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HPLC检测南海蕨藻中的蕨藻红素

吴思超1， 江海燕1， 许少玉1， 庄伟强1， 李药兰2， 伍秋明3， 岑颖洲1
(暨南大学1．生命科学技术学院化学系；2．药学院中药与天然产物研究所；3．测试中心，广东广州510632)

[摘要] 建立南海大型经济海藻总状蕨藻的主要有效成分蕨藻红素的高效液相色谱(HPI_￡)定量分析检测方

法．取干燥蕨藻加体积分数95％乙醇80℃加热回流3次，回流时间为3 h，固液比为1：20．减压浓缩得蕨藻乙醇提

取物浸膏，精密称取浸膏，甲醇10“定容．采用Discovery CI‘(4．6 mm×150衄，5 pan)反相柱，DAD检测器．检测
波长315 nm，进样20止，流动相为甲醇和水(质量分数l‰三氟乙酸)梯度洗脱，流速1．0 mL／min．蕨藻红素在

1．006一lO．06斗g范围内呈良好的线性关系，r=0．9999，平均回收率为98．O％，RSD=0．92％．测得所采集的干燥

总状蕨藻中蕨藻红素的质量分数为19．93 ms／g．该方法灵敏、可靠、准确性高，可用于同属海藻的蕨藻红素的定

量分析检测．
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South China Sea measured by HPLC
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f Abstractl A quantitative analysis meathod for the determination of is established in this paper cauler-

pin in Fem Algae of South China Sea by Hig}l Performance Liquid Chromatography(HPLC)．Drying

Caulerpa was extracted with 95％ethanol by heating circumfluence in 80℃for 3 times and the refluxing

time of 3 h，and the ratio l：10．Then the ethanol extract was got by vaccuum concentration and dissolved

with 10 rnl methan01．HPLC was perfomed on Discovery ClB(4．6 mm×150 rn／n，5 pan)，DAD detetor．、

ne detection wavelengh was 3 15 nm，t}Ie mobile phase was methanol and water(quality score I％oTFA)，

velocity of flow Was 1．0 mL／min，injection volume was 20斗L．The content of caulerpin showed good line—

arity in the range of 1．006～10．06越，r=O．9999．ne average recovery Wa$98．O％，RSD=0．92％．

The results showed that per gram dry Fern Algae contained 19．93 nag caulerpin．The quantitative analysis

meathod is sensitive，reliable and selective，and Call be used for the detective of eulerpin懿．isting in蜘．

[Key words]eaulerpin；hi曲performance liquid chromatography；determination

海洋的面积约占地球表面积的70％，由于海洋

生物的生态环境与陆地生物的迥然不同，这两类生

物的体内生物合成过程差别很大，所以海洋天然产

物与陆地天然产物的化学成分与生物活性往往差别
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甚大．例如，在海洋独特的生态环境中，海藻属于被

吞食的弱者，海藻为了对付海洋食草动物的大量吞

食以维持自身的生存繁衍，有些海藻的体内会产生

一些能促进自身大量快速繁殖的生长激素类物

质⋯．这类物质就有可能开发为刺激许多农作物

(包括浆果作物)生长和成熟的植物生长调节剂．国

内外已有文献报道表明，蕨藻红素(caulerpin)具有

显著的促进植物增长的作用噜J，另外还有报道，该

化合物还具有较好的抗肿瘤活性”j．迄今为止，国

内外还未见有对蕨藻红素的检测方法的相关文献报

道．由于蕨藻红素是总状蕨藻的主要活性成分之

一，为了进一步研究和开发这种颇具开发应用前景

的天然植物增长激素，本文建立了一种能准确测定

南海蕨藻中的蕨藻红素含量的HPLC定量分析检测

方法．

1 实验部分

1．1实验材料

甲醇(色谱纯)，天津市化学试剂一厂；二重蒸

馏水(质量分数1％o三氟乙酸)．甲醇，乙醇，石油

醚，乙酸乙酯均是分析纯，购自天津市化学试剂一

厂．

总状蕨藻：广东海洋大学吉宏武等人在南海湛

江海域采集海藻样品，由青岛海洋研究所范晓鉴定

其生物种属．

1．2主要仪器

HPll00系列高效液相色谱仪，包括131IA四

元泵，1313自动进样器，1316A柱温箱，1314紫外一

可见检测器，1315BDAD；Agilent化学工作站．德国

BRUKER公司EQUINOX一55型红外光光谱仪；
Bruker Daltonics APEXⅡ4．70型号的FT—ICR MS

高分辨质谱；500MHz超导核磁共振仪(德国Braker

公司)；O．45 ttm，25 n'Rn微孔滤膜(上海市新亚净化

器件厂)；高速万能粉碎机(天津市泰斯特仪器有限

公司)；电子天平(上海精天电子仪器有限公司)；

UV一2102PC一型紫外分光光度计(尤尼柯仪器有

限公司)；HHS型数显恒温水浴锅(上海博讯实业

有限公司医疗设备厂)；RE一52AAB旋转蒸发仪

(上海鹏嘉科技有限公司)；SHZ—D型循环水式多

用真空泵(巩义市英峪予华仪器厂)．

1．3蕨藻红素标准品的制备

将新鲜的藻体用乙醇浸泡，乙醇提取物减压浓

缩后用乙酸乙酯萃取，萃取物经硅胶柱(10—40

¨m)减压柱层析，V(石油醚)／y(乙酸乙酯)梯度淋

洗，再经硅胶柱梯度洗脱，y(石油醚)／V(乙酸乙酯)

=7／3的洗脱部分经乙醇重结晶提纯，得橙红色晶

体，mp．为319—320 oC．通过波谱技术确定其结构．

1．4对照品溶液的配制

精密称取蕨藻红素标准品适量，加甲醇配制成

50．3 mg／L的蕨藻红素对照品储备溶液．

1．5样品溶液的制备

取粉碎后的干燥总状蕨藻5 g，精密称定，置于

100 mL圆底烧瓶中，精密加体积分数95％乙醇

50 mL在80℃下水浴回流2 h．减压浓缩得总状蕨

藻乙醇提取物的浸膏，精密称取浸膏lO．5 mg，用甲

醇定容于25 mL容量瓶中．用O．45 Ixm纤维素滤头

过滤，作为样品溶液．

2方法与结果

2．1结构鉴定方法与结果

通过MS和”C—NMR谱测定样品的相对分子

质量和结构．

MS以及13C—NMR谱确定其分子式为C24H，8

N：O。，相对分子质量为398．质谱数据显示正离子

峰[M+H]+为399，负离子峰[M—H]一为397，所

以确定相对分子质量为398．由于在”C—NMR谱

上只显示12个共振信号，恰为分子式中含碳数的一

半，同时1H—INMR谱上的氢质子共振信号，也表明

该化合物为对称性分子，红外光谱3 383 cm。1单一

尖峰以及l 265 cm一强吸收峰说明存在仲胺，其中

3 383 cm。为1，N—H，l 265 cm“为1，c—N．1 688 cm“

(vc；o)说明存在羰基，1 059 cm卅为v“一o-c．3 055

cm。1(1，。．；c—H)、l 629 cm。1及l 487 cm。(骨架振

动)说明存在芳香环．1H—INMR中8为7．18、7．25、

7．47、7．59的4个峰构成abed偶合系统，为邻二取

代苯环上4个氢的特征，从而进一步确定分子中吲

哚结构的存在。值得注意的是6为12．55的质子．

因为此化合物呈中性，所以位于如此低场的质子一

定是吲哚环氮上的氢．此氢原子受分子内氢键的影

响而向低场位移，所以分子中的羧酸甲酯必位于吲

哚环所连环的邻位上．通过与有关文献的该化合物

的光谱数据比较，确定该化合物为蕨藻红素，经结合

高效液相等仪器分析结果，该样品的纯度达到99％

以上．其化学结构如图1．

R120,C

图1蕨藻红素
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2．2检测波长的确定

取配好的蕨藻红素标准品溶液，于200—400

nm进行紫外扫描，结果显示蕨藻红素对照品溶液在

315 nnl波长处有最大吸收峰，故选择3 15 nlTl为测

定波长．

2．3色谱条件

分别吸取上述对照品溶液和样品溶液20斗L，

注入液相色谱仪，测定蕨藻红素的峰面积，按外标法

计算其含量．

分别以甲醇与水(质量分数1％o三氟乙酸)按一

定比例的混合液作为洗脱剂作等度洗脱(V(甲醇)：

y(水)=90：10、70：30、50：50)，结果发现用90：10

的洗脱剂洗脱时在4～5 min就出峰，分离效果较

好，其它配比则长时间不出峰，分离效果不好．结合

蕨藻红素标准品和总装蕨藻乙醇粗提物，用甲醇与

水按一定配比的洗脱剂作梯度洗脱，出峰时间延后

20一30 rain，分离效果则更为理想．总状蕨藻醇提

物高效液相分离谱图如图2．

色谱条件：Discovery C18色谱柱(4．6 mlTl×150

inl／1，5¨m)；流动相甲醇与水(质量分数1％o三氟乙

酸)梯度洗脱，洗脱条件为甲醇与水的配比在30

min内由10：90变为90：10；流速1．0 mL·min～；

柱温：室温；检测波长315 IIlTI．

2

20

t／min

图2总状蕨藻醇提物谱图

2．4标准品的标准曲线与线性范围

精密吸取蕨藻红素标准品溶液(50．3 mg／L)2、

6、10、15、20斗L，注人液相色谱仪，按上述条件测定

峰面积，以峰面积对进样量(mg／L)进行回归，峰面

积为纵坐标y，样品质量浓度(mg／L)为横坐标x作

标准曲线．结果表明蕨藻红素进样量在1．006一

10．06鹇有良好的线性关系，蕨藻红素的线性回归

方程为Y=50．165X一5．322，r=0．9999．该方法最

低检测限(按s／N=3计)为8 ng．

2．5精密度试验

精密吸取上述标准品溶液，连续进样5次(20

斗L)，测定峰面积，RSD=0．22％(，l=5)，表示仪器

精密度良好．

2．6提取条件的考察

分别比较乙醇体积分数30％、50％、70％、

90％，95％和无水乙醇对总状蕨藻的提取效果．取相

同海藻样品5份，每份10 g，分别加入10倍量的不

同溶剂，80℃加热回流2 h；将提取液滤过，采用

HPLC测定蕨藻红素的质量分数，结果测得其质量

分数(以每g总状蕨藻乙醇提取浸膏中含有的蕨藻

红素质量比计，以下同此)分别为9．90、11．32、

14．5l、16．77、18．23、18．31 mg／g，表明无水乙醇的

提取效果最好．但从工艺提取制备成本考虑，应选

用体积分数95％乙醇作为提取溶剂．

分别比较50、70、90℃的体积分数95％乙醇水

浴提取对总状蕨藻的提取效果．取相同海藻样品3

份，每份lO g，分别在不同温度下提取2 h，提取液滤

过，测定蕨藻红素的质量分数．结果测得其质量分数

分别为15．68、17．32、18．81 mg／g，表明水浴提取温

度为90℃时其提取效果最佳．

在乙醇提取单因素研究结果的基础上，采用

IJ9(33)正交方法对提取工艺参数进行优化，正交试

验因素水平及实验结果与分析见表1与表2．

表1正交试验因素水平表
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由极差分析结果可知，正交优化条件为

A，C，B，，即蕨藻红素最佳提取工艺参数为在体积分

数95％乙醇80℃条件下加热回流3次，回流时间

为3 h，固液比为l：20．在该条件下重复试验测得提

取浸膏里蕨藻红素质量分数为19．93 mg／g．

2．7稳定性试验

取供试品溶液，按以上色谱条件，于0、2、4、6、

8、10、16 h，测定峰面积，结果RSD=0．72％(n=7)，

显示样品在16 h内稳定．

2．8重复性试验

取在最佳工艺条件下提取得到的样品6份，分

别精密称定，按方法提取进20曲并测定峰面积，计
算蕨藻红素质量分数，结果该批样品中含蕨藻红素

平均值为19．93 mg／g(即每g总状蕨藻乙醇提取浸

膏中含19．93 nag蕨藻红素)，RSD=0．62％(n=6)，

表明该方法重现性良好．

2．9加标回收试验

采用加样回收法，精密称取已测知蕨藻红素质

量分数的总装蕨藻乙醇粗提物样品6份，分别精密

加入不同质量的蕨藻红素对照品，测定其质量分数，

计算回收率，结果见表3．本法具有良好的回收率．

表3加样回收试验结果

3讨论

(1)迄今为止，还没有检索到应用HPLC定量

检测蕨藻内蕨藻红素的方法的相关报道，本文所建

立的高效液相色谱检测条件为：DiscoveryC。。色谱

柱(416 mm×150 rllm，5 p．m)，检测波长315 ILrn，进

样20 uL，洗脱液为甲醇和水梯度洗脱，洗脱条件为

甲醇与水的配比在30 min内由10：90变为90：10，

流速1．0 mIJmin，该条件下蕨藻红素的出峰时间为

19．426 min．

(2)在所确定的检测条件下测定样品中的蕨藻

红素，方法简单、快捷、容易操作．系统适用性实验、

方法的专属性和方法确证实验表明，该方法专属性

强，精密度和准确度高，重现性较好，可满足样品的

分析测定要求．

(3)根据对蕨藻红素的有关研究报道【4。J，蕨

藻红素无毒性，具有显著的促进植物生长的活性，是

一种具有开发前景的天然的植物生长激素，其广泛

存在于南海蕨藻中，生物来源十分丰富，而且含量较

高(约占藻体干品的l％左右)．蕨藻是中国南海的

资源十分丰富的经济海藻，所以深入开展南海蕨藻

的高值化深加工综合利用研究，对充分利用海洋资

源发展沿海地方经济及保护海洋生态环境都具有特

殊的意义【6J．本文所建立的测定南海蕨藻内的蕨藻

红素含量的HPLC检测法，为蕨藻红素的研究及开

发提供了一种具有实际应用价值的快速、准确的分

析手段．
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