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细薄星芒海绵总萜烯的制备及ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ的含量测定
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［摘要］　目的：建立测定细薄星芒海绵ＳｔｅｌｌｅｔｔａｔｅｎｕｉｓＬｉｎｄｇｒｅｎ总萜烯提取物中ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和Ｄ含量的方法。方法：采用

ＨＰＬＣＤＡＤ方法。色谱条件为ＹＭＣＰａｃｋＳＩＬ分析柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为正己烷∶乙酸乙酯（７５∶２５），分析

时间３０ｍｉｎ，流速１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；检测波长：３６０ｎｍ；柱温：室温；进样量：２０μｌ。结果：线性回归方程为ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ：Ｙ＝

５２１８１６３３Ｘ＋９５７４９５（ｒ＝０．９９６９），线性范围为２．４～３０μｇ；ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ：Ｙ＝６２６３６８２８Ｘ－４５１０２２（ｒ＝０．９９８０），线性范围

为２．０～３２μｇ。精密度、稳定性和重现性试验的ＲＳＤ在３．０７％～４．７６％之间。１０批细薄星芒海绵总萜烯中ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和

ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ的平均含量分别为５９．９３％（ＲＳＤ＝４．４８％）和３０．９８％（ＲＳＤ＝２．９７％）。结论：该法为测定细薄星芒海绵总萜烯

中有效成分提供了快速、准确、有效的方法。
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　　细薄星芒海绵（ＳｔｅｌｌｅｔｔａｔｅｎｕｉｓＬｉｎｄｇｒｅｎ）属寻常海绵纲

（Ｄｅｍｏｓｐｏｎｇｉａｅ）、星骨海绵目（Ａｓｔｒｏｐｈｏｒｉｄａ）、星芒海绵科

（Ｓｔｅｌｌｅｔｔｉｄａｅ）星芒海绵属（Ｓｔｅｌｌｅｔｔａ）动物［１］。该属多种海绵

粗提物均有较强生物活性，细薄星芒海绵的化学成分近年来

才开始研究，分离出的化合物主要有神经酰胺类、甾体、萜类

化合物［２～６］，并发现具有很强的抗肿瘤、抗病毒等生理活性。

　　在进一步研究中发现，由于该海绵中许多生物活性成分

结构相似，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和Ｄ的骨架都是由３个环构成的异玛

拉巴烷环系，在Ｃ１３位被１个末端为γ吡喃酮的１０碳多烯

侧链取代，难以分离，且不稳定。国际上尚未有对此类海绵

生物活性成分的质量研究报道，本实验首次采用 ＨＰＬＣ

ＤＡＤ方法，对该海绵总萜烯中主要成分ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和Ｓｔｅｌ

ｌｅｔｔｉｎＤ进行定量分析，探讨对其进行质量控制的方法。

１　材料

１．１　实验材料　细薄星芒海绵（ＳｔｅｌｌｅｔｔａｔｅｎｕｉｓＬｉｎｄｇｒｅｎ）

于２００２年１１月采于海南三亚西岛附近海域，潜水（１０～２０
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ｍ）采集。种属由中科院海洋研究所（青岛）李锦和研究员鉴

定，样品标本保存于第二军医大学长征医院海洋药物实验

室，编号为 ＨＮ１１２０２１。

１．２　仪器和试剂　Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓ１５２５泵

系统，ＷａｔｅｒｓＰＡＤ２９９６二极管阵列检测器，ＥｍｐｏｗｅｒＰｒｏ

Ｂｕｉｌｄ１１５４工作站。ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ、ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ对照品均为自

制，纯度分别为９８．６％和９９．４％；所用试剂均为分析纯，购

自上海化学试剂公司。

２　方法和结果

２．１　细薄星芒海绵总萜烯提取物的制备　称取细薄星芒海

绵干燥样品６０ｇ，加１∶１（Ｖ／Ｖ）二氯甲烷／甲醇２０００ｍｌ室温

超声浸提５次，每次３ｈ，合并提取液，过滤，减压回收溶剂，得

总浸膏，将总浸膏混悬于适量９０％甲醇，用石油醚１∶１（Ｖ／Ｖ）

萃取３次，弃去石油醚层，将甲醇浓度调整至７０％，用四氯化

碳１∶１（Ｖ／Ｖ）萃取３次，回收溶剂浓缩至干，经Ｓｅｐｈａｎｄｅｘ

ＬＨ２０凝胶柱色谱，流动相为１∶１（Ｖ／Ｖ）二氯甲烷／甲醇，ＴＬＣ
检测，展开剂为石油醚∶丙酮（７∶３），收集合并萜类流份，回

收溶剂浓缩至干即得。上述制备过程均应避光。

２．２　色谱条件　ＹＭＣ高效液相色谱柱 ＹＭＣＰａｃｋＳＩＬ分

析柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；；流动相为正己烷∶乙酸乙

酯（７５∶２５），分析时间３０ｍｉｎ，流速１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；检测波

长：３６０ｎｍ；柱温：室温；进样量：２０μｌ。

２．３　对照品溶液的制备　精密称取对照品ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ９．０

ｍｇ，加乙酸乙酯及少量二氯甲烷溶解，分别使成为０．１２、

０．３０、０．６０、０．９０、１．２０、１．５０ｍｇ·ｍｌ－１，０．４５μｍ膜过滤，避

光置于４℃冰箱保存备用。精密称取对照品ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ８．０

ｍｇ，加乙酸乙酯溶解，分别使成为０．１０、０．３２、０．６４、０．９６、

１．２８、１．６０ｍｇ·ｍｌ－１，０．４５μｍ膜过滤，避光置于４℃冰箱保

存备用；上述制备过程均应避光。

２．４　供试品溶液的制备　精密称取总萜烯干粉１５ｍｇ，至

１０ｍｌ容量瓶中，用５ｍｌ乙酸乙酯超声溶解，并用乙酸乙酯

定容至刻度，摇匀，以０．４５μｍ膜过滤，滤液避光置于４℃冰

箱保存备用。上述制备过程均应避光。

２．５　方法学考察［７，８］

２．５．１　线性关系　取不同浓度对照品溶液各２０μｌ按色谱条

件进样，以ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ吸收峰面积为纵坐标

（Ｙ），对照品溶液浓度（Ｘ，ｍｇ·ｍｌ－１）为横坐标，回归得线性

方程，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ：Ｙ＝５２１８１６３３Ｘ＋９５７４９５（ｒ＝０．９９６９）；

ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ：Ｙ＝６２６３６８２８Ｘ－４５１０２２（ｒ＝０．９９８０）。

２．５．２　精密度试验　取浓度为０．６０ｍｇ·ｍｌ－１的Ｓｔｅｌｌｅｔｔｉｎ

Ｂ对照品溶液，重复进样５次，经计算峰面积的 ＲＳＤ 为

３．０７％；取浓度为０．３２ｍｇ·ｍｌ－１的ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ对照品溶

液，重复进样５次，经计算峰面积的ＲＳＤ为３．４０％。

２．５．３　重复性试验　精密称取细薄星芒海绵总萜烯 １５

ｍｇ，按２．４项下制备，按２．２项下色谱条件测定，得Ｓｔｅｌｌｅｔｔｉｎ

Ｂ平均含量为０．９０ｍｇ·ｍｌ－１，ＲＳＤ为４．７６％；ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ

平均含量为０．４６ｍｇ·ｍｌ－１，ＲＳＤ为４．２２％。

２．５．４　稳定性试验　样品按２．４项下的制备方法处理后，

分别在０、１、４、８、１２、１６、２０和２４ｈ连续测定８次，上述测定

过程均应严格避光。得ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ的吸收峰面积 ＲＳＤ为

３．３０％，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ的吸收峰面积 ＲＳＤ 为３．２９％。说明

ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和Ｄ在２４ｈ内基本稳定。

２．５．５　加样回收率试验　精密称取细薄星芒海绵总萜烯干

粉１０ｍｇ，精密加入ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ对照品３ｍｇ和ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ
对照品６ｍｇ，按２．４项下制备，按２．２项下色谱条件测定，得

其加样回收率分别为９７．１％和９８．５％。

２．６　样品含量测定结果　测定１０批样品中ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和

Ｄ的含量，结果表明，１０批样品中ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ和Ｄ的含量差

别不大：ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ的含量为（３０．９８±２．９７）％，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ
含量为（５９．９３±４．４８）％，色谱图见图１。

图１　细薄星芒海绵总萜烯高效液相色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｇｕｒｅｏｆｔｏｔａｌｉｓｏｍａｌａｂａｒｉｃａｎｅｓ

ｆｒｏｍＳｔｅｌｌｅｔｔａｔｅｎｕｉｓＬｉｎｄｇｒｅｎ

３　讨　论

　　细薄星芒海绵总萜烯中主要成分的最大紫外吸收波长

并不一致，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＢ为３６０．５ｎｍ，ＳｔｅｌｌｅｔｔｉｎＤ为３６０．７

ｎｍ，综合考虑各种成分的紫外吸收谱和相对含量的高低，最

终选取３６０ｎｍ为检测波长。

　　本实验曾采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＲ Ｃ１８及 ＹＭＣＰａｃｋ

ＯＤＳＡ反相Ｃ１８分析柱分析，但等度和梯度洗脱效果均较

差，换用ＹＭＣＰａｃｋＳＩＬ正相柱以正己烷∶乙酸乙酯＝７５∶

２５等度洗脱可在３０ｍｉｎ内使主要成分流出，并且可达到基

线分离，在等度洗脱时，曾以其他比例流动相（正己烷为

６０％～８０％）洗脱，色谱峰分离效果不佳。结果表明，本实验

的实验条件可以满足分析要求。每次运行后，应以起始浓度

平衡色谱柱至少２０ｍｉｎ，才能确保下次运行时色谱峰的峰形

和分离度。
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