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竹茹中苜蓿素对照品的高效液相半制备色谱制备研究 
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摘  要：目的  建立高效液相半制备色谱制备竹茹中苜蓿素对照品的方法。方法  竹茹用 50%乙醇提取，浓缩成浸膏，随

后上聚酰胺柱色谱，采用 70%乙醇柱色谱洗脱物进行 HPLC 分离制备。半制备色谱条件：色谱柱为 Luna C18 ODS（250 mm×10 
mm，10 µm），流动相为乙腈-1%甲酸水溶液（35∶65）；体积流量 4 mL/min；进样量 1 mL；检测波长 345 nm。结果  该法

所得化合物用 HPLC 归一化法定量，质量分数大于 98%，根据波谱学数据鉴定化合物为苜蓿素。结论  建立的方法简便，

所得苜蓿素纯度高，可作为分析方法的对照品。 
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竹茹 Bambusae Caulis in Taenias 作为药食两用

的药材，在《中药辞海》中记载为禾本科刚竹属、

箣竹属和牡竹属中一些竹种的茎秆所刮下的外皮层

或其次一层，具有清热化痰、除烦止呕等功效，常

用于治疗热痰引起的痰热咳嗽、痰火挟痰、烦热呕

吐等病症，在《神农本草经》中列为中品，《药品化

义》曰：“竹茹轻可去实，凉能去热，苦能降下，专

清痰，为宁神开郁佳品”[1]，是临床不可缺少的常

用药，收载于《中国药典》2010 年版[2]。 
苜蓿素（tricin），又称麦黄酮、小麦黄素，化

学名称为 5, 7, 4′-三羟基-3′, 5′-二甲氧基黄酮。苜蓿

素在苜蓿[3]、大麦[4]、竹叶[5]、地胆草[6]、软蒺藜[7]、

野菊花[8]等植物中多有检出。Hudson 等[9]的研究表

明苜蓿素能有效抑制人乳腺癌细胞 MDA-MB-468

和人结肠癌细胞 SW480 的生长。Cai 等[10]进一步研

究了苜蓿素对 MDA-MB-468 细胞株的体外生长抑

制及其细胞周期抑制作用。然而，除了癌症防护之

外，已知关于苜蓿素药理活性研究的报道不多，部

分原因在于获得苜蓿素单体较困难。目前，苜蓿素

单体主要来源于化学合成，从天然植物中分离制备

较大量的苜蓿素的相关报道很少，市场上更无苜蓿

素对照品出售。本实验采用常规色谱和高效半制备

液相色谱结合的方法制备苜蓿素对照品。该法简便

易行，所制备的对照品质量分数可达 98%以上。 
1  仪器与材料 

Waters DeltaPrep 600 制备型高效液相色谱系统

（美国 Waters 公司），包括制备型液相控制器、2996 
PDA 检测器、馏分收集器；2695 分析型高效液相 
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色谱仪，美国 Waters 2695，配制 PDA 2996 检测器；

Luna C18 半制备柱（250 mm×10 mm，10 µm）、Luna 
C18 分析柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），美国

Phenomenex 公司；APEXIII 傅里叶变换离子回旋共

振质谱仪，美国 Bruker Daltonics 公司；Avance 
DMX-500（500 MHz）核磁共振仪，德国 Bruker 
Biopsin 公司。聚酰胺树脂（40～60 目），上海医药

（集团）总公司，色谱纯乙腈、甲醇（天津四友生物

医学技术有限公司），二次重蒸水，其他试剂均为分

析纯。 
2  方法与结果 
2.1  原料处理 

竹茹 5.5 kg，粉碎至 10～20 目，采用 50%乙醇

热回流提取 1.5 h，提取两次，合并提取液，减压浓

缩成膏状，得膏状物 145 g，取 50 g 上 40～60 目已

处理完毕的聚酰胺树脂，依次采用 3 倍柱体积 10%、

30%、50%、70%、95%乙醇洗脱，分别收集样品、

浓缩和冻干，经高效液相色谱检测发现 70%乙醇洗

脱物最适合制备苜蓿素对照品。 
2.2  色谱条件 
2.2.1  分析色谱条件[11]  色谱柱为 Luna C18 ODS
（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈（A）-1%
乙酸水溶液（B），梯度洗脱条件：0～15 min，15% 
A；15～25 min，15%～40% A；25～34 min，40% A；

34～40 min，40%～15% A；体积流量 1.0 mL/min；
进样量 10 μL；柱温 40 ℃；检测波长 345 nm。 
2.2.2  半制备色谱条件  色谱柱为 Luna C18 ODS
（250 mm×10 mm，10 µm），流动相为乙腈-1%甲酸

水溶液（35∶65）；体积流量 4 mL/min；进样量 1 mL；
检测波长 345 nm。 
2.3  苜蓿素对照品的制备 

将 70%乙醇洗脱物溶解于甲醇中，制成 10 
mg/mL 的样品，经滤膜（0.45 µm）滤过后备用，半

制备型HPLC分离制备，收集保留时间为18.5～19.5 
min 的组分（图 1），将其减压浓缩干燥（60 ℃以

下），最后冷冻干燥得到淡黄色粉末 170 mg，经峰

面积归一法计算，制备所得的对照品质量分数为

98.1%，竹茹中含苜蓿素 69.60 μg/g，得率约为

44.10%，苜蓿素对照品的 HPLC 图谱见图 2。 
2.4  结构鉴定 

淡黄色粉末，mp 287～289 ℃；ESI-MS m/z: 
329 [M－H]−（分子式 C17H13O7，相对分子质量

329.066 1），1H-NMR (DMSO-d6) δ: 7.33 (2H, s, H-2′, 
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图 1  苜蓿素对照品的制备 HPLC 图谱 

Fig. 1  Preparative HPLC chromatogram 
of tricin reference substance 
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图 2  苜蓿素对照品的 HPLC 图谱 
Fig. 2  HPLC chromatogram of tricin reference substance 
 
6′), 6.99 (1H, s, H-3), 6.56 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 
6.21 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 3.89 (6H, s, 2× 

-OCH3)；13C-NMR (DMSO-d6) δ: 182.3 (C-4), 164.7 
(C-2), 164.2 (C-7), 161.9 (C-9), 157.8 (C-5), 148.7 
(C-3′, 5′), 140.4 (C-4′), 120.9 (C-1′), 104.9 (C-2′, 6′), 
104.3 (C-10), 104.1 (C-3), 99.3 (C-6), 94.7 (C-8), 56.9 
(2×-OCH3)。以上数据与文献报道的苜蓿素基本一

致[12-14]，可以判定所得化合物为苜蓿素。 
3  讨论 

在进行高效液相半制备色谱制备前，先将提取

物通过聚酰胺柱色谱预处理，在采用 10%、30%、

50%乙醇洗脱以后，去除了提取物中大量的杂质和

一些极性较大的黄酮和酚酸类化合物，使极性较低

的苜蓿素得到了进一步的富集。分析色谱发现苜蓿

素在 30 min 左右出峰，乙腈体积分数在 40%，为了

尽量减少目标峰与前后杂质峰重叠的可能性，并兼

顾单次实验时间和试剂使用量，因此采用了 35%乙

腈等度洗脱，既能达到目标峰与杂质峰的极限分离，

又能尽可能地节约时间和试剂。 
选用甲醇-水系统，苜蓿素保留时间过长，且分
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离效果不佳；选用乙腈-水系统，有主峰与杂质峰重

叠现象出现，并伴有拖尾现象发生，因此选用乙腈-
酸水系统。前期实验发现，使用乙酸时，苜蓿素有

较好的分离效果，甲酸稍差，因此在分析测试时采

用乙腈-1%乙酸水溶液作为流动相；但乙酸沸点较

高，不易蒸发，会引起产品纯度降低，因此在制备

过程中选用乙腈-1%甲酸水溶液作为流动相，甲酸

沸点与水相近，易与水一起蒸出，不会引起产品纯

度降低。 
单纯的柱色谱分离得到的粗品含有多种微量杂

质，纯度达不到对照品的要求。而通过其他方法纯

化比较繁琐，通过高效液相半制备色谱多个紫外波

长的检测，方法操作方便，可使苜蓿素峰和杂质峰

分开，进而使得对照品质量分数达到 98%以上。 
张锐等[15]结合硅胶柱色谱和制备HPLC法对竹

根醋酸乙酯部位进行分离纯化，得到了质量分数大

于 98%苜蓿素对照品，方法相对简便，制备成本较

低，唯一的不足就是硅胶柱色谱洗脱时，需要使用

较大量的有机洗脱试剂。而本实验建立的制备苜蓿

素对照品的方法，采用聚酰胺树脂吸附解析，不同

体积分数的乙醇作为洗脱试剂，不仅操作方便，重

现性好，而且制备的产品纯度高，可用于分析用的

对照品，而且避免了有机试剂的大量使用。 
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