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摘 � 要:采用半制备高效液相色谱法对川木通中有效成分齐墩果酸进行分离纯化, 纯化齐墩果酸的制备色谱条件:

半制备型色谱柱 ZORBAX SB�C18 ( 9. 4 mm � 150 mm, 5�m ), 流动相乙腈�水 = 87�13, 流速 3 mL /m in,柱温室温, 检

测器 VW D检测器,波长 210 nm,进样量 20 �L。对制备出的馏分进行定性分析。该法具有纯化效果好、操作高效、

快速的特点。
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Isolation and purification of oleanolic acid in caulis

clematidis armand ii by sem i�preparativeHPLC
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Abstract: Sem i�preparativeHPLC w as used to iso late and purify the act ive constituent o f o leano lic acid

from cau lis clematid is armandii. The preparative chrom atography condit ions for the preparat ion of oleano lic

ac id w ere estab lished: sem i�prepara tive colum n of ZORBAX SB�C18 ( 9. 4 mm � 150 mm, 5 �m ), and

m ob ile phase w as acetonitrile�w ater( 87�13) , flow rate w as 3 m L /m in, w ave leng th w as 210 nm, co lum n

tem perature w as room tem perature, injection vo lum e w as 20 �L. The prepared fract ions w ere ana lysized

qualitative ly. Th ism ethod has the characterist ics o f purify effective, efficient operation, and qu ickly to pu�
rify o leano lic acid in caulis clematidis armandii.
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� � 川木通为临床常用中药, �中国药典�2005版收

载为毛茛科铁线莲属植物小木通 C lematis armand ii

F ranch或绣球藤 C. M ontana buch �H am 的干燥根

茎。其性寒,味淡苦,入心、肺、小肠、膀胱经,具有利

尿通淋,通经下乳之功效, 临床常用于治疗水肿、淋

病、小便不通、关节痹痛、经闭乳少等症
[ 1]
。齐墩果

酸为五环三萜类化合物,是川木通中有效成分之一,

通常以游离酸或结成苷的形式存在, 具有多种生物

活性,是治疗急性黄疸型肝炎和慢性病毒性肝炎比

较理想的药物, 具有消炎、降血脂、降血糖等功

能
[ 2]
。

制备型高效液相色谱 (H PLC )是在传统的分析

型 H PLC的基础上发展起来的一种高效分离纯化技

术,具有产品纯度高、产率高、分离速度快等优点。

本文采用半制备液相色谱分离纯化川木通中齐

墩果酸对制备条件进行优化,考察了流动相比例、流

速等因素,研究确定半制备液相色谱法制备齐墩果

酸适宜的制备条件, 为日后对齐墩果酸含量高的中

药材制备纯品齐墩果酸作参考。

1� 实验部分

1. 1� 试剂与仪器

� � 川木通饮片,市售; 齐墩果酸对照品 (昆明科祥
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生物科技有限公司, 批号 081202, 含量大于 98% );

甲醇、乙腈均为色谱纯; 乙醇、盐酸、氯仿均为分析

纯; 纯净水。

Ag ilent 1200半制备 /分析型高效液相色谱仪

[四元梯度泵 ] , VW D检测器, Ag ilent1200色谱工作

站; AR1140电子天平; CW �2000型超声 �微波协同萃
取仪; RE�2000型旋转蒸发仪; 美的 PJ17F�F( Q )型

微波炉; F120型中药粉碎机; DHG�9075A电热鼓风

干燥箱; SH B��循环水式多用真空泵。
1. 2� 实验方法

1. 2. 1� 样品溶液的制备 [ 4] � 取川木通药材粉末

(过 80目筛 ) 5 g, 精密称定, 加入微波专用提取罐

中,加 90%乙醇 45 mL, 60 W微波提取 5 m in, 放冷

后过滤。滤液减压浓缩至干, 加 2 m o l/L 的盐酸

20 m L进行微波低火水解 5 m in。水解液用氯仿萃

取 2次 ( 20 mL, 15 mL) ,合并萃取液, 蒸干, 残渣加

甲醇溶解并定容至 5 mL容量瓶中。重复以上操作

10次,收集到 50 mL的样品溶液, 浓缩约至 25 mL,

备用。

1. 2. 2� 分析型液相色谱条件 � 分析型色谱柱:

E clipse XDB�C18 ( 4. 6 mm � 150 mm, 5 �m ), 流动相

乙腈 �水 = 87 �13, 流速 0. 8 mL /m in, 柱温 25 � ,

VWD检测器,波长 210 nm, 进样量 10 �L。

1. 2. 3� 半制备液相色谱条件 � 半制备型色谱柱

ZORBAX SB�C18 ( 9. 4 mm � 150 mm, 5 �m ),流动相

乙腈�水 = 87 �13, 流速 3 mL /m in, 柱温室温, VW D

检测器,波长 210 nm, 进样量 20 �L。收集 9. 6 m in

馏分。

2� 结果与讨论

2. 1� 制备条件的优化

2. 1. 1� 检测波长的选择 � 通过对样品紫外全光谱

扫描,确定齐墩果酸在 205 nm处有最大吸收波长,

考虑到甲醇在紫外的吸收情况,本实验选用 210 nm

作为检测波长。

2. 1. 2� 流动相体系及配比的选择 � 实验选用乙腈 �
水作为半制备液相色谱的流动相配比。实验表明,

乙腈 �水 ( 87�13)时, 分离效果好, 所有组分出峰情

况与分析型液相色谱相似, 便于进行对照。故选用

乙腈 �水 ( 87�13)作为半制备液相色谱的流动相。

2. 1. 3� 流动相流速的选择 � 考察了流速分别为 2,

3, 4 mL /m in时, 齐墩果酸对照品溶液的出峰情况。

结果表明,增加流速使得齐墩果酸出峰时间缩短,但

溶剂使用量也增大。考虑到在半制备型高效液相色

谱中,流速增加时, 因固定相内扩散阻力起到控制作

用,溶质组分在固定相和流动相两相之间的分配偏

离分配平衡的幅度增加,使得分离能力降低,色谱峰

扩展加剧, 因而溶质稀释程度增加, 流动相消耗增

大, 也增加了经济负担。综合各种因素, 实验选择

2, 3 mL /m in的流速对样品溶液的分离效果进行考

察。结果表明, 流速 2 mL /m in时样品溶液全部出峰

完约 41 m in;流速 3 mL /m in时样品溶液全部出峰完

约 28 m in。在进行制备时流速 2 mL /m in的循环周

期长,且制备一次时, 两种流速所用的溶剂量相差不

大,因此选用 3 mL /m in的流速进行分离制备, 且分

离效果好。

2. 1. 4� 柱温及进样量的选择 � 使用制备用的色谱

柱时,半制备液相不能控温,因此实验时的柱温为室

温 ( 22~ 25 � )。考虑到进样量过大,柱子的分离效

能会下降,所以选用进样量为 20 �L。

2. 1. 5� 制备色谱条件最终的确定 � 具体制备色谱

条件如下: 色谱柱 ZORBAX SB�C18 ( 9. 4 mm �

150 mm, 5 �m ), 流动相乙腈 �水 = 87 �13, 流速

3 mL /m in, 柱温室温 ( 22 ~ 25 � ); 检测波长

210 nm,进样量 20 �L。

� � 样品溶液用 0. 45 �m微孔滤膜过滤, 按上述最

终制备条件进样, 半制备液相色谱图见图 1。收集

9. 6 m in馏分 �。

图 1� 样品溶液的半制备液相色谱图

F ig. 1� Chrom atog raphy o f sam ple so lu tion by

sem i�preparativ eHPLC

2. 2� 定性分析

2. 2. 1� 质谱定性 [ 5] � 用质谱对样品溶液中齐墩果

酸进行定性,质谱离子源采用电喷雾离子源,以正模

式方式扫描,从扫描质谱图中获得样品中齐墩果酸

的分子离子峰位 [M + N a]
+

m /z 480. 4, 可确定样品

中存在齐墩果酸。

2. 2. 2� HPLC定性 � 将收集的齐墩果酸馏分、齐墩

果酸对照品溶液和样品溶液在 HPLC分析条件下进

样分析,见图 2~图 4。
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图 2� 对照品溶液 HPLC色谱图
F ig. 2� HPLC chroma tog ram of o leanolic acid sam ple so lution

图 3� 样品溶液 H PLC色谱图

F ig. 3� HPLC chrom a tog raphy of sam ple so lution

图 4� 半制备液相色谱纯化后的齐墩果酸馏分
(馏分� ) HPLC色谱图

F ig. 4� HPLC chrom atogram of o leano lic acid fraction
( frac tion� ) after purifica tion by sem i�preparativeH PLC

� � 由图 2~图 4可知, 齐墩果酸峰保留时间一致,

说明所收集的馏分就是齐墩果酸。

� � 由于时间关系, 本文只对齐墩果酸馏分进行定

性分析,定量分析有待进一步研究。

3� 结论

� � ( 1)用半制备高效液相色谱法, 以乙腈�水为流

动相,从川木通样品溶液中分离纯化齐墩果酸,纯化

齐墩果酸的半制备色谱条件为: 色谱柱 ZORBAX

SB�C18 ( 9. 4 mm � 150 mm, 5 �m ),流动相乙腈 �水

= 87�13,流速 3 mL /m in,柱温室温 ( 22~ 25 � ) ,检

测器 VWD检测器,波长 210 nm, 进样量 20 �L。

( 2)半制备高效液相色谱法纯化川木通中齐墩

果酸具有分离条件简单、纯化效果好、操作高效、快

速的特点。
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