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  【摘要】 目的 采用高效液相色谱建立一种高效、快速、有效的方法可同时测定柳兰地上部位中7种抗肿瘤成分

(月见草素B、阿魏酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷)含量的方法,并检测7种成分抗肿瘤活性。方法

采用Cdc25A/B/C磷酸蛋白酶试剂盒、PD-1、PD-L1试剂盒进行柳兰中抗肿瘤活性成分检测,采用 WatersC18色谱柱

(250×4.6mm,5μm),以乙腈-0.3% 乙酸水为流动相,流速1.0mL·min-1,检测波长为300nm,柱温为30℃。在27
min内,柳兰中7种成分完全分离,样品含量X与其对应峰面积 Y呈现良好的线性关系(R2=0.9991~0.9997)。结果

应用该方法对不同采收时期(6~11月)的柳兰中的7种成分进行了测定,测定结果表明,7种成分总含量的综合评价指

标9月柳兰叶中最高,7月花次之,11月茎中含量最低。结论 本研究建立的柳兰多成分 HPLC测定方法适合用于柳

兰多成分的定量分析和柳兰药材质量控制。以含量为指标,对青海省西宁市大通回族土族自治县地区6~11月的柳兰

中7种成分含量动态累积情况进行分析研究,发现不同月份的柳兰中所含有的抗肿瘤成分有着显著的差异性,可为柳兰

人工栽培确立最佳采收时期提供参考。
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  【Abstract】 Objective Toestablishanefficient,rapidandeffectivemethodforthesimultaneousdeterminationof
sevenantitumorcomponents(eveningprimroseB,ferulicacid,chlorogenicacid,neochlorogenicacid,populin,protocate-
chuicacid,andchrysin)intheabovegroundpartsofEpilobiumangustifoliumL.byhighperformanceliquidchroma-
tography.Theanti-tumoractivitiesofthesevencomponentsweredetected.Methods Cdc25A/B/Cphosphoprotease
kit,PD-1,PD-L1kitwereusedforthedeterminationoftheantitumoractivecomponentsinEpilobiumangustifoliumL.
TheseparationwascarriedoutonaWatersC18column(250×4.6mm,5μm)withacetonitrile-0.3%aceticacidinwa-
terasthemobilephase,ataflowrateof1.0mL·min-1,andthedetectionwavelengthof300nm,andthecolumntem-
peraturewas30℃.Within27min,thesevencomponentsinEpilobiumangustifolium L.werecompletelyseparated,

andthesamplecontentXanditscorrespondingpeakareaYshowedgoodlinearrelationship(R2=0.9991-0.9997).
Results Themethodwasappliedtodeterminethesevencomponentsinwilloworchidsfromdifferentharvestingperiods
(June-November),andtheresultsshowedthatthecomprehensiveevaluationindexesofthetotalcontentsoftheseven
componentswerehighestintheleavesofEpilobiumangustifoliumL.inSeptember,followedbytheflowersinJuly,and
thelowestcontentsinthestemsinNovember.Conclusion TheHPLCmethodestablishedinthisstudyissuitablefor
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thequantitativeanalysisandqualitycontrolofEpilobiumangustifolium L.Thedynamicaccumulationof7components
inWillowsorchidfromJunetoNovemberinDatongHuiTuAutonomousCounty,XiningCity,QinghaiProvincewas
studied.Itwasfoundthatthereweresignificantdifferencesofanti-tumorcomponentsindifferentmonthsofEpilobium
angustifoliumL,whichcanprovideareferencefordeterminingthebestharvesttimeofEpilobiumangustifoliumLarti-
ficialcultivation.

【Keywords】 EpilobiumangustifoliumL.;Indifferentmonths;Highperformanceliquidchromatography;Deter-
minationofmulticomponentcontent

  柳兰藏语中称为恰班曲孜,为柳叶菜科,柳叶菜

属植物,其茎、叶、花为主要药用部位,为常见的民族

药材之一[1-5]。其主要分布于我国青海、西藏、云南、
四川、新疆、甘肃、陕西等地,其中在青海省主要产于

玉树、班玛、泽库、河南、同德、大通、湟中、平安、乐都、
民和、互助、祁连等海拔2150~3800米林下、林缘、山
沟、河滩处[6-7]。Bray等[8]根据国际癌症研究机构的

最新报道,2022年有近2000万新的癌症病例和近

1000万癌症死亡。基于人口统计学预测,到2050年

癌症新病例数量将达到3500万,比2022年水平增加

77%。这说明寻找有效的抗癌药物依然是研究热点,
而柳兰主要具有抗癌、抗氧化等特性[9]。目前,国内

外学者已从柳兰中发现黄酮及其苷类、酚酸及其衍生

物、鞣质类等化合物[10-11]。其中抗肿瘤活性以黄酮酚

酸类和鞣质类为主,例如柳兰中月见草素B是一种大

环二聚体鞣花单宁,其具有良好的抗肿瘤、抗炎等作

用[12-14]。绿原酸为酚酸类化合物,可以通过阻滞细胞

生长周期、抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡等

作用机制来阻止肿瘤的发生发展[15]。阿魏酸通过抑

制增殖和诱导细胞凋亡来达到抗肿瘤作用[16]。杨梅

素可以抑制肿瘤细胞的生长速度从而达到抗癌作

用[17]。金丝桃苷可以作用于胰腺癌细胞降低体内肿

瘤细胞的迁移和增殖来达到抗肿瘤作用[18]。目前对

柳兰的研究主要集中在其化学成分分离及其药理活

性等方面,但针对其抗肿瘤活性成分的含量研究甚

少。包婷雯等[19]通过实验发现柳兰、防风、荆芥等11
种藏药材对CDC25A和CDC25B磷酸酶有明显的抑

制效果。本研究在此基础上,通过Cdc25A磷酸蛋白

酶、Cdc25B磷酸蛋白酶进行验证,同时采用PD-1、PD-
L1试剂盒检测柳兰中抗肿瘤活性。肿瘤免疫治疗,即
通过重新启动并维持肿瘤-免疫循环,恢复机体正常的

抗肿瘤免疫反应,从而控制与清除肿瘤的一种治疗方

法。包括单克隆抗体类免疫检查点抑制剂、治疗性抗

体、癌症疫苗、细胞治疗和小分子抑制剂等。其关键

途径是靶向免疫负调控,将治疗的抗体从靶向肿瘤转

向靶向免疫负调控的检查点[20-23]。近年来,肿瘤的免

疫治疗发展迅速,研究出了许多新的靶点,其中研究

最为深入的仍当属PD-1、PD-L1。课题组在前期研究

中发现,柳兰的水溶性部位具有很好的抗PD-1、PD-
L1及CDC25A、CDC25B磷酸酶的作用,因此,本研究

在筛选肿瘤免疫治疗靶点时,将PD-1、PD-L1酶及

CDC25A、CDC25B磷酸酶作为重要的研究对象进行

了活性测试。尽管柳兰中以月见草素B、阿魏酸、绿原

酸等为代表的鞣质类、酚酸类化合物有良好的抗肿瘤

活性,但目前对它们在柳兰中的实际分布或它们的个

体间差异性知之甚少。本研究建立合适的高效液相

色谱法(Highperformancehiquidchromatography,

HPLC)同时测定6~11月柳兰中7个抗肿瘤成分(月
见草素B、阿魏酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶

酸、金丝桃苷)的含量[24-25]。对青海省西宁市大通回

族土族自治县地区柳兰中7种成分含量变化进行分

析研究,为柳兰抗肿瘤成分研究和人工栽培最佳采收

期的确定提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 仪器 高效液相色谱仪(ShimadzuLC-20A:日
本岛津公司);二级管列阵检测器(SPD-M20A:日本岛

津公司);SHE-D(Ⅲ)型循环水式真空泵(巩义市予华

仪器有限公司);DLK-2007型快速低温冷却循环机

(宁波新芝生物科技股份有限公司);UPH-Ⅳ-10T 型

优普系列超纯水机(成都超纯科技有限公司);KQ-
50DA型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司);
超声清洗器(KQ800E:昆山市洁力美超声仪器有限

公司);全自动多功能酶标仪(POLARstarOmega:德
国BMGLabtech 公司);流式细胞仪(POLARstar
Omega:德国 BMGLabtech公司);万分之一分析天

平(ME201/02:梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司)。

1.2 材料 6~11月份柳兰样品均采自青海省西宁

市大通回族土族自治县(北纬N36°58'9″,东经E101°
49'56″),每月15号进行样品采集。经青海民族大学

林鹏程教授鉴定为柳叶菜科(Onagraceae)柳叶菜属

(Epilobium)植 物 柳 兰 (Epilobium angustifolium
L.),阴干备用。

1.3 试药与试剂 乙腈为(色谱纯,山东禹王和天下

新材料有限公司);水为超纯水;月见草素B(批号wkq
19012825);新绿原酸(批号 wkq19021413)、杨梅素

(批号wkq19040306)均购自四川维克奇生物科技有
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限公司;原儿茶酸(批号 W10D10B104178)、绿原酸

(批 号:A22GB158496)、阿 魏 酸(批 号 G13S11L124
423)均购自上海源叶生物有限公司;金丝桃苷(批号:

18100910,成都曼斯特生物科技有限公司),以上对照

品纯度均≥98%;甲醇(色谱纯,天津市富宇精细化工

有限公司);乙醇(分析纯;天津市红岩化学试剂厂),
二甲基 亚 砜 (天 津 市 凯 通 化 学 试 剂 有 限 公 司);

CDC25A磷酸蛋白酶试剂盒、CDC25B磷酸蛋白酶试

剂盒、PD-1、PD-L1试剂盒均购自法国Cisbio公司。

1.4 方法

1.4.1 PD-1/PD-L1的筛选 设置对照组1(加PD1,
加PD-L1,不加拮抗分子)、对照组2(不加PD1加抑制

分子)和实验组(月见草素B、阿魏酸、绿原酸、新绿原

酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷)3组反应,其中实验

组样品用超纯水溶解为5、10、25、50、100μmol·L-1系
列浓度梯度,反应体系为50μL。其中对照组1的反应

体系为Tag1-PD-L1、Tag2-PD1,Anti-Tag1EuCryp-
tate试剂、Anti-Tag2XL665抗体,PPIEuropium 检

测缓冲液补充至50μL;对照组2反应体系为 Anti-
Tag1EuCryptate试剂、Anti-Tag2XL665抗体、拮抗

分子、PPIEuropium 检测缓冲液补充至50μL;实验

组为Tag1-PD-L1、Tag2-PD1,Anti-Tag1EuCryptate
试剂、Anti-Tag2XL665抗体、拮抗分子、PPIEuropi-
um检测缓冲液补充至50μL。将3组反应体系于

37℃下反应1h,待反应完全,检测产物在655nm和

620nm处的荧光强度的比值,按照(抑制率=1-试验

组测定值-对照组2测定值/对照组1测定值-对照

组2测定值×100%)计算实验组与对照组1的荧光强

度比值,判断抑制效果。

1.4.2 Cdc25A/B的筛选 设置对照组1(加酶不加

抑制分子)、对照组2(不加酶加抑制分子)和实验组

(月见草素B、阿魏酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿

茶酸、金丝桃苷)3组反应,其中实验组样品用超纯水

溶解为5、10、25、50、100μmol·L-1系列浓度梯度,反
应体系为50μL。其中对照组1的反应体系为FDP,

Cdc25系列酶,FDP缓冲液补充至50μL;对照组2反

应体 系 为 FDP,抑 制 剂 分 子,FDP 缓 冲 液 补 充 至

50μL;实验组为 FDP,Cdc25系列酶,抑制剂分子,

FDP缓冲液补充至50μL。将3组反应体系于37℃
下反应1h,待反应完全,检测产物在520nm处的荧

光强度,按照(酶活性存活效率=试验组测定值/对照

组1的测定值×100%)计算实验组与对照组1的荧光

强度比值,判断抑制效果。

1.5 溶液制备

1.5.1 混合对照品母液 精密称取各对照品适量,

加50%甲醇定容,配成每1mL含有0.15mg月见草

素B、0.0801mg阿魏酸、0.0801mg绿原酸、0.0804
mg新绿原酸、0.0804mg杨梅素、0.0884mg原儿茶

酸、0.112mg金丝桃苷的混合溶液,即得。

1.5.2 供试品溶液 分别精确称取6~11月柳兰本

品茎、叶粉末(过3号筛)1.0g,7~10月柳兰花1.0g,
置于100mL锥形瓶中,加入50mL50% 甲醇溶液超

声30min提取,加热回流1h,放冷,再称定重量,用

50% 甲醇定容至50mL,过0.45μm微孔滤膜,续滤

液即为供试品溶液。

1.6 色谱条件 采用 WatersC18色谱柱 (250×4.6mm,

5μm),流动相为乙腈 (A)-0.3%乙酸溶液(B),梯度

洗脱,洗脱条件,见表1。流速为1.0mL/min,波长为

300nm,柱温为30℃,进样量为10μL。

表1 柳兰含量测定流动相洗脱条件

Table1 ConditionsofmobilephaseforthedeterminationofEpilobium

angustifoliumL.

t/min A/% B/%
0 90 10
12 80 20
20 65 35
25 30 70
35 20 80
40 10 90

1.7 统计学分析 分析利用 MicrosoftExcel进行,
包括了数据的录入、整理、统计学分析和可视化图形

的绘制,并运用ChiPlot进行热图分析。所有试验均

平行进行3次,试验结果以(􀭺x±s)表示。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PD-1/PD-L1的筛选结果 发现其酶存活率较

低,表明柳兰中月见草素B、阿魏酸、绿原酸、新绿原

酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷对PD-1/PD-L1酶有

很好的抑制效果,见表2。随着样品浓度的增加,其活

性基本上呈线性增加,浓度为5μmol·L-1时新绿原酸

的活性最好,可达到阳性对照的一半;浓度为10μmol·

L-1、25μmol·L-1、50μmol·L-1时月见草素B的活性

最好,基本可达到阳性对照的一半。月见草素B在

100μmol·L-1浓度下的抑制率与阳性对照10μmol·

L-1浓度下相近,且月见草素B的整体活性较其他化

合物最佳,其次为新绿原酸。虽然月见草素B的活性

良好,但较阳性对照仍存在差距。

2.2 Cdc25A/B的筛选结果 柳兰中月见草素B、阿
魏酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷

对Cdc25A/B酶存活率低,这表明有很好的抑制效果,
见表3、表4。随着样品浓度的增加,其活性基本上呈
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表2 抑制PD-1/PD-L1酶活性的测试结果(n=3,􀭵x±s)

Table2 TestresultsforinhibitionofPD-1/PD-L1enzymeactivity

化合物名称
浓度(μmol·L-1)

5 10 25 50 100
月见草素B 19.89±2.19 30.26±2.18 40.39±4.13 48.56±3.31 64.95±3.84
阿魏酸 4.21±0.42 7.49±1.87 16.49±1.25 33.71±2.16 57.98±2.40
绿原酸 10.98±2.86 20.36±3.12 32.44±2.11 41.18±3.96 53.37±3.67
新绿原酸 25.47±3.18 29.85±2.62 38.25±3.25 43.97±4.06 61.99±5.17
杨梅素 2.17±0.23 7.02±1.26 13.38±2.17 22.57±3.43 50.98±4.22
原儿茶酸 5.53±0.26 10.99±1.32 22.02±3.98 36.37±5.45 52.11±6.28
金丝桃苷 4.95±1.34 11.18±2.11 20.13±3.57 32.76±2.19 50.21±3.09
阳性对照(对照组1) 59.77±4.48 68.97±3.57 74.25±3.24 88.02±3.12 97.80±6.04

线性增加,其中月见草素B活性最好。Cdc25A酶活

性的测试中在5、10、25μmol·L-1浓度下金丝桃苷的

活性均呈现最好,但较阳性对照相差较多,在50、

100μmol·L-1浓度下月见草素B的活性最佳,与阳性

对照基本吻合。Cdc25B酶实验中,5、25μmol·L-1浓
度下金丝桃苷的活性最好,但较阳性对照相差甚多,

50μmol·L-1浓度下杨梅素活性最好,但与阳性对照

相比,其活性并不理想。

表3 抑制Cdc25A酶活性的测试结果(n=3,􀭵x±s)

Table3 TestresultsforinhibitionofCdc25Aenzymeactivity

化合物名称
浓度(μmol·L-1)

5 10 25 50 100
月见草素B 6.42±1.32 13.98±2.28 32.02±1.97 56.32±4.71 85.12±3.27
阿魏酸 3.12±0.54 9.08±1.71 19.93±2.57 32.76±2.18 54.21±3.09
绿原酸 4.21±1.43 7.64±0.88 16.37±2.33 33.72±1.06 57.98±4.54
新绿原酸 3.68±0.61 8.08±1.34 14.43±1.84 29.96±3.79 55.06±4.23
杨梅素 5.17±1.23 14.02±3.06 33.38±3.17 52.57±6.42 75.09±6.22
原儿茶酸 5.42±1.93 9.82±2.17 19.19±2.31 33.97±4.09 54.21±6.24
金丝桃苷 7.18±1.18 14.17±1.20 36.11±5.19 43.17±8.31 55.95±6.82
阳性对照(对照组1) 19.89±2.19 25.26±3.15 45.92±5.13 76.39±9.31 96.95±10.84

表4 抑制Cdc25B酶活性的测试结果(n=3,􀭵x±s)

Table4 TestresultsforinhibitionofCdc25Benzymeactivity

化合物名称
浓度(μmol·L-1)

5 10 25 50 100
月见草素B 5.38±2.28 14.52±2.18 28.98±4.03 48.65±4.56 86.86±7.33
阿魏酸 4.21±2.26 10.02±2.99 20.07±4.63 33.84±6.13 52.91±5.07
绿原酸 3.89±1.37 7.38±2.02 15.43±3.27 28.88±5.09 58.02±6.61
新绿原酸 6.32±1.76 8.33±2.46 14.37±3.96 31.46±9.84 56.94±8.36
杨梅素 2.83±1.02 10.90±2.01 30.42±4.23 51.53±10.57 74.98±1.25
原儿茶酸 5.58±2.17 10.08±1.85 17.98±2.26 41.06±8.14 53.31±11.34
金丝桃苷 6.88±1.22 14.31±4.05 29.76±2.29 45.83±7.27 56.15±10.18
阳性对照(对照组1) 19.89±2.19 25.26±3.15 45.92±5.13 76.39±9.3 96.95±10.84

2.3 色谱条件结果 在上述色谱条件下月见草素B、
阿魏酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃

苷可以得到较好的分离效果,混合对照品及同一批样

品(8月柳兰)供试品HPLC色谱图,见图1,在此分离

条件下,可以呈现较好的分离效果。

2.4 线性关系、检出限及定量限的考察 精密吸取

“1.3.1”项下不同的体积进样(2、4、6、8、10、12μL)注
入液相色谱仪,以浓度为横坐标(X),峰面积为纵坐标

(Y)进行线性回归分析;取各单品对照品溶液,用甲醇

稀释,分别以信噪比S/N=3和S/N=10时对应的物

质浓度为检出限(LOD)和定量限(LOQ)。结果显示,
各成分在各自线性范围内均呈良好的线性关系,决定

系数均大于0.99。见表5。

2.5 仪器精密度考察 取混合对照品溶液,按前文

色谱条件连续进样6次,并记录7种成分的峰面积,计
算得金丝桃苷、新绿原酸、月见草素B、绿原酸、金丝桃

苷、阿魏酸、杨梅素的RSD值分别为:1.24%、1.02%、

1.07%、1.16%、2.62%、1.39%和2.40%,各RSD值
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图1 混合对照品(a)和8月柳兰茎(b)、叶(c)、花(d)的HPLC图

Figure1 HPLCplotsofmixedcontrol(a)andAugustEpilobiumangustifoliumL.stems(b),leaves(c),flowers(d)

注:1.原儿茶酸;2.新绿原酸;3.月见草素B;4.绿原酸;5.金丝桃苷;6.阿魏酸;7.杨梅素。

表5 7种成分线性关系考察结果

Table5 Resultsoftheexaminationofthelinearrelationshipsofthesev-

encomponents

对照品 回归方程
相关系数
(R2)

线性范围
(μg/mL)

检测限
(μg/mL)

定量限
(μg/mL)

原儿茶酸 Y=38560X+2782.5 0.9994 10~600 0.05 2.18
新绿原酸 Y=48055X-35692 0.9998 20~800 0.09 3.33
月见草素BY=20550X-52154 0.9997 10~600 0.10 2.12
绿原酸 Y=19838X-23494 0.9996 20~800 0.12 2.09
金丝桃苷 Y=76587X-22453 0.9996 20~800 0.08 2.06
阿魏酸 Y=7703.3X-1330020.9995 20~800 0.06 1.98
杨梅素 Y=3578.9X-26886 0.9996 20~800 0.09 1.78

均<3%,表明该方法精密度良好。

2.6 重复性考察 称取柳兰8月茎1.0g各6份,按

照2.1方法下配制供试品溶液,并按前文色谱条件进

行含量测定,测得8月茎中金丝桃苷、新绿原酸、月见

草素B、绿原酸、金丝桃苷、阿魏酸、杨梅素的峰面积平

均 值 分 别 为:69157.17、34539.00、1328501.17、

48541.33、22939.17、1340.17、7159.33,RSD分别为:

1.03%、1.80%、1.53%、1.38%、2.47%、2.73% 和

1.45%,各RSD均小于3%,表明此实验重复性良好。

2.7 稳定性考察 取同一份药渣样品(8月)柳兰的

茎、叶、花供试品溶液,在室温下分别放置0、2、4、6、8、

10、12h,按前文色谱条件进样测定,月见草素B、阿魏

酸、绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷的

RSD值,见表6。表明供试品溶液在12h内稳定。

表6 8月柳兰供试品稳定性考察(%)

Table6 ExaminationofthestabilityofaugustEpilobiumangustifolium L.testmaterial

时间(h) 部位 原儿茶酸RSD 新绿原酸RSD 月见草素BRSD 绿原酸RSD 金丝桃苷RSD 阿魏酸RSD 杨梅素RSD
茎 1.03 1.80 1.53 1.38 2.47 2.73 1.45

0 叶 1.89 2.04 1.46 1.77 1.03 2.08 1.33
花 1.72 1.11 1.06 0.80 1.60 0.93 2.06
茎 1.21 1.73 1.55 0.47 1.73 2.33 1.51

2 叶 2.26 1.22 1.46 2.16 1.35 2.90 1.18
花 2.83 0.69 1.04 0.94 1.78 0.37 1.66
茎 1.16 1.76 0.58 1.23 1.56 1.09 0.07

4 叶 1.89 0.59 1.58 1.82 1.35 1.13 0/73
花 2.39 0.68 1.34 1.06 1.06 0.65 1.49
茎 1.42 1.55 1.50 1.38 1.32 1.56 1.49

6 叶 2.59 1.22 2.94 1.60 1.93 0.54 1.17
花 2.59 0.58 1.34 1.15 0.40 2.73 1.49
茎 1.30 2.07 2.61 2.51 2.40 1.55 1.69

8 叶 1.29 0.64 0.80 2.83 0.84 0.77 1.17
花 2.20 1.54 0.26 0.95 1.93 0.73 2.89
茎 1.46 2.47 1.72 2.48 2.96 1.56 1.32

10 叶 2.95 2.82 1.37 2.31 1.25 1.83 1.11
花 0.97 0.69 1.23 0.52 2.03 1.45 2.36
茎 1.00 2.04 1.46 1.77 1.03 2.08 1.33

12 叶 2.94 2.49 2.08 1.99 1.93 0.93 0.93
花 2.15 0.92 1.29 0.73 2.37 1.40 1.24

2.8 加样回收率试验 取同一份药渣样品(8月)柳
兰的叶供试品溶液样品6份,1.0g/份,分别按药材含

量的50%、100%、150%加入7种对照品母液溶液

1mL,按照前文色谱条件,每份溶液进样3次,计算回

收率。加样回收率,见表7。结果表明该提取方法准

确度好,符合试验要求。
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表7 8月柳兰叶加样回收率试验

Table7 SpikedsamplerecoverytestofEpilobiumangustifolium L.leavesinAugust

成分
含有量
(μg·g-1)

加入量
(μg·g-1)

测得值
(μg·g-1)

回收率
/%

平均值
/%

RSD
/%

成分
含有量
(μg·g-1)

加入量
(μg·g-1)

测得值
(μg·g-1)

回收率
/%

平均值
/%

RSD
/%

原儿茶酸

6.70 3.35 10.00 97.00
6.60 3.35 10.00100.00
6.40 6.72 13.20101.49
6.60 6.72 13.30100.00
6.90 10.05 16.9099.01
5.90 10.05 15.8098.02

99.19 2.71 金丝桃苷

13.30 6.65 19.84 98.27
13.20 6.65 19.95 101.50
13.50 13.30 26.70 99.25
13.60 13.30 26.70 98.50
13.00 19.95 32.95 100.00
13.40 19.95 32.95 97.99

99.25 1.3323

新绿原酸

51.00 25.40 76.10 98.82
50.90 25.40 76.00 98.88
50.80 50.80 101.20 99.22
50.90 50.80 101.40 99.41
50.60 76.20 126.50 99.61
50.80 76.20 126.60 99.48

99.24 0.33 阿魏酸

1.90 0.90 2.80 100.00
1.60 0.90 2.50 100.00
1.70 1.80 3.50 100.00
1.60 1.80 3.50 105.56
1.90 2.70 4.60 100.00
2.00 2.70 4.60 96.30

100.31 2.96

月见草素B

2.30 1.15 3.50 100.00
2.00 1.15 3.20 100.00
2.40 2.30 4.60 95.66
2.00 2.30 4.40 104.35
2.50 3.45 5.80 94.29
2.20 3.45 5.60 97.14

98.57 3.6 杨梅素

14.00 7.00 21.00 100.00
14.10 7.00 21.00 98.57
14.40 14.20 28.50 99.30
14.20 14.20 28.60 101.41
14.10 21.30 35.30 99.53
14.20 21.30 35.40 99.53

99.72 0.95

绿原酸

43.10 21.55 64.65 100.00
43.00 21.55 64.62 100.00
43.10 43.10 86.10 99.78
42.90 43.10 86.20 100.46
43.50 64.65 108.15 100.00
43.20 64.65 108.15 100.46

100.12 0.28

2.9 样品含量测定 取6~11月柳兰的茎、叶,以及

7~10月柳兰的花各2份,1g/份,按制得供试品溶液,
并按前文色谱条件进样分析,测得峰面积,计算样品

中各成分含量,见表8。

表8 柳兰地上部位7种含量测定结果(μg·g-1)

Table8 DeterminationofthecontentsofsevenspeciesintheabovegroundpartsofEpilobiumangustifolium L.

项目 原儿茶酸 新绿原酸 月见草素B 绿原酸 金丝桃苷 阿魏酸 杨梅素 总含量

6月茎 10.10 0.64 157.00 14.30 16.40 1.20 6.70 206.34
6月叶 122.80 7.10 450.70 1.40 43.90 4.50 16.30 646.70
7月茎 5.00 1.40 105.20 4.50 2.80 2.50 1.80 123.20
7月叶 102.50 6.30 196.70 27.10 30.80 1.40 13.90 378.70
7月花 8.40 2.91 183.90 1.10 19.40 2.50 566.50 784.71
8月茎 2.50 1.40 20.70 1.50 0.80 0.20 1.50 28.60
8月叶 6.70 50.80 2.30 43.10 13.40 1.80 14.20 132.30
8月花 13.04 3.23 136.77 20.50 12.24 1.57 0.64 187.98
9月茎 2.40 1.30 10.70 2.50 1.21 0.34 1.43 19.88
9月叶 559.60 16.77 16.77 252.18 8.55 21.92 45.95 921.73
9月花 14.00 4.60 97.20 10.20 12.40 1.20 0.64 140.24
10月茎 2.41 1.36 0.23 3.19 1.36 0.58 0.96 10.10
10月叶 11.42 4.83 3.32 56.94 20.73 3.39 38.94 139.56
10月花 6.31 10.67 1.59 18.21 15.76 0.85 6.44 59.83
11月茎 2.00 1.02 0.13 2.50 1.48 0.54 0.99 8.66
11月叶 65.41 0.68 0.18 20.53 18.54 1.45 5.19 111.98

3 讨论

通过利用CDC25A磷酸蛋白酶试剂盒、CDC25B
磷酸蛋白酶试剂盒、PD-1、PD-L1试剂盒进行柳兰中

抗肿瘤活性检测,发现柳兰中月见草素B、阿魏酸、绿

原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷有良好

的抗肿瘤活性。其中即月见草素B、阿魏酸在抗PD-
1、PD-L1酶的活性测试中,随着样品浓度的增加,其
活性基本上呈线性增加,但与阳性对照差距较大。月
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见草素 B在抗 CDC25A、CDC25B酶的活性测试和

PD-1、PD-L1活性测试中均呈现出较好的活性,在

CDC25A、CDC25B酶的活性测试中尤为明显,在100

μmol·L-1时几乎可与阳性对照组活性接近。这也表

明月见草素B有良好的抗肿瘤活性。阿魏酸、金丝桃

苷在抗CDC25A、CDC25B酶的活性测试中,随着样品

浓度的增加,其活性基本上呈线性增加,且增长率也

有所提高,但与阳性对照差距较大。
在9月柳兰叶中7种成分总含量相比于其它样品

最高,同时9月叶的原儿茶酸和绿原酸含量也较其它

几个月高;8月叶中新绿原酸含量明显高于其它几个

月;6月叶中月见草素B的含量最高,其次是7月叶,
而后是7月花;9月叶中绿原酸的含量最高;7月花的

金丝桃苷、杨梅素的含量高于其他月份;9月叶的阿魏

酸含量高于其它月份。
综合分析,柳兰中这7种成分总含量最高的是9

月叶样品,比总含量最低的11月茎中高出105.94倍;
原儿茶酸最高含量样品9月叶比最低样品11月茎高

出279.80倍;新绿原酸最高含量样品8月叶比最低含

量样品6月茎中高出79.37倍;月见草素B最高含量

样品6月叶比最低含量样品11月茎多出450.57μg·

g-1;绿原酸最高含量样品9月叶比最低含量样品7月

花多出251.08μg·g-1;金丝桃苷最高含量样品6月

叶比最低样品8月茎含量高出43.9倍;阿魏酸最高含

量样品9月叶比最低含量样品8月茎高出109.5倍;
杨梅素最高含量样品7月花比最低含量样品9月花中

多565.86μg·g-1。由此可见6~11月份柳兰地上部

位中的7种成分含量差异显著。
通过测试柳兰中化学成分:月见草素B、阿魏酸、

绿原酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷抗PD-
1、PD-L1活性与抗CDC25A、CDC25B酶的活性,发现

随着样品浓度的增加,其活性基本上呈线性增加,其
中月见草素B与阳性对照相比差距稍小。

在实验初期通过比较流动相体系为乙腈-水、乙
腈-0.3%乙酸时的峰型,发现虽然乙腈-水流动相体系

下有较好的峰型,但是杨梅素响应值太低,流动相中

加入乙酸可以使得色谱峰得到较好的改善,最终选用

乙腈-0.3%乙酸作为流动相体系。经 过 尝 试295、

320、350、300nm检测波长,由于绿原酸结构具有较多

的-OH和C= O,在290nm 以下其紫外吸收响应较

低,在230~350nm 波长范围内紫外吸收响应较低,
发现在300nm波长下7个色谱峰均有呈现。尝试柱

温为30℃、35℃、25℃,发现在35℃和25℃下7个

峰均不完全呈现,而在30℃7个峰均呈现。经过筛

选最终确定实验条件为:流动相体系乙腈-0.3%乙

酸、柱温30℃、检测波长300nm,此条件下7个色谱

峰可以呈现较好的分离效果,且对称性良好。
通过建立准确、简单、可行的高效液相色谱条件

测定各有效成分含量(月见草素B、阿魏酸、绿原酸、新
绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷),发现样品有效

成分含量存在显著性差异,可作为质量评价的依据。
结果显示青海省西宁市大通回族土族自治县柳兰样

品中这7种成分总含量最高样品是9月叶,7月花次

之,11月茎含量最低。

4 结论

不同月份柳兰中含有的抗肿瘤成分含量有显著

的差异。中、藏药质量问题是限制其发展的根本原

因,寻找适合评价其质量的中药 “谱-效”关系研究方

法尤为重要。本研究通过对月见草素B、阿魏酸、绿原

酸、新绿原酸、杨梅素、原儿茶酸、金丝桃苷七种抗肿

瘤活性化合物活性筛选,并同时测定其含量,实验表

明该方法重复性好。使用该方法确定柳兰最佳采收时

间研究,从总含量出发可拟7月、9月可作为该地区柳

兰最佳采收时期,但通过活性筛选发现月见草素B的抗

肿瘤活性较其它更为乐观,因而从单成分含量上看,可
拟6月、7月、8月作为该地区柳兰最佳采收时期。
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