
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 46 卷 第 6 期 2015 年 3 月 

   

·853·

分子印迹技术定向分离桂枝茯苓胶囊中活性成分去氢土莫酸 
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摘  要：目的  建立利用分子印迹技术从桂枝茯苓胶囊提取物中定向分离制备去氢土莫酸的方法。方法  以去氢土莫酸为分

子模板，采用溶胶-凝胶法制备了去氢土莫酸分子印迹聚合物，并对其吸附性能进行研究。以此聚合物为填料，从桂枝茯苓

胶囊提取物中一步分离制备得到去氢土莫酸，根据理化性质和波谱数据鉴定其结构。结果  经 Scatchard 分析，去氢土莫酸

分子印迹聚合物最大表观结合位点数（Qmax）为 9.10 mg/g。经 HPLC 检测去氢土莫酸质量分数为 90.76%。结论  该方法可

用于从桂枝茯苓胶囊提取物中靶向分离制备去氢土莫酸，有利于减少提取过程中有机溶剂的使用，操作简单，为其高效分离

纯化提供新的方法。 

关键词：桂枝茯苓胶囊；分子印迹技术；分子印迹聚合物；溶胶-凝胶法；去氢土莫酸 

中图分类号：R283.6；R284.2      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2015)06 - 0853 - 04 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2015.06.012 

Directional separation of active ingredients of dehydrotumulosic acid from 
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Abstract: Objective  To establish a method for directional separation of dehydrotumulosic acid from the extracts of Guizhi Fuling 

Capsule with molecular imprinting technique (MIT). Methods  Molecular imprinting polymer (MIP) was prepared by sol-gel process 

with dehydrotumulosic acid as molecular template to study the absorption property. The dehydrotumulosic acid was achieved from 

Guizhi Fuling Capsule by one-step separation with polymer as filler. The structure of dehydrotumulosic acid was identified on the 

basis of the spectral data and physicochemical property. Results  The maximum binding capacity (Qmax) of MIP was 9.10 mg/g 

measured by Scatchard equation and the purity of dehydrotumulosic acid was 90.76% by HPLC. Conclusion  The established MIT 

for the directional separation of dehydrotumulosic acid from Guizhi Fuling Capsule is simple and benefit to reducing the solvent use 

during the separation process, which could offer a novel method for the separation and purification of dehydrotumulosic acid. 
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桂枝茯苓胶囊是由桂枝、牡丹皮、桃仁、白芍

和茯苓 5 味药组成，具有活血化瘀、缓消癥块之功

效，是我国传统的纯中药制剂[1]。该处方来源于东

汉张仲景的《金匮要略》，临床上主要用于治疗妇科

痛经、子宫肌瘤、子宫内膜异位、乳腺增生及卵巢

囊肿等症[2-5]，是目前治疗妇科血瘀疾病的首选药。 
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为进一步阐明其治疗疾病的物质基础，本课题组对

桂枝茯苓胶囊化学成分进行了系统的分离纯化和结

构鉴定[6-10]，先后得到 61 个化合物，但是由于中药

复方本身化学组成比较复杂，化合物的分离纯化过

程繁琐，因此分离得到的化合物大部分量较少，去

氢土莫酸就是其中之一。去氢土莫酸属于四环三萜

类化合物，是桂枝茯苓胶囊的重要活性成分，具有

多种药理活性，包括抗肿瘤、抗炎、调节免疫功能

及止吐等作用[11-14]，对该化合物的研究具有重要的

现实意义。因此，有必要对其进行深入研究，鉴于

桂枝茯苓胶囊在化学组成上是一个复杂体系，而传

统的分离纯化过程繁琐，效率低，故需要一种快速、

简便、高效的方法对其进行分离纯化。 

分子印迹技术（molecular imprinting technique，

MIT）又称分子烙印，是高分子科学、材料科学、

生物化学、化学工程等学科有机结合在一起，为获

得在空间结构和结合位点上与模板分子完全匹配的

聚合物即分子印迹聚合物（molecular imprinting 

polymer，MIP）的一种新型实验制备技术[15]。目前，

分子印迹技术在中药活性成分分离纯化中已逐渐开

始尝试应用[15-18]，因其高效、稳定、操作简便等优

点，将会在中药及复方的研究中得到越来越广泛的

应用[15,19-22]。 

本研究以目标成分去氢土莫酸为分子模板，利

用溶胶-凝胶法[23]合成 MIP，以该聚合物为填料，实

现了桂枝茯苓胶囊中去氢土莫酸的分离纯化，为去

氢土莫酸的规模制备提供了一条新的途径。 

1  仪器与材料 

Agilent 1260 高效液相色谱仪，美国 Agilent 公

司，配自动进样器、四元泵、MWD 检测器；BP211D

型电子分析天平，德国 Sartorius 公司；Milli-Q 

Academic 纯水机，美国 Millipore 公司；KQ-250DB

型超声波清洗仪，昆山市超声仪器有限公司；HJ-5

型多功能搅拌器、HH-2 型数显恒温水浴锅，常州

国华电器有限公司；500 目筛，上海丰行筛网制造

有限公司。 

去氢土莫酸对照品，批号 140806，自制，质量

分数 98.23%；桂枝茯苓胶囊，批号为 130201，江

苏康缘药业股份有限公司提供；二氧化硅微珠

（silica beads，62～105 μm，Sigma Aldrich）、3-氨丙

基三乙氧基硅烷（APTS，98%）、四乙氧基硅烷

（TEOS，98%），购自美国阿法埃莎化学有限公司；

丙酮、甲醇、乙醇、浓盐酸、冰醋酸和四氢呋喃均

为分析纯，购自南京化学试剂公司。 

2  方法与结果 

2.1  MIP 的制备[23] 

200 g 活化二氧化硅微珠（62～105 μm），加入

2 mol/L 的盐酸溶液 2.5 L，60 ℃水浴 6 h，纯化水

洗至中性，无水甲醇洗涤 3 次，70 ℃干燥 24 h，备

用。模板分子去氢土莫酸（1.5 mmol）、500 mL 四

氢呋喃、功能单体 APTS（20 mL）置于圆底烧瓶中，

室温磁力搅拌 2 h，加入 75 g 活化后的二氧化硅微

珠，继续搅拌 2 h；再加入 TEOS（45 mL），搅拌 1 

h；最后加入 7 mL 1.0 mol/L 的冰醋酸水溶液，室温

搅拌 18 h，减压滤过，甲醇洗涤 3 次，置于 100 ℃

烘箱中 3 h。取出过筛（30 μm），除去粒径过小的

颗粒，聚合物用甲醇-冰醋酸（9∶1）洗涤，除去模

板分子及未聚合的功能单体和交联剂，直至洗涤液

紫外检测无以上物质的紫外吸收，最后用甲醇洗去

残留冰醋酸，60 ℃干燥，得去氢土莫酸 MIP。 

空白聚合物（non-imprinted polymer，NIP）的

制备仅不加模板分子去氢土莫酸，制备过程同 MIP

的制备。 

2.2  静态吸附实验 

将“2.1”项下的去氢土莫酸 MIP 和 NIP 依次

精密称取 30.0 mg，各 6 份，分别置于 10 mL 量瓶

中，分别依次加入不同质量浓度（20～70 mg/L）的

去氢土莫酸甲醇溶液 3 mL，室温振摇 20 h，离心，

取上清液，用 HPLC 在 230 nm 波长下测定溶液中

模板分子去氢土莫酸质量浓度的变化。根据吸附前

后溶液中模板分子去氢土莫酸的质量浓度变化计算

MIP 的吸附量，并进行 Scatchard 分析。结果见图 1、

2。等温吸附曲线是 MIP 或 NIP 的吸附量对去氢土

莫酸甲醇溶液的平衡质量浓度图。MIP 或 NIP 对模

板分子的吸附量（Q）的计算公式[21]为 Q＝(C0－

Cs)V/m，Q 为静态平衡吸附量（mg/g），C0 为底物

的起始质量浓度（mg/L），Cs 为吸附平衡时底物的

质量浓度（mg/L），V 为底物溶液的体积（L），m

为 MIP 的使用量（g）。 

由图 1 可知，随着去氢土莫酸质量浓度的升高，

两者吸附量增加，但 MIP 吸附能力高于其相应的

NIP，说明 MIP 对目标分子具有选择性的吸附性能，

具有较强的吸附能力。 

为了更直观精确地评价 MIP 的吸附能力，将

MIP 与目标分子的结合量采用 Scatchard 方程进行

分析，其公式如下：Q/C＝(Qmax－Q)/Kd，Qmax 为聚 
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图 1  去氢土莫酸 MIP 和 NIP 的等温吸附曲线 

Fig. 1  Isothermal adsorption curves of MIP and NIP of 

dehydrotumulosic acid 

 
 
 

图 2  去氢土莫酸 MIP 和 NIP 的 Scatchard 图 

Fig. 2  Scatchard plots of MIP and NIP of dehydrotumulosic 

acid 
 
合物对目标分子吸附的最大表观结合位点数

（mg/g），C 为目标分子的平衡质量浓度（mg/L），

Kd 为聚合物-目标分子复合物的解离常数（mg/L）。

根据实验数据计算出 MIP 和 NIP 的 Scatchard 方程

分别为 MIP Q/C＝−0.007 Q＋0.065，NIP Q/C＝

−0.009 Q＋0.041。 

由图 2 可知，MIP 的 Scatchard 曲线呈现较好的

线性，而 NIP 的 Scatchard 曲线线性相对较差，说

明在 MIP 内形成了一个特异性结合点。根据

Scatchard 曲线的斜率（−1/Kd）和截距（Qmax/Kd），

可以计算出 MIP 的 R2＝0.918，Kd＝0.14 mg/L，

Qmax＝9.10 mg/g；NIP 的 R2＝0.821，Kd＝0.11 mg/L，

Qmax＝4.51 mg/g。因此可以看出去氢土莫酸 MIP 对

目标分子吸附性能高于 NIP。 

2.3  去氢土莫酸的制备 

2.3.1  色谱柱的制备  称取“2.1”项下去氢土莫酸

MIP 70 g，装入玻璃柱中（350 mm×35 mm），装填

均匀后用甲醇浸润该提取柱，备用。 

2.3.2  桂枝茯苓胶囊提取物的制备  取桂枝茯苓胶

囊内容物 50 g，用 10 倍量 50%甲醇回流提取 2 h，

滤渣加 8 倍量甲醇提取 1 h，合并 2 次滤液，减压浓

缩，真空干燥得固体 18.6 g（去氢土莫酸质量分数

为 0.3%），备用。 

2.3.3  去氢土莫酸的制备  取“2.3.2”项下的桂枝

茯苓胶囊甲醇提取物 18.5 g，溶于 200 mL 甲醇溶液

中，离心，取上清液，加载至“2.3.1”项下色谱柱，

多次上样，每次取 10 mL 样品上样，体积流量 10 

mL/min，先用 600 mL 甲醇除杂，再用甲醇-冰醋酸

（9∶1）洗脱，收集洗脱液，浓缩，干燥并计算收率

（收率＝制备得到的目标成分量/粗品中目标成分

量），得淡黄色粉末 49.2 mg，收率为 88.2%。 

2.4  质量分数测定 

2.4.1  色谱条件[24]  色谱柱为 Acuity C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%甲酸水溶液，

梯度洗脱程序：0～5 min，5%乙腈；5～20 min，5%～

17%乙腈；20～30 min，17%～19%乙腈；30～40 

min，19%～26%乙腈；40～60 min，26%～88%乙

腈；体积流量 1.0 mL/min；进样体积 10 μL；检测

波长 230 nm。 

2.4.2  对照品溶液制备  精密称取去氢土莫酸对照

品 4.8 mg，置于 20 mL 量瓶中，加入 50%甲醇溶液

溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成质量浓度为 240 

μg/mL 的对照品溶液。 

2.4.3  供试品溶液制备  精密称取“2.3.3”项下淡

黄色粉末 4.8 mg，置于 20 mL 量瓶中，加入 50%甲

醇溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成质量浓度

为 240 μg/mL 的供试品溶液。 

2.4.4  样品测定  分别取去氢土莫酸对照品和供试

品溶液各 10 μL，按“2.4.1”项下色谱法测定，用

面积归一化法计算去氢土莫酸的质量分数为

90.76%，色谱图见图 3。 

2.5  去氢土莫酸的结构鉴定 

淡黄色粉末。1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

5.51 (1H, s, H-7), 5.39 (1H, d, J = 5.0 Hz, H-11), 4.78 

(1H, s, H-31), 1.45 (3H, s, H-30), 1.19 (3H, s, H-28), 

1.06 (3H, s, H-19), 1.04 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, d, J = 

7.5 Hz, H-26), 0.98 (3H, d, J = 7.5 Hz, H-27), 1.05 

(3H, s, H-29)；13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 36.0 

(C-1), 28.5 (C-2), 78.5 (C-3), 38.4 (C-4), 48.3 (C-5), 

23.1 (C-6), 121.2 (C-7), 141.6 (C-8), 146.9 (C-9), 36.9 

(C-10), 116.8 (C-11), 35.9 (C-12), 44.4 (C-13), 48.8 

(C-14), 44.1 (C-15), 76.0 (C-16), 57.5 (C-17), 17.1 

MIP 

NIP 

3 
 
 

2 
 
 

1 
 
 

0 

Q
/(

m
g·

g−
1 ) 

0     10    20    30    40    50    60    70

C/(mg·mL−1) 

NIP 

MIP 

0.05 
 
 
 
 

0.03 
 
 
 
 

0.01 

Q
/C

 

0     0.5     1     1.5     2     2.5     3

Q/(mg·g−1) 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 46 卷 第 6 期 2015 年 3 月 

   

·856·

 

 

 
 
 

图 3  去氢土莫酸制备的 HPLC 图 

Fig. 3  HPLC of preparation of dehydrotumulosic acid 
 
(C-18), 22.8 (C-19), 48.5 (C-20), 177.9 (C-21), 31.8 

(C-22), 33.7 (C-23), 156.9 (C-24), 34.3 (C-25), 22.6 

(C-26), 21.5 (C-27), 28.2 (C-28), 15.8 (C-29), 26.4 

(C-30), 107.4 (C-31)。以上数据与文献报道基本一

致[8]，故鉴定该化合物为去氢土莫酸。 

3  讨论 

MIT在中药粗提物活性成分分离方面具有分离

效率高，溶剂使用量小，保护环境等优势，现已被

广泛用于黄酮、多元酚、生物碱、甾体等多种结构

化合物的分离纯化[16-17,19]。由于 MIT 具有很高的选

择性和高度的识别功能[17]，可有效解决中药成分复

杂、提取分离过程繁琐这一难题。 

本研究针对复方制剂桂枝茯苓胶囊的复杂化学

体系，运用溶胶-凝胶法制备 MIP，以 MIP 为填料

从桂枝茯苓胶囊中分离纯化得到 49.2 mg 质量分数

为 90.76%的去氢土莫酸，可为高纯度去氢土莫酸的

制备及桂枝茯苓胶囊药理药效的深入研究提供样

品。同时，利用 MIT 实现了复方或单味制剂中低含

量成分的分离纯化，为快速分离制备毫克级乃至克

级单体化合物提供了一种新的思路和方法。 
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