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二阶导数同步荧光光谱法同时直接测定厚朴酚及和厚朴酚 

杨 军 余德顺 刘绍璞 田弋夫 莫彬彬 
(中国科学院地球化学研究所环境地球化学国家重点实验室，贵阳550002) 

(西南大学化学化工学院，重庆 400715) 

摘 要 研究了厚朴酚与和厚朴酚及其混合溶液的二阶导数同步荧光光谱，结果两者的二阶导数同步荧光 

光谱得到完全分离，消除了彼此间的干扰，据此建立了一种二阶导数同步荧光光谱法同时直接测定混合物中 

厚朴酚与和厚朴酚的新方法。厚朴酚与和厚朴酚的线性范围分别为 2．8～500．0 g／L和 4．3～560．0 g／L； 

检出限分别为0．84和1．30 g／L，回收率分别为94．65％ ～105．58％和95．09％ ～104．51％；相对标准偏差均 

低于4．08％。本方法用于同时直接测定厚朴药材及其提取物中厚朴酚与和厚朴酚含量，结果令人满意。 
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1 引 言 

厚朴酚(magnolol，MOL)与和厚朴酚(honokiol，HOL)为同分异构体属联苯酚类化合物，有较强的 

荧光，具有抗肿瘤、抗菌、镇痛等多种药理活性，是我国常用传统中药厚朴(Magnolia officinalis)的有效成 

分和质量控制指标。目前全国采用厚朴配方的中西成药及 日化产品多达 300余种 ll2j。厚朴酚与和厚 

朴酚的检测方法有高效液相色谱法 (HPLC) J、荧光光度法 “J、同步荧光法 和紫外光度法 J。 

HPLC法两者分离度好，可同时直接测定，但操作繁琐、耗时长、成本较高；而采用荧光光谱、同步荧光光 

谱、紫外吸收光谱时，原朴酚与和原扑酚的光谱相互重叠不能同时直接测定，需解联立方程式或用校正 

算法进行间接测定，计算复杂，且样品前处理需加人表面活性剂、缓冲溶液等较为繁杂，难以普及推广。 

同分异构体的测定一直是分析工作中的难点和热点，用常规光谱分析方法很难达到分别测定的目 

的。本研究利用二阶导数同步荧光光谱法对厚朴酚与和厚朴酚及其混合溶液进行荧光光谱分析，有效 

地分离了相互重叠的荧光峰，提高了检测的选择性和灵敏度，据此建立了二阶导数同步荧光光谱法同时 

直接测定混合物中厚朴酚与和厚朴酚的新方法。与现有光谱法比较，本方法厚朴酚与和厚朴酚分离度 

好，分辨率高，样品前处理简单，有机溶剂用量少，计算容易，便于普及推广；与药典 HPLC法相比，两种 

方法测定结果有良好的一致性，但本法更简单快捷、成本较低。 

2 实验部分 

2．1 仪器与材料 

F-2500型荧光分光光度计(13本 日立公司)，HP1100高效液相色谱仪(美国惠普公司)。厚朴酚及 

和厚朴酚标准品(中国药品生物制品检定所)，厚朴药材(购于贵阳市花果园药材市场)粉碎过 0．30 mm 

孑L径筛，厚朴超临界流体萃取物(自制)；甲醇、冰乙酸、乙酸钠为分析纯，实验用水为去离子水。 

2．2 标准品及样品制备 

标准品制备：称取一定量的和厚朴酚、厚朴酚标准品用甲醇溶解，分别配制成280、250 mg／L的标准 

贮备液；分别取和厚朴酚、厚朴酚标准贮备液2、4、6、8、10 置于 5 mL比色管中，加水定容至刻度，摇 

匀，配制成系列标准工作溶液。样品制备：取厚朴粉0．2 g置具塞锥形瓶中，加入甲醇25 mL，称定重量， 

超声提取40 rain，补足损失溶剂，摇匀，过滤，取滤液10 L按标准工作溶液制备方法处理得到待测样品 

溶液；将厚朴萃取物 10 mg用甲醇溶解定容于25 mL容量瓶中，取定容后的样品液 l0 L按标准工作溶 

液制备方法处理得到待测样品溶液。 
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2．3 实验方法 

用 1 cm石英荧光池，设置 △A=110 BITI，激发、发射通带 10 nm，扫描速度 1500 nm／min，在 240～ 

350 nm范围内对样品进行同步荧光光谱扫描，并作二阶导数处理。 

3 结果与讨论 

3．1 荧光光谱 

分别对和厚朴酚、厚朴酚标准工作溶液及其混合溶液进行荧光光谱扫描，测得它们的最大激发波长 

均为285 nm；和厚朴酚、厚朴酚最大发射波长分别为 347和405 nm，由图1可知两者荧光光谱都具有宽 

带结构，相互重叠彼此干扰，用常规荧光法难以同时直接测定。 

3．2 导数同步荧光光谱 

应用导数同步荧光法测定组分，最重要的参数是 △A的选择，它直接影响方法的灵敏度与选择性。 

每隔 10 rim，分别考察了AA=0～160 nm波长范围内和厚朴酚、厚朴酚标准工作溶液及其混合溶液的同 

步荧光光谱，结果表明 AA=110 nm时两者的荧光光谱分辨率最好，结果如图2所示。 
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图 1 和厚朴酚、厚朴酚及二者混合物的荧光光谱 图 2 和厚朴酚、厚朴酚及二者混合物的同步荧光光谱 

Fig．1 Fluorescence spectra of honokiol(HOL)，magnolol Fig．2 Synchronous fluorescence spectra of HOL，MOL 

(MOL)and their mixture and their mixture 

1．HOL 224 g／L；2．MOL 200 g／L；3．HOL+MOL． 1．HOL 224 g／L；2．MOL 200 g／L；3．HOL+MOL． 

由图2可知相对于常规荧光光谱，两者的同步 AA：110 nm。 

荧光光谱谱带宽度变窄，相互重叠的荧光峰得到了一定的分离，但荧光峰仍重叠较多干扰严重。经二阶 

导数处理后，两者的导数同步荧光光谱达到完全分离，结果如图3所示。 

3．3 甲醇用量的影响 

厚朴酚在乙醇中具有自猝灭特性 J。分别考察了不同甲醇用量对和厚朴酚与厚朴酚混合溶液二 

阶导数同步荧光光谱的影响。图4b结果表明和厚朴酚d2F／dA 随体系甲醇浓度增加而增大。当体系 
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图3 和厚朴酚、厚朴酚及二者混合物的二阶导数同步 

荧光光谱 

Fig．3 Second order defiv~ive synchronous fluorescence 

spectrum of HOL，MOL and their mixture 

1．HOL 224 g／L；2．MOL 200 g／L；3．HOL+MOL． 

图4 甲醇用量对厚朴酚(a)及和厚朴酚(b)二阶导数 

值的影响 

Fig．4 Effect of methanol content on d2F／dh of MOL 

(a)and HOL(b) 

HOL 224 tLg／I一，MOL 200 L． 
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甲醇浓度I>50％则逐渐下降；图4a结果表明厚朴酚 d2F／dA 在体系甲醇浓度≤80％时较稳定；而当体 

系甲醇浓度>t90％时即发生荧光自猝灭。本实验选用≤10％甲醇为测试体系，虽然牺牲了一定的和厚 

朴酚的测定灵敏度 ，但可减少甲醇的挥发，且价廉、环保。 

3．4 酸度的影响 

厚朴酚与和厚朴酚分子内均含2个酚羟基，但二者光酸性不同。当pH<4．0时，由于质子猝灭导 

致厚朴酚与和厚朴酚的荧光效率降低 ]。向和厚朴酚与厚朴酚混合溶液中分别加入醋酸-醋酸钠缓冲 

液(pH=4．5)0～5 mL，用水定容至5 mL，观察两者 

二阶导数同步荧光光谱的光酸性变化。由图 5b可 

见，和厚朴酚 d2F／dA 随缓冲液体积增加而逐渐降 

低，表明酸性介质对其有猝灭作用；由图5a可见，当 

缓冲液体积为4 mL时厚朴酚 d2F／d,~。最大，表明酸 

性介质对其有增敏作用。本实验选用水为稀释剂， 

虽然牺牲了一定的厚朴酚的测定灵敏度，但经济、操 

作便利。 

3．5 工作曲线、检出限和回收率 

如图3所示，分别选取254与286 BITI，采用峰一零 

法按实验步骤绘制和厚朴酚、厚朴酚的工作曲线；以 

0．2％甲醇溶液为空白溶液按实验步骤在相同条件 

下平行测定 11次，以 lOo'／k计算和厚朴酚、厚朴酚 

l·O 
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亳。盘 
毫o．7 

O·6 

O．5 

HAc—NaAc(mL) 

图5 缓冲液体积对厚朴酚(a)及和厚朴酚(b)二阶 

导数值的影响 

Fig．5 Effect of HAc—NaAc(pH =4．5)VOIUITIe on 

d2F／dA of MOL(a)and HOL(b) 

HOL 224 g／L；MOL 200 g／I ． 

的定量下限，以3o-／k计算和厚朴酚、厚朴酚的检出限，结果见表 1。以标准加入法6次平行测定厚朴样 

品中和厚朴酚回收率为95．09％～104．51％；RSD为3．93％；厚朴酚回收率为94．65％ ～105．58％；RSD 

为4．08％，准确性较好，符合分析要求。 

表 1 线性范围及检出限 
Table 1 Related parameters of calibration graphs and detection limits 

3．6 样品分析 

按实验方法同时直接测定了几种厚朴样品中和厚朴酚、厚朴酚的含量，并将测定结果与中国药典 

HPLC法” 测定结果相比较，表2结果表明相对偏差都在痕量分析的允许范围之内，具有较好的重现性 

和可靠性。 

表2 与 HPLC法测定结果的比较 
Table 2 Comparisons of results for the determination of HOL and MOL by derivative synchronous fluorimet~3,and HPLC 

一 
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Simultaneous Direct Determination of M agnolol and Honokiol by 

Second Order Derivative Synchronous Fluorimetry 

YANG Jun ，YU De—Shun · ，LIU Shao—Pu ，TIAN Yi—Fu ，MO Bin—Bin 

(State Key Laboratory ofEnvironmental Geochemistry，Institute ofGeochemistry， 

Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550002) 
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Abstract The second order derivative synchronous fluorescence spectra of magnolo1．honokiol and their mix． 

ture in 0．08％ 一0．16％ methanol solution were studied．The experiment results indicate that their second 

order derivative synchronous fluorescence spectra were separated absolutely，which eliminated the disturbance 

between theIn．A novel method was developed for the simultaneous direct determination of magnolol and hono— 

kiol in mixed solution by second order derivative synchronous fluorescence．For magnolol and honokio1．the 

linear ranges are 2．8—500．0 g／L and 4．3—560．0 L，the detection limits are 0．84 g／L and 

1．30 L，and the recoveries are 94．65％ 一105．58％ and 95．09％ 一104．5l％ ，respectively，the relative 

standard deviations(RSD 1 are all under 4．1％ ．This method has been successfully used to direct determine 

magnolol and honokiol in the magnolia bark and their supercritical fluid extract simultaneously． 

Keywords Second order derivative synchronous fluorimet~ ，magnolol，honokiol，magnolia officinalis 
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