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ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 法分析云南红豆杉中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和紫杉醇

赵倩倩ꎬ 朱靖博∗

( 大连工业大学 食品学院ꎬ 辽宁 大连 １１６０２３ )

摘　 要: 为建立云南红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ)中 １０￣去乙酰基巴卡亭Ⅲ(１０￣ＤＡＢ Ⅲ)和紫杉醇(Ｔａｘｏｌ)的分

析方法ꎬ该研究采用基质固相萃取－高效液相色谱分析(ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ)对云南红豆杉中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ及 Ｔａｘｏｌ
进行定量分析ꎬ探究硅胶、佛罗里硅土、酸性氧化铝、中性氧化铝、碱性氧化铝、Ｃ１８、Ｃ１８ ￣ＭＥ、Ｃ１８ ￣Ｇ１、Ｃ１８ ￣ＨＣ、
Ｄｉｏｌ、Ｘａｍｉｄｅ、Ｘｉｏｎ 共 １２ 种样品预处理分散剂及各种分散剂的质量、洗脱剂的种类、洗脱剂的浓度、洗脱剂体

积对两种成分分析的影响ꎬ并对优化后的条件进行方法学验证ꎬ同时与超声提取、热回流提取预处理方法进

行比较分析证明其有效性ꎮ 结果表明:(１)１２ 种固相分散剂中ꎬ碱性氧化铝具有良好的目标化合物萃取物

检出量ꎬ并且当碱性氧化铝与样品的质量比为 ３ ∶ １、６ ｍＬ 甲醇为洗脱剂洗脱时ꎬ１０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的萃取

检出量较高ꎮ (２)建立的云南红豆杉枝叶中 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的分析方法具有良好的线性关系( ｒ≥
０.９９９ ９)ꎬ１０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的检出限和定量限分别介于 ０.０２３ ９ ~ ０.０３０ １ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 ０.１４２ ~ ０.１７８ μｇ􀅰
ｍＬ￣１之间ꎻ各目标分析物平均加样回收率在 ９３.６％ ~ １０９.０％之间ꎮ (３)比较分析显示ꎬ３ 种方法对 ２ 种紫杉

烷类化合物的萃取检出量基本无差别ꎬ但 ＭＳＰＤ 法溶剂消耗少、操作简单ꎬ分析时间短ꎬ净化效率高ꎬ可应用

于云南红豆杉原料的快速分析ꎮ 该研究以碱性氧化铝为分散剂应用于云南红豆杉紫杉烷类化合物的萃取ꎬ
建立了快速、高效的云南红豆杉中 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和紫杉醇的分析方法ꎬ为云南红豆杉中的紫杉烷类化合物的定

量分析提供了依据ꎮ
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ｔａｘａｎｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓꎬ １０￣ＤＡＢ Ⅲꎬ Ｔａｘｏｌꎬ ＭＳＰＤꎬ ＨＰＬＣ

　 　 云南红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ) 为红豆杉科

(Ｔａｘａｃｅａｅ)红豆杉属(Ｔａｘｕｓ)植物ꎬ全世界约有 １１
种(柏培磊ꎬ２０１２)ꎮ 红豆杉的主要活性成分是紫杉

烷类化合物ꎬ其中以 Ｔａｘｏｌ 和 １０￣ＤＡＢ Ⅲ等最为人们

所熟知(王炯等ꎬ２０１７)ꎮ 紫杉醇对子宫癌、卵巢癌

等(Ｙａｎｇ ＆ Ｈｏｒｗｉｔｚꎬ ２０１７)多种癌症具有良好的疗

效ꎬ１０￣ＤＡＢ Ⅲ不仅具有抑制肿瘤的作用ꎬ同时也是

半合成紫杉醇和多烯紫杉醇等抗癌药物的重要前

体物(马淑桢和吴绵斌ꎬ２００６)ꎮ 因此ꎬ快速准确分

析红豆杉中这两种成分具有重要的现实意义ꎮ
红豆杉中的紫杉烷类化合物分析主要采用

ＨＰＬＣ、ＵＰＬＣ、ＨＰＬＣ￣ＭＳ、ＵＰＬＣ￣ＭＳ 法等ꎮ 不同品

种红豆杉原料中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ、三尖杉宁碱、紫杉

醇等多种紫杉烷类化合物的含量通常采用 Ｃ１８或

Ｐｅｎｔａｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ 柱 的 ＨＰＬＣ 法 分 析 ( Ｚｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６ꎻ Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ马生军等ꎬ２０１７ꎻ冯永林等ꎬ
２０１７ꎻ崔海超等ꎬ２０２２)ꎮ 张静采用 ＵＰＬＣ 分析了

红豆杉中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ等 ３ 个有效成分(张静等ꎬ
２０１１)ꎻ赵春芳、Ｌｕｏ 建立了 ＬＣ￣ＭＳ￣ＭＳ 方法分析红

豆杉中的紫杉烷类化合物 (赵春芳和余龙江ꎬ
２００６ꎻＬｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 以上分析方法在分析样

本前处理方面采取了传统的回流提取法或超声辅

助提取法及在样品净化处理时采用液液萃取、ＳＰＥ

净化ꎬ存在样品需要量大、有毒有机溶剂消耗量

多、前处理时间长等缺点(江璐依ꎬ２０２０)ꎮ
基质固相萃取 (ｍａｔｒｉｘ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎꎬ

ＭＳＰＤ)法是由 Ｓｔａｒｅｎ Ｂａｒｋｅｒ 教授提出的样品分析

预处理方法(Ｂａｒｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８９)ꎬ适用于固态、半
固态或具有一定黏度样品(Ｂａｒｋｅｒꎬ ２０００)ꎬ对目标

化合物具有净化、富集作用ꎬ其具有消耗时间少、
操作简单等优点ꎮ ＭＳＰＤ 方法的原理是利用分析

物的分子结构特征及分散剂的不同性质ꎬ通过研

钵将样品及分散剂磨碎并混匀ꎬ再用洗脱剂洗脱

后进行定量分析ꎮ 目前ꎬＭＳＰＤ 已经广泛应用到食

品药物残留测定、天然产物和药物的提取和分析

中ꎮ 刘雷等(２０２０)采用 ＭＳＰＤ￣ＵＰＬＣ 法同时测定

狼毒大戟中 ４ 种成分ꎻＷｅｉ 等(２０１１)以碱性氧化

铝为 分 散 剂ꎬ用 乙 腈 － 水 混 合 溶 液 洗 脱ꎬ采 用

ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 法对草乌中的 ４ 种生物碱进行分析、
净化ꎻＬｕ 等(２０１１)采用在线 ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ / ＭＳ 法ꎬ
用于分析草鱼中的药物残留ꎻＬｉ 等(２０１４)基于磁

性 Ｆｅ３Ｏ４纳米粒子结合气质联用技术ꎬ构建了果蔬

中 １０１ 种农药的残留检测方法ꎬ同时研究比较了

不同基质固相萃取条件对样品的净化效果ꎮ
本研 究 以 云 南 红 豆 杉 枝 叶 为 对 象ꎬ 基 于

ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 快速分析云南红豆杉中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ
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和 Ｔａｘｏｌ 含量ꎬ通过考察和优化影响 １０￣ＤＡＢ Ⅲ及

Ｔａｘｏｌ 萃取检出量的各因素ꎬ并与超声提取法和热

回流提取预处理法进行比较分析ꎬ拟探讨以下问

题:(１) ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 分析红豆杉中的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ
及 Ｔａｘｏｌ 的分散剂选择与优化ꎻ(２)选定的分散剂

分析 １０￣ＤＡＢ Ⅲ及 Ｔａｘｏｌ 时的萃取条件优化ꎻ(３)
新构建分析方法的方法学验证及其适用性ꎻ( ４)
ＭＳＰＤ 法与超声提取法、热回流提法等前处理方法

进行比较分析确定方法的有效性ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 仪器和试剂

ＡＣ Ｃｈｒｏｍ Ｓ６０００ 型高效液相色谱分析仪(北

京华谱新创科技有限公司)ꎬ１２ ｍＬ 固相萃取柱

(湖北苏林科技有限公司)ꎬ６００Ｙ 型多功能粉碎机

(广州旭朗机械设备有限公司)ꎬＢｍｎｓｏｎ ３８００ 型超

声波清洗器(巩义市英裕华科仪器厂)ꎮ
１０￣ＤＡＢ Ⅲ(９９％)、Ｔａｘｏｌ(９９％)购自西安天丰

生物科技有限公司ꎮ 硅胶、佛罗里硅土来自北京

华谱新创科技有限公司ꎬ均为 ２００ ~ ３００ 目ꎻＣ１８、
Ｃ１８￣ＭＥ、Ｃ１８￣Ｇ１、Ｃ１８￣ＨＣ、Ｄｉｏｌ、Ｘａｍｉｄｅ、Ｘｉｏｎ 来自北

京华谱新创科技有限公司ꎬ粒径均为 １０ μｍꎻ
Ａｌｋａｌｉｎｅ ａｌｕｍｉｎａ、 Ａｃｉｄｉｃ ａｌｕｍｉｎａ、Ｎｅｕｔｒａｌ ａｌｕｍｉｎａ 来

自上海陆都化学试剂厂ꎬ均为 ２００ ~ ３００ 目ꎻ色谱级

甲醇、乙腈购自天津市科密欧化学试剂有限公司ꎻ
分析级甲醇、乙腈、乙醇、丙酮购自天津康科德科

技有限公司ꎮ 红豆杉枝叶采自云南保山地区的云

南红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ)驯化栽培种ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 样品制备 　 将云南红豆杉枝叶用粉碎机粉

碎ꎬ过 ４０ 目筛ꎮ 在 ５０ ℃ 烘箱内干燥至恒重并保

存在玻璃干燥器中ꎬ备用ꎮ
１.２.２ 标准品溶液制备 　 称取对照品适量于甲醇

中溶解ꎬ配制成浓度均 ０. １ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 的 １０￣ＤＡＢ
Ⅲ、Ｔａｘｏｌ 混合标准品溶液ꎬ０. ２２ μｍ 微孔滤膜过

滤ꎬ用于 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
１.２.３ ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 法 　 称取 ０.２５ ｇ 云南红豆杉粉

末与正相色谱填料(硅胶、佛罗里硅土、碱性氧化

铝、酸性氧化铝、中性氧化铝)、反相色谱填料(Ｃ１８￣
ＨＣ、Ｃ１８￣Ｇ１、Ｃ１８、Ｃ１８￣ＭＥ)、ＨＩＬＩＣ 填料(Ｘｉｏｎ、Ｘａｍｉｄｅ、
Ｄｉｏｌ)按一定比例混合ꎬ并充分研磨ꎮ 将研磨后的混

合样品转移至萃取柱中ꎬ萃取柱上、下两端放置筛

板ꎬ充分压实ꎻ加入甲醇ꎬ常压洗脱ꎬ将洗脱后得到

的溶液收集至 ２５ ｍＬ 容量瓶ꎬ甲醇定容ꎬ０.２２ μｍ 滤

膜过滤ꎬ用于定量分析ꎬ所有实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.４ 不同预处理方法比较 　 ( １)超声提取法:称
取云南红豆杉样品 ０.２５ ｇꎬ于 ２０ ｍＬ 甲醇中超声提

取 １ ｈꎬ甲醇定容至 ２５ ｍＬꎬ混匀后ꎬ经滤膜过滤ꎬ进
行定量分析ꎮ (２)热回流提取法:称取云南红豆杉

样品 ０.２５ ｇꎬ置于 １００ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ加入 ２５ ｍＬ 甲

醇热回流提取 １ ｈꎬ提取 ３ 次ꎮ 过滤、浓缩后转移

至 ２５ ｍＬ 容量瓶内ꎬ经滤膜过滤ꎬ用于定量分析ꎮ
(３)ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 法:方法同“１.２.３”项ꎮ 确定最佳

萃取条件后ꎬ比较基于 ＭＳＰＤ 法萃取的云南红豆

杉中 １０￣ＤＡＢ Ⅲ及 Ｔａｘｏｌ 萃取检出量及净化效果ꎮ
１.２.５ 色谱条件　 Ｃ１８色谱柱(４.６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ５
μｍ)ꎮ 流动相:乙腈(Ａ) －水(Ｂ)ꎮ 梯度洗脱:０ ~
２０ ｍｉｎꎬ１５％ ~ ５０％ Ａꎻ２１ ~ ６０ ｍｉｎꎬ５１％ ~ １００％ꎮ
体积流量为 ０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ检测波长为 ２２７ ｎｍꎻ柱
温为 ３０ ℃ꎻ进样量为 １０ μＬꎮ

２　 结果与分析

２.１ 萃取条件优化

２.１.１ 分散剂的选择　 基质固相分散剂是 ＭＳＰＤ 吸

附法进行样品预处理过程中影响目标化合物分析

准确性的主要因素ꎬ分析了正相色谱填料(硅胶、
佛罗里硅土、碱性氧化铝、酸性氧化铝、中性氧化

铝)、 反 相 色 谱 填 料 ( Ｃ１８￣ＨＣ、 Ｃ１８￣Ｇ１、 Ｃ１８、 Ｃ１８￣
ＭＥ)、ＨＩＬＩＣ 填料(Ｘｉｏｎ、Ｘａｍｉｄｅ、Ｄｉｏｌ)１２ 种分散剂

对云南红豆杉紫杉烷类化合物分析的影响ꎮ 由图

１ 可知ꎬ１２ 种分散剂对目标分析物具有相似的萃

取检出量ꎬＨＩＬＩＣ 填料(Ｘｉｏｎ、Ｘａｍｉｄｅ、Ｄｉｏｌ)对紫杉

烷类化合物的萃取检出量略低于正相色谱填料和

反相色谱填料ꎬＨＩＬＩＣ 填料与极性化合物是通过氢

键作用或者偶极 －偶极作用相互吸附 (李欣等ꎬ
２０２０)ꎬ对极性相对较弱的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 吸
附较差有关ꎮ １２ 种分散剂对目标化的吸附性能差

异不大ꎬ但是正相色谱填料对于目标化合物的吸

附性较高ꎬ其中碱性氧化铝的萃取检出量高于其

他分散剂ꎬ可能是因为碱性氧化铝可反应性地吸

附其中的极性化合物ꎬ而弱极性化合物紫杉烷类

化合物并未有损失(陈驰ꎬ２０２０)ꎬ适合于极性相对

较弱的紫杉烷类化合物的净化、富集ꎮ 因此ꎬ本研

究选择碱性氧化铝为分散剂ꎮ

４４０１ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



ａ. 硅胶ꎻ ｂ. 佛罗里硅土ꎻ ｃ. 碱性氧化铝ꎻ ｄ. 酸性氧化铝ꎻ ｅ. 中性氧化铝ꎻ ｆ. Ｘｉｏｎꎻ ｇ. Ｘａｍｉｄｅꎻ ｈ. Ｄｉｏｌꎻ ｉ. Ｃ１８ ￣ＨＣꎻ ｊ. Ｃ１８ ￣Ｇ１ꎻ
ｋ. Ｃ１８ꎻ ｌ. Ｃ１８ ￣ＭＥꎻ １. １０￣去乙酰基巴卡亭 Ⅲꎻ ２. 紫杉醇ꎮ
ａ. Ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌꎻ ｂ. Ｆｌｏｒｉｓｉｌꎻ ｃ. Ａｌｋａｌｉｎｅ Ａｌ２Ｏ３ꎻ ｄ. Ａｃｉｄｉｃ Ａｌ２Ｏ３ꎻ ｅ. Ｎｅｕｔｒａｌ Ａｌ２Ｏ３ꎻ ｆ. Ｘｉｏｎꎻ ｇ. Ｘａｍｉｄｅꎻ ｈ. Ｄｉｏｌꎻ ｉ. Ｃ１８ ￣ＨＣꎻ ｊ. Ｃ１８ ￣Ｇ１ꎻ ｋ. Ｃ１８ꎻ
ｌ. Ｃ１８ ￣ＭＥꎻ １. １０￣ＤＡＢ Ⅲꎻ ２. Ｔａｘｏｌ.

图 １　 分散剂对目标分析物萃取检出量影响(Ａ)和不同分散剂条件下云南红豆杉萃取物色谱图(Ｂ)
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｓｏｒｂｅｎｔｓ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ (Ａ) ａｎｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｔａｘｕｓ ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｓｏｒｂｅｎｔｓ (Ｂ)
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图 ２　 样品与分散剂质量比对目标
分析物萃取检出量的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ￣ｔｏ￣ａｄｓｏｒｂｅｎｔ ｍａｓｓ
ｒａｔｉｏ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ

２.１.２ 样品与碱性氧化铝分散剂质量比的影响 　
分析了样品与碱性氧化铝的不同质量比(２ ∶ １、
１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶ ３、１ ∶ ４、１ ∶ ５) 对 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和

Ｔａｘｏｌ 萃取检出量的影响ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ质量比从

２ ∶ １ 上升到 １ ∶ ５ 时ꎬ１０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 萃取检出

量明显提高ꎬ质量比为 １ ∶ ３ 时萃取检出量存在一

个最佳值ꎬ显然分散剂增大会使样品组分和分散

剂之间的界面面积增加ꎬ提高目标分析物的分析

收萃取检出量(郭芸等ꎬ２０２０)ꎮ 但是ꎬ分散剂质量

的进一步增加会使目标分析物不易从萃取柱中被

完全洗脱ꎬ从而使萃取检出量降低ꎮ 由于填充物

较多会导致其分散不均匀ꎬ因此本研究选择云南

红豆杉与碱性氧化铝的质量比为 １ ∶ ３ꎮ
２.１.３ 洗脱剂种类的影响　 在碱性氧化铝作为分散

剂的吸附与解析过程中ꎬ极性强的洗脱剂有利于将

分析物从分散剂上洗脱下来ꎮ 分别分析了甲醇、乙
醇、乙腈、丙酮 ４ 种溶剂对 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的洗

脱能力ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ４ 种洗脱剂对目标化合物均

具有一定的洗脱作用ꎬ当甲醇作为洗脱剂时ꎬ２ 种目

标分析物的萃取检出量明显高于其他 ３ 种洗脱剂ꎬ２
种目标分析物的萃取检出量较高ꎬ这说明甲醇更适

合从碱性氧化铝中解析 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌꎮ 因此ꎬ
本研究选择甲醇作为洗脱剂ꎮ
２.１.４ 洗脱剂浓度的影响 　 洗脱剂浓度对目标化

合物的萃取检出量有一定影响ꎬ分析了不同浓度

的甲醇(２０％、４０％、６０％、８０％、１００％)对 ２ 种目标

化合物萃取检出量的影响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 随

着甲醇浓度的增大ꎬ２ 种目标化合物的萃取检出量

也逐渐增大ꎮ 当浓度达到 ４０％时ꎬ随着甲醇浓度

的增大ꎬ萃取检出量变化不大ꎬ但随着甲醇浓度的

降低ꎬ洗脱时间也相应增加ꎬ可能是因为洗脱剂中

水的存在会导致溶剂的黏度变大(陈驰ꎬ２０２０)ꎮ
在洗脱效果相同情况下ꎬ以 １００％甲醇为洗脱剂可

缩短洗脱时间ꎬ因此选择 １００％甲醇作为洗脱剂

浓度ꎮ
２.１.５ 洗脱溶剂体积的影响 　 洗脱溶剂体积是

ＭＳＰＤ 吸附分离中的关键参数ꎬ在提取完全的基础

上ꎬ应尽量减少洗脱剂的用量ꎮ 分析了甲醇的洗

脱体积(２、４、６、８、１０、１２ ｍＬ)对萃取检出量的影

响ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ当甲醇从 ２ ｍＬ 增加至 ６ ｍＬ 时ꎬ
目标化合物萃取检出量逐渐增加ꎮ 当洗脱体积为

６ ｍＬ 时ꎬ萃取检出量达到最大且随着洗脱体积的

增大ꎬ萃取检出量没有明显提高ꎮ 因此ꎬ本研究选

择 ６ ｍＬ 作为目标分析物的洗脱体积ꎮ
２.２ 方法学验证

２.２.１ 分析方法的线性关系、定量限、检出限　 量取

“１.２.２”项下混合标准品溶液 １.００、０.５０、０.３０、０.２０、
０.１０ ｍＬꎬ分别置于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ甲醇定容ꎬ获得

５ 个梯度质量浓度的 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 混合标准

品溶液ꎬ分别过 ０.２２ μｍ 滤膜ꎬ在“１.２.５”项条件下

进样ꎮ 以目标分析物色谱峰面积为纵坐标( ｙ)ꎬ质
量浓度为横坐标(ｘ)作图ꎬ得到回归方程ꎮ 信噪比

(ｓｉｇｎａｌ ｔｏ ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏꎬＳ / Ｎ)为 ３ ∶ １ 和 １０ ∶ １ 的质量

浓度为目标化合物的检出限和定量限ꎮ 结果见表

１ꎮ 由表 １ 可知ꎬ该方法线性相关系数均大于 ０.９９９
９ꎬ表明该方法具有良好的线性关系ꎮ
２.２.２ 分析方法的精密度、稳定性 　 取同一 ＭＳＰＤ
样品ꎬ在“１.２.５”项条件下ꎬ分别于 ０、２、４、６、８、１０
ｈ 进样ꎬ测得目标化合物的日内精密度ꎻ分别于 ０、
２４、４８ ｈ 进样ꎬ测定日间精密度ꎮ 两种紫杉烷类化

合物峰面积的日内精密度相对标准偏差( ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＲＳＤ)分别为 １.３％和 １.５％ꎬ日间

精密度 ＲＳＤ 分别为 １.１％和 １.４％ꎮ 这表明该方法

的精密度、稳定性良好ꎮ
２.２.３ 分析方法的加样回收率试验　 在 ３ 个浓度水

平(５０％、１００％、１５０％) 下对样品中 １０￣ＤＡＢ Ⅲ、
Ｔａｘｏｌ 进行加样回收率测试ꎬ得到 ３ 个浓度水平的

加标样品回收率在 ９３.６％ ~ １０９.０％之间ꎬＲＳＤ 在

１.２％ ~３.２％之间ꎬ结果见表 ２ꎮ
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１. １０￣去乙酰基巴卡亭 Ⅲꎻ ２. 紫杉醇ꎮ 下同ꎮ
１. １０￣ＤＡＢ Ⅲꎻ ２. Ｔａｘｏｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 不同洗脱剂条件下目标分析物萃取检出量(Ａ)和云南红豆杉萃取物色谱图(Ｂ)
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ (Ｂ) ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

甲醇浓度: ａ. ２０％甲醇ꎻ ｂ. ４０％ 甲醇ꎻ ｃ. ６０％ 甲醇ꎻ ｄ. ８０％ 甲醇ꎻ ｅ. １００％ 甲醇ꎮ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ: ａ. ２０％ ｍｅｔｈａｎｏｌꎻ ｂ. ４０％ ｍｅｔｈａｎｏｌꎻ ｃ. ６０％ ｍｅｔｈａｎｏｌꎻ ｄ. ８０％ ｍｅｔｈａｎｏｌꎻ ｅ. １００％ ｍｅｔｈａｎｏｌ.

图 ４　 洗脱剂浓度对目标分析物萃取检出量影响(Ａ)和不同洗脱剂浓度下云南红豆杉萃取物色谱图(Ｂ)
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ (Ａ) ａｎｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (Ｂ)

２.３ 不同前处理方法比较

以云南红豆杉枝叶为实验样品ꎬ比较了优化

后的 ＭＳＰＤ 与热回流提取法、超声提取法的分析

结果见表 ３ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ３ 种前处理方法对 １０￣
ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的萃取检出量无显著差异ꎬ但是

ＭＳＰＤ 法在提取过程中仅需 ６ ｍＬ 甲醇、２０ ｍｉｎ 内

即可完成ꎮ ＭＳＰＤ 法与两种传统方法相比ꎬＭＳＰＤ

法操作简单、消耗的溶剂少、耗时短ꎬ具有较好的

应用前景ꎮ

３　 讨论与结论

样品的前处理过程对天然产物含量分析有着

至关重要的作用ꎮ 相关文献报道红豆杉中紫杉烷
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甲醇体积: ａ. ２ ｍＬꎻ ｂ. ４ ｍＬꎻ ｃ. ６ ｍＬꎻ ｄ. ８ ｍＬꎻ ｅ. １０ ｍＬꎻ ｆ. １２ ｍＬꎮ １. １０￣去乙酰基巴卡亭 Ⅲꎻ ２. 紫杉醇ꎮ
Ｅｌｕｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ: ａ. ２ ｍＬꎻ ｂ. ４ ｍＬꎻ ｃ. ６ ｍＬꎻ ｄ. ８ ｍＬꎻ ｅ. １０ ｍＬꎻ ｆ. １２ ｍＬ. １. １０￣ＤＡＢ Ⅲꎻ ２. Ｔａｘｏｌ.

图 ５　 洗脱剂体积对目标分析物萃取检出量影响(Ａ)和不同体积条件下云南红豆杉萃取物色谱图(Ｂ)
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ (Ａ) ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

ｏｆ Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ (Ｂ)

表 １　 ２ 种紫杉烷类化合物回归方程、相关系数、检出限、定量限和线性范围
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ ＬＯＤꎬ ＬＯＱ ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｗｏ ｔａｘａｎｅｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２

检出限
ＬＯＤ

(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

定量限
ＬＯＱ

(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

１０￣去乙酰基巴卡亭Ⅲ １０￣ＤＡＢ Ⅲ ｙ＝ １.９６ × １０７ｘ ＋ １.１８ × １０３ ０.９９９ ９ ０.０３０ １ ０.１７８ １~ １０

紫杉醇 Ｔａｘｏｌ ｙ ＝ ２.４９ × １０７ｘ ＋ １.６５ × １０３ ０.９９９ ９ ０.０２３ ９ ０.１４２ １~ １０

表 ２　 ２ 种紫杉烷类化合物的加标回收率和相对标准偏差(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｗｏ ｔａｘａｎｅｓ(ｎ＝ ３)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

原有量
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ (μｇ)

加入量
Ａｄｄｅｄ (μｇ)

测得量
Ｆｏｕｎｄ (μｇ)

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ (％)

相对标准偏差
ＲＳＤ (％)

１０￣去乙酰基巴卡亭Ⅲ
１０￣ＤＡＢ Ⅲ

５５.９ ２５.７ ７６.４ ± ０.０２５ ９３.６ ２.３

５０.２ １０８.６ ± ０.０１２ １０２.４ １.２

１００.８ １７０.８ ± ０.０４４ １０９.０ ２.６

紫杉醇
Ｔａｘｏｌ

７.５ ４.２ １２.１ ± ０.００２ １０２.６ ３.２

８.６ １６.０ ± ０.００３ ９９.４ ２.７

１２.４ １９.６ ± ０.００１ ９８.５ ２.１

类化合物前处理方法包括超声提取法(Ｗｉａｎｏｗｓｋａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)、常规溶剂提取( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)等ꎬ
但都具有有机试剂消耗大、样品量大、萃取效率低

等缺点ꎬ不适用于红豆杉中紫杉烷的快速定量分

析ꎮ ＭＳＰＤ 作为用于复杂基质中微量成分分析的

前处理方法ꎬ具有简单、快速、经济环保等优点(江
璐依ꎬ２０２０)ꎬ与传统方法相比ꎬ消耗时间短ꎬ萃取

效率高ꎮ
基质固相分散剂是影响目标化合物准确性的

重要因素ꎬ 常见的分散剂包括正相色谱分散剂(硅
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表 ３　 不同方法测定云南红豆杉中紫杉烷类化合物萃取检出量结果比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔａｘａｎｅｓ ｉｎ Ｔａｘｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

萃取检出量
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ (ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

１０￣去乙酰基巴卡亭Ⅲ
１０￣ＤＡＢ Ⅲ

紫杉醇
Ｔａｘｏｌ

样品量
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ
( ｇ)

溶剂量
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｓｏｌｖｅｎｔ
(ｍＬ)

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

相对标准
偏差
ＲＳＤ
(％)

基质固相分散
Ｍａｔｒｉｘ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ

５.４７ ± ０.０９１ ０.７８ ± ０.００９ ０.２５ ６ <２０ １.７

热回流提取
Ｈｏｔ ｒｅｆｌｕｘ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

５.４２ ± ０.０７４ ０.７０ ± ０.００３ ０.２５ ２５ ６０∗３ １.３

超声提取
Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

５.４４ ± ０.０７３ ０.７３ ± ０.００８ ０.２５ ２５ ６０ １.２

胶、氧化铝、佛罗里硅土等)、反相色谱分散剂(以
Ｃ１８为基质)和新型分散剂ꎬ其作用原理不同ꎬ对样

品的吸附性也不同(陈驰ꎬ２０２０)ꎮ 从 ＭＳＰＤ 法分

散填料筛选结果可以看出ꎬ正相色谱填料对目标

化合物的检出量高于反相色谱填料ꎬ分析原因可

能是正相色谱填料中的 Ｓｉ￣ＯＨ 等基团与化合物中

的极性基团( ￣ＯＨꎬ￣ＮＨ)形成氢键有关(王志兵ꎬ
２０１５)ꎮ 新型色谱填料 ＨＩＬＩＣ 对于紫杉烷类化合

物的检出量低于正相色谱填料ꎬ分析原因可能为

ＨＩＬＩＣ 填料对强极性基团吸附能力较强ꎬ作用机理

与偶极作用、氢键作用等多种作用力有关(徐露露

等ꎬ２０１６)ꎬ不适合极性较弱的紫杉烷类化合物的

洗脱ꎬ其机理仍需进一步研究ꎮ 目前ꎬ最常用的是

反相色谱填料为十八烷基硅胶(Ｋｒｉｓｔｅｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)可应用于农药残留测定、环境基质样品分析

(Ｓáｎｃｈｅｚ￣Ｂｒｕｎｅｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎬ其吸附性能可通

过其含水量或 ｐＨ 来调节(陈驰ꎬ２０２０)ꎮ 在本研究

填料筛选过程中发现ꎬ正相色谱填料中碱性氧化

铝对 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的检出量高于其他正相分

散剂ꎬ并且经过其富集、净化后的样品萃取液澄

清、透明ꎬ可能是与碱性氧化铝能够反应性地吸附

红豆杉中诸如酸性酚类化合物等杂质有关ꎮ 目

前ꎬ碱性氧化铝作为分散剂对红豆杉进行净化、萃
取鲜有报道ꎬ本研究结果为其在紫杉烷类化合物

的定量分析提供一定的参考ꎮ
分散剂与样品质量比作为影响目标化合物萃

取检出量的重要因素ꎬ其比例需根据萃取柱大小

等情况进行调节ꎬ如 Ｃｈｕ 等(２０１７)建立了基于基

质固相分散萃取技术与高效液相色谱测定五味子

中的木脂素类化合物的分析方法ꎬ在五味子样品

与分散剂质量比为 １ ∶ ２、甲醇洗脱时ꎬ分析物检出

量最高ꎮ 本研究选择样品质量为 ０.２５ ｇꎬ碱性氧化

铝的质量为 ０.７５ ｇ 时ꎬ目标分析物可被分散剂充

分吸附且易于洗脱ꎬ达到较好的萃取效果ꎮ
在基质固相分散萃取中ꎬ洗脱剂的选择需要

考虑目标分析物与分散剂吸附的性质等因素ꎬ可
采用单一或者混合有机溶剂(陈驰ꎬ２０１５)ꎬ也可采

用水作为洗脱剂(Ｂｏｇｉａｌｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 在本研究

中ꎬ我们选用了甲醇、乙腈、丙酮、乙醇 ４ 种极性较

强溶剂对目标化合物进行洗脱ꎬ研究结果表明甲

醇更适合于紫杉烷类化合物的洗脱ꎬ说明甲醇更

适合于从碱性氧化铝中解析紫杉烷类化合物ꎮ 在

萃取过程中ꎬ洗脱剂体积、浓度等因素对目标分析

物检出量也会产生影响ꎬ文献报道洗脱剂体积在

４ ~ ２５ ｍＬ 范围内时大部分目标分析物均能被洗脱

出来ꎮ 例如ꎬＳａｌｅｍｉ 等(２０１２)采用基质固相分散

法结合气相色谱－电子捕获检测器对土壤中的 １６
种有机氯农药及其衍生物进行定量分析ꎮ 本研究

结果显示ꎬ以 １０％ Ｃ１８ 的硅胶为分散剂ꎬ８ ｍＬ 氯

仿－正己烷为洗脱剂ꎬ目标分析物检出量较高ꎮ 本

研究以 ６ ｍＬ 甲醇洗脱ꎬ在节省溶剂的基础上ꎬ目
标化合物可得到较高的检出量ꎮ

本文以碱性氧化铝为分散剂ꎬ６ ｍＬ 甲醇为洗

脱剂ꎬ样品与分散剂的质量比为 １ ∶ ３ 为基质固相

萃取条件ꎬ建立了 ＭＳＰＤ￣ＨＰＬＣ 同时测定云南红豆

杉中 １０￣ＤＡＢ Ⅲ和 Ｔａｘｏｌ 的分析方法ꎬ并且通过比

较分析ꎬ证明碱性氧化铝作为正相填料ꎬ在基质固

相萃取过程中对紫杉烷类化合物具有净化和富集

作用ꎬ并采取方法学实验对其可行性进行验证表

明该方法回收率高ꎬ重现性好ꎬ在一定范围内具有

良好的线性关系ꎬ适用于云南红豆杉中紫杉烷类

化合物的快速分析ꎮ
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