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固相萃取分离纯化杜仲中环烯醚萜类化合物

曹 慧1，陈晓青2

(1．南通大学化学化工学院，江苏南通226000；2．中南大学化学化工学院，湖南长沙410083)

杜仲是我国传统的名贵药材，有补肝降压、增强

免疫功能及抗癌、抗疲劳等多种药理作用[1’2]。药理

研究表明，杜仲中的京尼平苷、京尼平苷酸等环烯醚

萜类化合物是主要的降血压活性成分，而其中的桃

叶珊瑚苷却具有升高血压的作用[3,43。因此，将杜仲

中京尼平苷、京尼平苷酸与桃叶珊瑚苷分离十分有

应用价值。固相萃取技术是一个包含液相和固相的

物理过程，在药物、环境、农药等的分析中常作为一

种预处理手段，具有分离纯化效率高、操作简便、溶

剂耗量少等优点[5]。本实验采用以未键合的硅胶为

填料进行固相萃取，以不同极性的溶剂萃取分离纯

化杜仲中的环烯醚萜类化合物，所得产品质量分数

高，易实现工业化生产。

1仪器、试剂与材料

日本岛津2010A高效液相色谱仪；SPD—

M10A VP检测器；甲醇为色谱纯；高效液相色谱所

用水为石英亚沸水；其他试剂均为分析纯；京尼平苷

对照品(质量分数≥98％)、京尼平苷酸对照品(质量

分数≥98％)，日本和光纯药工业株式会社提供；硅

胶(100～140目)，青岛海洋化工厂；杜仲药材购于

湖南张家界，经笔者鉴定为杜仲Eucommia ul—

moides 0liv．的干燥树皮。

2方法与结果

2．1 京尼平苷和京尼平苷酸的HPLC测定日’7]

2．1．1 色谱条件：VP—ODS反相C，。柱(150 mill×

4．6 ram)，预柱(10 mm×4．6 ram)，流动相甲醇一水一

冰醋酸(20：79．5：0．5)，体积流量1．0 mL／min，

测定波长237 nm，进样量10弘L，柱温25℃。

2．1．2标准曲线的制备：以对照品溶液质量浓度

(x)对色谱峰面积(y)进行线性回归。结果表明，京

尼平苷在5．1～20．4>g／mL，京尼平苷酸在4．0～

16．0肛g／mL与峰面积呈良好的线性关系。线性回

归方程分别为京尼平苷：Y一33 314．5+13 026．1

X，r一0．999 5；京尼平苷酸Y一23 114．0+27 273．8

X，r一0．999 9。

2．1．3测定：用峰高增加法定性，标准曲线法定量。

2．2硅胶的预处理：先用甲醇浸泡12 h，甲醇具有

净化和活化硅胶的双重作用。然后用甲醇淋洗以除

去硅胶中的杂质和惰性溶剂，再用大量蒸馏水淋洗，

以除去硅胶中残留的甲醇，最后把硅胶置于于燥炉

里，于120℃干燥活化24 h。

2．3有效成分的分离：精确称取干燥杜仲粗粉8 g

于索氏提取器中，加入80 mL 60％乙醇，在50‘C恒

温水浴锅中提取2 h，提取次数为3次，滤过，合并滤

液，减压蒸馏，浓缩至约10 mL，20 mL石油醚萃取

3次，石油醚萃余液用20 mL醋酸乙酯萃取3次，醋

酸乙酯萃余液再用20 mL正丁醇萃取3次。合并正

丁醇萃取液，减压蒸馏，回收正丁醇，并蒸至近干，所

得膏状物用40 mL甲醇溶解完全后，转移入200

mL烧杯中，加入24 g处理后的硅胶，在60℃水浴

中加热，挥发除去甲醇，加热时不停搅拌(防止受热

不均，硅胶溅出)。将上述硅胶干法装入底部已铺玻

璃纤维(防止硅胶随溶液流出)的500 mL分液漏斗

中，用不同配比的氯仿一甲醇溶液作萃取剂，高效液

相色谱法跟踪指标成分。先加入萃取液(14：1)80

mL，充分振荡，放出萃取液，重复操作2次。再依次

加入萃取液(11：1、9：1、6：1)重复上述操作。合并

萃取液(11：1)，减压蒸馏，得京尼平苷粗品，冷冻干

燥。HPLC测定质量分数为67．86％。合并萃取液

(6：1)，减压蒸馏，得京尼平苷酸粗品，冷冻干燥，

HPLC测定质量分数为63．73％。

2．4有效成分的纯化：将京尼平苷粗品用20 mL

甲醇溶解完全后，转移入200 mL烧杯中，加入30 g

处理后的硅胶，其余操作与2．3项下方法相同，先采

用氯仿一甲醇(14：1)萃取液80 mL萃取，再用萃取

液(11：1)80 mL萃取，重复操作2次，合并萃取液

(11：1)，减压蒸馏蒸至近干。用10 mL甲醇溶解完

全后，重结晶，得京尼平苷精品，HPLC测其质量分
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数为93．09％。

将京尼平苷酸粗品用20 mL甲醇溶解完全后，

转移入200 mL烧杯中，加入30 g处理后的硅胶，其

余操作与2．3项中相同，先采用氯仿一甲醇(9：1)萃

取液80 mL萃取，再用萃取液(6：1)80 mL萃取，

重复操作2次，合并萃取液(6：1)，减压蒸馏蒸至近

干。用10 mL甲醇溶解完全后，重结晶，得京尼平苷

酸精品，HPLC测定其质量分数为95．74％。

2．5吸附剂用量的选择：在吸附过程中，吸附剂的

用量是一个非常重要的参数。吸附剂用量直接影响

到吸附是否完全、吸附剂的利用率和分离的效果。本

实验考察了硅胶用量与京尼平苷、京尼平苷酸收率

的关系，见表1。

表1收率与硅胶用■的关系

Table 1 Relationship between yield and silica gel use level

可知，在吸附剂用量与原料比达到3：1时，京

尼平苷和京尼平苷酸的收率均较高，分别达到了

69．45％和67．52％。继续增大吸附剂用量，收率没

有显著提高，且增加了成本；较低的吸附剂用量又会

导致收率的降低，所以选择吸附剂用量与原料质量

的比例为3：1。

2．6 萃取液的选择：采用固相萃取小柱进行预试验

选择萃取剂时，考虑到实验的简便，采用氯仿一甲醇

溶液。因氯仿和甲醇的配比不同，混合溶液的极性呈

梯度变化，分别萃取出不同极性的物质。不同配比氯

仿一甲醇溶液对环烯醚萜类化合物进行萃取，萃取液

中甲醇体积分数对成分萃取率的曲线关系见图1。
100

80

量60
褥

鬈ao
20

O

洗脱液中甲醇体积分数／％

图1不同配比的萃取液与萃取率的关系

Fig．1 Relationship between extract solution

in various ratios and extracting rates

可知，当萃取液中甲醇体积分数为6．67％，即

氯仿一甲醇(14：1)时，京尼平苷开始被萃取出，但量

较少，至甲醇体积分数为9．09％，即氯仿一甲醇

(10：1)时，京尼平苷全部被萃取下来。当萃取液中

甲醇体积分数为11．11％，即氯仿一甲醇(9：1)时，

京尼平苷酸开始被萃取出，至甲醇体积分数为

20．oo％，即氯仿一甲醇(5：1)时，京尼平苷酸全部被

萃取下来。考虑到溶剂的消耗和萃取组分的纯度，京

尼平苷粗品收集配比为13：1、12：1、11：1的萃取

液，京尼平苷酸粗品收集配比为8：1、7：I、6：1的

萃取液，萃取率分别达到92．51％和92．48％。

2．7 回收试验：精确称取40 g杜仲样品，提取，减压

蒸镏，浓缩提取液，定容至50 mL。移取10 mL，稀释

至适当质量浓度，测定提取液中京尼平苷和京尼平苷

酸的量。其余取4份10 mL浓缩液，制备得京尼平苷

和京尼平苷酸精品，测定，计算回收率，结果见表2。

表2回收率试验结果

Table 2 Results of recovery yield test

3讨论

回收试验中有一部分京尼平苷和京尼平苷酸在

制备过程中损失了，其原因可能是硅胶上的不可逆

吸附；有机溶剂萃取的不完全；重结晶过程中的损

失。采用的固相萃取分离纯化技术与中药中有效成

分的其他分离制备方法如制备色谱法、柱色谱法相

比，具有对仪器要求不高、成本低、产品纯度高的优

点。从杜仲中通过优化的提取、分离和纯化方法获得

京尼平苷和京尼平苷酸纯品，不仅为进一步的药理

药效研究奠定了基础，而且为中试规模的生产提供

了技术支持。
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