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·基础研究·

△ ［基金项目］　浙江省中医药科技计划（２０１７ＺＡ０９７）
 ［通信作者］　邵喜英，博士，副主任医师，研究方向：中药抗肿瘤；Ｔｅｌ：（０５７１）８８１２２０６１，Ｅｍａｉｌ：１５８２４１１３５２４＠１６３ｃｏｍ

川芎中１（３′，４′二羟基肉桂酰基）环戊烷２，３二醇
分离鉴定及含量测定

△

罗镭１，邵喜英２

（１浙江省食品药品检验研究院，浙江　杭州　３１００５２；２浙江省肿瘤医院，浙江　杭州　３１００２２）

［摘要］　目的：分离鉴定川芎中指标性成分１（３′，４′二羟基肉桂酰基）环戊烷２，３二醇（ＤＣ），并建立其含
量测定方法。方法：采用色谱和光谱技术首次从川芎中分离得到ＤＣ，采用高效液相色谱法对川芎中ＤＣ进行定量分
析，ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ３Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈００５％三氟乙酸水溶液，梯度洗脱，检测波长为
３２５ｎｍ，柱温为３０℃。结果：ＤＣ的定量测定在００２３３６～１１６８０μｇ（ｒ＝１００００）呈良好的线性关系，平均回收率
为９８８４％，ＲＳＤ＝１４５％。结论：该分离方法得到的 ＤＣ纯度高，可作为含量测定用对照品。建立的定量方法简
便、准确、重复性好，可为川芎药材的质量控制提供参考。

［关键词］　川芎；１（３′，４′二羟基肉桂酰基）环戊烷２，３二醇；结构鉴定；高效液相色谱；含量测定

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ１（３′，４′ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ）
ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｅ２，３ｄｉｏｌｉｎＲｈｉｚｏｍａＣｈｕａｎｘｉｏｎｇ

ＬＵＯＬｅｉ１，ＳＨＡＯＸｉｙｉｎｇ２

（１ＺｈｅｊｉａｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００５２，Ｃｈｉｎａ；
２ＺｈｅｊｉａｎｇＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００２２，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｅｐａｒａｔｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｃｈｅｍｉｃａｌｍａｒｋｅｒ１（３′，４′ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ）ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｅ２，３
ｄｉｏｌ（ＤＣ）ｉｎｔｈｅｒｈｉｚｏｍｅｓｏｆＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＤＣｉｎ
ＲｈｉｚｏｍａＣｈｕａｎｘｉｏｎｇＭｅｔｈｏｄｓ：ＤＣｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍＲｈｉｚｏｍａＣｈｕａｎｘｉｏｎｇｂｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｔｅｃｈｎｉｑｕｅａｎｄ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＤＣｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｎａｎＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ３Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ００５％ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｆｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ３２５ｎｍａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ
ｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ００２３３６１１６８０μｇ（ｒ＝１００００）ｆｏｒＤＣＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９８８４％，ａｎｄ
ｔｈｅＲＳＤｗａｓ１４５％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＤＣｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｉｓｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｗｉｔｈｈｉｇｈｐｕｒｉｔｙ，ａｎｄｉｔｃａｎｂｅａｄｏｐｔｅｄａｓｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｈｉｚｏｍａＣｈｕａｎｘｉｏｎｇ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＲｈｉｚｏｍａＣｈｕａｎｘｉｏｎｇ；１（３′，４′ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ）ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｅ２，３ｄｉｏｌ；ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；
ＨＰＬＣ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０４１９００１

川芎为伞形科植物川芎 Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ
Ｈｏｒｔ的干燥根茎，为临床常用中药，具有活血行
气、祛风止痛之功效，主治胸痹心痛、胸肋刺痛、

跌扑肿痛、月经不调、经闭痛经、瘾瘕腹痛、头痛、

风湿痹痛［１］。现代药理研究表明，川芎具改善血管

内皮功能及冠状动脉血流量、降低血流阻力及血压、

抗氧自由基、抗炎、抗癌、抗血小板聚集、抗血栓

形成、保护视神经等多种药理活性［２］。目前，研究

人员对川芎中挥发油类脂溶性成分研究较多，从中

分离得到藁本内酯、洋川芎内酯、川芎三萜等许多

脂溶性成分［３５］，鲜有对川芎中水溶性化学成分研究

的报道。然而近年来研究发现，川芎水提液具有治

疗和保护脑缺血、冠心病、心绞痛等心脑血管疾病

的功能。李?等［６］发现川芎水提液具有抗氧化作用，

·０８０１·
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能降低一氧化碳、丙二醛的含量，提高超氧化物歧

化酶的活性。张晶晶等［７］研究表明，川芎水提液在

体外具有较明显的抗氧化活性，其抗氧化效果与浓

度呈显著的线性相关。

基于川芎水提液具有显著的抗氧化活性，笔者尝

试分离鉴定川芎水提液中抗氧化活性的单体成分。笔

者采用反相硅胶、凝胶等柱色谱分离方法，从川芎水

提液中分得一水溶性成分１（３′，４′二羟基肉桂酰基）
环戊烷２，３二醇 ［１（３′，４′ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ）ｃｙ
ｃｌｏｐｅｎｔａｎｅ２，３ｄｉｏｌ，ＤＣ］。ＤＣ化学结构新颖，不同
于以往报道的洋川芎内酯、藁本内酯等骨架类型，系

首次从该植物中分离得到。Ｗａｎｇ等［８］从酸樱桃中分

离得到该化合物，并经生物活性检测表明该化合物具

有很强的抗氧化活性，其抗氧化活性与合成抗氧化剂

ＢＨＡ、ＢＨＴ的抗氧化活性相当。基于该化合物显著的
抗氧化生物活性，本文报道了川芎中ＤＣ的含量测定
方法，实验表明该方法简便、准确、重复性好，可为

川芎药材的质量控制及新药研发提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器

ＤＰＸ５００型核磁共振波谱仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ公
司），ＬＣ２０ＡＤ型高效液相色谱仪（日本岛津公司），
ＸＰＥ２０５型分析天平（瑞士梅特勒托利多公司），
ＥｌｍａｓｏｎｉｃＰ超声波清洗器（德国Ｅｌｍａ公司）。

１２试药

收集了５批川芎药材，购自成都市荷花池中药
材市场，经浙江省食品药品检验研究院中药所郭增

喜主任中药师鉴定为伞形科植物川芎 Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍ
ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ的干燥根茎，标本保存于浙江省食
品药品检验研究院中药所。

反相硅胶ＯＤＳ填料（日本ＹＭＣ公司）；Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ２０凝胶（瑞典Ｐａｒｍａｃｉａ公司）。ＤＣ对照品为实验
室自制，经１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ确证结构，经 ＨＰＬＣ
归一化法测定其纯度 ＞９８％，满足定量要求。三氟
乙酸、甲醇、乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试

剂均为分析纯。

２　方法与结果

２１ＤＣ的提取、分离和结构鉴定

２１１提取与分离　川芎药材１０ｋｇ，用７０％乙醇水
回流提取（３×２ｈ），减压回收溶剂至无醇味，加适
量水分散，搅拌，静止，除去沉淀。所得水溶性部

位经大孔吸附树脂柱色谱分离，以水乙醇梯度洗

脱，共得到４个部分，分别为Ｆｒ１（水）、Ｆｒ２（３０％
乙醇）、Ｆｒ３（７０％乙醇）和 Ｆｒ４（９５％乙醇）。Ｆｒ２
（９５ｇ）经 ＯＤＳ反相柱色谱，用甲醇水进行梯度洗
脱，共得到 ５０个部分（Ｆｒ２１ ～Ｆｒ２５０），其中
Ｆｒ２９～Ｆｒ２１４合并，再经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０凝胶柱
色谱纯化，得到单体化合物ＤＣ（２５０ｍｇ）。
２１２结构鉴定　浅黄色粉末（甲醇）。ＥＳＩＭＳｍ／ｚ
２８１１［Ｍ＋Ｈ］＋；２７９１［ＭＨ］－，得出化合物分
子量为２８０１，结合１Ｈ和１３ＣＮＭＲ数据信息，确定
化合物分子式为Ｃ１４Ｈ１６Ｏ６。

１ＨＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：７０４（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝１８Ｈｚ，Ｈ２′），６７７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ
５′），６９３（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，１８Ｈｚ，Ｈ６′），
７５５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１６０Ｈｚ，Ｈ７′），６２５（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝１６０Ｈｚ，Ｈ８′），５３４（１Ｈ，ｍ，Ｈ１），３７３
（１Ｈ，ｍ，Ｈ２），４１８（１Ｈ，ｍ，Ｈ３），２１５（２Ｈ，
ｍ，Ｈ４），１９５（２Ｈ，ｍ，Ｈ５）；１３ＣＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，
ＣＤ３ＯＤ）δ：１２８１（Ｃ１′），１１５３（Ｃ２′），１４９８（Ｃ
３′），１４７４（Ｃ４′），１１６８（Ｃ５′），１２３３（Ｃ６′），
１４７１（Ｃ７′），１１５６（Ｃ８′），１６９１（Ｃ９′），７２３
（Ｃ１），７４０（Ｃ２），７１９（Ｃ３），３８５（Ｃ４），３９４
（Ｃ５）。以上数据与文献报道一致［９］，故鉴定为 １
（３′，４′二羟基肉桂酰基）环戊烷２，３二醇。结构
式见图１。

图１　１（３′，４′二羟基肉桂酰基）环戊烷
２，３二醇的化学结构

２２ＤＣ含量测定方法的建立

２２１色谱条件　ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ３Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）００５％三氟乙
酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ，５％→２０％
Ａ），流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为 ３２５ｎｍ，
柱温为３０℃。
２２２对照品溶液的制备　精密称取经减压干燥后的
ＤＣ对照品５８４ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，用７０％甲醇水
溶解并稀释至刻度，摇匀，即得０１１６８ｍｇ·ｍＬ－１对
照品储备液。精密吸取对照品储备液 ３ｍＬ，置于
１５ｍＬ量瓶中，加 ７０％甲醇水稀释至刻度，摇匀，
即得００２３３６ｍｇ·ｍＬ－１对照品溶液。

·１８０１·
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２２３供试品溶液的制备　取本品粉末（过三号筛）
约０５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
７０％甲醇水 ２５ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理
４５ｍｉｎ（功率２５０Ｗ，频率３５ｋＨｚ），放冷，再称定
质量，加７０％甲醇水补足减失的质量，摇匀，滤
过，取续滤液，即得。

２２４系统适用性及专属性试验　分别精密吸取对
照品溶液、供试品溶液及空白溶剂各 １０μＬ，按
２１１项下色谱条件进样，记录色谱图，见图２。在
该色谱条件下，供试品溶液色谱图中具有与对照品

溶液色谱图中 ＤＣ对照品相同保留时间的色谱峰，
空白溶剂在此峰位无吸收，证明阴性无干扰。样品

中待测目标物与其他成分均可达到基线分离，分离

度均大于１５，分离效果好。

注：Ａ对照品；Ｂ供试品；Ｃ空白溶剂；１１（３′，４′二
羟基肉桂酰基）环戊烷２，３二醇。

图２　川芎供试品和对照品液相色谱图

２２５线性关系考察　分别精密吸取 ２２２项下
００２３３６ｍｇ·ｍＬ－１对照品溶液 １、３、５、１０μＬ及
０１１６８ｍｇ·ｍＬ－１对照品贮备液 ３、５、１０μＬ，按
２２１项下色谱条件进样测定，以峰面积（Ｙ）为纵坐
标，对照品进样量（Ｘ）为横坐标，绘制标准曲线，
得线性回归方程为 Ｙ＝１４８１３５Ｘ－３１７２５４（ｒ＝
１００００），结果表明ＤＣ进样量在００２３３６～１１６８０μｇ
范围内与其峰面积呈良好的线性关系。

２２６仪器精密度试验　精密吸取００２３３６ｍｇ·ｍＬ－１

ＤＣ对照品溶液１０μＬ，按 “２２１”项下色谱条件
连续进样 ６次，测定色谱峰面积，结果 ＲＳＤ为
０１１％，表明仪器精密度良好。

２２７重复性试验　取同一批（批号：１６０６０６）川芎
药材粉末，按２２３项下方法平行制备６份供试品
溶液，依法测定含量，结果川芎中ＤＣ的平均含量为
１０８２ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为１６１％，表明方法重复性良好。
２２８稳定性试验　取２２７项下同一供试品溶液，分
别在０、２、６、１０、１４、２０ｈ进样，计算ＤＣ峰面积的
ＲＳＤ为０５１％，表明供试品溶液在２０ｈ内稳定性良好。
２２９加样回收试验　称取已知含量的川芎药材粉
末（批号：１６０６０６）６份，每份约０２５ｇ，精密称定，
分别加入ＤＣ对照品贮备液２ｍＬ，按２２３项下方
法制备供试品溶液，按２２１项下色谱条件测定含
量，计算回收率，结果见表１。

表１　川芎中ＤＣ加样回收试验结果（ｎ＝６）

编

号

取样量／
ｇ

样品中

含量／
ｍｇ

对照加

入量／
ｍｇ

测得量／
ｍｇ

回收率

（％）

平均回

收率

（％）

ＲＳＤ
（％）

１ ０２６７８０２８９８０２３３６０５１９８ ９８４７ ９８８４ １４５

２ ０２５１２０２７１８０２３３６０５０５５ １０００３

３ ０２５５２０２７６１０２３３６０５０５４ ９８１３

４ ０２６０６０２８２００２３３６０５１６６ １００４３

５ ０２６３００２８４６０２３３６０５１６９ ９９４８

６ ０２５６００２７７００２３３６０５０２５ ９６５３

２２１０样品测定　取不同批号的川芎样品０５ｇ，每
批样品平行３份，精密称定，按２２３项下方法制
备供试品溶液，按 ２２１项下色谱条件进样测定，
并用外标法计算样品中ＤＣ的含量，结果见表２。

表２　川芎样品中ＤＣ含量测定结果（ｎ＝３）
编号 批号 质量分数／ｍｇ·ｇ－１

１ １６０６０６ １０６８

２ １６０８１７ １２２９

３ ２０１４１１ １０６０

４ ２０１３１５ １２０４

５ ２００８０９ ３６９４

３　讨论

本实验通过色谱、波谱方法，从川芎水提液中

分离鉴定水溶性化学成分ＤＣ，该成分系首次从川芎
中分离得到。文献报道 ＤＣ具有很强的抗氧化活性，
与合成抗氧化剂 ＢＨＴ、ＴＢＨＱ活性相当，但合成抗
氧化剂存在安全性问题，使其应用受到很大限制，

故从传统中药川芎中分得高效无毒的天然抗氧化活

性物质ＤＣ具有十分重要的意义。
（下转第１０８６页）
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４　小结与讨论

本研究结果显示，在２５００～１００００μｇ·ｍＬ－１，
文冠果壳各提取物中除水提物、１０％乙醇水溶液的
ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞活力没有明显抑制作用外，文冠
果壳其余溶剂提取物均对 ＨｅｐＧ２细胞活力有抑制作
用，相较于空白组而言，皆有统计学差异（Ｐ＜
００１）。其中，９５％ ＸＳＨＥ抑制 ＨｅｐＧ２细胞活力效
果最 强，当 ９５％ ＸＳＨＥ 的 给 药 质 量 浓 度 为
７５００μｇ·ｍＬ－１时，其抑制作用能达到（８０４４±
２６７）％，高于等质量浓度的阳性对照 ＭＭｃ。此
外，研究还发现，质量浓度为１００００μｇ·ｍＬ－１的
９５％ ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细 胞 的 抑 制 作 用 不 如
７５００μｇ·ｍＬ－１的９５％ ＸＳＨＥ强；分析认为，可能
是由于１００００μｇ·ｍＬ－１的 ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细胞呈
现了一定的促增殖作用，也可能是药物质量浓度过

大，在酶标仪下有较大的吸收，从而干扰了测量结

果。ＨｅｐＧ２细胞在 ９５％ ＸＳＨＥ干预下形态发生变
化，具体表现为细胞皱缩，细胞间隙变大，从培养

板脱落等作用。

综上结果表明，冠果壳提取物在体外具有良

好的抑制 ＨｅｐＧ２增殖的生物活性，为我们进一步
探索文冠果壳提取物抗肿瘤作用机制奠定了

基础。
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　　本文比较过超声提取和热回流提取对 ＤＣ含量
测定的影响，结果显示无统计学差异，因超声提取

操作方便，故最终选择超声提取。考察过甲醇、

７０％甲醇、５０％甲醇、３０％甲醇作为提取溶剂，超
声时间分别为３０、４５、６０ｍｉｎ时的提取效率，实验
结果表明最佳提取工艺为７０％甲醇超声４５ｍｉｎ。本文
建立的含量测定方法简便、准确、重复性好，含量测

定结果表明川芎中均含有较高含量的ＤＣ，可为川芎
药材质量标准的制定及资源的开发利用提供参考。
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