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摘要： 目的　 分析没食子酸⁃生物碱配伍的存在状态。 方法　 将没食子酸与生物碱 （苦参碱、 苦参素、 槐定碱、 汉防

己甲素、 金雀花碱、 秋水仙碱） 按 １ ∶ １、 １ ∶ ３、 １ ∶ ６ 比例配伍， 根据超滤、 纳滤分离情况， 并借助紫外分光光度法、
核磁共振技术判断上述酸碱混合物在复合溶液中的存在状态。 结果　 没食子酸与碱性较强的生物碱 （槐定碱、 金雀花

碱、 苦参碱） 配伍时， 其透过率明显下降， 谱带 １ 的 λｍａｘ发生不同程度的蓝移， 而谱带 ２ 的 λｍａｘ出现红移， ２ 条谱带

λｍａｘ所对应的吸光度有所下降， 氢化学位移向低场位移明显； 与碱性较弱的生物碱 （苦参素、 汉防己甲素、 秋水仙

碱） 配伍时， 该成分透过率及光化学变化不明显。 结论　 没食子酸与生物碱解离常数 （ｐＫａ） 差值越大， 膜截留特征

越明显。 复合溶液中没食子酸与生物碱配伍后， 前者透过率在纳滤中的下降程度明显大于超滤中。
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　 　 中药生产过程中有效成分的提取、 精制是影响

产品质量的关键环节， 而成分之间的相互作用将直

接影响生产过程中的质量传递［１⁃２］， 特别是富含酸

碱类成分的中药复方［３］。 目前研究认为， 中药酸

碱复合物反应成盐引起的分子量变大、 溶解度降低

等现象会在浓缩、 醇沉等制药环节造成成分的损

失［４⁃６］。 但酸碱化合物存在酸碱性强弱的区别， 其

成分存在复合成盐反应的同时， 也会生成一种介于

游离态与复盐态之间的存在状态， 即官能团之间以

较弱分子间作用力结合的缔合态［７］， 但迄今为止

有关研究相对薄弱。
紫外分光光度法是一种根据吸收光谱来研究物

质结构及其相互作用的有效手段［８］， 每种物质均

具有不同的空间结构， 吸收光能量情况也存在差

异， 具有独特的光吸收谱线， 因此可借助该方法判

断酸碱复合物配伍前后官能团变化情况， 同时通过

核磁共振氢谱综合判断酸碱类成分在溶液中的存在

状态。 由于存在状态的改变会影响分子大小与荷电

特征， 故本实验采用以分子筛分、 道南效应为主要

分离原理的超滤和纳滤分离技术， 对中药代表性酚

酸成分没食子酸与碱性呈梯度变化的生物碱进行配

伍， 分析膜分离行为， 研究该类成分在溶液中的存

在状态， 以期为中药复方的精制分离提供数据

支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＮＦ⁃１８１２⁃Ｓ２ 型膜分离实验装置 （海安

宏麦机械有限公司）； 聚醚砜超滤膜 ［截留分子量

１０ ｋＤａ， 星达 （泰州） 膜科技有限公司］； 聚酰胺
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纳滤膜 （截留分子量 ６００ ～ ８００ Ｄａ， 南京拓鉒医药

科技有限公司）； ＦＡ⁃１００４ 型电子天平 （万分之

一）、 ＦＡ⁃２２０４ 型电子天平 （十万分之一） （上海

安亭电子仪器厂）； ＫＨ⁃２５０Ｂ 型超声波清洗器 （昆
山禾创超声仪器有限公司）； Ａｖａｎｃｅ ４００ 型核磁共

振仪 （德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； Ｔ６ 新世纪紫外可见分

光光度计 （北京普析通用仪器有限责任公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 没食子酸 （批号 ＦＹ１８０１０６， 纯

度≥ ９８％ ）、 苦参碱 （批号 ＦＹ１８０１２０， 纯度 ≥
９８％ ）、 苦参素 （批号 ＦＹ１８０１３０， 纯度≥９８％ ）、
槐定碱 （批号 ＦＹ１７０９１１， 纯度≥９８％ ）、 汉防己甲

素 （批号 ＦＹ１７１２０３， 纯度≥９８％ ）、 金雀花碱 （批
号 ＦＹ１７０３２５， 纯度 ≥ ９８％ ）、 秋水仙碱 （ 批号

ＦＹ１７１２０６， 纯度≥９８％ ） 原料药均购于郑州丰耀

农业科技有限公司； 没食子酸对照品 （ 批号

１１０８３１⁃２０１２０４） 购于中国食品药品检定研究院。
氘代二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ⁃ｄ６， 纯度 ９９􀆰 ９％ ） 购于

美国 ＣＩＬ 公司； 甲醇、 乙腈为色谱纯； 其他试剂均

为分析纯。
２　 方法

２􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取没食子酸对照品

适量， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 流动相溶解并定容至刻

度， 即得 （质量浓度为 ０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２　 膜分离原液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 单一供试品溶液　 称取没食子酸原料药适

量， 纯化水制成质量浓度为 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的药液，
超声处理 １５ ｍｉｎ， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 混合供试品溶液　 以 １ ∶ １、 １ ∶ ３、 １ ∶ ６ 比

例称取没食子酸、 生物碱适量， 纯化水制成没食子

酸质量浓度为 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合溶液， 超声处理

１５ ｍｉｎ， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ３　 分光光度法待测溶液 　 按 “２􀆰 ２” 项下方法

制备， 没食子酸与生物碱比例为 １ ∶ ３。
２􀆰 ４　 核磁样品

２􀆰 ４􀆰 １　 单一供试品溶液　 称取没食子酸、 苦参碱、
苦参素、 金雀花碱、 槐定碱原料药适量， 加入

０􀆰 ６ ｍＬ氘代水， 振荡溶解， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎ，
转移到 ５ ｍｍ 外径核磁管中， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ２　 混合供试品溶液　 称取没食子酸适量， 与

生物碱以 １ ∶ ３ 比例混合， 加入 ０􀆰 ６ ｍＬ 氘代水溶

解， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 转移到 ５ ｍｍ 外径核

磁管中， 即得。
２􀆰 ５ 　 色谱条件 　 参考文献 ［ ９］。 采用 Ｈｅｄｅｒａ
ＯＤＳ⁃２ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相

甲 醇⁃０􀆰 １％ 三 氟 乙 酸 （ ２０ ∶ ８０ ）； 体 积 流 量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２７０ ｎｍ； 进样

量 １０ μＬ。
２􀆰 ６　 膜分离实验　 选取已用纯化水清洗至中性条件

下的超滤膜， 组装超滤系统。 采用 １ ｋＤ 超滤膜进

行超滤 （操作温度 ２５ ℃， 操作压力 １３􀆰 ７９ ｋＰａ），
将超滤系统的进液端、 超滤端、 截流端放入装有

“２􀆰 ２􀆰 １” 项下供试品溶液的容器内进行循环， 待

吸附⁃解吸附达到平衡时将容器内溶液搅拌均匀，
作为平衡液， 将超滤端取出进行滤液收集， 待超滤

完全后混匀， 取出超滤液， 计算透过率 （Ｔ）， 公

式为 Ｔ ＝ （Ｃ超滤 ／ Ｃ平衡） ×１００％ ， 其中 Ｃ超滤 是超滤

液中溶质质量浓度， 单位 ｍｇ ／ ｍＬ； Ｃ平衡 是平衡液

中溶质质量浓度， 单位 ｍｇ ／ ｍＬ。 纳滤操作步骤同

超滤。
２􀆰 ７　 紫外可见分光光度实验　 将待测空白水溶液

及样品置于同一石英比色皿中， 室温下进行全波长

扫描 （１９０ ～ ６００ ｎｍ）， 每 １ ｎｍ 采集一次数据， 扫

描速度 １０ ｎｍ ／ ｓ。
２􀆰 ８ 　 高 场 核 磁 实 验 　 ＮＭＲ 数据的１Ｈ 图谱由

Ｂｒｕｋｅｒ Ａｖａｎｃｅ ４００ 核磁共振波谱仪在恒温 （２５ ℃）
下采集得到， 采用 ｚｇ３０ 脉冲序列， 具体参数为谱

宽 （ＳＷＨ） ８ ２２３； 采样点数 （ＴＤ） ６５ Ｋ； 采样时

间 （ＡＱ） ３􀆰 ９８ ｓ； 弛豫延迟时间 （Ｄ１） １ ｓ； 采样

次数 （ＮＳ） １６ 次； 增益次数 （ＲＧ） １２４。
３　 结果

３􀆰 １　 复合物膜分离情况 　 没食子酸为酸性化合

物， 当与不同碱性的生物碱配伍时可起到调节溶

液酸碱性的作用， 使其呈分子态或离子态。 当溶

液 ｐＨ ＝ ｐＫａ－ ２ 时， 该成分主要以游离态形式存

在； 当溶液 ｐＨ＝ ｐＫａ＋２ 时， 该成分主要以离子态

形式存在。
选取 ｐＫａ 值不一样的 ５ 种生物碱 （槐定碱、

金雀花碱、 苦参碱、 苦参素、 秋水仙碱） 与没食

子酸进行配伍， 其中槐定碱分子量、 ｐＫａ 分别为

２４８ Ｄａ、 ８􀆰 ９７［１０］， 金雀花碱分别为 ２３４ Ｄａ、 ８􀆰 １，
苦参碱分别为 ２４８ Ｄａ、 ７􀆰 ７， 苦参素分别为２６４ Ｄａ、
５􀆰 ８［１１］， 秋水仙碱分别为 ３９９ Ｄａ、 １􀆰 ８４， 没食子酸

与不同生物碱配伍的透过率见表 １。 由此可知， 两

者以 １ ∶ １ 比例配伍时超滤透过率无明显变化， 而

在纳滤条件下略微下降； 随着配伍比例升高

（１ ∶ ３、 １ ∶ ６）， 透过率均呈显著下降趋势， 并且

在生物碱碱性增强时更为明显， 表明没食子酸透过

率与酸碱 ｐＫａ 差值呈现一定的相关性。
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表 １　 没食子酸⁃生物碱配伍透过率测定结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

配伍
超滤透过率 ／ ％ 纳滤透过率 ／ ％

１ ∶ １ １ ∶ ３ １ ∶ ６ １ ∶ １ １ ∶ ３ １ ∶ ６

没食子酸 — ８１􀆰 ８３ — — ８１􀆰 ６７ —

没食子酸⁃槐定碱 ７８􀆰 ０７ ４３􀆰 ８９ ４０􀆰 ３５ ６７􀆰 ９３ ３３􀆰 ３６ ３１􀆰 ０２

没食子酸⁃金雀花碱 ７８􀆰 ３５ ４４􀆰 ９５ ４２􀆰 ０３ ６８􀆰 １３ ３４􀆰 ０８ ３１􀆰 ３８

没食子酸⁃苦参碱 ７９􀆰 ７２ ４６􀆰 ８７ ４５􀆰 ２６ ７０􀆰 ６９ ３５􀆰 ６４ ３２􀆰 ０３

没食子酸⁃苦参素 ８０􀆰 ０２ ６５􀆰 ００ ６３􀆰 ６７ ７６􀆰 ０３ ６２􀆰 ３７ ５８􀆰 ３８

没食子酸⁃秋水仙碱 ８４􀆰 １２ ８３􀆰 ０７ ８０􀆰 ２８ ８０􀆰 ３８ ８０􀆰 ０２ ７８􀆰 ８９

　 　 在超滤、 纳滤条件下， 单一没食子酸提取液中

的透过率相似， 均在 ８１％ 左右； 复合溶液中没食

子酸与碱性较强的生物碱 （槐定碱、 金雀花碱、
苦参碱） 配伍后， 纳滤透过率下降程度大于超滤，
约在 １０％ 左右， 而与碱性较弱的生物碱 （苦参素、
秋水仙碱） 配伍后， ２ 种膜分离差异不明显。

没食子酸透过率的变化是因为该成分与生物碱

形成酸碱混合物， 并且由于碱性强弱其存在状态也

不尽相同。 以没食子酸、 金雀花碱为例， 两者在

１ ∶ ３ 配伍比例下的超滤透过率较未配伍下降

３６􀆰 ８８％ ， 而纳滤透过率下降 ４７􀆰 ５９％ 。 超滤分离是

基于孔径筛分原理［１２］， 没食子酸与生物碱配伍后

有一部分形成特殊混合物， 分子量升高， 透过率下

降， 并以复合态或缔合态的形式存在。 根据纳滤膜

分离的电荷效应［１３］， 推断没食子酸与金雀花碱以

１ ∶ ３ 比例配伍时， 所形成的混合物中缔合态与复

合态共存， 并且有 １０％ 以小分子离子态形式存在；
苦参素、 秋水仙碱碱性较弱， 故与没食子酸配伍时

大多形成分子间作用力较弱的缔合态。
３􀆰 ２　 紫外吸收光谱考察 　 图 １ （金雀花碱本身紫

外吸收谱图复杂， 故未纳入研究）、 表 ２ 显示， 没

食子酸具有明显的苯环吸收带特征， 谱带 １ 为 Ｂ
吸收带 （ λｍａｘ ＝ ２６９ ｎｍ）， 谱带 ２ 为 Ｋ 吸收带

（λｍａｘ ＝ ２１９ ｎｍ）。 没食子酸与碱性较强的苦参碱、
槐定碱配伍时， 谱带 １ 的 λｍａｘ发生不同程度的蓝

移， 而谱带 ２ 的 λｍａｘ出现红移， ２ 条谱带 λｍａｘ所对

应的吸光度有所下降； 与苦参素配伍时， 谱带 １、
２ 的 λｍａｘ与对应吸光度的变化不明显； 与秋水仙

碱配伍时， 因为它是酰胺碱而不与酸反应， 故基

本没有变化。 由此可知， 酸碱类成分配伍时由于

存在状态不同， 导致混合物的光化学行为不

一样。

图 １　 没食子酸⁃生物碱配伍的紫外吸收谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｆｏｒ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

　 　 酸碱类成分配伍时， 生物碱上氨基首先与没食

子酸苯环上羧基部分结合， 由于碱性基团的存在使

得羰基吸电子能力增强， 苯环的 π→π∗跃迁能量

增高， 故谱带 １ 的 λｍａｘ出现蓝移。 碱性较强的苦参

碱与槐定碱进一步与苯环上羟基结合而形成羧基阴

离子， 使得 ｐ⁃π 共轭增强， 故谱带 ２ 的 λｍａｘ 出现
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　 　 　 　 　 表 ２　 没食子酸⁃生物碱配伍最大吸收波长 （λｍａｘ）、 吸光度测定结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ （λｍａｘ） ａｎｄ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃ａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

配伍
谱带 １ 谱带 ２

λｍａｘ ／ ｎｍ 吸光度 λｍａｘ ／ ｎｍ 吸光度

没食子酸 ２１０ ２􀆰 ４６８ ２５８ ０􀆰 ８８０

没食子酸⁃槐定碱 ２０５ ２􀆰 ４４７ ２６４ ０􀆰 ４３０

没食子酸⁃苦参碱 ２０６ ２􀆰 ４５８ ２６３ ０􀆰 ４４０

没食子酸⁃苦参素 ２０８ ２􀆰 ４６０ ２５８ ０􀆰 ７５３

没食子酸⁃秋水仙碱 ２０９ ２􀆰 ４６５ — —

　 　 注：—表示与谱带 １ 重合，无法检测。

红移。
　 　 另外， 秋水仙碱的碱性极弱， 故在水溶液中不

与没食子酸发生作用； 其他生物碱除了形成缔合物

外， 还能进一步与没食子酸发生反应而形成酸碱

复盐。
３􀆰 ３　 没食子酸复合物高场核磁结构解析　 通过膜

分离技术和紫外全扫描可知， 不同碱性的生物碱与

没食子酸配伍后， 由于复合物存在状态不同导致其

透过率、 λｍａｘ存在差异。
１Ｈ⁃ＮＭＲ 被广泛用于化合物结构解析， 故本实

验采用该技术进一步分析复合物不同官能团结合的

区别。 将没食子酸与生物碱配伍后的复合物溶于

Ｄ２Ｏ 中， 发现其氢谱化学位移 （４００ ＭＨｚ， Ｄ２Ｏ ＝
９０ ∶ １０） δ 为 ６􀆰 ９１ （２Ｈ， ｓ， ２， ６⁃Ｈ）， ８􀆰 ８２ （１Ｈ，
ｓ， ４⁃ＯＨ）， ９􀆰 １７ （２Ｈ， ｓ， ３， ５⁃ＯＨ）， １２􀆰 ２２ （１Ｈ，
ｓ， １⁃ＯＨ）。 没食子酸与金雀花碱、 槐定碱、 苦参

碱、 苦参素配伍后， １⁃ＯＨ、 ３， ５⁃ＯＨ、 ４⁃ＯＨ 的氢

化学位移消失， 而与秋水仙碱配伍后其变化不明

显， 这是由于碱性较强的金雀花碱、 槐定碱、 苦参

碱与羧基、 酚羟基均能结合， 使氢核外电子云密度

降低， 氢化学位移向低场移动； 苦参素因其中 １ 个

Ｎ 形成 Ｎ⁃Ｏ 原子， 故只有 １ 个 Ｎ 结合； 秋水仙碱

是酰胺碱， 碱性极弱， 与没食子酸不成盐， 故化学

位移无明显变化。
复合盐中主要存在离子作用力， 而缔合物则主

要通过氢键作用相互连接而成， 由于离子键作用力

一般强于氢键， 故在碳谱中的化学位移也存在明显

区别， 将没食子酸分别与生物碱及 ＮａＯＨ 配伍， 用

Ｄ２Ｏ 溶解后进行核磁碳谱检测， 结果见表 ３。 由此

可知， 加入金雀花碱、 槐定碱、 苦参碱、 苦参素后

没食子酸 δＣ＝Ｏ、 δ１⁃Ｃ值向低场位移， 与秋水仙碱配

伍后变化不明显； 没食子酸与 ＮａＯＨ 配伍成盐后，
化学位移变化明显， 其中 Ｃ＝Ｏ、 １⁃Ｃ 变化较大， 并

且两者位移差值大于与生物碱配伍后， 间接表明没

食子酸与生物碱并未以较强的离子作用力结合， 推

测两者可能主要以氢键形式结合形成缔合物， 有一

部分形成复盐。 生物碱上氨基与没食子酸上羰基、
酚羟基形成氢键后， 吸电子效应使得相应官能团碳

核外围电子云密度降低， 故 δ 值向低场位移， 但由

于生物碱碱性不同， 故氨基与酚羟基结合情况也有

所差异。

表 ３　 没食子酸⁃生物碱配伍的１３Ｃ⁃ＮＭＲ 化学位移

Ｔａｂ􀆰 ３　 １３Ｃ⁃ＮＭＲ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｏｆ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

碳原子编号

δ 值（×１０－６）

没食子酸
没食子酸＋

金雀花碱

没食子酸＋

槐定碱

没食子酸＋

苦参碱

没食子酸＋

苦参素

没食子酸＋

秋水仙碱

没食子酸＋

ＮａＯＨ

Ｃ＝Ｏ １６７􀆰 ３９ １６８􀆰 ７２ １６７􀆰 ９８ １６７􀆰 ８７ １６７􀆰 ８３ １６７􀆰 ４１ １６９􀆰 ７７

４⁃Ｃ １４５􀆰 ３６ １４５􀆰 ６０ １４５􀆰 ４２ １４５􀆰 ３６ １４５􀆰 ３８ １４５􀆰 ３７ １４５􀆰 ６０

３， ５⁃Ｃ １３７􀆰 ９４ １３７􀆰 ０３ １３７􀆰 ８２ １３７􀆰 ９２ １３７􀆰 ８０ １３７􀆰 ９５ １３７􀆰 ３７

１⁃Ｃ １２０􀆰 ４１ １２４􀆰 ２８ １２１􀆰 ２７ １２０􀆰 ５６ １２１􀆰 １０ １２０􀆰 ４２ １２４􀆰 ０１

３， ５⁃Ｃ １０８􀆰 ６８ １０８􀆰 ５５ １０８􀆰 ７２ １０８􀆰 ６９ １０８􀆰 ７０ １０８􀆰 ７０ １０８􀆰 ８６

９１４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



４　 讨论

本实验以没食子酸为研究对象， 采用膜分离技

术比较配伍前后存在状态不同时透过率的变化情

况， 并结合紫外分光光度法和核磁技术探究酸碱复

合物官能团的结构特征。 选择碱性呈梯度变化的生

物碱与没食子酸反应， 发现后者与 ｐＫａ 差值不同

的生物碱所生成的混合物在透过率下降程度、 紫外

最大吸收波长、 氢化学位移方面存在差异， 这主要

是由于混合物存在状态不同所致， 没食子酸与碱性

较强的生物碱配伍形成的混合物中， 缔合物与复合

盐共存， 而与碱性较弱的生物碱配伍后一般只生成

缔合物。
中药复方配伍后不同成分之间发生相互作用，

对中药制剂过程中有效成分的提取、 分离、 精制均

会产生影响， 尤其是酸碱类成分配伍， 更易产生反

应。 由于很多影响药品质量的关键工艺与溶液中分

子存在状态有关， 故明确酸碱类成分反应的内在机

理、 反应物不同状态的组成比例， 以及复合物的结

构变化， 对中药复方汤剂临床合煎、 另煎及相关制

剂生产工艺的制定具有重要意义。
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