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HPLC法测定昆明山海棠蜜中雷公藤甲素的含量
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摘要: 昆明山海棠蜜经萃取洗脱后,采用反相 C18柱, 以乙腈 -水 ( 30B70)为流动相,以 218 nm为检测波长, 检测

昆明山海棠蜜中雷公藤甲素的含量。结果 :雷公藤甲素在 1 ~ 20 Lg /g范围内线性良好, r为 01 999 9,平均回收

率为 1031 06% ( n = 5), RSD为 11 71%。
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Abstract: A fter e luteT rip tergium hypoglaucum honey, use reversed-phase C
18

co lumn determ ine trip-

to lide, w ith aceton itrile-w ater( 30B70) as mob ile phase, 218nm as determ ine w ave. Result show s that

Tripto lide has a good linearityw ith in 1 Lg /g ~ 20 Lg /g, and the r- value is 01999 9, themean re-

covery is 103106% ( n= 5), RSD is 1171%.
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  昆明山海棠蜜是蜜蜂采集昆明山海棠的花蜜酿

造而成的蜂蜜,对蜜蜂不造成伤害,但人食用后会导

致中毒
[ 1]
。昆明山海棠系卫矛科,雷公藤属植物, 广

泛分布于长江以南部分省区及西南地区,是一种我国

常见的有毒蜜源植物,通常以根和皮作为药用。昆明

山海棠作为中草药应用于我国传统医学,主要用于杀

虫、舒筋活络、清热解毒、祛风除湿等
[ 2]
。昆明山海棠

与雷公藤成分相似,含有生物碱类,二萜类,三萜类等

多种成分,其中二萜类成分雷公藤甲素是主要毒性成

分
[ 3]
。但目前人们对昆明山海棠蜜的毒性只是有初

步认识,其中雷公藤甲素的含量测定尚未见报道。因

此,有必要建立快速、准确的雷公藤甲素的检测方法。

本实验采用高效液相色谱法,建立昆明山海棠蜜中雷

公藤甲素含量的测定方法。结果表明, 本法操作简

便,结果准确。

1 仪器与试药

WATERS高效液相色谱仪; WATERS 2487紫外

检测器; WATERS 1525高压泵; Breeze数据处理系统;

电子天平;超声波清洗器;离心机;旋转蒸发仪。

乙腈为色谱纯; 水为超纯水; 甲醇、中性氧化

铝、乙酸乙酯、石油醚为分析纯;

雷公藤甲素标准品 (福建省医学科学研究所提

供 ),昆明山海棠蜜 (采集于云南省楚雄州姚安县 )

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱用 Symmetry
m

C
18
( 416mm @ 150mm,



5 Lm);流动相为乙腈 -水 ( 30B70);流速: 1 mL /m in;

检测波长为 218 nm;柱温:室温;进样量: 20 LL。

2. 2 样品处理
准确称取昆明山海棠蜂蜜样品 25 g, 放入

200mL离心管中,加入 40 mL水使蜂蜜完全溶解,

加入 40mL乙酸乙酯, 30 mL石油醚,摇匀,超声提

取 10m in, 3 000 r/m in离心 10 m in, 转移上清液至

另一离心管中, 蜂蜜中再加入 30 mL乙酸乙酯,

20 mL石油醚, 重复提取 1次,合并上清液, 旋转蒸

发至干。残渣用适量乙酸乙酯溶解, 过中性氧化铝

柱 (乙酸乙酯湿法上柱, 3 g, 200目 ) ,用 20 mL乙

酸乙酯洗脱,收集洗脱液, 蒸干。精密吸取 1 mL甲

醇溶解残渣, 0. 45 Lm微孔滤膜过滤,备用。

2. 3 对照品溶液制备
精密称取雷公藤甲素对照品 2. 5mg, 用甲醇

定容于 5 mL容量瓶中,得 0. 5mg /mL的对照品溶

液,置于 4e 冰箱备用。
2. 4 标准曲线的绘制

对照品溶液分别进样 20 LL, 10 LL, 5 LL,

2 LL, 1 LL。以峰面积 ( y )为纵坐标, 以含量 ( x )

为横坐标, 绘制标准曲线。得回归方程 y =

2 511 038. 32 x + 165 934. 10, r= 0. 999 9, 线性范

围为 1~ 20 Lg /g。

2. 5 精密度试验
精密吸取对照品溶液 ( 0. 5mg /mL ), 定量环

20 LL进样, 连续进样 6次, 计算峰面积的 RSD为

2163%。
2. 6 稳定性试验
吸取样品溶液,每隔 015 h进样 20 LL,连续进

样 3次,发现保留时间和峰面积均稳定, 峰面积的

RSD为 0161% ,表明样品在 1. 5 h内稳定。之后样

品黏度增大,有絮状沉淀,但过滤后仍可使用,不影

响测定结果。

2. 7 重现性试验

称取 3份样品, 按 212项进行处理, 每份连续

进样 2次, 取平均值, RSD为 0178%。
2. 8 回收率试验

称取不含雷公藤甲素的蜂蜜 3份,每份 25 g,

置于 200mL离心管中, 分别添加 0. 05mg /mL对

照品溶液 0125mL, 1mL, 5 mL。超声 30 m in, 用

212项中的方法对其进行处理, 按上述色谱条件外

标法测定, 计算回收率,结果如下。

表 1 加样回收率试验结果

Tab. 1 De term ination and recover ies of three adding TW sam ples

加入量 /Lg added 本底值 /Lg base 测定值 /Lg measured 回收率 /% recovery 平均 /% RSD /% m ean

0. 25 0 0. 25 101. 56

0. 25 0 0. 25 101. 53

1. 00 0 1. 02 101. 84 103. 06 1. 71

1. 00 0 1. 05 104. 86

5. 00 0 5. 28 105. 53

5. 00 0 5. 15 103. 04

2. 9 样品含量测定
按 212项进行处理样品, 连续进样 3次, 取平

均含量为 0161 Lg /g, RSD为 0178%。

3 讨论

( 1)由于雷公藤甲素在蜂蜜中的含量极低,故

样品处理时如蜂蜜有结晶一定要 60e 以下水浴加

热,待其完全溶解后再称量。

( 2)中性氧化铝的活性会影响到对雷公藤甲

素的吸附, 采用湿法上柱可以避免这种影响
[ 4]
。

中性氧化铝的用量不需很多, 3 g氧化铝, 直径 1~

115 cm的小柱即可。

( 3)很多文献报道流动相采用甲醇 - 水系

统
[ 5]
,本试验通过对比, 发现用乙腈 - 水系统, 图

谱峰形分开程度好, 基线平稳。乙腈 -水 ( 30B70)

系统中,雷公藤甲素的保留时间在 9 m in左右, 检

测一份样品需 20 m in, 试验进度较快。

( 4)蜜蜂只有在干旱或蜜源缺乏的时期才会去

采集有毒的花蜜, 并且把酿造后的有毒的蜂蜜放在

蜂巢中特定的区域,但养蜂人取蜜时难免会把有毒

蜜和正常的蜂蜜混淆在一起, 而每一次的混合程度

都不一样,因此从含有昆明山海棠蜜的蜂蜜中检测

雷公藤甲素的含量,结果会因样品不同而有差别。

( 5)经过滤后的样品溶液放置 1 h后会逐渐产
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生絮状沉淀,但过滤后不影响检测结果。
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