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摘要 目的: 建立 UPLC 法同时测定曼地亚红豆杉中 10 － 脱乙酰基巴卡亭Ⅲ( 10 － DAB Ⅲ) 、三尖杉宁碱和紫杉醇的含量。方

法: 采用 Acquity BEH Shield RP 18 色谱柱( 2. 1 mm × 100 mm，1. 7 μm) ，流动相为水( A) － 乙腈( B) ，梯度洗脱( 0 ～ 8 min，78%
A; 8 ～ 11 min，78%A→65%A; 11 ～ 44 min，65% A) ，流速为 0. 2 mL·min －1，检测波长为 227 nm，柱温 25 ℃。结果: 本方法可

在 44 min 内完成 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇 3 个成分的色谱分析，且各成分色谱峰之间具有良好的分离度; 10 － DAB
Ⅲ、三尖杉宁碱、紫杉醇的线性范围分别为 0. 010 ～ 0. 100 μg( r = 0. 9996) 和 0. 003 ～ 0. 030 μg( r = 0. 9995) ，0. 080 ～ 0. 800 μg( r
= 0. 9992) 和 0. 001 ～ 0. 010 μg( r = 0. 9997) ，0. 020 ～ 0. 200 μg( r = 0. 9997) 和 0. 004 ～ 0. 040 μg( r = 0. 9998) ; 平均加样回收率

( n = 9) 分别为 99. 8%，97. 8%，100. 4%。结论: 以 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇为目标成分时，5 月份为 5 年生曼地亚红

豆杉的最佳采收期。该方法灵敏度高、准确、简便快速，可用于曼地亚红豆杉的质量控制。
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Abstract Objective: To develop an UPLC method for the simultaneous determination of 10 － deacetyl － bacratin
Ⅲ( 10 － DAB Ⅲ) ，cephalomannine and taxol in Taxus media．Methods: The sample was separated on an Acquity
BEH Shield RP 18 column( 2. 1 mm ×100 mm，1. 7 μm) with the mobile phase consisting of water( A) － acetoni-
trile( B) by gradient elution program( 0 － 8 min，78% A; 8 － 11 min，78% A→65% A; 11 － 44 min，65% A) at the
flow rate of 0. 2 mL·min －1，UV detection wavelength at 227 nm，and the column temperature was 25 ℃. Results:
Experimental results showed that a good separation of 10 － DABⅢ，cephalomannine and taxol was achieved in 44 min
by UPLC method ; The method displayed good linearity of 10 － DABⅢ，cephalomannine，taxol with the correlation
coefficients and linear ranges of 0. 010 －0. 100 μg( r = 0. 9996) and 0. 003 － 0. 030 μg( r = 0. 9995) ，0. 080 － 0. 800
μg( r = 0. 9992) and 0. 001 － 0. 010 μg ( r = 0. 9997) ，0. 020 － 0. 200 μg ( r = 0. 9997) and 0. 004 － 0. 040 μg ( r =
0. 9998) ; The average recoveries( n = 9) were 99. 8%，97. 8% and 100. 4% ． Conclusions: The best harvest time of
five － year － old Taxus media is in May，when 10 － DABⅢ，cephalomannine and taxol are taken as target compo-
nents． The method is sensitive，accurate，simple and fast． It can be used for quality control of Taxus media．
Key words: UPLC; Taxus media; 10 － DABⅢ; cephalomannine; taxol; taxad( red poisson) ; medicinal resource de-
velopment

红豆杉为红豆杉科( Taxaceae) 红豆杉属( Taxus genus) 植物，又名紫杉、赤柏松，全世界共分布有 11
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个种［1］。红豆杉中含有多种紫杉烷类似物，其中 10
余种成分具有抗肿瘤活性［2］。

紫杉醇( taxol) 是从红豆杉中提取得到的一种

紫杉烷二萜类化合物，是人类未来 20 年最有效的抗

癌药物之一［3］。目前，市售紫杉醇主要是从红豆杉

中直接提取而得。由于紫杉醇资源极其有限，因此

为充分利用资源，保护稀少树种，近几年来从其他部

位提取紫杉醇备受关注［4，5］。
三尖杉宁碱( cephalomannine) 是一种与紫杉醇

结构十分相近的紫杉烷类化合物，药理实验表明它

也具有较强的抗肿瘤活性，并可开发成新的抗肿瘤

药或者转化为紫杉醇［4］。
10 －脱乙酰基巴卡亭Ⅲ( 10 － deacetyl － bacratin

Ⅲ，10 － DABⅢ) 不仅具有抑制肿瘤的作用，同时也

是半合成抗癌物质紫杉醇的重要前体物之一［6］。
Bissery 等［7］还报道了可利用 10 － DABⅢ合成具有比

紫杉醇更高抗氧化活性的多烯他塞( docetaxel) 。
曼地亚红豆杉是欧洲红豆杉与东北红豆杉的杂

交 种，原 产 于 美 国，我 国 在 1996 年 从 加 拿 大 引

进［8，9］。它不仅具有生长速度快、适应能力强、生物

特性稳定等优点，而且 4 ～ 5 年生的曼地亚红豆杉树

皮、枝叶中紫杉醇含量高于 70 ～ 80 年天然红豆杉树

皮中的紫杉醇含量，已被美国 FDA 批准用于提取紫

杉醇首选的红豆杉品种之一［10］。
目前有关红豆杉枝叶中有效成分含量测定的报

道，最常见的是针对紫杉烷类化合物的研究［10 ～ 16］。
本文建立了 UPLC 法同时测定曼地亚红豆杉中 10 －
DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇的含量，并对不同采

收期、不同部位曼地亚红豆杉中这 3 种有效成分的

含量变化规律进行了研究分析，从而为更加合理地

利用这一药用资源，更加客观有效地控制及评价曼

地亚红豆杉的质量提供参考依据。
1 仪器与试药

ACQUITY UPLC 超高效液相色谱仪系统( 美国

Waters 公司) ，配备二元溶剂管理器、自动进样器、
光电二极管阵列检测器、二元高压泵; MassLynxV4. 1
色谱工作站。Millipore Simplicity 型超纯水器( 美国

Millipore 公司) ，AUTO SCIENCE 溶剂过滤装置，舒

美 KQ2200DE 数控超声仪。
对照品 10 － DABⅢ、三尖杉宁碱、紫杉醇均由西

安冠宇生物科技有限公司提供( 纯度均大于 98% ) ;

乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
实验所用样品采自浙江省常山市曼地亚红豆杉

种植基地( 由浙江常山曼地亚红豆杉科技开发有限

公司提供) ，经浙江农林大学药用植物分类学教授

楼炉焕鉴定为红豆杉科红豆杉属植物曼地亚红豆杉

( Taxus media CV． Hichsii) 的干燥小枝及针叶。药

材经 40 ℃干燥，粉碎，过 60 目筛备用。
2 方法和结果

2. 1 溶液的制备

2. 1. 1 对照品储备液 精密称取 10 － DAB Ⅲ
对照品 12. 5 mg 和 15. 0 mg，加甲醇制成浓度分

别为 0. 10 mg·mL － 1 和 0. 03 mg·mL － 1 的 10 －
DAB Ⅲ对照品储备液; 精密称取三尖杉宁碱对照

品 8. 0 mg 和 10. 0 mg，加 甲 醇 制 成 浓 度 分 别 为

0. 80 mg·mL － 1和 0. 01 mg·mL － 1的三尖杉宁碱

对照品储备液; 精密称取紫杉醇对照品 10. 0 mg
和 10. 0 mg，加 甲 醇 制 成 浓 度 分 别 为 0. 20 mg·
mL － 1和 0. 04 mg·mL － 1的紫杉醇对照品储备液。
避光低温保存，临用鲜配。
2. 1. 2 供试品溶液 精密称取干燥恒重并过 60 目

筛的曼地亚红豆杉药材粉末约 1. 0 g，精密称定，加入

乙醇 50 mL，然后超声( 功率 500 W，频率 40 kHz) 处

理 30 min 后，静置过滤，滤渣再以 30 mL 乙醇超声 30
min，再次静置过滤后，滤渣再以 20 mL 乙醇超声 30
min，静置过滤后，合并滤液，于 45 ℃真空浓缩至 18
mL 左右时，加入蒸馏水 2 mL，混匀，并以 30 mL 石油

醚脱色处理 1 ～ 5 次，至石油醚层近无色。乙醇相于

45 ℃真空浓缩至干后，加入二氯甲烷 30 mL 和蒸馏

水 15 mL 充分萃取，静置分层后，水层再以 20 mL 二

氯甲烷萃取 2 次，合并二氯甲烷萃取液，减压蒸干，然

后用甲醇定容于 10 mL 量瓶中，微孔滤膜( 0. 45 μm)

滤过，即得。
2. 2 色谱条件及系统适应性试验 色谱柱: AC-
QUITY UPLC BEH Shield RP 18( 2. 1 mm ×100 mm，

1. 7 μm) ; 流动相: 水( A) － 乙腈( B) ，梯度洗脱( 0 ～
8 min，78% A; 8 ～ 11 min，78% A→65% A; 11 ～ 44
min，65%A) ; 流速: 0. 2 mL·min －1，检测波长: 227
nm，柱温: 25 ℃ ; 进样量: 1 μL。在上述色谱条件下，

各相邻色谱峰之间的分离度均大于 1. 5，拖尾因子

在 0. 95 ～ 1. 05 之间; 理论塔板数均大于 30000，满

足定量要求。色谱图见图 1 。
2. 3 线 性 关 系 考 察 分 别 取 10 － DAB Ⅲ
( 0. 1 mg·mL －1 ) 、三尖杉宁碱( 0. 8 mg·mL －1 ) 和紫

杉醇( 0. 2 mg·mL －1 ) 的对照品储备液各1 mL 于同一

10 mL 量瓶中，用甲醇定容，即得混合对照品溶液Ⅰ，用

于曼地亚红豆杉针叶中 3 个有效成分的含量测定; 取

10 － DABⅢ( 0. 03 mg·mL － 1 ) 、三尖杉宁碱( 0. 01
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图 1 对照品( A) 及针叶样品 7( B) 的色谱图

Fig 1 Chromatograms of reference substances ( A) and needle sample 7

( B)

1. 10 － 脱乙酰基巴卡亭Ⅲ( 10 － DAB Ⅲ) 2. 三尖杉宁碱( cephalo-

mannine) 3. 紫杉醇( taxol)

mg·mL －1 ) 和紫杉醇( 0. 04 mg·mL －1 ) 的对照品储

备液各 1 mL 于同一 10 mL 量瓶中，用甲醇定容，即

得混合对照品溶液Ⅱ，用于曼地亚红豆杉小枝中 3
个有效成分的含量测定。在“2. 2”项色谱条件下，

对混合对照品溶液Ⅰ和Ⅱ分别进样 1，2，4，6，8，10
μL 进行分析，并记录峰面积。以进样量( X) 为横坐

标，峰面积值( Y) 为纵坐标绘制标准曲线，并进行回

归计算，回归方程见表 1 和表 2。
2. 4 精密度试验 精密吸取混合对照品溶液Ⅰ
1 μL，按照“2. 2”项下的色谱条件连续进样 6 次，结

果 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇的 RSD( n =
6) 分别为 1. 1%，1. 8%，1. 6% ; 精密吸取混合对照

品溶液Ⅱ 1 μL，按照“2. 2”项下的色谱条件连续进

样 6 次，结果 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇的

RSD( n = 6 ) 分别为 0. 9%，1. 9%，1. 3%，表明仪器

精密度良好。
表 1 混合对照品溶液Ⅰ中 3 个成分的线性回归方程及相关系数

Tab 1 Calibration curves and correlation coefficients of three components in the mixed reference substance solution Ⅰ

成分( components) 回归方程( regression equation) r 线性范围( linear range) /μg

10 － 脱乙酰巴卡亭( 10 － DAB Ⅲ) Y =8. 05 × 106X +1. 63 × 104 0. 9996 0. 010 ～ 0. 100

三尖杉宁碱( cephalomannine) Y =5. 08 × 106X －4. 01 × 104 0. 9992 0. 080 ～ 0. 800

紫杉醇( taxol) Y =5. 49 × 106X －2. 67 × 104 0. 9997 0. 020 ～ 0. 200

表 2 混合对照品溶液Ⅱ中 3 个成分的线性回归方程及相关系数

Tab 2 Calibration curves and correlation coefficients of three components in the mixed reference substance solution Ⅱ

成分( components) 回归方程( regression equation) r 线性范围( linear range) /μg

10 － 脱乙酰巴卡亭( 10 － DAB Ⅲ) Y =7. 96 × 106X +1. 52 × 104 0. 9995 0. 003 ～ 0. 030

三尖杉宁碱( cephalomannine) Y =4. 97 × 106X －3. 84 × 104 0. 9997 0. 001 ～ 0. 010

紫杉醇( taxol) Y =5. 22 × 106X － 2. 49 × 104 0. 9998 0. 004 ～ 0. 040

2. 5 重复性试验 取同一批曼地亚红豆杉药材 3
份，按“2. 1. 2”项下方法制备供试品溶液，按“2. 2”
项的色谱条件进样分析，分别求得 10 － DAB Ⅲ、三
尖杉 宁 碱 和 紫 杉 醇 含 量 平 均 值 ( n = 3 ) 分 别 为

0. 5929，0. 4871，0. 9482 mg · g －1 ; RSD 分 别 为

1. 5%，1. 7%，1. 8%。
2. 6 稳定性试验 取同一批曼地亚红豆杉药材的

供试品溶液，室温放置，分别于溶液制备后 0，1，2，

6，12，24 h，按“2. 2”项下的色谱条件进样分析，分别

求得 10 － DABⅢ、三尖杉宁碱和紫杉醇峰面积的

RSD( n = 6) 分别为 1. 0%，1. 3%，1. 1%。结果表明

供试品溶液在 24 h 内稳定。
2. 7 加样 回 收 率 试 验 取“2. 5”项 下 已 测 定

10 － DAB Ⅲ、三 尖 杉 宁 碱 和 紫 杉 醇 含 量 的 曼 地

亚红豆杉药材粉末 9 份，每 3 份 为 1 组，每 份 约

0. 5 g，精密称定后，加入“2. 1. 1”项下对照品储

备 液 适 量，使 得 加 入 对 照 品 的 量 分 别 约 为 样 品

中 10 － DABⅢ、三 尖 杉 宁 碱 和 紫 杉 醇 含 有 量 的

80% ，100% ，120% ，按“2. 1. 2”项 下 方 法 制 备

供试溶液，按“2. 2”项 下 的 色 谱 条 件 进 样，计 算

回收率。结 果 10 － DABⅢ、三 尖 杉 宁 碱 和 紫 杉

醇 低 浓 度 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 100. 5% ，

99. 7% ，101. 3% ; RSD 分 别 为 0. 7% ，0. 6% ，

0. 8%。中浓 度 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 99. 4% ，

97. 9% ，100. 3% ; RSD 分 别 为 1. 1% ，1. 9% ，

0. 9%。高浓 度 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 99. 5% ，

95. 9% ，99. 5% ; RSD 分 别 为 1. 9% ，0. 2% ，

0. 9%。低、中、高浓度 平 均 回 收 率 ( n = 9 ) 分 别

为 99. 8% ，97. 8% ，100. 4%。
2. 8 样品测定 分别取不同采收期和不同部位的
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曼地亚红豆杉药材各 3 份，精密称定，按“2. 1. 2”项

下方法制备供试品溶液，按“2. 2”项下的色谱条件

进样分析，以外标法分别计算 3 种有效成分含量，结

果见表 3 和表 4。
表 3 不同采收期曼地亚红豆杉针叶中 3 个

成分的含量( mg·g －1，n =3)

Tab 3 The contents of three components in Taxus media

leaves collected in various periods

No．
采收时间

( collected time)

10 － 脱乙酰巴

卡亭( 10 － DAB Ⅲ)

三尖杉宁碱

( cephalomannine)

紫杉醇

( taxol)

1 2010 － 01 － 10 0. 3841 0. 2541 0. 5301

2 2010 － 02 － 25 0. 3126 0. 2415 0. 5058

3 2010 － 03 － 14 0. 2532 0. 2973 0. 7341

4 2010 － 04 － 06 0. 3187 0. 0841 0. 2488

5 2010 － 04 － 22 0. 3421 0. 1197 0. 5606

6 2010 － 05 － 13 0. 4845 0. 3865 0. 7905

7 2010 － 05 － 22 0. 5929 0. 4871 0. 9482

8 2010 － 06 － 02 0. 4830 0. 2231 0. 5576

9 2010 － 07 － 08 0. 3511 0. 2182 0. 4671

10 2010 － 08 － 02 0. 2575 0. 1818 0. 3598

11 2009 － 09 － 15 0. 1929 0. 1654 0. 3252

12 2009 － 10 － 08 0. 1542 0. 1870 0. 4591

13 2009 － 11 － 25 0. 1617 0. 2891 0. 7198

14 2009 － 12 － 10 0. 1891 0. 2788 0. 5451

表 4 不同采收期曼地亚红豆杉小枝中 3 个

成分的含量( mg·g －1，n =3)

Tab 4 The contents of three components in Taxus media

twig collected in various periods

No．
采收时间

( collected time)

10 － 脱乙酰巴卡亭

( 10 － DAB Ⅲ)

三尖杉宁碱

( cephalomannine)

紫杉醇

( taxol)

1 2010 － 01 － 10 0. 1130 0. 0467 0. 1621

2 2010 － 02 － 25 0. 1917 0. 0442 0. 2429

3 2010 － 03 － 14 0. 2411 0. 0407 0. 3017

4 2010 － 04 － 06 0. 1917 0. 0313 0. 2124

5 2010 － 04 － 22 0. 1729 0. 0429 0. 1921

6 2010 － 05 － 13 0. 1618 0. 0518 0. 0706

7 2010 － 05 － 22 0. 1053 0. 0311 0. 0749

8 2010 － 06 － 02 0. 0517 0. 0184 0. 0814

9 2010 － 07 － 08 0. 1037 0. 0214 0. 1477

10 2010 － 08 － 02 0. 0624 0. 0209 0. 0946

11 2009 － 09 － 15 0. 0308 0. 0123 0. 0439

12 2009 － 10 － 08 0. 0325 0. 0117 0. 0611

13 2009 － 11 － 25 0. 0317 0. 0246 0. 1317

14 2009 － 12 － 10 0. 0422 0. 0218 0. 1638

3 讨论

3. 1 检测波长的选择 取混合对照品溶液Ⅰ在

210 ～ 400 nm 波长范围扫描，其中 10 － DAB Ⅲ在

232 nm 处有最大吸收，三尖杉宁碱和紫杉醇均在

227 nm 处有最大吸收。由于三者的最大吸收波长

相差不大，且在红豆杉中三尖杉宁碱的含量较低，因

此为了便于检测，经综合考虑后最终确定 227 nm 为

测定波长。
3. 2 流动相的选择 本实验考察了甲醇 － 水和乙

腈 － 水体系，发现乙腈 － 水体系的分离效果较好，且

无重叠峰，因此选取乙腈 － 水作为流动相进行梯度

洗脱。
3. 3 提取条件的选择 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱

和紫杉醇均易溶于甲醇，且受热不稳定。因此，本实

验采用甲醇超声提取，并对提取温度( 25，35，45，55
℃ ) 、提取时间 ( 10，20，30，40，50 min ) 、提取次数

( 1，2，3，4 次) 以及甲醇用量( 10，20，30，40，50 mL)

进行考察。结果表明，以小于 45 ℃ 的温度，超声提

取 3 次，每次 30 min，甲醇用量依次为 50 mL、30
mL、20 mL 的系统对样品进行超声提取时，即可快

速有效地将红豆杉中的 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和

紫杉醇提取完全。
3. 4 氯仿萃取方案考察 本实验对氯仿萃取液的

用量( 10，20，30 mL) 和萃取次数( 1，2，3，4 次) 进行

了考察，结果表明，采用 30 mL 氯仿萃取 1 次，再用

20 mL 氯仿萃取 2 次后，不仅能够将目标成分萃取

完全，而且节约溶剂用量。
3. 5 标准曲线及线性范围的建立 由于针叶和小

枝中目标成分的含量差别比较大，而本实验所用

UPLC 仪器仅有 10 μL 的样品定量环，无法在 1 个线

性范围内定量，因此本实验分别建立了 2 个标准曲

线和线性范围。
3. 6 小结 从 5 年生不同采收期曼地亚红豆杉针

叶中 10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇的含量测定

结果可以看出，2010 年 5 月 22 日所采集的药材中

10 － DAB Ⅲ、三尖杉宁碱和紫杉醇的含量均为最

高，因此针叶的最佳采收期可预测在 5 月份。从 5
年生不同采收期曼地亚红豆杉小枝中 10 － DAB Ⅲ、
三尖杉宁碱和紫杉醇的含量测定结果看，2010 年 3
月 14 日所采集的样品中 10 － DABⅢ和紫杉醇的含

量均为最高，而三尖杉宁碱的含量在全年中的变化

均很小，因此小枝的最佳采收期可预测为 3 月份。
但由于曼地亚红豆杉药材采收时，针叶和小枝分开

采样较困难，而且小枝中 3 个有效成分的含量均远

小于针叶，植株中针叶的比例大于小枝，因此综合考

虑后，初步推测 5 年生曼地亚红豆杉枝叶的最佳采
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收期应为 5 月份。
3. 7 讨论 本实验只测定了 5 年生不同采收期

曼地亚红 豆 杉 不 同 部 位 中 10 － DAB Ⅲ、三 尖 杉

宁碱和紫杉醇的含量，对于其他生长年限曼地亚

红豆杉的最佳采收期的预测有一定的局限性，因

此还有待对不同地区、不同生长年限的曼地亚红

豆杉中 3 个 有 效 成 分 的 含 量 进 行 系 统 的 测 定 与

对比分析，以确定其他生长年限曼地亚红豆杉的

最佳采收期。
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