
· 1370 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2012, 47 (10): 1370−1374   

 
 
 

荧光分析法测定喜树果药材中的喜树碱 
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摘要: 研究了喜树果药材、喜树碱和 10-羟基喜树碱的三维荧光图谱和薄层荧光色谱, 建立了测定喜树果药
材中喜树碱含量的荧光分析方法。在三维荧光图谱中, 喜树碱呈现 3个荧光峰, 激发波长 λex分别为 215、255和
365 nm, 发射波长 λem均为 430 nm; 10-羟基喜树碱呈现 4个荧光峰, λex分别为 220、265、325和 375 nm, λem均为

555 nm。喜树碱的荧光比 10-羟基喜树碱的荧光强。三维荧光图谱对照和薄层荧光色谱分析表明, 喜树果药材中
的荧光成分主要是喜树碱, 10-羟基喜树碱和其他共存组分对喜树碱的荧光基本无干扰。在 pH 3.0～6.7 条件下, 
喜树果提取液有稳定的强荧光。以甲醇为溶剂制备喜树果药材提取液, 用水适当稀释后于 365/430 nm (λex/λem)  

波长下测定喜树碱的含量。在 0.00235～0.235 μg·mL−1内, 荧光强度与喜树碱浓度之间呈线性关系, 回归方程为

IF = 9 + 30 844 c, 相关系数 r = 0.999 (n = 9)。将本法用于喜树果样品中喜树碱含量的测定, 结果为 0.127%, 加标
回收率为 102%。用薄层荧光扫描法验证了本法的可靠性。结果表明, 本法可用于喜树果药材的质量检验。 
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Abstract: Three-dimensional (3D) fluorescence spectra and thin layer fluorescence chromatogram of   

common Camptotheca fruit (CCF) crude drug, camptothecin (CPT) and 10-hydroxycamptothecin (HCPT) have 
been studied, and a novel fluorimetric method for determination of CPT in CCF crude drug has been established.  
In 3D fluorescence spectra, CPT presented 3 fluorescence peaks with excitation wavelengths λex of 215, 255 and 
365 nm, separately, and all peaks with emission wavelength λem of 430 nm.  HCPT presented 4 fluorescence 
peaks with λex of 220, 265, 325 and 375 nm, separately, and all peaks with λem of 555 nm.  The fluorescence of 
CPT is much stronger than that of HCPT.  Comparison of 3D fluorescence spectra and analysis of thin layer 
fluorescence chromatogram revealed that the main fluorescent component of CCF is CPT.  HCPT and other 
components basically do not interfere with the fluorescence of CPT.  Under the condition of pH 3.0−6.7, CCF 
aqueous solution can produce strong and steady fluorescence.  Using methanol as solvent, the extracting solution 
of CCF was prepared, and diluted properly with water, then measured fluorescence intensity at λex/λem = 365/430 
nm to determine the content of CPT.  A linear calibration curve covered the concentration range 0.002 35−0.235 
μg·mL−1.  The regression equation was IF = 9 + 30 844 c, with correlation coefficient r = 0.999 (n = 9).  The 
method has been applied to the analysis of CPT in a CCF sample, with a result of 0.127% and a spiked recovery 
rate of 102%.  The reliability of the method has been verified by a thin layer chromatography-fluorescence 
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scanning method.  Experimental results demonstrated that this method can be used for quality evaluation of 
CCF crude drug. 

Key words: common Camptotheca fruit; camptothecin; 10-hydroxycamptothecin; fluorimetric analysis; 3D 
fluorescence spectrum; thin layer fluorescence chromatogram  

                                                                                                          

喜树果 (common Camptotheca fruit, CCF) 是我
国特有的珙桐科植物喜树的干燥果实, 具有抗癌、散
结、破血化瘀等功效。喜树果中的主要药效成分是  
喜树碱 (camptothecin, CPT)。1966 年, 美国化学家 
Wall等[1]首先从喜树中提取出喜树碱, 并用X线衍射
法测定了结构。喜树碱类化合物具有抗肿瘤活性, 因
而被认为是有希望的抗癌药物而得到持续多年的研

究[2, 3]。我国科研人员[4]从 1969年开始从喜树根中提
取分离喜树碱, 并对其药理作用进行了研究, 证明喜
树碱对胃癌、肠癌、膀胱癌和白血病等都有较好的疗

效。1977年, 徐任生等[5]报道了从喜树果中分离得到

喜树碱与 10-羟基喜树碱  (10-hydroxycamptothecin, 
HCPT) 以及其他微量喜树碱类化合物 , 并且发现
HCPT 对肿瘤有更明显的抑制作用, 且毒性较小, 经
过大量实验后用于临床。近年来, 国内外关于喜树碱
类化合物的抗癌作用仍有一些研究报道[6−8]。 

CPT和 HCPT属于喹啉类生物碱 (图 1), 分子中
的喹啉环具有共轭刚性结构, 因而能产生荧光。虽然
早已观察到 CPT 和 HCPT 溶液具有荧光[4, 5], 然而, 
喜树果药材中 CPT 的荧光分析方法未见报道。本实
验中观察到喜树果药材提取液具有特征的三维荧光

图谱[9], 经与 CPT 和 HCPT 对照品的三维荧光图谱 
对比并用薄层荧光扫描法检验, 证实产生特征荧光
的成分是 CPT。喜树果药材中 HCPT的含量很低、荧
光较弱, 且与 CPT 的荧光波长差异很大, 对 CPT 的
荧光测定无干扰, 其他共存组分对 CPT 的荧光测定
亦无干扰。据此, 本文制定了测定喜树果药材中 CPT
含量的荧光分析方法, 可在不经分离的情况下测定
喜树果药材中的 CPT。与目前常用的高效液相色谱 
法[10−12]和薄层扫描法[13]相比, 荧光分析法具有灵敏
度高、分析速度快、手续简便和环境友好等优点[14], 
可应用于喜树果药材的质量检验, 也可考虑用于其

他生物医学样品中 CPT的分析测试。 
 

材料与方法 
仪器与试药  F-4600型荧光分光光度计 (Hitachi), 

配备 150 W氙灯, 1 cm荧光池, 选择激发和发射狭缝 
(slit) 均为5.0 nm, 光电倍增管负高压 (PMT) 为700 V; 
CS-9301PC型薄层扫描仪 (Shimadzu), 配备氘灯、碘
钨灯和氙灯; 硅胶H-0.5% CMC-Na板 (10 cm × 20 cm, 
青岛海洋化工厂); 868型 pH/ISE测试仪 (Orion); 十
万分之一电子天平 (Shimadzu)。 

CPT (中国食品药品检定研究院, 批号 100532- 
200401) 对照溶液: 用甲醇配制得到 101 µg·mL−1溶

液, 置于冰箱中保存, 用时稀释; HCPT (中国食品药
品检定研究院, 批号 100526-200301) 对照溶液: 用甲
醇配制得到 99.2 µg·mL−1溶液, 置于冰箱中保存, 用
前稀释; 喜树果药材, 购于河北安国冷背医药药材公
司。 

样品提取液制备  本文采用甲醇为溶剂, 参照
文献[13]的方法制备样品提取液。称取药材粉末 (过
60 目筛) 约 0.1 g, 精密加入甲醇 50 mL, 称重, 于 
60 ℃恒温水浴中加热 1 h, 取出, 冷却, 补足重量,  
取上清液为供试品溶液 , 浓度记为 2.016 mg·mL−1 
(每 mL 提取液相当于 2.016 mg 药材)。使用时适当  
稀释。 

三维荧光光谱  分别将喜树果提取液、CPT 溶
液和HCPT溶液以水定容于 10 mL量瓶中, 摇匀后扫
描三维荧光光谱。 

pH对荧光的影响  在一系列 10 mL量瓶中, 各
加入一定量的喜树果提取液, 分别用HCl和NaOH溶
液适当调节 pH, 以水定容, 摇匀, 扫描二维荧光光谱, 
再测定各溶液的 pH。 

薄层荧光扫描  在硅胶板上用定量毛细管点样,  
 

 
Figure 1  Molecular structure of camptothecin (CPT, a) and 10-hydroxycamptothecin (HCPT, b) 
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以氯仿−丙酮 (7∶3) 为展开剂, 上行展开, 展距 20 
cm, 扫描薄层荧光色谱图。 
 

结果 
1  喜树果、CPT和 HCPT的三维荧光光谱 

图 2a、b和 c分别为喜树果提取液、CPT和 HCPT
水溶液的三维荧光等高线光谱。图中纵坐标为 λex, 横
坐标为 λem, 指纹状等高线表示荧光强度, 荧光峰位
于等高线中心, 在 λex = λem处出现瑞利散射, 在 2λex = 
λem处出现二级散射。 

由图 2可见, 喜树果提取液的三维荧光图谱中出
现 4 个明显的荧光峰, 图中左侧 (短波处) 的 2 个荧
光峰位分别位于 λex/λem = 225/340 nm和 275/340 nm; 
另 2个荧光峰分别位于 λex/λem = 255/430 nm和 365/ 
430 nm。此外, 还有 1 个荧光峰位于 λex/λem = 215/  
430 nm, 此峰由于与二级散射重叠而不明显。根据荧
光光谱的一般规律, 推测短波处的 2个荧光峰归属于
某种共轭程度较小的取代苯类化合物, 而发射波长
位于 430 nm的 3个荧光峰归属于共轭程度较高的另
一种化合物。与图 2b对比, 可见图 2a中发射波长位
于 430 nm的 3个荧光峰与 CPT的荧光峰吻合, 表明
喜树果中的这种化合物是 CPT。 

由图 2c可见, HCPT的三维荧光图谱中出现 4个
荧光峰, 分别位于 λex/λem = 220/555 nm、265/555 nm、
325/555 nm 和 375/555 nm, 4 个荧光峰的激发波长  
不同, 但发射波长相同。将图 2c 与图 2b 相比, 可见
HCPT 与 CPT 的发射波长相差 125 nm; 两图中的荧
光强度相近, 但 HCPT 的浓度比 CPT 的浓度高近 10
倍, 说明 HCPT的荧光弱得多。将图 2c与图 2a相比, 
可知喜树果提取液中 HCPT的含量低至不呈现荧光。
由图 2a 可知, 在测定喜树果中 CPT 时, 若将测量波
长选择在 λex/λem = 365/430 nm, 则 HCPT不干扰, 发
射波长位于 340 nm的共存荧光组分也不干扰。 

2  喜树果中荧光成分的薄层色谱法 
由上述分析可知, 选择适当的荧光测量波长, 可

以实现喜树果中喜树碱的选择性测定。但是, 为验证
图 2a中发射波长为 430 nm的荧光峰除了喜树碱之外
是否还包含其他成分, 采用薄层荧光扫描法考察了
喜树果中的其他荧光成分, 所得薄层荧光色谱图如
图 3。 
 

 
Figure 3  Thin layer fluorescence chromatogram of CCF, CPT 
and HCPT.  λex: 350 nm; light filter: 400 nm; beam size: 0.4 mm × 
10.0 mm.  I: HCPT; II: CPT; III: Unknown 
 

由图 3可见, 喜树果药材的薄层荧光色谱图中出
现了 3个色谱峰, 对应于 3个荧光斑点, 其中色谱峰
I 非常弱, 与对照品比较后确认归属于 HCPT; 色谱
峰 II很强, 是喜树果药材中的主要荧光组分, 与对照
品比较后, 确认归属于 CPT; 色谱峰 III 是未知荧光
组分。将薄层板上的斑点 II、III 和溶剂前沿及其他
位置的硅胶分别以适量甲醇−水溶解, 扫描滤液的三
维荧光图谱, 得图 4。 

由图 4a可见, 斑点 II的荧光图谱与 CPT的荧光
图谱完全一致, 证明确属 CPT。图 4b 表明斑点 III  
虽然在硅胶板上有荧光, 但溶解后基本无荧光, 此组
分不会对喜树碱的测定产生干扰。图 4c 表明薄层板
溶剂前沿及其他部位含有荧光物质, 但与 CPT 的荧 

 

 
Figure 2  Three-dimensional fluorescence spectra of common Camptotheca fruit (CCF, a), CPT (b) and HCPT (c) aqueous solutions.   
a: cCCF: 100.2 μg·mL−1, 5% methanol; b: cCPT: 0.101 μg·mL−1, 2% methanol; c: cHCPT: 0.992 μg·mL−1, 1% methanol.  Contour interval: 300 
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Figure 4  Three-dimensional fluorescence spectra of leaching solutions of spot II (a), spot III (b) and solvent front (c) on thin-layer plate.  
Contour interval: 100 

 
光差别很大, 在 λex/λem = 365/430 nm附近无荧光。结
果表明, 喜树果中的共存组分对 CPT 的荧光测定无
干扰。 
3  pH对荧光的影响 

喜树碱分子结构中存在可以质子化的氮原子 , 
所以, pH 对喜树碱的荧光光谱和荧光强度有重要影
响。为了选择合适的 pH, 考察了在不同 pH下喜树果
提取液的二维荧光光谱和荧光强度随 pH 的变化, 结
果如图 5所示。 

由图 5a、b可见, 喜树果提取液的荧光强度随 pH
的改变而变化, 但光谱形状变化不大, 只是在碱性条
件下, 荧光激发和发射波长略有红移。由图 5c 可见, 
在 pH 3.0～6.7, 荧光强度达到最大且基本不变, 因
此, 本实验选择在近中性条件下进行。用二次去离子
水对喜树果甲醇提取液进行适当稀释后直接测定 , 
无需另加 pH缓冲溶液。 
4  甲醇对荧光的影响 

为了验证不同量的甲醇是否可能对 CPT 的荧光
强度产生影响, 测定了相同浓度的 CPT 在不同体积
分数的甲醇−水溶液中的荧光强度, 结果表明, 当甲
醇体积分数在 5%～60% 时 , 水溶液中甲醇不会对
CPT荧光强度产生明显影响。 

5  荧光强度的稳定性与测量的重复性 
移取一定量的CPT溶液, 置于 10 mL量瓶中, 以

水定容, 每隔 10 min 测量一次荧光强度。结果表明 
在 3 h内, 喜树碱荧光强度稳定, 相对标准偏差 RSD
为 0.45%。测量 8 份相同浓度的 CPT 溶液的荧光强
度, 结果 RSD为 0.52%, 表明重复性良好。 
6  标准曲线法测定喜树果中喜树碱的含量 

配制一系列不同浓度的 CPT 溶液并测量荧光强

度, 绘制标准曲线, 在 0.002 35～0.235 μg·mL−1, 回

归方程为: IF = 9 + 30 844 c, r = 0.999 (n = 9)。取不同
体积的喜树果提取液, 分置于 10 mL量瓶中, 以水定
容并测量荧光强度。由标准曲线计算喜树果中 CPT
含量, 结果见表 1。 

 
Table 1  Determination of CPT in CCF by standard curve 
method.  IF: Fluorescence intensity  

No. 
CCF 

/μg·mL−1 
IF 

CPT 
/μg·mL−1 

CPT 
content /% 

Average 
content/% 

RSD 
/% 

1   79.20 3 156 0.102 0 0.128 8 

2   90.80 3 559 0.115 1 0.126 8 

3 101.0 3 998 0.129 3 0.128 1 

4 110.0 4 224 0.136 7 0.124 2 

0.127 0 1.6 

 

 

 
Figure 5  Fluorescence spectra of CCF at different pHs (a, b) and influence of pH on fluorescence intensity (c).  cCCF: 40.32 μg·mL−1, 
λex/λem: 365/430 nm 
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7  标准加入法 
取相同体积的喜树果提取液若干份, 分置于10 mL

量瓶中, 加入不同量的 CPT溶液, 以水定容, 测量荧
光强度, 绘制标准加入曲线, 回归方程为: IF = 1 601 + 
31 141 c (μg·mL−1),  r = 0.999 (n = 6)。用外推法, 算
得喜树果样品中喜树碱的含量为 0.127 3%, 与标准曲
线法测定结果一致。标准加入法实验中, 5 个实验点
加标回收率的平均值为 102% 。 
8  方法准确性的验证 

用薄层荧光扫描法检验了上述荧光分析法的准确

性, 测得同一喜树果样品中喜树碱的含量为0.122%[15], 
与本文测定结果基本一致。 
 

结论 
喜树果药材中的荧光成分主要是 CPT, 其最大

荧光激发和发射波长出现在 λex/λem = 365/430 nm。
HCPT 在喜树果中的含量很低、荧光较弱, 且其荧光
发射波长与CPT的相差 125 nm, 不干扰CPT的测定。
喜树果中其他共存组分的荧光激发、发射波长都与

CPT 相差较远, 均不干扰 CPT 的测定。喜树果药材
提取液制备可以用甲醇为提取溶剂, 60 ℃水浴 1 h, 
取上清液以水适当稀释后直接测定, 无需加入 pH 缓
冲溶液或其他辅助试剂, 样品用量仅需 0.1 g。本法 
准确、简便、灵敏、耐用、环境友好, 可用于喜树果
药材中 CPT的定量分析。 
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