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高效液相色谱法制备胡黄连中胡黄连甙!的对照品

薄 涛， 赵长家， 李克安， 刘虎威
（北京大学化学与分子工程学院，北京%""=$%）

摘要：运用高效液相色谱法（>?@A）制备了胡黄连中胡黄连甙"的对照品，色谱条件为A%=制备柱（B""((C!"((
*D6D，%"#(），流动相为甲醇#水（体积比为%E%），流速=(@／(*7，!:;7(紫外检测，进样量%""#@。用>?@A和毛
细管区带电泳法（AF’）测定了自制对照品的纯度，结果表明，自制对照品的纯度在&&2"G以上，稳定性好，且!种
方法测定的结果具有可比性。
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胡黄连（?’)@"(.5)2,",’)@.$）为玄参科植物胡
黄连（5)2,",’)@.*2,"A’3#.,))&#",.）的干燥根茎，主
要分布于四川西部、云南西北部和西藏南部。有清

湿热、除骨蒸和消疳热的功效，临床用于湿热泻痢、

黄疸、疟疾、骨蒸潮热和小儿疳热［%］。目前，已经从

胡黄连中分离出许多活性成分，如胡黄连甙$，"，

%以及萜类、有机酸、酚类等，其中胡黄连甙"（其分
子结构式见图%）为主要的药效成分，有很强的利
胆、保肝和抗炎作用［%］。胡黄连甙"属于环烯醚萜

类化合物，热稳定性差。运用经典柱色谱方法分离、

纯化胡黄连甙"的过程中，常常需要回流、回收溶
剂、干燥等操作，洗脱时间长，胡黄连甙"易分解，收
率低［%］。因此，常常将胡黄连甙"乙酰化衍生后再
纯化，但最后需要脱乙酰化，操作繁琐［%］，且脱乙酰

化时样品易分解。

本文采用制备型高效液相色谱（>?@A）制备胡
黄连中胡黄连甙"的对照品，运用分析型>?@A和
毛细管区带电泳（AF’）测定其纯度，并测定了胡黄
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图! 胡黄连甙!的分子结构式
"#$%! &’()*’)(+,-.#*(,/#0+!

连药材中胡黄连甙!的含量，对两种分析方法的测
定结果进行了比较研究。对自制的胡黄连甙!对照
品的稳定性进行了考察。

! 实验部分

!%! 仪器、试剂与材料
仪器：!"#$%&’($)*+,高效液相色谱仪；

-./"0"1$)+制备柱（2,,3345,336787，),

!3）；9:;<=%-#（)*,334>7?336787，*!3）分
析柱；安捷伦2-毛细管电泳仪；十万分之一分析天
平（日本岛津）；"@4>,,核磁共振仪；’A6B6CD’EF
GH6I<3型紫外光谱仪；’FJK6HLMB3FJN+2O型红外
光谱仪；"MP#L*,质谱仪；1L>型显微熔点仪；

"-’55,型旋光仪。
试剂和材料：胡黄连药材由中国医学科学院药

用植物研究所提供。胡黄连甙"对照品由#6Q3<公
司提供。乙醇、甲醇和冰醋酸均为分析纯，水为双蒸

水。活性碳（?,目，柱色谱用）由北京化工厂提供。
石英毛细管（*+7*I34*,!36787）购自河北永年
光导纤维厂。

!%1 胡黄连甙!的提取、纯化
将胡黄连根茎粉碎，用R,S（体积分数，下同）

乙醇浸润5A后，用R,S乙醇渗漉，收集+倍柱体积
的渗漉液，于?,T以下减压真空干燥，用无水乙醇
转溶，弃掉不溶物，将乙醇溶液于?,T以下减压（约

5,,,’<（)*33&Q））干燥即得粗提物。
取活性炭，于)*,T下活化>A后装柱。取胡

黄连粗提物（与活性炭质量比为)U),），配制成5*
Q／(的水溶液，上柱（)5,I342,I36787）进行吸附
色谱分离。依次以水、*,S乙醇、N*S乙醇洗脱，收
集N*S乙醇洗脱液，于?,T下减压浓缩并干燥，即
得胡黄连甙"粗品。

图1 胡黄连甙!的制备色谱图
"#$%1 2(+.3(3’#4+*5(,63’,$(36,-.#*(,/#0+!

将胡黄连甙"粗品用*,S甲醇溶液溶解（质量
浓度为+,Q／(），进行&’($制备。色谱条件：流动
相甲醇L水（体积比为)U)），流速+3(／36H；检测波
长5?*H3；进样量),,!(。收集相应的组分（见图

5），?,T下减压除去甲醇，水溶液经冷冻干燥，即得
胡黄连甙"对照品。

!%7 对照品溶液和样品溶液制备
对照品溶液：精密称取经五氧化二磷减压干燥

至恒重的胡黄连甙"对照品*3Q，置于),3(容量
瓶中，甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，从中精密量取

)7,3(，置于),3(容量瓶中，甲醇稀释至刻度，即
得。自制胡黄连甙"对照品溶液同此法配制。
样品溶液：分别精密称取胡黄连药材+,3Q，置

于),3(具塞试管中，加入甲醇R3(，室温下超声
提取5,36H，离心（2,,,J／36H），取上清液。重复提
取步骤5次，合并2次上清液，用,7>*!3的微孔滤
膜过滤，取续滤液，即得。

!%8 色谱条件

&’($法：柱温为室温；检测波长5?*H3；流动
相组成为甲醇L水L冰醋酸（>,U?,U,72，体积比）；流
速)3(／36H；进样量),!(。

$9M法：),,33:B／(硼酸缓冲液（C&N7*），电
压2,KV，柱温5*T，检测波长5),H3；在此条件
下，分析物的分离时间短且与样品中其他成分完全

分离；为了提高分析的重现性，每次进样前，毛细管

分别用)3:B／(/<%&溶液冲洗)36H，双蒸水冲洗

536H，运行缓冲液冲洗236H。

1 结果与讨论

1%! 自制胡黄连甙!的物理常数及结构鉴定
性状：白色片状结晶，易溶于甲醇。

熔点和比旋度：熔点为)>)#)>2T，比旋度为

W))*X。
紫外光谱最大吸收波长!3<=（甲醇溶液）：55,，

5?2和5N5H3。
红外光谱"3<=（YZJ压片）：2>)+，)R,R，)?*>，

)*N+，)*,*I3W)。
核磁共振光谱（/0@）（溶剂：$-2%-）（结构式
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参照图!）如下：
!"谱："#!，$%&&（!"，’，!()%!"*）；"#+，

,%-.（!"，’，!(/%+"*）；"#-，$%.!（!"，0）；"#$
和"#)，&%,$!&%,)（&"，0）；"#,，$%!$（!"，1’，!
(/%/"*）；"#/，+%//（!"，12）；"#!.，+%3/和-%&.
（&"，45，!(!+%!"*）；"#!6，-%3&（!"，’，!(/%)
"*）；"#&6，"#+6，"#-6，"#$6，+%&/!+%-+（-"，0，

2789:#"）；"#,6，+%,,（!"，0），+%)-（!"，0）；"#
&;，/%$)（!"，’，!(!%/"*）；"#$;，,%33（!"，’，!
(3%&"*）；"#,;，/%,&（!"，’’，!(!%/"*和3%&
"*）；"#!!，<="++%)+（+"，2）。

!+=谱：=#!，)$%./；=#+，!-&%-&；=#-，!.&%),；

=#$，+,%//；=#,，3!%/&；=#/，,!%+.；=#3，,,%33；=#
)，-+%&-；=#!.，,&%),；=#!!，!,/%3/；=#!&，$,%-3；

=#!;，!&&%.3；=#&;，!!+%,,；=#+;，!$+%!)；=#-;，

!-3%3+；=#$;，!!,%.!；=#,;，!&$%+&；=#!6，))%/&；

=#&6，/-%3/；=#+6，/3%,3；=#-6，/!%3.。
所有理化常数和光谱数据都与文献数据［&，+］一

致，且购得的胡黄连甙"对照品和自制对照品的

">?=保留时间及=@A迁移时间一致，采用标准加
入法测定，峰重叠，表明本品确为胡黄连甙"。

!"! #$%&和&’(测定胡黄连甙!的含量及纯度

!"!") =@A和">?=法的方法学考察
以峰面积（"）对浓度（#，8／?）作图，">?=和

=@A法的标准曲线分别为"(/%/!/B!.C3#D
.%..+-)3（$(.%)))$）和"($%,!$#C+-%+,（$
(.%))!+），线性区间分别为.%.!3-!.E!,,8／?
和.%.&3!.%-+&8／?；峰面积的相对标准偏差
（FGH）分别为.%)+I和.%/-I（%($），保留时间
和迁移时间的FGH分别为.%$-I和.%&&I（%(
$）；回收率分别为)/%&I（FGH(.%$.I，%($）和

))%&I（FGH(&%+3I，%($）。

!"!"! 胡黄连药材和自制胡黄连甙"对照品的含
量和纯度测定

运用">?=和=@A法对胡黄连药材和自制胡
黄连甙"对照品进行了含量和纯度测定（%($），结
果表明，运用">?=和=@A法，药材中胡黄连甙"
的含量分别为3%3-I（FGH(!%++I）和)%!+I
（FGH(-%&!I），自制胡黄连甙"的纯度分别为

))%,I（FGH(.%3)I）和))%!I（FGH(!%&/I），
二者的结果具有可比性。=@A法比">?=法更加
快速，适合于高通量样品的分析。

图+是对照品和药材样品的典型色谱图；图-
是对照品和药材样品的电泳图。

!"!"* 胡黄连甙"对照品稳定性的研究
实验表明自制胡黄连甙"的纯度高于))%.I，

可作为对照品使用。运用">?=法对其稳定性进
行了考察，结果表明，胡黄连甙"在密闭容器中、避
光、低温和干燥的条件下保存!&个月，在.，!，&，+，

,，!&个月时，分别测定其纯度，结果为))%,I，

))%)I，))%$I，))%,I，))%/I和))%/I，说明其
稳定性良好。

图* 自制对照品（+）和胡黄连药材（,）的色谱图
-./"* &0123+42/1+35267187+1897.:125.98!:2;412<（+）+;9

!"#$%&’(#)*%*"#$’+5+37<8（,）

图= 自制对照品（+）和胡黄连药材（,）的电泳图
-./"= (<8:41270812/1+35267187+1897.:125.98!:2;412<（+）

+;9!"#$%&’(#)*%*"#$’+5+37<8（,）

* 结论

该法采用渗漉法提取、活性炭吸附柱色谱、高效

液相色谱法纯化以及减压回收溶剂和减压干燥等步

骤进行制备，克服了以前用常规方法提取、纯化过程

中胡黄连甙"不稳定、操作繁琐和纯度低的缺点。
自制胡黄连甙"的纯度高于))%.I，可作为对

照品使用。
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