙腈

溶液，混匀后于20℃水浴反应20min，之后加入20μl

0.1mol/L的甘氨酸，让衍生化试剂反应，最后加入950μl

0.1%(V/V)的醋酸水溶液，混匀后用0.45μ的一次性针头

过滤器过滤后，取 10μl 进样分析。

1.2.5 标准曲线的制作

取标准溶液系列进样测定。以标准溶液浓度X 对色

谱峰面积Y进行线性回归，结果表明在0.567～34μg/ml

浓度范围内成良好的线性关系，回归方程 Y=3204.4+

36892X，相关系数R=0.9999。按三倍基线噪音计算检

测限为0.03μg/ml。

1.2.6 DNJ 衍生物的稳定性试验

将衍生后的DNJ标准溶液置冰箱4℃保存。于1、10、

15、30 d 按上述色谱条件分别测定，考察其稳定性。

1.2.7 重现性试验

在上述色谱条件下，对同一样品按1.2.2.1、1.2.2.2

方法平行制备5份，精密吸取10μl进样测定其DNJ含量。

1.2.8 加样回收率试验

 精密称取已知含量的桑叶药材粉末 5 份，每份约

0.1g，分别加入标准溶液(34μg/ml)7ml，按1.2.2.1、1.

2.2.2方法制备，精密吸取10μl进样测定，按外标法测

定其含量，计算加样回收率。

1.2.9 不同采集期桑叶中DNJ 含量测定

精密称取不同采集期的桑叶粉末各0.2g，根据1.2.

2.1、1.2.2.2方法制备样品溶液，精密吸取10μl进样测

定，按外标法测定其含量。

2 结果与讨论

2.1 结果
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2.1.1 高效液相色谱图

在上述色谱条件下得到DNJ 的标准色谱图(图1A)，

空白色谱图(图1B)，桑叶药材样品色谱图(图1C)。从图

1 可以看出，样品中的 DNJ 与相邻组分均得到良好的基

线分离，试剂的水解副产物 FMOC-OH，和 Gly-FMOC

均不干扰组分的测定。

2.1.2 DNJ衍生物的稳定性    结果显示DNJ衍生物在4

℃冰箱保存一个月基本稳定。RSD 为 3.85%。

2.1.3 重现性    以同批桑叶为样品测定其DNJ 含量，

检验此测定方法的重现性，结果见表1。DNJ 的平均含

量为0.243%，RSD 为 2.46%(n=5)。

2.1.4 回收率

样品号 1 2 3 4 5

DNJ 含量(%) 0.236 0.245 0.244 0.251 0.238

表1     DNJ 重现性试验

精密称取已知含量的桑叶药材粉末5 份，测定加样

回收率，结果见表 2 。

表2      DNJ加样回收率的试验

样品量 样品中 标准加 测得值 回收率 平均回 R S D

(g) 含量(mg) 入量(mg) (mg) (%) 收率(%) (%)

0.1002 0.2404 0.238 0.4749 98.5

0.1005 0.2412 0.238 0.4698 96.1

0.1008 0.2419 0.238 0.4805 100.3

0.1012 0.2429 0.238 0.4750 97.5 97.2 1.97

0.1004 0.2409 0.238 0.4677 95.3

0.1007 0.2416 0.238 0.4694 95.7

2.1.5 不同采集期桑叶中DNJ的含量测定    测定不同

采集期桑叶样品中 D N J 的含量，结果见表 3。

表3    不同采集期桑叶中的DNJ含量测定结果(n=3)

样品 采集时间 DNJ 含量(%) RSD(%)

1 2003.5 0.12 3.09

2 2003.6 0.17 2.06

3 2003.7 0.24 2.41

4 2003.8 0.24 3.16

5 2003.9 0.15 2.09

6 2003.10 0.084 4.01

7 2003.11 0.076 2.12

2.2 讨    论

2.2.1 衍生化反应方程式

FMOC-Cl 是一种较新的氨基酸衍生化试剂，主要适

用于伯胺和仲胺的衍生化，反应后的衍生物具有稳定的

荧光强度。而D N J 分子中具有仲胺结构，因此可以采

用 FMOC-Cl 作为衍生化试剂进行衍生化。由于FMOC-

Cl 本身具有强烈的荧光，所以衍生化反应后必须除去多

余的试剂才能进入色谱柱。本实验在衍生化反应后加入

一定量的甘氨酸以除去多余的荧光试剂。
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2.2.2 检测波长的选择

取DNJ 衍生化产物进行进样，分别固定激发波长和

发射波长进行扫描，结果显示，D N J 衍生物的最大激

发波长为 254nm；最大发射波长为322nm。

2.2.3 在实验过程中发现缓冲液的pH 值对衍生化反应

影响最大，保持缓冲液pH8.5 时，反应的衍生产物稳定

性最好。

2.2.4 柱温、流速和流动相比例的选择

保持其他条件不变，对柱温(15～30℃)、流动相流

速(0.5～1.5ml/min)、流动相配比(乙腈：0.1%醋酸水比

例40:60～60:40)进行正交试验。结果在柱温25℃、流速

1.0ml/min、流动相乙腈－0.1%醋酸水比例55:45的条件

下，峰型最佳，峰的分离最好。

3 结    论

柱前荧光衍生－高效液相色谱法用于测定桑叶中1-

脱氧野尻霉素(DNJ)含量具有准确、选择性强、灵敏度

高、重现性好等特点，可用于桑叶中 DNJ 的定量分析。

对不同生长季节桑叶中生物碱DNJ 测定结果表明，生物

碱(DNJ)含量与生长季节有关，5 月份含量较低，6 月份

逐渐增高，7、8 月份最高，9、1 0 月份又逐渐降低，

这些变化显示，桑叶中生物碱DNJ 含量与气候温度也有

关，7、8 月份气温较高，DN J 含量最高，9 月份后随

着气温下降，D N J 含量也逐渐下降，初步揭示了桑叶

中1-脱氧野尻霉素含量随季节变化的规律。这为桑叶的

开发利用提供了依据。
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