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摘要：目的建立染料木素_4’一葡萄糖苷的含量测定方法。方法采用反相高效液相色谱法。Diamonsil C。8柱(4．6 mln×250

mm，5 p肌)，流动相为乙腈一水(用磷酸调节pH至2．73)(25：75)，流速1．0 mL·rain～，检测波长261 Bin，柱温35℃。结果

染料木素一4’-葡萄糖苷在0．505 5—101．1 mg·L“内峰面积与浓度呈良好线性关系(r=1．000 0，n=6)，平均回收率99．2％

(RSD=1．1％，n=9)，日内精密度RSD<0．5％，日问精密度RSD<0．7％，最低检测限0．2 ng。同时对样品中所舍染料木素、

染料木素-7一葡萄糖苷和染料木素-7，4 7-二葡萄糖苷等微量有关物质的分离和检测也获得满意的结果。结论该方法简便、可

靠，可用于染料木素及其苷类的质量控制。
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Determination of Genistein-4'-Glucoside and Its Related Substances by RP·HPLC

XIE Yi—fan，GU Ya—fang，ZHOU Jin—e，CHEN Ze—nai，LU Yang’(Department of Pharmacy，School of Medicine，Shanghai

Ji,w Tong Umversity，Shanghai 200025，China)

ABSTRACT：OBJECTIVE To establish a HPLC method for determining the content of genistein-4'-glucoside．METHODS The

separation was performed on a Diamonsil C18 co]ulnn(4．6 inIn×250 mm，5¨m)．The mobile phase was acetonitrile-water(adjust pH

to 2．73 by phosphoric acid)(25：75)．The flow rate was 1．0 mL·min。and the detection wavelength was 261 ll／IL RESULTS

The calibration curve was linear over the range of 0．505 5—101．1 mg·L。1(r=1．000 0，n=6)for genistein-4'-glucoside．The aver-

age recovery was 99．2％(RSD=1．1％，n=9)．The RSDs of intra—day and inter-day validatin were below 0．5％and o．7％respective-

ly．The LOD wag about o．2 ng The minor substances of genistein．genistein-7一glucoside and genistein-7-4'-diglucoside in the sample

化合物Ⅶ：白色粉末(水)，Molish反应呈阳性。

与葡萄糖标准品共薄层，Rf值相同，混合熔点不下

降，以上数据均显示此化合物为葡萄糖(slucose)。

化合物Ⅷ：无色针状结晶(氯仿)，mp 137—140

℃，Liebermann—Burchard反应呈阳性，Molish反应呈

阴性。与届一谷甾醇标准品共薄层，Rf值相同，混合

熔点不下降，以上数据均显示此化合物为卢．谷甾醇

(卢-sitoster01)。

化合物Ⅸ：无色片状结晶(石油醚)，Lieber-

mann-Burchard反应呈阳性。与豆甾醇标准品共薄

层Rf值相同，混合熔点不下降，以上数据均显示此

化合物鉴定为豆甾醇(stigmaster01)。
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also were isolated and detected satisfactorily．CONCLUSION The method is convenient and reliable for quality control of genistein

and its related glycosides．

KEY WORDS：RP—HPLC；genistein-4'-glucoside；genistein and its glycosides

染料木素4 7一葡萄糖苷(genistein-4'-glucoside，

sophoricoside)早在1935年即从中药槐角即豆科植

物槐树(Sophora japonica L)的干燥成熟果实中分

离得到[1】，近年发现也存在于槐果皮心1和槐树种

子∞]中。此外在尼泊尔黄花木(Piptanthus nepalen一

硫)茎和漆树科植物宽叶肖乳香(Schinus latifolius)

叶H]，以及羽扇豆属植物(Lupinus luteus，Lupinus po—

typhyllus×arboreus)新鲜根H1等中也有存在。染料

木素4’．葡萄糖苷的5，7，4’三羟基异黄酮苷的化学

结构早在1943年即由化学降解阐明∞J，随后经多次

各种波谱分析进一步加以确证嘲’5】。药理试验表

明，染料木素4’一葡萄糖苷具有抗炎"J、降低谷丙转

氨酶‘8l、抗生育‘91、抑制IL-5[m1等活性，近年又报道

能改善妇女绝经后的骨质疏松症u1|。鉴于染料木

素4’一葡萄糖苷所具有的药用价值，以及在槐角中的

丰富含量(约4％)，本实验基于其开发利用的需要，

对其含量分析进行HPLC法的系统研究，该法除测

定主成分外，并可同时对试样中微量存在的染料木

素(genistein)、染料木素．7-葡萄糖苷(genistein-7-

glucoside)和染料木素-7，4 7-二葡萄糖苷(genistein一

7，4'-diglucoside)等有关物质进行完全分离和检测。

方法简便、通用性强，适用于常见染料木素类似物及

其相关药物的质量监控。

1仪器与试药

美国Agilentll00系列高效液相色谱仪；

G1313A自动进样器；VWD可变波长紫外检测器；

Agilent Chemstation色谱工作站。

染料木素47一葡萄糖苷对照品(峰面积归一法

测定其含量大于99．6％，上海交通大学医学院)，染

料木素4 7．葡萄糖苷样品(上海交通大学医学院)。

乙腈和磷酸均为色谱纯。

2方法与结果

2．1色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18柱(4．6 mm x 250 mm，5

p,m，DIKMA公司)；流动相：乙腈一水(用磷酸调节

pH至2．73)(25：75)；流速1．0 mL·min～；检测波

长261 nm；柱温35℃。注射量20斗L。

2．2系统适用性实验

在“2．1”色谱条件下，染料木素_4’一葡萄糖苷色

谱峰与相邻其他色谱峰的分离度均大于1．5，拖尾
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因子1．02，理论塔板数以染料木素4’一葡萄糖苷计

不低于3 000。结果见图1。

图1染料木素4’一葡萄糖苷的HPLC色谱图

A一空白；B一对照品；C一样品

Fig 1 HPLC chromatograms of genistein-4’一glucoside

A—blanks；B—refemnee subs恤nce；C—sample

2．3 方法专属性实验

为了便于观察，专属性实验的浓度为含量测量

浓度的20倍。取染料木素4’-葡萄糖苷提取物(I)

约12 mg置于100 mL量瓶中，加入流动相约80

mL，在50～60℃下，超声30 min，放冷，稀释至刻

度，滤过，取续滤液9．0 mL各4份，其中，1份中加

水1 mL，混匀后，作为对照液。另3份中分别加入1

mol·L。HCl、1 tool·L“NaOH和30％H2 02各1

mL，分别制得质量浓度约为100 mg·L。1供试液，于

90℃下加热3 h，进行强酸、强碱和氧化条件下的破

坏试验。同时制取HCI、NaOH、H：02 3份空白对照

液。另取适量(约10 mg)2份，分别经强光照射

(4 500 lx，24 h)、高温(105 oC，24 h)破坏后，配制

成质量浓度约为100 mg·L以溶液。按“2．1”测定

条件进行分析，并将保留时间延长至50 min以上，

记录色谱图，见图2。结果表明，各种破坏性试验所

产生的降解产物均不干扰主峰，经H：0：氧化破坏

后，可产生多个微量氧化产物，个别峰(约8．1 rain)

与主成分峰(约8．7 min)靠得较近，表明在染料木

素4 7．葡萄糖苷含量测定中应避免与酸、碱和氧化剂

的接触；染料木素一4’-葡萄糖苷对强光照射和高温在

24 h内稳定。

2．4 对照品溶液的制备

取染料木素_4’-葡萄糖苷对照品约10 mg，精密

称定，置于100 mL量瓶中，加流动相约80 mL，在

50—60℃下，超声30 min，放冷，用流动相稀释至刻

度，混匀得储备液。

2．5线性关系考察

分别精密量取对照品储备液0．5、1．0、5．0、

10．0和25．0 mL置于100 mL量瓶中，用流动相稀

释至刻度，摇匀，制成系列标准溶液，取上述各溶液
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图2染料木素4’一葡萄糖苷和有关物质HPLC色谱图

A一染料木素_4’-葡萄糖苷提取物I；B一强碱破坏品；C一强酸破坏品；D一氧

化破坏品；1一染料木素7。4’一二葡萄糖苷；2一染料木素-7一葡萄糖苷；3一染

料木素_4’一葡萄糖苷；4一染料木素

Fig 2 HPLC chromatograms of genistein-4’一glueoside and relat—

ed substances

A—sample of genistein-4．’-glueoside；B—sampletreated by strongbase；C—sample

treated by strong acid；D—sample treated by oxidation；1一genistein-7。4’-,tlglu-

eoside；2一genistein-7一g,lueoside；3一genistein-4’一glucmide；4一genistein

及储备液20灿注入高效液相色谱仪，记录色谱图，
结果表明，染料木素4’一葡萄糖苷浓度在0。505 5—

101．1 mg·L一内，线性关系良好，回归方程为：A n--．

101．Olp一2．99，r=1．000 0。

2．6最低检测限和定量限

取线性范围实验项下0．505 5 mg·L一的溶液

逐步稀释，当信噪比(S／N)为3时，染料木素4’．葡

萄糖苷的最低检测限为O．2 ng，最低定量限按信噪

比为10确定为0．8 ng。

2．7回收率实验

精密称取已知含量为92．52％的染料木素．4’．

葡萄糖苷约10 mg，共计9份，分成3组，置于200

mL量瓶内，在各组中分别准确加入8，10，12 mg染

料木素4’一葡萄糖苷对照品，加流动相约150 mL，在

50一60℃下，超声30 min，放冷，用流动相稀释至刻

度，量取5 mL，稀释成100 mL后，另取对照品适量，

同法制成5 mg·L。1溶液作为对照液。分别量取上

述供试液和对照液各20汕，注入高效液相色谱仪，
记录色谱图，按外标法计算回收率。结果见表l。

2．8精密度与重复性实验

取染料木素4’．葡萄糖苷提取物I约10 mg，按

含量测定HPLC制成每1 L约含5 mg的供试液，20

灿注入高效液相色谱仪，重复迸样6次，结果峰面
积RSD为0．118％。在前述3组不同量加样回收率
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r表1 染料木素_4’-葡萄糖苷的回收率测定结果

Tab 1 Recovery of genistein--4’-glucoside

8．08

7．95

8．Ol

lO．03

9．96

10．05

儿．95

11．90

12．05

8．12

7．84

7．90

9．94

9．8l

10．07

11．7l

11．67

12．15

的供试液中分别取一份进行日内差测试，1 h测1

次，共8次，日内平均峰面积RSD<0．5％；室温下放

置，每天测1次共6 d，日间平均峰面积RSD<

0．7％。表明重复性良好。

2．9 方法的耐用性

分别用Kromasil KRl00—5C18(4．6 mm x 250

mm，5 pm)与Discovery C18(4．6 mm x 250 mm，5

¨m)不同品牌的色谱柱及HPLC法中几个典型的变

动因素柱温(35 4-2)℃、流速(1．0±0．02)mL·

ml‘rl～、pH(2．73±2)来考察耐用性，其结果基本一

致(RSD 0．3％一2．1％)，故本方法具有较好的承受

影响的能力。

2．10表观含量大干0．1％的有关物质峰的归属分

析

图1中1，2，4有关物质峰通过高效液相色谱一

二极管阵列检测器分析，发现它们的UV光谱与染

料木素4’一葡萄糖苷的uV光谱类似，260—261 nm

处呈最大吸收，在330 nm仅呈弱肩峰，为异黄酮特

征。对峰1(约2．7 rain)作进一步HPLC-MS检测，

从所得准分子离子峰：595[M+H]+，617[M+

Na]+，633[M+K]+，可知相对分子质量为594，由

于比染料木素4 7．葡萄糖苷的相对分子质量(M+

432)多162，提示分子中可能再连有一个糖。鉴于

峰1的UV谱中带II吸收位置未有明显变化，可排

除5-OH苷化(紫移5～10 nm)可能H21，而染料木

素-7-D节一D-纤维二糖苷，则带I将红移至340
nm【7 J。按槐角中已知异黄酮苷类推测，峰1可能为

染料木素-7，47-二葡萄糖苷[2]。为此，用半制备柱

对峰1进行收集，收集物作1H．NMR测试，波谱数据

如下：1H—NI＼『IR(DMSO—d6，500 MHz)6：12．88(1H，

s，5-oi-I)，8．47(1H，s，2-H)，7．52(2H，d，-，=8．18

Hz，2 7H，6'-H)，7．11(2H，d，-厂=8．03 Hz，3’-H，5 7一

rI)，6．74(1H，s，8-n)，6．49(1H，8，6一H)，5．06(1H，

中国药学杂志2007年8月第42卷第15期
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d，J=7．05 Hz，7-O—glu中1一H)，4．9l(1H，d，J=

6．79 Hz，4'-O—SIR中1一H)，3．16—3．71(in，糖上其

他质子)，此1H．NMR数据与文献【2’51报道的中染料

木素-7，4’．二葡萄糖苷的一致，证实峰1为染料木

素-7，4’-二葡萄糖苷。

峰2的保留位置(约6．9 rain)与主峰染料木素-

4 7一葡萄糖苷的保留位置(约8．7 min)靠近，提示可

能也为单糖苷，根据槐角的已知成分，峰2与染料木

素-7．葡萄糖苷即染料木苷(genistin)进行HPLC对

照，两者保留时间一致，混合进样后峰2吸收增加，

证实峰2为染料木素-7一葡萄糖苷。

峰4的保留时间较长，在约46．7 min，表明极性

降低，苷元的可能性很大，将染料木素4’一葡萄糖苷

经盐酸水解所得苷元染料木素与峰4进行HPLC对

照，两者保留时间一致，混合进样后，峰4吸收明显

增大，证实峰4为染料木素。

2．11样品含量测定

精密称取样品10 mg左右，置于100 mL量瓶

中，加入流动相约80 mL，在50—60℃下超声30

min，放冷，用流动相稀释至刻度，摇匀。精密量取该

溶液适量，制成5 mg·L-1的供试液。另取对照品

适量，同法制成5 mg·L。溶液作为对照液。分别

量取上述供试液和对照液各20止，注入高效液相
色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积计算含量。

3批样品(I，Ⅱ，Ⅲ)的含量测定结果分别为

92．52％，94．74％，95．16％。

3讨论

3．1 曾以乙腈．水为流动相，结果发现在较高浓度

时，色谱峰拖尾严重，无法准确定量。最后确定以乙

腈．水(用磷酸调节pH至2．73)为流动相，结果显示

其峰形对称，系统稳定，重现性好，理论塔板数高，被

测物保留时间适中(t。=8．7 min)。

3．2 分别以乙腈-水(用磷酸调节至pH 2．73)的不

同比例作为流动相，结果表明，乙腈与水的组成为

25：75时，其主峰保留时间较为适中，杂质峰的分离

也较完全，故确定以此比例作为流动相。

3．3 用流动相与乙腈一水(25：75)分别作试样溶

剂，含量测定结果基本相同，表明含有磷酸的流动相

并不干扰测定结果，故按常规要求以流动相作为本

品含量测定的样品溶剂。
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3．4 在50～60℃下，分别超声10、20、30和40

min，结果表明，超声时间少于20 min，测定含量偏

低，可能因部分样品未溶解，超声时间大于30 min

含量基本保持不变，故确定供试液制备时应超声30

mlno

3．5 通过对本方法的系统研究，发现本法的使用

具有较大的延伸性，不仅可作染料木素4’一葡萄糖苷

的测定，也可推广应用于染料木素-7，4’-二葡萄糖

苷、染料木素-7．葡萄糖苷、染料木素的含量测定。

染料木素7，4 7一二葡萄糖苷、染料木素_7一葡萄糖苷、

染料木素均属于异黄酮类化合物，如果有各自的对

照品，可用此法精确测定含量。本法也可用作不加

校正因子的自身对照法进行有关物质的限度控制。
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