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0　引言

竹红菌 ( hypocrella bam busae)系子囊菌纲肉座菌科竹寄生真菌 ,

生长在海拔 3 000～3 500 m的高寒区箭竹上 ,主要产地为我国云南省

和四川省.从竹红菌中提取出的竹红菌素 (Hypocrellin)主要有竹红菌

甲素 (Hypocrellin A)和竹红菌乙素 (Hypocrellin B ) ,其中竹红菌乙素

结构如图 1.目前竹红菌素已应用于临床治疗肥厚性瘢痕、皮肤淀粉

样苔藓、牛皮藓、白癜疯等皮肤病 [ 1 ] .另外 ,竹红菌素还拥有优良的光

动力性质 ,它与传统的光疗药物相比 ,拥有单线态氧量子产率高、能对

癌变组织有选择性地吸附、易得和易纯化等优点 ,并且对癌细胞具有

明显的抑制作用 [ 2 ]
,从而引起国内外从事光动力疗法研究领域的研

究工作者的重视.

研究结果表明 ,无论是从光敏活性 ,还是从光疗效果来比较 ,竹红

菌乙素均要优于竹红菌甲素 ,因此近年来有关竹红菌素的研究绝大多

数都是围绕竹红菌乙素来进行 ,这显示竹红菌乙素在光动力疗法领域中具有良好的应用前景 [ 327 ]
.由于竹

红菌中竹红菌乙素的含量低于竹红菌甲素 ,目前人们主要是将竹红菌中的竹红菌甲素在碱性条件下进行

转变来得到竹红菌乙素 [ 8 ]
,而不是直接从竹红菌中提取竹红菌乙素 ,这使得竹红菌中竹红菌乙素的定量

分析研究到目前为止尚未见到报道 ,另外 ,这样只提取竹红菌甲素的做法在一定程度上也造成了资源的浪

费.因此 ,本课题组在前期准确地测定了竹红菌中竹红菌甲素含量的基础上 [ 9 ]
,提取并分离出竹红菌中的

竹红菌乙素 ,探索提取的最佳时间 ,以及对其的含量进行了确定 ,以期推动竹红菌的应用化进程.

1　实验部分

111　试剂

　　乙腈为色谱纯 (Merck公司 ) ,其它试剂均为分析纯 ,水为超纯去离子水.竹红菌甲素和竹红菌乙素对

照品由中国科学院理化技术研究所制备 ,纯度在 96%以上.

112　仪器

样品的红外光谱用 N icolet Nexus 670型红外光谱仪测定 ,核磁共振用 B ruker公司 AV - 400核磁共振
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仪 ,采用氘代氯仿为溶剂 ,四甲基硅烷 ( TMS)为内标.紫外可见吸收光谱和荧光光谱分别采用 Varian公司

Cary 50型紫外可见光谱仪和 Varian公司 Cary Elip se型荧光光谱仪测定.高效液相色谱采用 Agilent 1100

型高效液相色谱仪测定.配备二级管阵列检测器及色谱工作站、H66025T超声清洗机.

所有的实验均在室温下进行.

113　色谱条件

色谱柱为 : Zorbax Extend - C18 column (416 mm ID ×150 mm , 5μm) , 柱温 : 30℃; 流动相为 :乙腈 -

KH2 PO4 (0102 mmol/L) (体积比 70∶30) ,流速 : 110 mL /m in; 紫外检测波长 : 300 nm;进样量 : 5μL.在此条

件下 ,竹红菌甲素标准品的保留时间在 417 m in左右 ,竹红菌乙素标准品的保留时间在 516 m in左右.

114　标准溶液的配制

准确称取 5 mg竹红菌甲素及 1 mg竹红菌乙素分别置 100 mL量瓶中 ,用乙醇定容 ,用超声分散至完全

溶解 ,再逐级用乙醇稀释至所需浓度.

115　样品前处理

准确称取已干燥粉碎的竹红菌样品约 1 700 mg,加入乙醇 500 mL,称重 ,于避光条件下在 70℃水浴中

锁式回流 ,回流 7 h后 ,以 1 h的时间间隔提取样品进行 HPLC分析.样品冷却后加乙醇补足减失质量 ,摇

匀后过滤.滤液过 0145μm微孔滤膜后进行分析.

116　化合物的提取和分离

将乙醇回流样品旋转蒸干得 0112 g粗提物 ,为暗红色粘稠状液体 ,粗提物加 10 g青岛海洋化工厂生

产的柱层析硅胶拌匀 ,湿法上柱.冲洗液为梯度 CHCl3∶CH3 OH (100∶1、70∶1、50∶1) ,得到紫红色结晶Ⅰ和

紫红色结晶Ⅱ.

2　结果与讨论

211　光谱确证

　　紫外可见光谱检测的结果表明 ,在 300～800 nm的范

围内 ,紫红色结晶Ⅰ的二甲基亚砜 (DMSO )溶液有 4个特

征吸收峰 ,分别位于 334 nm、461 nm、547 nm和 585 nm;紫

红色结晶Ⅱ的甲醇溶液也有 4个特征吸收峰 ,分别位于

337 nm、466 nm、552 nm和 590 nm (图 2).对照标样的紫外

可见吸收光谱可得知 ,紫红色结晶 Ⅰ是竹红菌甲素 ,紫红

色结晶Ⅱ是竹红菌乙素.

紫红色结晶Ⅱ在二甲基亚砜溶液中测得的荧光光谱

显示其在 400～800 nm的扫描范围内有一个特征发射峰 ,

其峰值位于 618 nm左右处. 红外光谱的主要峰值为 :

3 451、2 938、1 693、1 611、1 526、1 456、1 285、1 223、1 156、

991和 835 cm
- 1

.核磁共振波谱的氢谱结果为 (δppm ) :

16107 (1H)、15197 ( 1H ) 、6157 ( 1H )、6156 ( 1H ) 、4127

(3H)、4118 ( 3H )、4108 ( 1H )、3118 ( 3H )、3173 ( 3H )、

3165 (2H)、2118 (3H)、1178 (3H).与标样检测的结果和文献中的数据相对比 ,荧光光谱、红外光谱和核

磁共振波谱的实验结果同样确证上述的结论.

212　HPLC结果及含量分析

根据本课题组前期研究工作所获得的采样条件 ,我们首先对竹红菌乙素的标样进行 HPLC检测 ,发现

其出峰时间为 516 m in左右 (图 3中的 A).然后我们对不同提取时间的提取液进行现场 HPLC检测 (图 3

中的 B ) ,结果发现当提取时间为 14 h的时候 ,竹红菌乙素在 HPLC图谱中的积分面积达到最大值.这说明

从 1 700 mg的竹红菌中提取竹红菌乙素的最佳时间为 14 h.另外 ,在本实验条件下 ,竹红菌甲素的出峰时

间为 417 m in左右 ,因此通过对实验所得数据进行处理和分析可以得知 ,竹红菌中竹红菌甲素的含量为

3011 mg/g,竹红菌乙素的含量为 214 mg/g.
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3　结　论

在对竹红菌提取液中竹红菌乙素表征的基础上 ,利用 HPLC对提取液进行现场检测 ,得知从 1 700 mg

的竹红菌中提取竹红菌乙素的最佳提取时间在本实验条件下为 14 h,同时还确定竹红菌乙素在竹红菌的

含量为 214 mg/g.
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