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摘要： 目的　 研究余甘子总酚的提取纯化工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以溶剂用量、 提取时间、 提取次数为影

响因素， 没食子酸、 葡糖倍苷转移率为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 大孔吸附树脂纯化余甘子粗提物后， 考察

纯化工艺中各项参数， 并对其进行放大验证。 结果　 最佳提取纯化工艺为 ８ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取 ２ 次， 提取时间分

别为 ２、 １ ｈ， 提取液浓缩干燥后以 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂吸附， ４ 倍柱体积纯化水以 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 弃去前

１􀆰 ５ ＢＶ 洗脱液， 收集 １􀆰 ５ ～ ４ ＢＶ 洗脱液， 浓缩， 干燥， 有效部位中没食子酸、 葡糖倍苷总含有量不低于 ５０％ 。
结论　 该方法稳定可行， 可用于提取纯化余甘子总酚。
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　 　 藏药余甘子为大戟科植物余甘子 Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ
ｅｍｂｌｉｃａ Ｌ． 的干燥成熟果实， 民间及临床上常将其

用于治疗高尿酸血症和痛风， 安全性高， 不良反应

少［１］， 疗效确切［２⁃６］， 主要含有多酚、 生物碱、 维

生素、 氨基酸、 微量元素［７］， 性凉， 味甘、 酸、
涩， 功效清热凉血、 消食健胃、 生津止咳。 近年

来， 对余甘子药理活性成分的研究逐渐增多［８⁃１０］，
发现没食子酸、 葡糖倍苷是其主要成分， 课题组前

期对两者组成的余甘子总酚进行了抗痛风活性研

究， 确定其具有较好的成药性。
本实验参考中药创新药物研究开发的相关要

求， 以余甘子多酚成分没食子酸、 葡糖倍苷含有量

为指标， 研究余甘子总酚提取纯化工艺， 以期保证

原料中间体质量的均一、 稳定、 可控， 为该成分进

一步开发成中药有效部位制剂的创新药物奠定

基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 型高效液相色谱仪， 配置

ＤＡＤ 检测器 （美国安捷伦科技公司）； ＸＰ２０５ 型电

子分析天平 ［０􀆰 ０１ ｍｇ， 梅特勒⁃托利多仪器 （上
海） 有限公司］； ＨＷＳ２６ 型恒温水浴锅 （巩义市

予华仪器有限责任公司）； ＤＺＦ⁃６０５０ 型真空干燥箱

（上海精宏实验设备有限公司）； ＳＣ⁃１５０ 型不锈钢

层析 柱 （ 江 苏 沙 家 浜 化 工 设 备 有 限 公 司 ）；
ＬＤ⁃Ｙ１０００Ａ型粉碎机 （上海顶帅电器有限公司）；
Ｒ⁃２１０型旋转蒸发仪 （瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 余甘子药材 （批号 １５０８１５） 购

自安国市一方中药材有限公司， 经上海中医药大学

中药学院生药教研室倪梁红副教授鉴定为正品。 没

食子酸对照品 （批号 １１０８３１⁃２０１２０４） 购自中国食

品药品检定研究院； 葡糖倍苷对照品 （批号 ０７６１⁃
２０１４０９２２） 购自上海纯优生物科技有限公司。 大

孔吸附树脂 ［型号 ＡＢ⁃８， 购自天津正天成澄清技

术有限公司； 型号 Ｄ１０１， 购自天津农药股份有限

公司树脂分公司； 型号 ＸＡＤ１６００， 美国罗门哈斯

（陶氏） 公司生产， 购自北京慧德易科技有限责任

公司； 型号 Ｄｉａｉｏｎ ＨＰ⁃２０， 日本三菱公司生产， 购

自北京绿百草科技发展有限公司； 型号 ＨＺ⁃８０１，

购自上海华震科技有限公司］。 乙腈、 甲醇为色谱

纯， 购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 其余试剂均为分析纯，
购自国药集团化学试剂有限公司。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总酚含有量测定

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取没食子酸对照

品适量， ５０％ 甲醇定容至 １０ ｍＬ 棕色量瓶中， 制得

质量浓度 １􀆰 １８７ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 精密量取 １ ｍＬ，
５０％甲醇稀释至 ２５ ｍＬ， 即得质量浓度 ４７􀆰 ４８ μｇ ／ ｍＬ
的溶液， 同法依次稀释成 ５􀆰 ９４、 ２３􀆰 ７４、 ４７􀆰 ４８、
１１８􀆰 ７０、 ２３７􀆰 ４０、 ４７４􀆰 ８０ μｇ ／ ｍＬ。

精密称取葡糖倍苷对照品适量， ５０％ 甲醇定容

至 １０ ｍＬ 棕色量瓶中， 制得质量浓度 １􀆰 １３８ ｍｇ ／ ｍＬ
的溶液， 精密量取 １ ｍＬ， ５０％ 甲醇稀释至 １０ ｍＬ，
即得质量浓度 １１３􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 同法依次稀

释 成 １１􀆰 ３８、 ４５􀆰 ５２、 １１３􀆰 ８０、 ２２７􀆰 ６０、 ４５５􀆰 ２０、
９１０􀆰 ４０ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液 　 精密称取余甘子饮片粉末

（过三号筛） ０􀆰 １５ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加

入 ５０％ 甲醇 ５０ ｍＬ， 称定质量， 加热回流 １ ｈ， 放

冷， ５０％ 甲醇补足减失的质量， 微孔滤膜过滤， 取

续滤液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 色谱条件 　 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８ 色谱

柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流 动 相 甲 醇

（Ａ） ⁃２％ 乙酸 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ３ ｍｉｎ， ９５％
Ａ； ３～ １０ ｍｉｎ， ９５％ ～ ５０％ Ａ； １０ ～ １１ ｍｉｎ， ５０％ ～
１０％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测

波长 ２７３ ｎｍ， 进样量 ５ μＬ。 色谱图见图 １。
２􀆰 １􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 １􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下 ２ 种

对照品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下各进样

５ μＬ测定。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 溶液质量浓度

为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程分别为没食子酸

Ｙ＝１９􀆰 ００３Ｘ－３２􀆰 ５４３（ ｒ ＝ １）、 葡糖倍苷 Ｙ ＝ ９􀆰 ６８５Ｘ－
３６􀆰 １４９ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ ）， 分 别 在 ５􀆰 ９４ ～ ４７４􀆰 ８０、
１１􀆰 ３８～９１０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性关系。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 取 １􀆰 １８７ ｍｇ ／ ｍＬ 没食子酸

对照品溶液、 １􀆰 １３８ ｍｇ ／ ｍＬ 葡糖倍苷对照品溶液，
１１４１
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１． 没食子酸　 ２． 葡糖倍苷

１． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 每次

５ μＬ， 测得没食子酸、 葡糖倍苷峰面积 ＲＳＤ 分别

为 ０􀆰 ６５％ 、 ０􀆰 ２２％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验　 取余甘子饮片粉末 （过三

号筛）， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试

品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测

得没食子酸、 葡糖倍苷含有量 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ９４％ 、
１􀆰 ００％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 取余甘子饮片粉末 （过三

号筛）， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法平行制备 ２ 份供试

品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 ３”
项色谱条件下进样测定， 测得没食子酸、 葡糖倍苷

峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ２１％ 、 ０􀆰 １０％ ， 表明室温下

溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验 　 精密称取 １４ ｍｇ 余甘

子饮片粉末 ９ 份， 精密加入一定量没食子酸、 葡糖

倍苷对照品溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 计

算回收率。 结果， 没食子酸、 葡糖倍苷平均加样回

收 率 分 别 为 １００􀆰 ３７％ 、 ９９􀆰 ８０％ ， ＲＳＤ 分 别 为

１􀆰 ２４％ 、 ０􀆰 ９０％ 。
２􀆰 ２　 提取工艺考察

２􀆰 ２􀆰 １　 单因素试验　 取余甘子饮片 ５０ ｇ， 以溶剂

种类、 提取次数、 提取时间为影响因素进行单因素

试验， 每个条件设 ３ 组平行对照。 虽然水提取、
７０％乙醇提取时葡糖倍苷、 没食子酸转移率均达到

最大值， 而且基本相同 （图 ２）， 但水提取时粗提

取目标部位纯度较低， 故采用乙醇作为提取溶剂。

图 ２　 没食子酸、 葡糖倍苷转移率

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

２􀆰 ２􀆰 ２　 正交试验 　 以溶剂用量 （Ａ）、 提取时间

（Ｂ）、 提取次数 （Ｃ） 为影响因素， 每个因素 ３ 个

水平； 以 ２ 种成分转移率为评价指标， 计算综合评

分 （Ｙ）， 公式为 Ｙ ＝ （没食子酸转移率＋葡糖倍苷

转移率） ×０􀆰 ５ ／ １００， 应用 Ｌ９（３４） 正交试验进行优

化。 因素水平见表 １， 结果见表 ２， 方差分析见

表 ３。
表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ
水平 Ａ 溶剂用量 ／ 倍 Ｂ 提取时间 ／ ｈ Ｃ 提取次数 ／ 次 Ｄ（误差）
１ ８ １ １ １
２ ９ １􀆰 ５ ２ ２
３ １０ ２ ３ ３

　 　 由此可知， 各因素影响程度依次为提取次数

（Ｃ） ＞提取时间 （Ｂ） ＞溶剂用量 （Ａ）， 其中 Ｃ 有

显著影响 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 最优提取工艺为 Ａ１Ｂ３Ｃ３，
即溶剂用量 ８ 倍， 提取时间 ２ ｈ， 提取次数 ３ 次。
但在预实验中发现， 第 ３ 次提取后引入的杂质量较

大， 给后续分离纯化工作带来困难， 并导致纯化效

率降低， 故将提取次数暂定为 ２ 次。
２􀆰 ２􀆰 ３　 提取工艺验证试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下优

化工艺进行 ３ 批验证试验， 每批药材取样量为

１ ｋｇ， 结果见表 ４。 另外还发现第 ２ 次提取时间为

１ ｈ 时， 提取效率与提取时间为 ２ ｈ 时差异不大

（相对误差约为 １％ ）。 最终确定， 最优提取工艺为

８ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取 ２ 次， 第 １ 次 ２ ｈ， 第 ２
次 １ ｈ。
２􀆰 ３　 纯化工艺考察　 余甘子提取后， 粗提物中葡

糖倍苷、 没食子酸总含有量为 ６􀆰 ８％ ， 为达到有效

部位含有量不低于 ５０％ 的要求， 需作进一步分离
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纯化。 由于对大孔吸附树脂的研究相对较为成熟，
被广泛应用于天然产物的分离和富集［１１⁃１４］， 故本

实验应用该方法进行考察。 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下优化

工艺制备余甘子提取液， 浓缩至浸膏， ６０ ℃下真

空烘干， 得到浅褐色干燥固体粉末， 收率为 ４８％ ，
备用。

表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ
试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（误差） 葡糖倍苷转移率 ／ ％ 没食子酸转移率 ／ ％ Ｙ 综合评分

１ １ １ １ １ ５３􀆰 ９５ ４３􀆰 ９０ ０􀆰 ４９
２ １ ２ ２ ２ ８１􀆰 ７５ ８７􀆰 ２３ ０􀆰 ８４
３ １ ３ ３ ３ ９６􀆰 ７８ ９９􀆰 ０８ ０􀆰 ９８
４ ２ １ ２ ３ ８２􀆰 ９９ ８８􀆰 １３ ０􀆰 ８６
５ ２ ２ ３ １ ７６􀆰 ４４ ８７􀆰 ４０ ０􀆰 ８２
６ ２ ３ １ ２ ５７􀆰 ５７ ６８􀆰 １０ ０􀆰 ６３
７ ３ １ ３ ２ ８３􀆰 １０ ９０􀆰 ０５ ０􀆰 ８７
８ ３ ２ １ ３ ４３􀆰 ８１ ５７􀆰 ２２ ０􀆰 ５１
９ ３ ３ ２ １ ８４􀆰 ８３ ９２􀆰 ２０ ０􀆰 ８９
Ｋ１ ０􀆰 ７７０ ０􀆰 ７４０ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ７３３ — — —
Ｋ２ ０􀆰 ７７０ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ８６３ ０􀆰 ７８０ — — —
Ｋ３ ０􀆰 ７５７ ０􀆰 ８３３ ０􀆰 ８９０ ０􀆰 ７８３ — — —
Ｒ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 １１０ ０􀆰 ３４７ ０􀆰 ０５０ — — —

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ０􀆰 ０００ ２ ４􀆰 ４６０ ＞０􀆰 ０５
Ｂ ０􀆰 ０２１ ２ ４􀆰 ４６０ ＞０􀆰 ０５
Ｃ ０􀆰 ２２３ ２ ４􀆰 ４６０ ＜０􀆰 ０５

Ｄ（误差） ０􀆰 ２５０ ８ — —

表 ４　 提取工艺验证试验结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

（ｎ＝３）
批号 ２０１７０９０１ ２０１７０９０２ ２０１７０９０３ 平均值

葡糖倍苷转移率 ／ ％ ９６􀆰 １１ ９６􀆰 ４３ ９５􀆰 ９８ ９６􀆰 １７
没食子酸转移率 ／ ％ ９９􀆰 ７６ ９９􀆰 ４３ ９９􀆰 ２１ ９９􀆰 ４７

２􀆰 ３􀆰 １　 大孔吸附树脂

２􀆰 ３􀆰 １􀆰 １　 种类　 具有大孔结构的非极性大孔吸附

树脂可吸附极性较小的有机化合物［１５］， 本实验选

择常 用 型 号 （ ＡＢ⁃８、 Ｄ１０１、 ＸＡＤ１６００、 ＨＰ⁃２０、
ＨＺ⁃８０１）， 检测其吸附量、 解吸率， 结果见表 ５。
最终， 选择 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂作进一步分离纯化

工艺研究［１６⁃１７］。
表 ５　 大孔吸附树脂吸附量、 解吸率测定结果

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒｅｓｉｎｓ

型号
葡糖倍苷吸

附量 ／ ｍｇ
没食子酸吸

附量 ／ ｍｇ
葡糖倍苷解

吸率 ／ ％
没食子酸解

吸率 ／ ％
ＡＢ⁃８ ２􀆰 ７４ １􀆰 ２５ ８２􀆰 ６３ ６５􀆰 １５
Ｄ１０１ ２􀆰 ４０ １􀆰 １４ ９９􀆰 ２６ ７５􀆰 ３９
ＸＡＤ⁃１６００ ２􀆰 ７０ １􀆰 ３１ ８４􀆰 ７３ ６４􀆰 ２４
ＨＰ⁃２０ ２􀆰 ４８ １􀆰 ２６ ９３􀆰 ４７ ６７􀆰 ７８
ＨＺ⁃８０１ ５􀆰 ０７ １􀆰 ９３ ７３􀆰 ３６ ５７􀆰 ６８

２􀆰 ３􀆰 １􀆰 ２　 层析柱径高比 　 称取预处理后的 Ｄ１０１
树脂 ４００ ｇ， 平均分为 ４ 份， 每份 １００ ｇ， 湿法装

柱。 取 ４ 份 “２􀆰 ３” 项下药材粉末， 加适量水制成

０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 溶液， 以 １ ＢＶ ／ ｈ 体积流量上样， 考察径

高比 １ ∶ ３、 １ ∶ ６、 １ ∶ １０、 １ ∶ １５ 对没食子酸、 葡

糖倍苷吸附率的影响， 结果见图 ３。 由此可知， 柱

径高比为 １ ∶ ６ 时 ２ 种成分吸附率最高， 故选择其

作进一步研究。

图 ３　 径高比对没食子酸、 葡糖倍苷吸附率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉａｍｅｔｅｒ⁃ｈｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐ⁃
ｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ２　 上样药液

２􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 上样质量浓度 　 称取预处理后的 Ｄ１０１
树脂 １００ ｇ， 湿法装柱， 取 “２􀆰 ３” 项下药材粉末，
加适量水制成一定质量浓度溶液， 以 １ ＢＶ ／ ｈ 体积

流量上样， 考察上样质量浓度 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ３、 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 对没食子酸、 葡糖倍苷吸附率的影

响， 结果见图 ４。 由此可知， 上样质量浓度为

０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ时 ２ 种成分吸附率最高， 故选择其作进一

步研究。
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图 ４　 上样质量浓度对没食子酸、 葡糖倍苷吸附率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 上样体积流量 　 取 “２􀆰 ３” 项下药材粉

末， 加适量水制成 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 溶液， 考察体积流量

０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ 对没食子酸、 葡糖倍

苷吸附率的影响， 结果见图 ５。 由此可知， 上样体

积流量越小吸附越充分， 但周期也随之延长， 综合

考虑时间、 吸附率， 选择１ ＢＶ ／ ｈ作进一步研究。

图 ５　 上样体积流量对没食子酸、 葡糖倍苷吸附率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐ⁃
ｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ３　 洗脱工艺　 本实验研究目的是确定合适的

洗脱速率梯度， 使水洗脱过程中水溶性杂质与目标

部位达到良好的分离， 并且目标部位活性组分含有

量符合相关要求。
２􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 洗脱体积流量 　 称取预处理后的 Ｄ１０１
树脂 １００ ｇ， 平行 ５ 份， 湿法装柱， 径高比为１ ∶ ６。
取上样液 ８０ ｍＬ （没食子酸、 葡糖倍苷总含有量为

１０􀆰 ６４％ ）， ４００ ｍＬ 纯化水以不同体积流量进行洗

脱， 前 １􀆰 ５ ＢＶ 洗脱液弃去， 收集第 １􀆰 ５ ～ ４ ＢＶ 洗

脱液， 浓缩干燥， 测定 ２ 种成分总含有量， 结果见

图 ６。 由此可知， 洗脱体积流量越大， 总含有量越

低， 但过大时水溶性杂质与目标组分不能得到很好

的分离， 从而影响终产品目标组分含有量， 最终确

定为 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ。
２􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 加水量 　 称取预处理后的 Ｄ１０１ 树脂

５００ ｇ， 湿法装入层析柱中， 取 “２􀆰 ３” 项下药材粉

末， 配制成 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 药液 １００ ｍＬ， 以 １ ＢＶ ／ ｈ 体

积流量通过层析柱， 用水洗脱， 每半个柱体积收集

１ 份， 直至无目标组分流出， 再用 ５０％ 、 ９５％ 乙醇

进行洗脱， 接收液分别浓缩、 干燥后得到固体粉

图 ６　 洗脱体积流量对没食子酸、 葡糖倍苷总含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

末， 测定没食子酸、 葡糖倍苷总含有量， 结果见

图 ７。 由此可知， 当加水量达 ４ ＢＶ 时， 目标组分

已基本上完全被洗脱。 合并 １􀆰 ５ ～ ４ ＢＶ 洗脱液， 浓

缩干燥后测得 ２ 种成分总含有量为 ５７􀆰 ９％ ， 符合预

定要求， 故选择 ４ ＢＶ 水洗脱比较合适 （前 １􀆰 ５ 倍

柱体积所含目标成分纯度不高， 弃去）。

图 ７　 加水量对没食子酸、 葡糖倍苷总含有量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ４　 分离纯化工艺确定　 选用经预处理的 Ｄ１０１ 树

脂， 柱径高比为 １ ∶ ６， 上样质量浓度为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ，
上样体积流量为 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ， 提取物用水溶解上柱，
每 ５００ ｇ 树脂先用 ７５０ ｍＬ （１􀆰 ５ ＢＶ） 水洗脱除去

部分非目标杂质， 再用 １ ２５０ ｍＬ （１􀆰 ５～ ４ ＢＶ） 水

洗脱收集， 浓缩干燥， 得到余甘子总酚， 其性状为

白色至淡黄色固体粉末， 收率约为 ４􀆰 ８％ 。
２􀆰 ４　 纯化工艺验证试验　 通过 ３ 批验证试验可知，
余甘子总酚有效部位中没食子酸、 葡糖倍苷总含有

量均在 ５０％ 以上， 见表 ６。
表 ６　 纯化工艺验证试验结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ
（ｎ＝３）

试验号
上样量相当于

生药克数 ／ ｇ
没食子酸、葡糖倍苷

总含有量 ／ ％
１ １ ０００ ５６􀆰 ７
２ １ ０００ ５６􀆰 １
３ １ ０００ ５６􀆰 ３
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３　 讨论与结论

根据 《药品注册管理办法》 的相关要求， 中

药有效部位制剂定义为 “未在国内上市销售的从

植物、 动物、 矿物等物质中提取的有效部位及其制

剂， 其有效部位含量应占提取物的 ５０％ 以上”。 为

了提高有效部位原料的质量可控性、 安全性、 有效

性， 本研究以 ＨＰＬＣ 法测定已知结构化合物含有量

大于 ５０％ 为目标， 发现相比于紫外色谱法， 有效

部位含有量的要求进一步提高。
综上所述， 本实验通过筛选大孔吸附树脂材

料、 优化余甘子总酚提取纯化工艺， 结合多批中试

验证， 确定了抗痛风中药有效部位制备工艺路线及

参数， 并参考了中药有效部位新药注册申请的相关

要求。 上述研究过程和思路具有一定的代表性， 可

为同类新药制备工艺的开发提供参考和借鉴。
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