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HPLC2EL SD法测定白英中碱苷 A的含量
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摘要 : 目的 研究白英化学成分 ,建立 HPLC2ELSD法测定白英中碱苷 A [ 32O 2β2D 2glucopyranosyl2(1

→2) 2β2D 2glucopyranosyl2(1→4) 2β2D 2galactopyranoside2(25ξ) 2solanidan23β, 23β2diol ]的含量的方法。
方法 采用硅胶、ODS柱色谱进行分离纯化。运用 NMR数据及理化性质鉴定单体化合物的结构。
色谱柱为 Elite2ODS C18 (200 mm ×416 mm, 5μm) ,流动相为乙腈 2体积分数为 0102%三乙胺水溶液

(体积比为 56∶44) ,检测器漂移管温度为 95 ℃,氮气流速 213 L·m in - 1。结果 从白英提取物中分
离得到碱苷 A。碱苷 A在 014～410μg线性关系良好 ( r = 01999 6) ,平均回收率为 9916% (RSD =

210% )。结论 HPLC2ELSD法可用于白英中碱苷 A的测定。
关键词 : 白英 ; 碱苷 A; 高效液相色谱法 ; 蒸发光散射检测器
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　　白英 ( Solanum lyra tum Thunb. ) ,茄科植物 ,

又名白毛藤 ,药用全草。白英具有清热利湿、解毒

消肿之功效 ,用于治疗黄疸、水肿、淋病、胆囊炎、

胆结石和风湿性关节炎等症 [ 1 ]。文献中报道有

关白英质量控制的方法有 :崔建国 [ 2 ]等采用质量

法测定了白英中脂溶性生物碱、水溶性生物碱及

总生物碱的含量 ;孙立新 [ 3 - 4 ]等采用高效液相色

谱法测定了白英中薯蓣皂苷元以及白英中 162妊
娠双烯醇酮的含量。徐顺 [ 5 ]等采用气相色谱法

测定了不同产地白英中亚油酸的含量。甄会

贤 [ 6 - 7 ]等采用紫外分光光度法分别测定了白英中

总黄酮、白英中总皂苷的含量。

目前从白英中分离得到的化合物有甾体皂

苷、甾体生物碱及苷、黄酮、有机酸、倍半萜、甾醇

及香豆素等。Murakam i K等 [ 8 ]从白英茎中分得

甾体生物碱 32O 2β2D 2glucopyranosyl2( 1→2) 2β2D 2
glucopyranosyl2( 1 → 4 ) 2β2D 2galactopyranoside2
(25ξ) 2solanidan23β, 23β2diol (以下简称碱苷 A ,

glycoalkaloid A ) ,其化学结构式见图 1,并发现其

具有明显的抑制肿瘤细胞作用。由于碱苷 A无

紫外吸收 ,本文作者采用了高效液相色谱 2蒸发光
散射检测法测定了不同产地白英药材中碱苷 A

的含量 ,为更好地对白英药材进行质量评价和白

英制剂的开发提供了依据。

F ig. 1　Chem ica l structure of glycoa lka lo id A

1　仪器与材料

依利特 P200Ⅱ高效液相色谱仪 (大连依利特

分析仪器有限公司 ) , A lltech 2000蒸发光检测器

(美国 A lltech公司 ) , N3000色谱工作站 (浙江大

学智能信心研究所 ) , TG332A十万分之一分析天

平 (湘仪天平仪器厂 ) , KQ2100型超声仪 (昆山市

超声波仪器有限公司 )。

柱色谱、薄层色谱所用硅胶 G (青岛海洋化工

厂 ) , ODS(博纳艾杰尔科技有限公司 ) ,碱苷 A对
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照品为自制 (HPLC2ELSD法检测纯度质量分数 >

99% ) ,乙腈 (色谱纯 ,山东禹王实业有限公司化

工分公司 ) ,水为纯净水 ,其他所用试剂均为市售

分析纯。

9个产地的白英药材购于各产地 ,经沈阳药

科大学中药学院孙启时教授鉴定为 Solanum lyra2
tum Thunb. 。

2　方法与结果

211　提取分离

白英药材 10 kg,粉碎后用 10倍量体积分数

为 70%的乙醇加热回流提取 3次 ,每次 115 h,合

并提取液 ,减压蒸干。残渣用水分散后经石油醚

萃取 3次 ,弃去石油醚层 ,减压浓缩 ,向浓缩液中

加入浓氨水 ,调节 pH至 1010,使部分生物碱以沉

淀的形式析出 ,过滤 ,所得沉淀为总生物碱

4615 g。总生物碱分别用氯仿、乙酸乙酯和正丁醇

萃取 ,蒸干后得到正丁醇萃取物 416 g。正丁醇萃

取物经硅胶柱层析 ,氯仿 2甲醇 (100∶1→0∶100)梯

度洗脱得 7个流分 ( Fr. 12Fr. 7) , Fr. 3经 ODS柱

层析 ,水 2甲醇为流动相 (5∶1→0∶100)梯度洗脱得

碱苷 A (23014 mg)。

212　结构鉴定

碱苷 A白色粉末 (甲醇 ) , ESI MS m / z 902

[M + H ]
+。Molishd 反映呈阳性。 1

H NMR

(300 MHz, DMSO d6 )δ: 0175 ( 3H, s, H 18 )、

0184 (3H, s, H 19 )、0188 ( 3H, d, J = 715 Hz, H

27)、1114 (3H, d, J = 619 Hz, H 21)、4188 (1H, d,

J = 715 Hz, H 1′)、5106 ( 1H, d, J = 712 Hz, H

1″)、5113 ( 1H, d, J = 712 Hz, H 1Ê)。13
C NMR

(75 MHz, DMSO d6 )δ: 1212 ( C 19 )、1618 ( C

18)、1816 ( C 21 )、2017 ( C 11 )、2114 ( C 27 )、

2712 (C 25)、2815 (C 6)、2912 ( C 20)、3010 ( C

2)、3119 ( C 15)、3412 ( C 7 )、3510 ( C 8 )、3514

(C 10)、3617 (C 1和 24)、3813 (C 4)、3918 (C

12)、4019 (C 13)、4412 (C 5)、5410 ( C 9)、5710

(C 14 )、5811 ( C 26 )、6117 ( C 17 )、6412 ( C

23)、6911 ( C 16 )、7813 ( C 22 )、7116 ( C 3 )、

10314 (C 1′)、7510 (C 2′)、7316 (C 3′)、7915 (C

4′)、7615 ( C 5′)、6012 ( C 6′)、10417 ( C 1″)、

8410 (C 2″)、7712 (C 3″)、7312 (C 4″)、7617 ( C

5″)、6119 ( C 6″)、10110 ( C 1Ê)、7519 ( C 2Ê)、

7616 (C 3Ê)、7315 (C 4Ê)、7615 (C 5Ê)、6112 (C

6Ê)。光谱数据与文献 [ 8 ]对照基本一致 ,碱苷 A

鉴定为 3 O β D glucopyranosyl (1→2) β

D glucopyranosyl (1→4) β D galactopyrano2
side (25ξ) solanidan 3β, 23β diol。

213　溶液的制备

取碱苷 A 对照品 1010 mg,精密称定 ,置

10 mL量瓶中 , 加甲醇至刻度 , 摇匀 , 即得

110 g·L - 1的碱苷 A对照品溶液 , 4 ℃备用。

取白英干燥药材细粉 (过 01425 mm筛 )约

115 g,精密称定。置 100 mL圆底烧瓶中 ,加入体

积分数为 90%的乙醇 30 mL, 80 ℃水浴下回流提

取 2次 ,每次 2 h,合并提取液 ,减压蒸干。残渣用

适量体积分数为 90%的乙醇超声溶解 ,定量转移

至 25 mL量瓶中并用体积分数为 90%的乙醇定

容 ,摇匀后用微孔滤膜过滤 ,即得供试品溶液。

214　色谱条件与系统适用性试验

色谱柱为 Elite2ODS C18 (200 mm ×416 mm , 5

μm) ,流动相为乙腈 -体积分数为 0102%的三乙

胺水溶液 (体积比为 56∶44 ) ,柱温 25 ℃,流速

0185 mL·m in
- 1

,检测器漂移管温度为 95 ℃,载气

流速 213 L·m in
- 1

,进样量 20μL。理论板数按碱

苷 A计 ,不低于 4 000。碱苷 A与其他组分峰的

分离度均大于 115,拖尾因子在 0195～1105之

间。该色谱条件下的色谱图见图 2。

1—Glycoalkaloid A

F ig. 2　HPLC chroma togram s of glycoa lka lo id A reference substance( a) and sam ples( b)
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215　线性关系的考察

分别精密量取 110 g·L - 1的碱苷 A对照品溶

液 012、014、018、112、116、210 mL,置 10 mL量瓶

中 ,用甲醇稀释至刻度 ,制成质量浓度分别为

2010、4010、8010、12010、16010、20010 mg·L - 1的

碱苷 A溶液 ,精密量取 20μL,注入高效液相色谱

仪 ,记录色谱图。以对照品峰面积 (自然对数 )为

纵坐标 ,以进样量 (μg)为横坐标 ,绘制标准曲线 ,

所得回归曲线方程为 Y = 11040X + 11148,相关系

数 r = 01999 6。结果表明 :碱苷 A在 014～410μg

线性关系良好。

216　精密度试验

精密量 12010 mg·L - 1碱苷 A对照品溶液 ,按

照上述色谱条件 ,取 20μL注入液相色谱仪 ,重复

测定 6次 ,记录色谱峰面积 ,碱苷 A峰面积的相

对标准偏差为 117%。表明仪器精密度良好。

217　重复性试验

取白英干燥药材细粉 (No17)约 115 g,精密

称定 ,按供试品制备方法平行制备 6份供试品溶

液。精密吸取 20μL进样分析 ,测定碱苷 A的含

量 ,计算其相对标准偏差为 113% ,说明本法重复

性良好。

218　稳定性试验

取一供试品溶液 (No17) ,室温放置 ,分别于

0、2、4、8、12 h按上述色谱条件分析 ,每次进样

20μL,记录色谱峰面积。计算碱苷 A峰面积的

RSD为 116%。结果表明供试品溶液在室温下 12

h内保持稳定。

219　回收率试验

取已知含量的白英干燥药材粉末 (No17) 9份

(碱苷 A含量质量分数为 01164% ) ,每份约 0175

g,精密称定 ,分别加入低、中、高 3个质量浓度的

对照品 (分别相当于药材原有含量质量分数的

50%、100%、150% ) ,每个浓度 3份 ,按供试品制

备方法处理并测定含量 ,计算其平均回收率 ,结果

见表 1。

Table 1　Recover ies of the m ethod

m origin /mg m added /mg m found /mg Recovery/% �x / % RSD /%

1123 1185 3106 9819

1123 1185 3110 10111

1123 1185 3105 9814

1123 1124 2145 9814

1123 1124 2149 10116 9916 210

1123 1124 2151 10312

1123 0162 1183 9618

1123 0162 1185 10010

1123 0162 1184 9814

2110　样品测定

取 9个产地的白英干燥药材粉末 ,按供试品

制备方法操作 ,其中上海、湖南三相产地样品定溶

至 100 mL后 ,在上述条色谱条件下进样分析 ,标

准曲线计算含量 ,结果见表 2。
Table 2　D eterm ina tion of glycoa lka lo id A in Solanum

lyra tum Thunb. ( n = 9)

No. Source w ( glycoalkaloid A) /%

1 Henan Zhengzhou 01048

2 Guangdong Foshan 01161

3 Fujian Fuzhou 01047

4 Hebei 01124

5 Guangdong Guangzhou 01034

6 HubeiW uhan 01036

7 Hubei Shishou 01164

8 Sichuan 01200

9 Neimenggu 01284

3　讨论

白英药材中化学成分繁多 ,甾体生物碱类化

合物含量较大且活性较好。碱苷 A属甾体生物

碱苷 ,无紫外吸收 ,无法用紫外检测器测定。而本

试验所采用的蒸发光散射检测器属于通用型检测

器 ,可用于无紫外吸收物质的测定 ,不受流动相光

谱本底的干扰 ,灵敏度及准确度亦符合含量测定

的要求。为更好地对白英药材进行质量评价提供

了依据。

采用 L9 (3
4 )正交试验对提取条件进行优化 ,

考察了乙醇浓度、提取时间、提取次数 3个因素 ,

通过直观分析和方差分析 ,确定最优提取条件为

体积分数 90%的乙醇 ,加热回流提取 2次 ,每次

2 h。蒸发光检测器是一种质量型检测器 ,响应值

与样品进样量一般不成线性。直接以碱苷 A的
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峰面积值对进样量进行回归 ,得到的线性结果较

差 ,将碱苷 A峰面积和进样量取自然对数后进行

回归 ,结果得到比较理想的线性关系。

在色谱条件优化中 ,分别试验了甲醇 2水 ,乙

腈 2水系统 ,同时分别考察了甲酸、醋酸铵、磷酸缓

冲盐、三乙胺等改性剂对色谱峰的影响。结果表

明 :乙腈 2体积分数为 0102%的三乙胺水溶液 (体

积比为 56∶44)作为流动相时碱苷 A色谱峰与其

他成分谱峰的分离达到要求。

从不同产地白英中碱苷 A含量测定结果可

以看出 ,白英中碱苷 A含量很高 ,但白英产地不

同 ,碱苷 A的含量差异较大。
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Determ ina tion of con ten t of glycoa lka lo id A in Sola2
num lyra tum Thunb. by HPLC2EL SD
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Abstract: O bjective To study the chem ica l constituen ts of So lanum lyra tum Thunb. and develop an H PL C 2
EL SD m ethod for the de term ination of g lycoalka lo id A [ 32O 2β2D 2g lucopy ranosy l2(1→2) 2β2D 2g lucop yrano2
sy l2(1→4 ) 2β2D 2galac topyranoside2( 25ξ) 2so lan idan23β, 23β2d io l ] in So lanum lyra tum Thunb. . M ethods

The constituen ts w ere separa ted and pu rif ied by silica ge l and OD S chrom atography, and the struc tu re of g ly2
coa lka lo id A w as iden tif ied by NM R and p hysicochem ica l p rop erty. The opera tion w as carried ou t on a E lite2
OD S C18 (200 mm ×4. 6 mm , 5μm ) co lum n w ith the m obile p hase consis ting of a m ix tu re of ace ton itrile -

0102% (φ) trie thy lam ine (V∶V = 56∶44) . The param ete rs of d rif t tube and gas f low ra te of the detec to r w ere

se t a t 95 ℃ and 213 L·m in
- 1

, respec tive ly. Results G lycoalka lo ids A w as ob ta ined from Solanum lyra tum

Thunb. . The linear range of g lycoalka lo ids w as 0142410μg ( r = 0. 999 6 ) and the average recovery w as

9916% (RSD = 210% ). Conclusion s The m ethod is found to be accu ra te, sensitive and rep roducib le. It can

be used for the determ ina tion of the con ten t of g lycoalka lo id A in Solanum lyra tum Thunb. .

Key words: Solanum lyra tum Thunb. ; glycoalkaloid A; HPLC; ELSD
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