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摘要 　目的 :建立以反相高效液相色谱法测定毛鱼藤中鱼藤酮含量的方法。方法 :以 ZORBAX Eclip se XDB

- C18 (5μm, 4. 6 ×150 mm)色谱柱为固定相 ;乙腈 : 0. 1%磷酸溶液 (48ζ 52, v /v, pH 2. 6)为流动相 ;流速 1. 0

mL /m in;柱温 40. 0 ℃;检测波长 299 nm。结果 :鱼藤酮在浓度为 30～50 mg/L范围内 ,其峰面积与浓度线性

关系良好 ,线性方程为 A = 20. 731 1C - 0. 361 6 ( r = 0. 999 8) ,平均加样回收率为 100. 74% , RSD为 0. 86%。

结论 :本方法操作简便、快速 ,结果准确 ,可用于毛鱼藤中鱼藤酮的含量测定。
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ABSTRCT　O bjective: To establish a reversed2phase high performance liquid chromatography method for rotenone in D erris elliptica.

M ethods: The determ ination was performed on ZORBAX Eclip se XDB2C18 (5μm, 4. 6 ×150 mm) column. The mobile phase consisted

of acetonitrile and 0. 1% phosphate acid solution (48ζ 52, v/v, pH 2. 6) with flow rate at 1. 0 mL /m in and determ ination wavelength at

299 nm under 40. 0 ℃. Results:Under the conditions described, the calibration curve of rotenone was linear over the concentration

range of 30 to 50 mg/L. The regression equation was: A = 20. 731 1C20. 361 6, r = 0. 999 8 ( n = 5, P < 0. 01). The average recovery

for rotenone was 100. 74%. The mean relative standard deviation (RSD ) was 0. 86%. Conclusion: The method is simp le and accurate,

and suitable for the determ ination of rotenone in D erris elliptica.
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　　毛鱼藤 (D erris elliptica )为豆科鱼藤属植物 ,广

泛生长在东南亚各国 [ 1 ]。毛鱼藤根、茎中鱼藤酮

( rotenone)含量高 ,是目前我国鱼藤酮原药生产的主

要原料。鱼藤酮是一种抑制神经组织和肌肉组织的

选择性植物源杀虫剂 ,具有活性高、杀虫谱广的特

点 ,在无公害农产品的害虫防治方面 ,具有较好的应

用前景。近年文献报道 [ 2, 3 ]
,大鼠长时间接触鱼藤

酮会对大鼠黑质多巴胺神经元有选择性损伤作用 ,

可出现特征的 Lewy小体 ,而对胆碱能神经元无影

响 ,从而使大鼠产生类似于人类帕金森病 ( Parkinson

disease)的症状 ,利用鱼藤酮的这一药理毒理作用可

以建立大鼠帕金森病动物模型。我们在建造大鼠帕

金森病动物模型之前 ,参考了有关文献 [ 4, 5 ]
,结合本

实验室的具体条件 ,建立了测定毛鱼藤中鱼藤酮含

量的反相高效液相色谱法 ,该方法操作简便、快速 ,

结果准确 ,为鱼藤酮定量测定提供又一分析手段。

1　仪器与试药

111　仪器 　Agilent 1100 型高效液相色谱仪 ,包括

四元梯度泵、二极管阵列检测器 (DAD 190 ～ 950

nm)、自动进样器、柱温箱、在线脱气机、数据处理系

统为美国 Agilent公司化学工作站 ( Chem station) ,

ZORBAX Eclip se XDB 2C18 ( 5μm, 4. 6 ×150 mm )色

谱柱 ,微孔滤膜 ( 0. 45μm ) , HP201真空过滤装置 ,

Mettler Toledo电子天平 (AL104)。

112　试药 　对照品鱼藤酮 ( Sigma2A ldrich,含量 ≥

98. 0 % ) ,乙腈 (美国天地公司 ,批号 : 412021,色谱

纯 ) ;三氯甲烷、丙酮、乙醇等均为分析纯 ;三蒸水

(自制 )。

2　方法与结果

211　毛鱼藤根、茎提取物的制备 　称取毛鱼藤根、

茎干粉适量 ,装入索氏提取器中 ,用三氯甲烷浸渍过
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夜 (12 h) ,然后回流提取 1 h, 所得提取液先粗滤 ,

后精滤 (0. 45μm) ,减压浓缩即得样品。

212　标准溶液配制　精密称取干燥至恒重的鱼藤酮

对照品适量 ,加丙酮 - 乙醇 (1ζ 2)溶解并稀释至刻

度 ,配成 500 mg/L储备液 ,置 4 ℃冰箱保存。临用时

将鱼藤酮储备液以乙醇按适当比例稀释 ,配制成浓度

分别为 30、35、40、45、50 mg/L的鱼藤酮标准溶液。

213　供试品溶液配制 　精密吸取样品 1. 0 mL,置

50 mL量瓶中 ,加乙醇至刻度 ,摇均 ,再精密吸取上

述溶液 1. 0 mL,置 25 mL量瓶中 ,加乙醇至刻度 ,摇

均 ,即得。

214　检测波长的选择 　精密配制浓度 40 mg/L的

鱼藤酮标准溶液 ,按色谱条件进样 ,结果显示鱼藤酮

标准溶液在 299 nm波长处有最大的面积响应值 ,因

此 ,本实验选定检测波长为 299 nm。

215　色谱条件 　色谱柱 : ZORBAX Eclip se XDB 2C18

(5μm, 4. 6 ×150 mm ) ;流动相 :乙腈 ζ 0. 1%磷酸溶

液 (48ζ 52, v /v, pH 2. 6) ;色谱参数 :流速 1. 0 mL /

m in;柱温 40. 0 ℃;检测波长 299 nm;进样量 : 10

μL;记录的鱼藤酮峰面积为响应参数 ,外标法定量。

鱼藤酮的典型色谱图谱见图 1和图 2。由图可知 ,

在建立的色谱条件下 ,毛鱼藤根、茎提取物中鱼藤酮

和其它组分达到了完全分离 ,鱼藤酮的保留时间为

13. 0 m in。

图 1　鱼藤酮对照品的色谱图

216　标准曲线的制备 　分别进样 30、35、40、45、50

mg/L的鱼藤酮标准溶液 ,进行测定 ,以峰面积 A 对

浓度 C进行线性回归 ,得线性方程为 A = 20. 731 1C

- 0. 361 6 ( r = 0. 999 8)。表明鱼藤酮在浓度为 30

～50 mg/L范围内 ,其峰面积与浓度线性关系良好。

217　溶液稳定性试验 　取供试品溶液 10μL,分别

于 0、2、4、6、8 h进样 ,共进样 5次 ,观察鱼藤酮峰面

积变化 ,结果表明 ,该溶液在 8 h内稳定 ,峰面积测

量值的 RSD为 0. 27 %。

图 2　供试品的色谱图

218　进样精密度试验 　取标准曲线下溶液 10μL,

进样 5次 ,计算鱼藤酮进样精密度 ,结果鱼藤酮峰面

积测量值的 RSD为 0. 11 %。

219　中间精密度试验 　取供试品溶液 10μL,分别

在第 1天、第 2天、第 3天由不同的分析人员在不同

的仪器上分别进样 5次 ,结果鱼藤酮的 RSD 为 0.

13%。

2110　方法回收率 　精密吸取已知含量的样品 ,共

9份 ,分别精密加入一定量的鱼藤酮对照品贮备液

适量 ,使成高、中、低浓度 ,分别进样 3次测定 ,代入

回归方程 ,外标法定量 ,计算得平均加样回收率为

100. 74 % , RSD为 0. 86 %。如表 1。

表 1　鱼藤酮方法回收率 　 ( n = 3)

序号
样品量

(mg)
加入量

(mg)
测得量

(mg)
回收率

( % )
平均回收
率 ( % )

RSD ( % )

1 24. 46 5. 78 30. 302 1 100. 21

2 24. 46 5. 78 30. 391 1 100. 50

3 24. 46 5. 78 30. 063 7 99. 42

4 24. 46 12. 12 36. 460 8 99. 67

5 24. 46 12. 12 36. 942 9 100. 99 100. 74 0. 86

6 24. 46 12. 12 36. 966 7 101. 06

7 24. 46 20. 24 45. 227 4 101. 18

8 24. 46 20. 24 45. 434 4 101. 64

9 24. 46 20. 24 45. 587 5 101. 99

2111　专属性 　在建立的色谱条件下 ,峰形良好 ,其

他物质对鱼藤酮测定无干扰。用强酸 ( 1 mol/L

HCL溶液 )、强碱 ( 1 mol/L NaOH溶液 )、强氧化剂

(1 mol/L H2 O2 溶液 )对供试品进行破坏 ,色谱图见

图 3,图 4,图 5。表明降解产物不影响测定。

2112　检测限及定量限 　以信噪比为 3ζ 1时 ( S /N

= 3ζ 1)相应注入仪器的量确定检测限 ,以信噪比

为 10ζ 1时 ( S/N = 3ζ 1)相应注入仪器的量确定定

量限。结果 ,本方法检测限及定量限分别为 0. 72 ng

和 2. 17 ng。
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图 3　强酸 (1 m o l/L HC l溶液 )破坏后供试品的色谱图

图 4　强酸 (1 m o l/L N aO H溶液 )破坏后供试品的色谱图

图 5　强氧化剂 (1 mo l/L H2O 2 溶液 )破坏后供试品的色谱图

2113　样品测定 　精密吸取样品溶液 1. 0 mL,置 50

mL量瓶中 ,加乙醇至刻度 ,摇均 ,另精密吸取上述溶液

1. 0 mL,置 25 mL量瓶中 ,摇均 , 10μL注入液相色谱

仪 ,记录色谱图 ,外标法以峰面积代入回归方程 ,计算

鱼藤酮的含量。测定了 3批毛鱼藤提取物样品中鱼藤

酮含量分别是 46. 65、45. 24、45. 00 g/L,如表 2。

表 2　3批样品中鱼藤酮含量测定结果 ( n = 3)

样品编号 含量 ( g/L) RSD ( % )

1 46. 65 0. 28
2 45. 24 0. 25
3 45. 00 0. 53

3　讨论

毛鱼藤植物中含有的鱼藤酮类化合物主要有鱼

藤酮、鱼藤素、毛鱼藤酮及其 12α羟基化合物 (鱼藤

醇酮、灰豆素和毛鱼藤醇酮 )和 6α, 12α脱氢化合

物 (脱氢鱼藤酮、脱氢鱼藤素和脱氢毛鱼藤酮 ) ,它

们属异黄酮类化合物。鱼藤酮类化合物 UV吸收光

谱有四种类型 ,鱼藤酮、鱼藤素、毛鱼藤酮和它们的

脱氢氧化物分别在 299、273、241 nm和 281 nm处有

吸收峰 [ 6 ]。在本实验条件下比较不同检测波长处

的鱼藤酮色谱图 ,可以看出鱼藤酮在 299 nm波长处

有最大的面积响应值 ,因此 ,本实验选定检测波长为

299 nm ,同文献报道一致 [ 6 ]。

在综合分析了鱼藤酮的物理和化学性质的基础

上 ,对使用不同的溶剂作为流动相进行了反复的对

比研究 ,发现采用 C18色谱柱 ,甲醇 /水为流动相组成

的反相系统 ,鱼藤酮峰型的对称性不佳且有拖尾。

只有采用 C18色谱柱和乙腈 ζ 011%磷酸溶液 ( 48ζ

52, v /v, pH 2. 6)为流动相组成的反相系统 ,峰型对

称 ,分离效果满意。

鱼藤酮在酸、碱中较稳定 ,但在强氧化剂 ( 1

mol/L H2 O2 溶液 )作用下不稳定 ,有新物质生成 ,在

本实验条件下新物质色谱峰的保留时间为 12. 197

m in (图 5) ,同鱼藤酮的分离度大于 1. 5,分离效果

良好 ,该新物质结构确定 ,尚需进一步研究。鱼藤酮

见光易分解 ,标样保存时注意密封、避光 ,进样时应

在暗室条件下进行。

总之 ,本方法具有较高的精密度和准确性 ,并且

操作简便、快速 ,是进行毛鱼藤中鱼藤酮有效成分检

测的理想分析方法。
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