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摘要 [ 目的] 建立测定茄子叶中茄尼醇的RP- HPLC 分析方法。[ 方法] 采用 Agilent 1100 HPLC, Hypersil ODS 色谱柱( 250 mm×4 .0 mm,5
μm) , 流动相 V( 甲醇) ∶V( 乙醇) 为60∶40 等度洗脱 ,洗脱流速1 .0 ml/ min ,柱温30 ℃ , 检测波长210 nm,保留时间约10 .720 mi n。[ 结果] 茄
尼醇质量浓度在6 .90 ～220 .80 μg/ ml ( R = 0 .999 5) 范围内线性关系良好, 平均加样回收率( n= 9) 为99 .94 % , RSD =2 .08 % 。通过与传统
提取方法比较 , 确定最佳的提取方法为微波辐射法。[ 结论] 所建方法具有简便、快速、准确、重复性好的特点 ,适用于茄子叶中茄尼醇的
含量测定。
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RP- HPLC method for Deter mining the Content of Solanesol in Eggplant Leaves
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Abstract  [ Objective] The study ai med to establish a sensitive RP- HPLC method for determining the content of solanesol in eggplant leaves .[ Method]
The Agilent 1100 HPLCsystem,Agilent Hypersil ODS column ( AI .D .250 mm×4 .0 mm,particle size 5 μm) was operated at a columntemperature of 30
℃ .The mobile phase was V( methanol )∶V( ethanol) =60∶40 at a flowrate of 1 .0 ml/ min.210 nmwas set as the UV detection wavelengthfor solanesol ,

retention ti me was probable 10 .720 mi n.[ Result] The results showed a good linear relationship within6 .90 - 220 .80 μg/ ml( R =0 .999 5 ,the average re-
covery( n = 9) is 99 .94 % , RSD = 2 .08 % . Comparison with conventional extraction method ,the opti mumextraction method was microwave irradiation.
[ Conclusion] The method was rapid ,si mple ,accurate and good reproducibility ,it was suitable for the determination of solanesol of eggplant leaves .
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  茄尼醇( solanesol) 被发现主要存在于茄科植物中, 如茄

子叶、烟叶、番茄叶等。它是九聚异戊二烯伯醇, 属四倍半萜

烯醇, 结构式见图1 , 首先由Rowland 等在1956 年从烟草愈伤

组织中分离获得[ 1] 。

图1 茄尼醇的化学结构

Fig.1 Chemical structure of solanesol

  茄尼醇是一种很重要的医药中间体, 可用作合成维生素

K 及辅酶Q10( 治疗心脏病的药物) 的原料[ 2 - 4] , 而且茄尼醇本

身也有希望成为具有医疗效果的物质。中国是茄子生产大

国, 在种植茄子的同时将产生大量的茄子茎叶亟待利用。从

中提取茄尼醇, 不但减少对环境的污染, 而且有利于提高农

业生产的附加值, 实现可持续发展的循环经济发展模式。

茄尼醇的测定方法主要有库仑滴定法[ 5] 、薄层扫描

法[ 6] 、气相色谱法[ 7] 和 RP- HPLC 法[ 8] 。前2 种方法进行茄尼

醇的定量分析时步骤较多, 测量误差大 , 已失去应用价值; 气

相色谱法要经过衍生化反应, 样品处理麻烦且重现性差。因

此, 笔者通过利用RP- HPLC 法测定茄子叶提取物中茄尼醇的

含量, 避免了上述缺点, 而且方法简单、快速, 所得结果的精

密度和准确性均较理想。

1  材料与方法

1 .1 试验材料  试验用茄子叶采自广东省湛江市, 为廉江

长丰2 号品种。主要仪器为 Agilent 1100 HPLC, Hypersil ODS

色谱柱( 250 mm×4 .0 mm,5 μm) ; 紫外检测器 ;KS-8893 型超声

波清洗仪( 宁波海曙科生超声设备有限公司) ; 加热回流装

置; 索氏提取器;NJC100-1 型微波萃取设备( 南京杰全微波设

备有限公司) 等。主要试剂有 HPLC 流动相的甲醇、乙醇均为

色谱纯, 作为提取溶剂的乙醇[ φ( 乙醇) ≥95 %] , 水为三蒸

水, 茄尼醇对照品[ 潍坊三强集团有限公司, w( 茄尼醇) ≥

98 %] 。

1 .2 供试品及对照品溶液的制备

1 .2.1 供试品溶液制备。取真空干燥后的长丰2 号叶片 , 粉

碎并筛分( 过80 目筛) , 然后准确称取100 g 粉末( 精确到0 .1

g) , 加入反应釜中, 再加入1 500 ml 的乙醇( 95 %) , 于65 ℃、

微波功率600 W 的条件下提取10 min ; 完成后真空抽滤, 抽滤

后再向滤渣中加入相同体积的乙醇, 同一条件下提取4 次 ,

合并混匀提取液, 棕色瓶取样 , 避光4 ℃保存 , 备用。

1 .2 .2 对照品溶液制备。精密称取茄尼醇对照品11 .04 mg ,

甲醇溶解定容至50 ml 棕色容量瓶中 , 摇匀, 得茄尼醇质量浓

度ρ为220 .80 μg/ ml 的标准溶液, 避光4 ℃保存, 备用。

1 .2 .3 色谱条件的选择。Hypersil ODS 色谱柱( 250 mm×4 .0

mm,5 μm) , 流动相 V( 甲醇) ∶V( 乙醇) 为60∶40 等度洗脱, 洗

脱流速1 .0 ml/ min , 柱温30 ℃, 检测波长210 nm, 进样量10

μl 。采用上述色谱条件分析, 峰形尖锐, 分离效果好, 保留时

间约10 .720 min。对照品和样品的色谱图见图2 。

图2 对照品( A) 和样品( B) 的RP- HPLC 图谱

Fig .2 RP- HPLCchromatograms of solanesol standard ( A) and ex-

tracts of eggplant leaf sample ( B)

1 .3 线性关系与标准曲线 用质量浓度 ρ( 茄尼醇) 220 .80

μg/ ml 的对照品母液精密配制质量浓度为6 .90 、13 .80 、27 .60 、
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55 .20 、110 .40、220 .80 μg/ ml 的溶液, 甲醇( 色谱纯) 定容。经

0 .45 μm 微孔滤膜过滤后, 按照“1 .2 .3”所述的色谱条件进行

HPLC 分析, 重复5 次进样, 取平均值。

1 .4 系统适应性试验  取供试品溶液, 按上述色谱条件进

行分析 , 得茄尼醇与相邻色谱峰的分离度。

1 .5  精密度试验 取茄子叶的供试品溶液按上述色谱条件

分析, 每次进样10 μl , 重复进样10 次进行测定。

1 .6 重现性试验 称取茄子叶5 份, 按“1 .2 .1”的方法制备

样品。按上述色谱条件进行分析 , 以峰面积定量。

1 .7 稳定性试验 对同一供试品溶液, 在20 h 内每隔2 h 进

样分析 , 测茄尼醇含量。

1 .8 回收率试验  取已知含量的供试品溶液, 分别加入

0 .055 ,0 .110 ,0 .221 mg 的茄尼醇对照品进行回收率试验。供

试品溶液平行处理9 份, 按照样品测定的方法进行分析, 计

算平均回收率。

2  结果与分析

  以茄尼醇的质量浓度( X,μg/ ml) 与对应的峰面积( Y ,

mAU) 进行线性回归, 回归方程为: Y= 74 .212 X+ 37 .781 , 回归

系数 R = 0 .999 5 。结果表明, 茄尼醇在质量浓度为6 .90 ～

220 .80 μg/ ml 范围内, 线性关系良好。系统适应性试验得出 ,

茄尼醇与相邻色谱峰的分离度为1 .7 , 表明分离效果良好。

精密度试验结果为, 平均值( n = 10) 为70 .36 μg/ ml , 标准偏差

为1 .24 μg/ ml , RSD 为1 .76 % , 表明精密度良好。重现性试验

得出, 平均值( n = 5) 为69 .04 μg/ ml , 标准偏差0 .85 μg/ ml ,

RSD 为1 .23 % , 表明此方法重现性良好。稳定性试验结果表

明, 测得茄尼醇含量的 RSD 为0 .79 % , 表明供试品溶液在20

h 内稳定性良好。回收率试验结果见表1 , 平均回收率为

99 .94 % , RSD 为2 .08 % 。

表1 茄尼醇加样回收率试验结果

Table 1 Results of sampling recovery of solanesol

序号

Sequence

本底值∥mg

Background

value

加入量∥mg

Addition

amount

检测量∥mg

Detectable

amount

回收率∥%

Recovery

1 0 .141 0 .055 0 .198   103 .64

2 0 .141 0 .055 0 .195 98 .18

3 0 .141 0 .055 0 .197 101 .81

4 0 .141 0 .110 0 .249 98 .18

5 0 .141 0 .110 0 .248 97 .27

6 0 .141 0 .110 0 .251 100 .00

7 0 .141 0 .221 0 .363 100 .45

8 0 .141 0 .221 0 .365 101 .36

9 0 .141 0 .221 0 .359 98 .64

2 .1 流动相的选择  茄尼醇为九聚异戊二烯伯醇, 紫外中

λmax 仅为204 nm,HPLC 测定茄尼醇含量时 , 许多文献报道 ,

反相色谱流动相体系主要是选择异丙醇- 乙腈, 或者甲醇 -

乙腈, 但使用这两种流动相时在此紫外波长下检测会产生强

烈干扰, 而且价格昂贵, 保留时间很长, 浪费流动相, 不利于

检测分析 , 所以笔者尝试使用甲醇- 乙醇作为流动相。选择

不同体积比的甲醇和乙醇来洗脱, 结果表明, 随着乙醇的增

加, 茄尼醇出峰越快, 容易与其他杂质峰重叠。在 V( 甲醇) ∶

V( 乙醇) 为60∶40 , 柱温为30 ℃时 , 峰形尖锐 , 分离度高, 能获

得理想的分离结果。所以该试验选择 V( 甲醇) ∶V( 乙醇) =

60∶40 作为流动相。

2 .2  检测波长的选择 通过紫外分光光度计考察了茄尼醇

的最大吸收峰在204 nm 处, 但在此波长下已接近紫外吸收的

末端, 检测时误差较大, 而且检测结果也难于稳定, 因此选择

检测波长为210 nm, 可保证减小检测误差, 且结果稳定。

2 .3 提取方法的选择  以乙醇( 95 %) 为提取溶剂, 分别采用

浸润法、加热回流法、索氏提取法、微波辐射提取法对茄子叶

进行提取, 按表2 的提取时间、提取温度、固液比、微波功率

的条件重复提取4 次, 测定提取液中茄尼醇的含量, 结果见

表2。表2 表明, 热回流、索氏、浸提的提取率均低于微波辐

射提取法, 而且微波提取具有所用时间短、溶剂用量小、溶剂

回收率高等优点, 利于工业生产。因此笔者采用微波辐射法

提取茄子叶中的茄尼醇 , 既克服了传统提取的诸多缺点, 又

保证了很高的提取率。

2 .4 提取溶剂的选择  分别以乙醇( 95 %) 、正己烷、石油醚、

丙酮、甲醇为提取溶剂, 采用“1 .2 .1”的微波提取方法对茄子

叶进行提取, 结果见图3。

图3 不同溶剂对茄尼醇提取率的影响

Fig .3  Effects of different extraction solvents on extraction rate of

solanesol ( n =5)

表2 不同提取方法对茄尼醇提取率的影响

Table 2 Effects of different extraction methods onextractionrate of solanesol ( n=5)

提取方法

Extraction

methods

提取时间∥h

Extractionti me

提取温度∥℃

Extraction

temperature

固液比∥g/ ml

Solid and

liquid ratio

提取功率∥W

Extraction

power

提取率∥%

Extraction

rate

溶剂回收率∥%

Solvent recovery

浸润提取    20 .00 20 1∶30    0 0 .31 79 .23
热回流提取 8 .00 70 1∶20 0 0 .23 82 .85
索氏提取 8 .00 75 1∶20 0 0 .35 80 .07
MAE 0 .67 65 1∶15 600 0 .39 87 .35

 注 : 提取率= ( 提取液中茄尼醇质量/ 提取原料的质量) ×100 % 。

 Note :Extraction rate = ( solanesol amount in extraction solution / extraction amount) ×100 % . ( 下转第5349 页)
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的本身特有的化学性质来检测孔雀石绿, 该方法主要鉴于孔

雀石绿与硫酸钛在浓硫酸存在的情况下能发生特异性结合 ,

且其他物质不能与硫酸钛结合, 在 Na + 存在下能使孔雀石绿

与硫酸钛的结合物发生沉淀, 从而通过1∶1 的比例间接计算

出结果。目前, 该方法在其他水产禁用药物的检测中还未被

使用过。该检测方法所需要的检测时间少, 可根据是否有白

色沉淀进行初步判定; 其次, 该方法的重现性较理想 , 实验成

本低, 操作简单 , 周期短, 对操作人员及实验环境要求不苛

刻, 具有广阔的应用前景, 适用于检测水产品中孔雀石绿

残留。

Roybal 等通过对鲇鱼的孔雀石绿药浴实验证明: 鱼体内

同时残留孔雀石绿和无色孔雀石绿, 还有少部分其他代谢产

物[ 20] , 无色孔雀石绿的残留量一直较高, 其残留量大小是由

代谢时间决定的, 因此检测水产品中的孔雀石绿残留通常是

同时检测孔雀石绿和无色孔雀石绿。该实验首次采用普通

的化学方法 , 结果是仅能检测到孔雀石绿母体的存在, 无法

检测到无色孔雀石绿, 故该技术还需要改进, 深入对孔雀石

绿分子结构改造的研究, 从而建立一种简单、快速、灵敏的孔

雀石绿及其代谢产物无色孔雀石绿的同步检测方法, 进一步

完善孔雀石绿的含量测定及水产品中残留检测的方法标准。
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  图3 表明, 正己烷和石油醚作为提取溶剂时, 提取率最

高, 分 别 为 0 .45 % 和 0 .43 % , 溶 剂 回收 率 较低 , 分 别 为

65 .14 % 和63 .29 % , 但正己烷和石油醚的价格较昂贵, 大量使

用会极大地增加成本。甲醇和丙酮提取率均较低, 而且毒性

较大, 大量使用会污染环境, 危害健康。而乙醇( 95 %) 不但

提取率较高, 为 0 .39 % , 而且获得很高的溶剂回收率, 为

87 .35 % 。从安全、环保和成本考虑, 乙醇价格较便宜, 毒性相

对较小 , 适合作为微波提取茄尼醇的理想溶剂。

3  结论

在该文中选定的色谱条件下, 利用反相色谱柱测定茄子

叶中的茄尼醇, 结果表明 , 此方法灵敏度高, 重复性和精密度

好, 峰形尖锐对称 , 具有较高的分离度 , 非常适用于测定茄尼

醇粗品中茄尼醇的含量。
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