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摘要  采用“醇提凝析法”从伞房花耳草中分离提纯乌索酸 ,并用光谱等技术对乌索酸结构进行了表征 ,建立了伞房花耳草中乌索酸的
分离提纯及含量测定的方法。结果表明 ,此方法具有快速简便、精密度高、重现性好、线性范围宽的特点 ,可用于乌索酸的质量控制。
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Separation and HPLC Analysis of Ursolic Acid in Hedyotidis Cory mbosae Lam
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Abstract  To develop a method for extracting and analysis of ursolic acid i n Hedyotidis Corymbosae Lam.the method of ethanol extracting and agglutina-
tion separating were used to extract ursolic acid from Hedyotidis Corymbosae Lamand the structure of ursolic acid was identified by IR, MS ,NMR.HPLC
was carried out onthe chromatographic column of SymmetryShield RP18( 3 .9 mm×150 mm,5 μm)at 25 ℃ ,using methanol- water(88∶12 , V/ V)as mobile
phase with a flowof 1 .0 ml/ min,and detection wavelength was set at 210 nm.There was a good relationshi p betweenthe peak area and the sample content
injected at the range of 3 .9～19 .6 μg(r = 0 .999 9) .The content was 99 .58 % by HPLCand the gai nrate was 3 .04‰ .The method was si mple ,accurate
and had good repeatability and wider linear range ,and can be used to evaluate the quality of ursolic acid .
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  伞房花耳草, 又名蛇舌草、水线草 ,为茜草科耳草属植物

伞房花耳草( Hedyotis corymbosa Lam.) 的干燥全草[ 1] , 含有多

种三萜类化合物, 其中乌索酸( Ursolicacid) 含量较高, 为主要

活性成分。近来药理研究发现, 乌索酸具有抗肝炎、抗肿瘤、

抗病毒、抗炎抑菌及增强免疫等多种药理活性 ,具有重要的

药用开发价值[ 2] 。为此, 笔者以伞房花耳草为原料, 采用“醇

提凝析法”分离提纯乌索酸[ 3] , 并建立了 HPLC 测定分析乌索

酸含量的方法。

1  材料与方法

1 .1 实验材料  茜草科耳草属植物伞房花耳草( Hedyotis

corymbosa Lam. ) 全草采自赣西地区宜春市奉新县, 经江西省

天然药物活性成分研究重点实验室鉴定; 乙醇( 浓度95 % , 南

昌利康药械实业有限公司生产) ;“YCXY- 1 号”除杂剂,自制 ;

复合酶制剂( 哈尔滨神农有限公司生产) ; 活性炭( 分析纯, 上

海豪申化学试剂有限公司生产) ;乌索酸对照品( 中国药品生

物制品检定所提供) 。熔点用 Boetius 显微熔点测定仪测定 ,

温度计未经校正; 旋光度用 WZZ- 1S 数字式自动旋光仪测定 ;

红外光谱用PE 公司Spectrum One 傅立叶变换红外光谱仪测

定; 质谱用Autospec- Ulti ma ETOF EL 型质谱仪测定;核磁共振

用INOVA-600 型、Brucker ACF-400 型核磁共振仪测定,TMS 为

内标,DMSO- d6、CDCl 3 为溶剂 ;含量用 Waters 高效液相色谱仪

测定,515 型双泵,2996 光电二极管矩阵检测器。

1 .2 实验方法

1 .2 .1  乌索酸的分离提纯。采用“醇提凝析法”分离提纯。

将干燥后的伞房花耳草10 kg 粉碎成粗粉( 20 目) , 用温水湿

润后,加入原料干重0 .6 % 的复合酶制剂, 于37 ℃左右酶解

处理后, 用8 倍量90 %的乙醇于80 ℃回流提取2 次, 每次1

h ,合并提取液, 过滤, 减压回收乙醇得浸膏,以纯水沉降洗涤

后,加“YCXY- 1 号”除杂剂除杂处理2 次, 过滤, 用95 %乙醇

溶解,调节pH 值 ,加活性炭脱色, 过滤除杂, 再用95 % 乙醇

溶解, 调pH 值, 凝析分离、纯化精制,于80 ℃干燥24 h ,得无

色针状结晶乌索酸样品30 .4 g ,收率为3 .04‰。

1 .2 .2 色谱条件。色谱柱为SymmetryShield RP18 柱( 3 .9 mm

×150 mm,5 μm) , 检测波长λ= 210 nm, 流动相为甲醇- 水( 88∶

12) ,流速为1 .0 ml/ min , 柱温为25 ℃。用外标法定量分析。

1 .2 .3 标准曲线的测定。精确称取乌索酸对照品9 .8 mg , 置

于10 ml 容量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 制成含

乌索酸0 .98 mg/ ml 的对照品溶液。分别吸取乌索酸对照品

溶液4、8、12、16 和20 μl , 按“1 .2 .2”色谱条件进样,平行测定3

次,求其峰面积的平均值得标准曲线。以峰面积对样品进样

量(μg) 进行线性回归 ,得乌索酸回归方程为 Y= 1 .42×105 X

+ 2 .19×104 , R= 0 .999 9 , 表明当乌索酸进样量在3 .9～19 .6

μg 时 ,线性关系良好。

1 .2 .4 样品溶液配制。精确称取乌索酸样品9 .6 mg , 置于

10 ml 容量瓶中 ,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,溶液经0 .45

μm微孔滤膜过滤后作为样品溶液。

图1 乌索酸紫外光谱

2  结果与分析

2 .1 样品结构鉴定 样品为无色针状结晶 ,易溶于热乙醇、

热甲醇, 可溶于乙醚、醋酸乙酯、乙醇、甲醇、丙酮、氯仿等有

机溶剂, 不溶于石油醚和水。熔点为285～287 ℃ , 与乌索酸

对照品混合熔点不下降。经质谱仪测定, 波谱数据与文献[ 4

- 5] 值一致,确证样品为乌索酸[ 6] 。
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2 .2 HPLC 分析乌索酸含量

2 .2 .1 色谱条件的确定。采用甲醇 - 水( 88∶12) 为流动相 ,

出峰时间在7 .4 min 左右( 柱温为25 ℃) ,分离度较好,达基线

分离, 同时流动相的pH 值为5 .4 左右,符合色谱柱的要求。

2 .2 .2 测定波长的选择。取乌索酸对照品溶液 ,在190～400

nm进行光谱扫描, 流动相中乌索酸最大吸收波长为202 .2 nm

( 图1) ,但溶剂甲醇在短波长处均有吸收。为了减少干扰, 并

尽量不降低灵敏度 ,选择210 nm作为检测波长。

2 .2 .3 精密度试验。精密吸取乌索酸对照品溶液10 μl 进

样,重复进样5 次,测得乌索酸峰面积 RSD 为0 .32 %( n =

5) , 表明仪器精密度良好。

2 .2 .4 重现性试验。精密称取同一批乌索酸样品5 份 , 按

“1 .2 .4”方法配制样品溶液 ,吸取10μl 进样分析 ,测得乌索酸

峰面积 RSD 为1 .12 %( n = 5) 。方法重现性好。

2 .2 .5  乌索酸含量测定。吸取样品溶液10 μl 进样分析, 重

复进样5 次, 样品中乌索酸的含量为99 .58 %。乌索酸对照

品及样品HPLC 色谱图见图2。

图2 乌索酸对照品及样品HPLC色谱图

3  结论

( 1) 采用“醇提凝析法”从伞房花耳草中分离纯化乌索

酸,仅以乙醇为溶剂,未加其他有机溶剂,采用自制的“YCXY-

1 号”除杂剂, 有效去除脂类、类脂类、酚类及叶绿素等杂质 ,

不仅保证了产品无有害溶剂残留, 提高了安全性, 而且简化

了操作程序, 降低了生产成本, 有利于乌索酸的富集和纯化 ,

其纯度达99 .58 % , 得率达3 .04‰。

( 2) 该实验建立的反相高效液相色谱定量分析乌索酸含

量的方法, 具有快速简便、精密度高、重现性好、线性范围宽

的优点 ,可作为控制乌索酸产品质量的方法。
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1 .2 .6  抑菌实验。用移液枪精密吸取各菌悬液0 .2 ml 于

不同浓度的培养基中, 用无菌三角涂布棒涂布均匀, 待干后

倒置于生化恒温培养箱中培养( 37 ℃、24 h) , 观察培养

结果。

2  结果与分析

经过37 ℃、24 h 培养后观察结果如表2。由表2 可见,

  表2 不同浓度的提取液培养基的抑菌情况

菌种 提取液
提取液培养基浓度∥%

0 0 .05 0 .10 0 .15 0 .20 0 .25 0 .30

金黄色 桫椤叶 + + + + + + + + + + + + +

葡萄球菌 桫椤茎干 + + + + + + + + + + + + +

黄连 + + + + + + + - - -

大肠杆菌 桫椤叶 + + + + + + + - - -

桫椤茎干 + + + + + + + + + + + + + + +

黄连 + + + + + + - - - -

枯草芽 桫椤叶 + + + + + + + + + + + + + + + --

孢杆菌 桫椤茎干 + + + + + + + + + + + - -

黄连 + + + + + + - - - -

 注 :“- ”表示培养基上无菌 ;“+”表示培养基上有菌。

桫椤叶对 大肠杆菌 的抑制 效果较好 , 最低 抑制 浓度为

0 .10 % , 对枯草芽孢杆菌的抑制效果次之, 对金黄色葡萄球

菌的抑制作用最弱 ; 而桫椤茎干对枯草芽孢杆菌的抑制效

果较好, 最低抑制浓度为0 .10 % , 对大肠杆菌的抑制效果次

之, 对金黄色葡萄球菌的抑制作用最弱。桫椤叶和茎干的

抑菌作用与抑菌中药材黄连提取物相比较弱。

3  小结与讨论

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌常会引起食物中毒 , 其主要

症状为呕吐、腹泻、腹痛, 中毒严重可引起死亡; 而枯草芽孢

杆菌属革兰氏阳性需氧芽孢杆菌, 广泛存在于土壤、尘埃和

环境空气中 , 为一种条件致病菌, 可致呼吸道感染、心内膜

炎, 以及菌血症、败血症等 , 而通过实验验证了桫椤叶对大

肠杆菌的抑制效果比较好 , 桫椤茎干对枯草芽孢杆菌的抑

制效果比较好。
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