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摘 � 要: 将猪去氧胆酸粗品形成甲酯,然后用苯结晶, 分离出猪去氧胆酸甲酯, 再利用 N aOH 的乙

醇�水溶液进行水解, 得到纯猪去氧胆酸; 对猪去氧胆酸粗品中含有的主要杂质进行了结晶分离, 通

过 IR, 1 H NM R, 13 C NM R, DEPT 谱, H DM S, DSC/ TGA 和 2D�NMR 进行了结构鉴定,确定其主

要杂质为猪胆酸。
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Abstract: Methy l hyo deox ycholate w as obtained fro m impure hyodeox ycholic acid, and it w as cry stallized

in benzene. T he pure m ethyl hyodeo xy cholate w as then hy droly zed by sodium hydrox ide in aqueous

ethanol, and pure hyodeox ycholic acid w as obtained. T he major im purity w as separated by co lum n

chro matography , and it w as conf ir med as hyocho lic acid by means of IR,
1
H NM R,

13
C NM R, DEPT ,

H DM S, DSC/ TGA, and 2D nuclear r esonances.
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� � 猪去氧胆酸( hyodeoxy cholic acid( 3�, 5�, 6�)�
3, 6�二羟基胆甾烷�24�酸, H DCA)具有较多的药理

作用,如降血脂、镇痉、祛痰等,为人工牛磺的重要成

分;临床上可用于治疗高血症、气管炎以及由肝胆疾

病引起的消化不良,对百日咳菌、金黄色葡萄球菌等

也有抑制作用。H DCA 主要从猪胆汁或提取胆红

素后的废料中进行提取分离, 分离工艺包括皂化和

精制
[ 1�3]
。

提取原料中除含 H DCA (下式 a)外, 还含有相

当数量的其他胆汁酸,如鹅去氧胆酸(下式 b)和猪

胆酸(下式 c) [ 4] ,因此, 提取的猪去氧胆酸中都含有

一定的杂质。目前, 市售的猪去氧胆酸虽然标示的

纯度大多为 98%, mp197 �C以上, 但大多是通过酸

碱滴定法测定的。采用薄层色谱 ( T LC)和 H PLC

(蒸发散射光检测器)测定发现, 绝大部分市售产品

的 H DCA含量不足 90%左右。在 T LC中,猪去氧

胆酸下边含有一个较大的杂质斑点。

� � 当前, 纯化猪去氧胆酸的方法有乙酸乙酯重结

晶法, 丙酮重结晶法,甲醇(乙醇)�水重结晶法等, 需

要使用大量溶剂。因此, 探索新的纯化猪去氧胆酸

的方法对于提高产品质量, 减少药物不良反应等具

有较大的应用价值。

� � 将市售的猪去氧胆酸, 按照 1 � 20( m/ V )的比

例, 进行重结晶,发现在乙酸乙酯、丙酮中都有大量
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图 1

固体未溶解, 而使用乙醇�水或甲醇�水体系进行重
结晶,产物的纯度变化较小,说明这些溶剂体系对猪

去氧胆酸的纯化作用较差。

参照文献[ 4]的方法, 将市售猪去氧胆酸(含量

82%, H PLC法)经甲酯化后, 用苯分离出纯猪去氧

胆酸甲酯�苯加合物; 母液回收溶剂后, 加入乙酸酐

将残留物中所有的羟基乙酰化, 利用结晶方法对杂

质进行分离。猪去氧胆酸甲酯及杂质的酯化物经水

解后,得到较纯的猪去氧胆酸和杂质。

1 � 实验部分

1. 1 � 仪器和试剂

熔点用 Yanaco 显微熔点仪测定, 温度未经校

正;薄层色谱用硅胶 GF254 , 青岛海洋化工厂产品;

H PLC 用 All tech hplc 426, Alltech ELSD 2000蒸

发光散射检测器测定; 核磁共振氢谱用 V arian

INOVA 400(美国)高分辨率核磁共振波谱仪, TM S

作内标;旋光度用 A 12630 APIV/ 6W(美国)自动旋

光仪测定; 高分辨率质谱用 Finnig an LCQ
DECA

(美

国)型质谱仪测定; DSC用 DSC Q100测定;所有试

剂和溶剂均为分析纯,使用前未作特殊处理。

1. 2 � 实验
1. 2. 1 � 猪去氧胆酸的纯化

在 1 L 烧瓶中加入 100 g 含量 82% (质量分数)

的猪去氧胆酸和 350 mL 无水甲醇, 搅拌溶解后, 冷

却在冰水浴中, 缓慢滴加 30 m L 氯化亚砜, 控制滴

加速度使反应液温度不超过 10�C, 滴加完后, 在室

温下搅拌反应 5 h。冷却于冰水中, 往反应液中缓

慢加入固体碳酸钠调节 pH 6~ 7。过滤,用少量冷

甲醇洗涤。滤液和洗液减压回收甲醇至尽, 得淡黄

色固体,再加入 200 mL 苯, 加热使完全溶解, 蒸馏

出约 50 m L 苯, 冷却到室温, 并放置过夜。过滤, 固

体用少量苯洗涤。固体再用苯重结晶, 得白色固体

96. 4 g。

上述固体加入到含有 15 g NaOH 的 1� 1( V /

V )乙醇�水( 200 m L)中,加热回流 16 h,稍冷后, 用

盐酸调节 pH 至 2~ 3, 析出固体, 进一步冷却到室

温,过滤,水和 50% (体积分数, 以下同)乙醇洗涤,

干燥, 得淡黄色猪去氧胆酸 78. 5 g ,纯度 95. 2%, 总

回收率 95. 7%, m p198~ 200 �C, [�]
20
D = + 8. 1�( c=

1%, 甲醇) ; m/ z : 393. 3113 ( M + H
+

, 理论值

393. 2999) , 415. 2819( M + Na+ )。

1. 2. 2 � 杂质的分离和纯化

将苯结晶和重结晶后的母液减压回收苯后得到

的固体中, 加入 50 mL 乙酸酐, 2 g 无水乙酸钠, 加

热回流 5 h,然后减压回收大部分乙酸和乙酸酐, 得

黄色油状物。往油状物中加入 50 mL 乙醚使之溶

解,依次用水、10% (质量分数)的碳酸氢钠溶液、水

洗涤至中性, 无水硫酸钠干燥。过滤, 回收乙醚至

尽,得黄色油状物。

往上述油状物中加入 50 mL 正己烷, 振荡溶

解,冷却到室温,进一步在 0~ 5 �C下放置过夜。析

出的固体经过滤,己烷洗涤,干燥。再依次用无水甲

醇和苯重结晶, 得到白色固体 12. 2 g, m p184 ~

186 �C。

将所得纯产物悬浮于 50 mL 乙醇�水 1� 1( V /

V )溶液中,加入 5 g 固体 N aOH ,加热回流 6 h。稍

冷后, 用盐酸调节到 pH 2~ 3,然后冷却到室温。过

滤,用水洗涤 2 次, 再用 50% 乙醇洗涤, 干燥, 得淡

黄色固体 8. 5 g, 经与含量 82% 的猪去氧胆酸作

TLC分析, 发现该固体即为猪去氧胆酸中所含有的

杂质。

1. 2. 3 � 杂质的结构鉴定

杂质的 mp186 ~ 188 �C, [�]
20
D = + 4. 9�( c =

1. 7% ,乙醇) ; m/ z ( H DM S) : 409. 2985( M + H
+

) ,
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431. 2817( M + Na+ )。

IR ( KBr ) �/ cm
- 1

: 3435. 9, 2934. 1, 1712. 8,

1650. 8, 1456. 2, 1052。

杂质13C NM R与猪去氧胆酸的图谱比较[ 5] ,在

( 66~ 71) � 10- 6多了一个吸收峰, 说明杂质含有 3

个羟基, 其 24�甲酸甲酯�3, 6, 7�三醋酸酯化合物的

mp 为 184 ~ 186 �C, 结合文献 [ 4 ] 和 Co mbined

Chemical Dict ionary 数据,以及 IR谱图与猪胆酸标

准 IR完全一致, 可以判定, 该杂质应该为猪胆酸

( c)。杂质的1H NM R、氢�氢相关谱数据见表 1, 13C

NMR、DEPT 谱、碳氢相关谱和碳氢远程偶合见

表 2。

表 1� 核磁共振氢谱( 1H NMR)数据、氢�氢相关谱( H�gCOSY)及解析结果

�/ � 10- 6 氢数目 裂分情况 归属 氢�氢相关峰 �/ � 10- 6

11. 96 1H s COOH(重水交换) �

4. 33 1H d, ( J= 4. 4 H z) OH�3(重水交换) H�3

4. 20 1H d, ( J= 5. 6 H z) OH�6(重水交换) H�6

3. 90 1H s OH�7(重水交换) H�7

3. 57 2H brs H�6, H�7 OH�7, H�8, OH�6

3. 11 1H brs H�3 OH�3, H�2, H�4, H�2

2. 19~ 2. 33 1H m H�23 H�22, H�22

2. 08~ 2. 12 1H m H�23 H�22, H�22

1. 80~ 1. 92 1H m H�12 H�11

1. 82~ 1. 72 3H m H�2, H�4, H�16 H�2, H�3, H�5, H�15, H�17

1. 56~ 1. 72 4H m H�1, H�4, H�9, H�22 H�1, H�3, H�5, H�8, H�20, H�23

1. 50~ 1. 30 6H m H�1, H�2, H�5, H�8, H�20, H�11, H�15 H�2, H�4, H�6, H�7, H�9, H�11, H�12, H�14, H�16

0. 96~ 1. 29 8H m
H�17, H�12, H�16( 2H ) ,

H�11, H�15, H�22, H�14

H�1, H�3, H�8, H�9, H�11, H�12, H�14,

H�15, H�16, H�17, H�20, H�23

0. 88 3H d, J = 6. 4 H z H�21 H�20

0. 83 3H s H�19 �

0. 60 3H s H�18 �

表 2 � 13C NMR、DEPT谱、碳氢相关及碳氢远程偶合解析结果

�/ � 10- 6 DE PT 归属 碳氢相关谱( g�HM QC) 碳�氢远程偶合

32. 77 CH 2 C�1 1. 80( H�1) , 1. 37( H�1) 4. 33( OH�3) , 1. 70( H�2) , 1. 20( H�2) , 0. 83( H�19)

30. 87 CH 2 C�2 1. 76( H�2) , 1. 47( H�2) 4. 33( OH�3) , 1. 80( H�1) ) , 1. 70( H�4) , 1. 18( H�1)

70. 62 CH C�3 3. 11( H�3) 4. 33( OH�3) , 1. 80( H�1) ) , 1. 18( H�1)

35. 82 CH 2 C�4 1. 70( H�4) , 1. 14( H�4) 4. 33( OH�3) , 1. 80( H�1) , 1. 37( H�1) , 1. 70( H�2) , 1. 20( H�2)

48. 26 CH C�5 1. 39( H�5) 4. 20( OH�6) , 3. 57( H�6) , 1. 68( H�4) , 0. 83( H�19)

71. 16 CH C�6 3. 57( H�6) 4. 20( OH�6) , 3. 90( OH�7)

68. 73 CH C�7 3. 57( H�7) 4. 20( OH�7) , 3. 90( H�6) , 3. 57( H�6)

38. 46 CH C�8 1. 37( H�8) 3. 90( OH�7) , 1. 62( H�9) , 1. 46( H�14)

32. 43 CH C�9 1. 62( H�9)
3. 57(H�7) , 1. 90( H�12) , 1. 38( H�11) ,

1. 14( H�11) , 0. 83( H�19)

35. 77 C C�10 � 1. 80( H�1) , 1. 36( H�1) , 1. 62( H�9) , 0. 83( H�19)

20. 53 CH 2 C�11 1. 38( H�11) , 1. 14( H�11) 1. 90( H�12) , 1. 64( H�9) , 1. 14( H�12)

39. 54 CH 2 C�12 1. 90( H�12) , 1. 16( H�12) 1. 46(H�14) , 1. 10( H�11) , 0. 60( H�18)

42. 24 C C�13 � 1. 92(H�12) , 1. 44( H�14) , 0. 60( H�18)

50. 14 CH C�14 1. 46( H�14) 1. 90(H�12) , 0. 97( H�15) , 0. 60( H�18)

23. 32 CH 2 C�15 1. 46( H�15) , 0. 97( H�15) 1. 68( H�16) , 1. 46( H�14)

27. 98 CH 2 C�16 1. 78( H�16) , 1. 24( H�16) 1. 46( H�15) , 1. 42( H�14) , 1. 10( H�17) , 0. 97( H�15)

55. 72 CH C�17 1. 10( H�17) 1. 80(H�16) , 1. 24( H�16) , 0. 86( H�21)

11. 86 CH 3 C�18 0. 60( H�18) 1. 10(H�17) , 1. 36( H�14) , 1. 92( H�12)
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23. 36 CH 3 C�19 0. 83( H�19) 1. 80( H�1) , 1. 37( H�1) , 1. 62( H�9)

35. 18 CH C�20 1. 38( H�20)
2. 20( H�23) , 2. 10( H�23) , 1. 68( H�22) ,

1. 18(H�22) , 1. 10( H�17) , 0. 88( H�21)

18. 37 CH 3 C�21 0. 88( H�21) 1. 68(H�22) , 1. 18( H�22) , 1. 04( H�17)

30. 92 CH 2 C�22 1. 68( H�22) , 1. 20( H�22) 2. 20( H�23) , 2. 10(H�23) , 1. 38( H�20) , 1. 10( H�17) , 0. 88( H�21)

30. 95 CH 2 C�23 2. 20( H�23) , 2. 10( H�23) 1. 68(H�22) , 1. 18( H�22) , 1. 38( H�20)

175. 14 C C�24 � 2. 20( H�23) , 2. 10( H�23)

� � 在 DSC�TGA分析中,杂质的初始熔融温度为

185. 42 �C, 熔融温度峰值为 186. 29�C。样品在 200

�C前未见失重, 在 300 �C时, 仅失重 6%。因此, 所

测试样品的熔点 185. 4~ 186. 3 �C, 与 M er ck 中记

载的猪胆酸的熔点数据 188~ 190�C相近。

基于以上各项分析,表明猪去氧胆酸中所含有

的主要杂质为猪胆酸, 其化学名为( 3�, 5�, 6�, 7�)�
3, 6, 7�三羟基胆甾�24�酸。
2 � 结论

猪去氧胆酸粗品经甲酯化, 与苯形成复合物,利

用该复合物不溶于苯的特点, 从苯中分离出较纯的

猪去氧胆酸甲酯, 然后进行水解,对猪去氧胆酸进行

纯化,其纯度由 82%提高到 95. 2%,操作简便, 节约

大量有机溶剂;通过结晶方法,分离出猪去氧胆酸中

的杂质,经氢谱、碳谱、核磁二维谱、DSC�TGA、IR、

MS 等分析,结合中间体三醋酸酯的熔点和旋光数

据,表明该杂质为猪胆酸。
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4 � 结论

( 1) 以 PEG�400为相转催化剂合成 1�( 2, 4�二氯
苯基)�2�( 1�咪唑基)�乙醇,反应条件温和,操作方便。

( 2) 优化后最佳工艺为: 甲苯 45 m L, 咪唑 4. 0

g, 1�( 2, 4�二氯苯基)�2�氯�乙醇 10 g ,聚乙二醇�400

7. 5 g ,氢氧化钠溶液浓度为 50% (质量分数) ,反应

温度为 70 �C, 反应时间为 6 h,产率可达 84. 6%。
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