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物催化活性。利用修饰后纤维素酶催化薯蓣原料酸

水解转化薯蓣皂苷元具有很好的应用价值，提取率

可以达到98,2％，产品质量分数和熔点分别为

96．03％和201～203℃。
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聚酰胺对紫锥菊提取物中菊苣酸的分离纯化研究
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摘要：目的采用聚酰胺柱色谱分离纯化紫锥菊提取物中菊苣酸。方法采用50％乙醇溶液洗脱，HPLC法对产

品中菊苣酸进行检测分析。结果该法能把紫锥菊提取物中菊苣酸的质量分数(4．9％)提高10倍左右，回收率达

到98％以上。结论该法操作简单，可用于紫锥菊提取物中菊苣酸的分离纯化。

关键词：紫锥菊提取物；菊苣酸；聚酰胺柱色谱；高效液相色谱

中图分类号：R284。2；R286．02 文献标识码：B 文章编号：0253—2670(2007)04—0530—04

Isolation and purification of cichoric acid from extracts of Echinacea purpurea

by polyamide column chromatography

LIU Yi—chenl一，ZENG Jian—gu01”，CHEN B01，YAO Shou—zhu01

(1．Key Laboratory of Chemical Biology and Traditional Chinese Medicine Research，Ministry of Education，

Hunan Normal University，Changsha 410081，China；2．Hunan Engineering Research Center

of Botanical Extract，Changsha 410331，China)

Key words：the extracts of Echinacea purpurea Moench；cichoric acid；polyamide column chromatog—

raphy：HPLC

紫锥菊为菊科松果菊属多年生革本植物，原产

于北美洲的中西部地区，有9个品种，主要药用种是

狭叶松果菊Echinacea angustifolia DC．、紫花松果

菊E．purpurea(L．)Moench和淡紫松果菊

E．pallida(Nutt．)Nutt．。紫锥菊是目前国际上受

到普遍重视的一种免疫促进剂和免疫调节剂D3，也

是极少数具有免疫力增强和抗炎双重作用的植物药

之一[2’3]。菊苣酸为咖啡酸衍生物，是紫锥菊中重要
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的免疫活性成分之一。目前国内外关于菊苣酸研究

主要限于药材和制剂中菊苣酸成分的测定，紫锥菊

中菊苣酸的初提，采用制备高效液相色谱制备菊苣

酸对照品，采用大孔吸附树脂分离纯化紫锥菊提取

物中的菊苣酸等方面[4~7]。分析方法主要是高效液

相色谱法[8~1引。本实验采用聚酰胺柱色谱进行了菊

苣酸分离纯化研究。

1仪器与试剂

Waters 1525 Binary HPLC泵；Waters 2996

Photodiode Array检测器；Waters 71 7 plus Au—

tosampler(美国Waters)；玻璃色谱柱(70 cm×4．5

cm、40 cm×3．2 cm)；聚酰胺(60～100目，台州市路

桥四甲生化塑料厂)；BST 25—6超声波清洗器(张

家港市百思特超声电气有限公司)；水为二次蒸馏

水，乙腈(色谱纯)，甲醇、甲酸、磷酸(分析纯)；绿原

酸对照品(美国Sigma公司，质量分数为99．5％)；

紫锥菊提取物(含菊苣酸4．9％，湖南九汇现代中药

有限公司)。

2方法与结果

2．1菊苣酸的HPLC法测定

2．1。1 色谱条件：C，。分析色谱柱(250 mm×4．6

mm，5弘m)(大连江申)；流动相：0．1％磷酸水溶液

(A)一乙腈(B)，0～13 min，B从10％线性变化到

22％，13～14 min，B从22％线性变化到40％，14～

18 min，B维持在40％，18～21 min，B从40％线

性变化到10％，21～26 min，B维持在10％；体积流

量：1．0 mL／min；UV检测波长：330 nm；进样量：5

pL；柱温：35’C。

2．1．2菊苣酸的HPLC法测定[11|：采用外标法定

量，以绿原酸为对照品，换算系数厂为0．695。

2．2聚酰胺的预处理和再生：新购聚酰胺含有少量

的醇可溶性物质，因此用乙醇煮沸3次，每次30

min，取出离心甩于，除去聚酰胺中的醇溶性部分，

然后用蒸馏水洗涤至流出液无醇味，备用。实验结

束后将填料全部倒出，用3％～5％氢氧化钠溶液浸

泡，清洗，即可使聚酰胺再生。

2．3 聚酰胺的静态吸附动力学：预处理好的聚酰胺

9．989 0 g，加入100 mL含菊苣酸2．567 mg／mL的

紫锥菊提取物溶液(pH 6)，静置吸附，于不同的时

间测定菊苣酸的质量浓度，直至吸附平衡，计算不同

时间的吸附量，得吸附量一时间变化曲线，见图1。可

见，聚酰胺有较快的吸附速度，在150 min左右达到

吸附平衡。

2．4聚酰胺的吸附等温线：预处理好的聚酰胺，精
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图1 菊苣酸在聚酰胺树脂柱上的静态吸附动力学

Fig．1 Absorption dynamics of ciehoric acid

on polyamide column

密称取3 g，8份，放于磨口的锥形瓶中，加入不同质

量浓度的紫锥菊提取物水溶液(pH 6)40 mL。于20

℃静置吸附6 h，采用HPLC法测定吸附前后菊苣

酸的质量浓度，计算不同平衡质量浓度下聚酰胺的

吸附量。以吸附量(Q)对吸附平衡后的溶液质量浓

度(C)做图，得吸附等温线，见图2。可见，聚酰胺的

吸附等温线为L型，这是一条标准的Langmiur吸

附等温线，说明溶剂吸附少，溶质为线性吸附，菊苣

酸分子在聚酰胺上以单分子形态呈单层吸附，随着

溶液平衡质量浓度的增大，聚酰胺的吸附量增大，逐

渐趋于最大值。
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图2菊苣酸在聚酰胺树脂柱上的吸附等温线(20℃)

Fig．2 Adsorption isotherms of cichoric acid

on polyamide column(20℃)

2．5上样液pH值的确定：含菊苣酸3．14 mg／mL

的紫锥菊提取物水溶液(pH 6)400 mL，分成10份，

用甲酸和lO％NaOH分别调pH值为1．5、2．0、

2．5、3．0、3．5、4．0、5．0、6．0、7．0、8．0，分别加入3 g

已预处理的聚酰胺。HPLC法测定吸附前后菊苣酸

的质量浓度，计算聚酰胺的吸附量，得到吸附量随

pH的变化关系曲线，见图3。可以看出，当紫锥菊提

取物水溶液pH≤3时，聚酰胺的吸附量比较大；pH

为3时，吸附量最大。在pH≤3时，菊苣酸呈游离

态，有利于聚酰胺的吸附。所以，紫锥菊提取物水溶

液在上柱前调pH为3左右。

2．6洗脱液的选择：实验考察了40％、50％、60％

乙醇水溶液对紫锥菊提取物溶液等度洗脱的情况，
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图3紫锥菊提取物水溶液的不同pH值对

吸附量的影响

Fig．3 Effects of various pH values in water solution

of E．purpurea extracts on adsorbing capacity

并对洗脱液和产品进行HPLC法测定，结果见表1。

可见最佳洗脱液为50％乙醇水溶液。

表1洗脱液对紫锥菊提取物溶液中菊苣酸的洗脱比较

Table 1 Comparison of eluting cichoric acid with three

eluents of E．purpurea extracts

2．7上样溶液的制备：取17 g紫锥菊提取物，加水

100 mL，加甲酸调节pH值到3．0，超声提取30

rain，抽滤，再加100 mL水，加甲酸调节pH值到

3．0，超声30 rain，抽滤，弃去滤渣，将两次提取液合

并混匀即得上样液。取上样液进样测定，计算，得紫

锥菊提取物中菊苣酸的质量分数为49 mg／g。

2．8吸附和洗脱试验：将处理好的聚酰胺湿法装入

玻璃色谱柱(40 cm×3．2 cm)中，柱床约25 cm，静

置45 min后，以6 mL／min上样，上样后，让聚酰胺

柱静置吸附平衡6 h左右。用20％乙醇400 mL冲

洗柱子中未被吸附的成分和水溶性杂质，再用50％

乙醇水溶液7 BV(1 400 mL)以约6 mL／min进行

洗脱，洗脱液每100 mL收集一份，采用HPLC法对

洗脱液中菊苣酸进行测定，绘制洗脱曲线，见图5。

可见最佳的收集段为2～7 BV。

合并洗脱液，洗脱液在100℃恒温水浴上蒸于

得到产品。采用HPLC法对产品中的菊苣酸进行测

定，结果菊苣酸的质量分数为483．2～537．3 mg／g。

与原料比较可以看出，聚酰胺柱色谱能够有效去除

提取物中的水溶性杂质，大大提高了菊苣酸的质量

分数，与大孔吸附树脂所得产品中的菊苣酸质量分

数为200～300 mg／g相比[6’7]，聚酰胺洗脱纯化效

果更佳。

2．9 色谱柱分离条件的放大：以玻璃色谱柱(50

洗脱液的体积／mL

图5菊苣酸的洗脱曲线

Fig．5 Eluting curves of cichoric acid

cmX 3．2 cm)进行条件摸索，提取物的上样量与聚

酰胺的柱体积之比为1：12，按柱体积放大。从实验

结果看，紫锥菊提取物纯化产品中菊苣酸的平均质

量分数为512．5 mg／g，RSD为3．17％(箨一5)。可见

实验放大后，不影响菊苣酸的分离效果。

3讨论

在50％乙醇洗脱前，实验考察了20％乙醇洗脱

未被聚酰胺吸附的成分和水溶性杂质对产品中菊苣

酸质量分数的影响。结果表明，2 BV 20％乙醇不能

够把菊苣酸洗脱下来，但能够把水溶性杂质除去，提

高菊苣酸的质量分数。

定性定量方法主要参考《美国药典》的方法，以

绿原酸为对照，根据换算系数和相对保留时间进行

定性和定量的，而不是以菊苣酸为对照品。因为菊苣

酸不稳定，定量反而不准确。

实验采用聚酰胺能成功地应用于紫锥菊提取物

中菊苣酸的分离纯化，所建立的方法易于操作，重现

性好，聚酰胺活化后能够重新使用，消耗少，是一种

纯化菊苣酸的好方法。
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葛根素衍生物4ac聚乳酸纳米粒体外释药规律的考察

郭东艳1’2，陈士林2，杨大坚2

(1．陕西中医学院药学系，陕西成阳 712046；2．香港理工大学。香港九龙)

摘 要：目的 考察葛根素衍生物4ac聚乳酸纳米粒的体外释药规律。方法 采用动态膜透析法考察其体外释药

规律，并用6种数学模型对其释药规律进行拟合。结果 以Weibull数学模型拟合较好，体外释放包括两个过程，起

初为快释阶段，然后转为慢释阶段。结论Weibull数学模型能较好地描述葛根素衍生物4ac聚乳酸纳米粒中4ac

的释药规律。

关键词：葛根素衍生物4ac；纳米粒；体外释放
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为了提高葛根素衍生物4ac(葛根素经乙酰化

反应生成的衍生物，简称4ac)的生物利用度，降低

其不良反应，本实验室制备了4ac聚乳酸纳米粒

(4ac—PLA—NP)。为了预测4ac—PLA—NP在体内的

释药情况，阐明其载药机制，以验证4ac—PLA—NP的

处方设计和制备工艺是否合理、可行，进而控制药品

质量，以利于临床用药的安全，本实验对其体外释放

规律进行了考察。测定纳米粒中药物在体外释放的

方法较多[1~4]，但动态膜透析法能更好模拟药物在

体内的释放情况，故本实验采用动态膜透析法考察

4ac—PLA—NP的体外释药规律。

1仪器与试药

Lamber 35型紫外分光光度仪(Perkinelmer

USA)，SW22型恒温水浴摇床(德国)，透析袋(Sig—

ma公司)。甲醇、乙腈为HPLC级，水为重蒸馏水，

其他试剂均为分析纯。

2方法与结果

2．1 葛根素衍生物4ac聚乳酸纳米粒(4ac-PLA—

NP)的制备：称取聚乳酸100 mg，4ae 30 mg，卵磷脂

0．2 mL(预先用二氯甲烷配成25％的溶液)，加入1

mL二氯甲烷中溶解，作为有机相；另取普流罗尼克

68(F一68)300 mg溶于蒸馏水中，作为连续相；将有

机相加入连续相中，搅拌除去有机溶剂，即得。

2．2测定方法的建立

2．2．1最大吸收波长的考察：精密称取4ac适量，

加DMSO溶解，制成0。t16 mg／mL的溶液，作为备

用液。吸取该备用液1．2 mL，4份，置10 mL量瓶

中，每份加入蒸馏水、人工胃液、等渗磷酸盐缓冲液、

生理盐水稀释至刻度，在190～400 nm波长进行扫

描。结果在不同的分散介质中，样品均在250 rim波

长处有最大吸收。

2．2．2 标准曲线的绘制：精密称取4ac适量，加
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