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摘要：【目的】建立从甜茶叶中制备甜茶素对照品的方法，获得符合要求的甜茶素对照品。【方法】利用大孔树脂

吸附、重结晶和液相色谱法对甜茶叶的水提取物———甜茶素进行分离、纯化结晶，然后采用薄层色谱法和高效液

相色谱法对甜茶素进行纯度检查，并通过ＵＶ，ＩＲ，ＭＳ，ＮＭＲ等对其进行结构鉴定。【结果】从甜茶叶水提取物

中分离、纯化结晶出甜茶素对照品，质量分数Ｗ ＞９９．０％。【结论】建立的制备方法简单可行，所得到的甜茶素

对照品符合中药化学对照品的相关要求，可作为甜茶叶及其相关制剂的质量控制用化学对照品。
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０　引言

　　【研究意义】中药及其制剂的质量控制、药效、药
理及生产工艺等多方面的研究均需要使用相应的化

学对照品。甜茶叶系蔷薇科悬钩子属植物广西甜茶
（Ｒｕｂｕｓ　ｓｕａｖｉｓｓｉｍｕｓ　Ｓ．Ｌｅｅ）的干燥叶，俗称“甜茶”，
主要分布在我国南方丘陵地区，主产广西，有清热、润
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肺利咽、祛痰止咳的功能［１］。甜茶素是甜茶叶的主要
有效成分，可作为甜茶叶及其制剂的主要质量控制指
标性成分；对其进行制备研究，获得高纯度的化学对
照品，为测定甜茶叶及其制剂中甜茶素的含量、研究
甜茶素的活性及其在生物体内的药动学过程提供方

便，也为工业上制备高纯度甜茶素提供有利参考。
【前人研究进展】广西民间使用甜茶叶作为代茶饮料
已有悠久历史，甜茶叶的化学成分研究已有相关文献
报道［２～６］，而目前对于甜茶素的研究主要集中在分离
提取［７～１３］、含量测定［１４，１５］、药理作用［１６～１９］等方面。
【本研究切入点】鲜有甜茶素对照品制备方法及质量
控制研究的报道。【拟解决的关键问题】利用大孔树
脂吸附、重结晶和液相色谱法等方法提取得到高纯度
的甜茶素，为甜茶叶及其制剂的质量控制研究提供化
学对照品。

１　材料与方法

１．１　材料

　　德国ＢＲＵＫＥＲ　ＴＥＮＳＯＲ　２７ＦＴＩＲ红外光谱仪，
日本岛津 ＵＶ－２５５０型紫外光谱仪，德国ＢＲＵＫＥＲ
Ｄｒｘ　５００核磁共振波谱仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｇ６２３０ＴＯＦ
ＭＳ质谱仪，日本岛津 ＬＣ－１０Ａ 液相色谱仪，美国

Ｗａｔｅｒｓ　１５２５－２９９８液相色谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ　２５４５高
压制备液相色谱仪，威玛龙 ＵＣ－３２８２型高压制备液
相色谱仪，ＡＤＳ－７大孔树脂（郑州勤实科技有限公
司）；甲醇、乙腈为色谱纯；水为重蒸馏水；其它溶媒为
分析纯。广西甜茶 （Ｒｕｂｕｓ　ｓｕａｖｉｓｓｉｍｕｓ　Ｓ．Ｌｅｅ）的干
燥叶，采自广西金秀，经广西中医药研究院赖茂祥研
究员鉴定为蔷薇科悬钩子属植物叶。

１．２　方法

１．２．１　粗品的提取分离

　　甜茶叶２ｋｇ，水煎煮提取３次，每次２ｈ，过滤，合
并滤液，浓缩至每１ｍＬ相当于０．３ｇ甜茶叶，于室温
条件下自然冷却；然后在其中加入３倍体积的乙醇，
搅拌，静置２４ｈ，回收乙醇，得每１ｍＬ相当于０．５ｇ
甜茶叶的浓缩液。将浓缩液经 ＡＤＳ－７大孔树脂吸
附，用乙醇 －水系统洗脱，收集乙醇 －水（６０∶４０）的洗
脱液，合并浓缩，经甲醇重结晶，得到甜茶素粗结晶。

１．２．２　对照品的制备

　　将粗结晶用纯水溶解，注入制备液相色谱仪，色
谱条件：色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ　Ｃ－１８柱（２５０ｍｍ×１０
ｍｍ，１０μｍ），流动相为甲醇 －水（７０∶３０），检测波长
为２０５ｎｍ，流速为５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为室温，进样量为

１ｍＬ，按保留时间收集甜茶素组分，并对所收集的同
一组分进行高效液相色谱检测。检测的色谱条件为

色谱柱：Ｃ－１８柱；流动相：乙腈 －水（３０∶７０）；检测波
长：２０５ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：室温。合并保留
时间相同而且纯度大于９８％的组分，回收溶剂，得到
纯度大于９８％的甜茶素对照品。

１．２．３　对照品的纯度检查

１．２．３．１　薄层色谱法

　　取制备得到的甜茶素对照品适量，用甲醇制成３
ｍｇ／ｍＬ的溶液，在同一硅胶 Ｇ板上，按不同的点样
量梯度点样，点样量分别为２０μｇ，４０μｇ，６０μｇ，８０

μｇ，１００μｇ。用３个不同系统的展开剂：系统（１）乙酸
乙酯－丙酮－乙酸－水（体积比为８∶３∶１∶１）；系统（２）
氯仿－甲醇－水（体积比为２０∶６∶０．５）；系统（３）乙酸
乙酯－甲醇－水（体积比为１６∶３∶０．５）；置展开缸分别
展开，展距１５ｃｍ。喷以碘溶液定位，晾干，置白光下
检视。

１．２．３．２　高效液相色谱法

　　精密称取于１０５℃干燥至恒重的对照品适量，加
流动相制成每１ｍＬ含３ｍｇ对照品的溶液，色谱条
件：Ｗｏｎｄａｓｉｌ　Ｃ－１８色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５

μｍ），流动相为乙腈 －水（３０∶７０）；检测波长为２０５
ｎｍ；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为１０μＬ；柱温为室
温。然后改变流动相和波长，分别用甲醇 －水（６５∶
３５）、检测波长２０５ｎｍ和乙腈－水（３０∶７０）、检测波长

２１０ｎｍ进行进一步检测。

１．２．４　对照品的结构鉴定

１．２．４．１　紫外分光光度法

　　取制备得到的甜茶素对照品适量，加水制成约５

μｇ／ｍＬ的溶液，以水为空白溶液，在２００～４００ｎｍ范
围进行扫描，获得甜茶素ＵＶλＨ２Ｏｍａｘ　ｎｍ数据。

１．２．４．２　红外光谱法

　　取制备得到的甜茶素对照品适量，与溴化钾混匀
并压片，在４０００～４００ｃｍ－１范围扫描，获得甜茶素

ＩＲνＫＢｒｍａｘ　ｃｍ－１数据。

１．２．４．３　质谱法

　　取制备得到的甜茶素对照品适量，甲醇溶解，注
入质谱仪，测定甜茶素的 ＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ数据。

１．２．４．４　核磁共振法

　　取制备得到的甜茶素对照品适量，以氘代甲醇为
溶剂，ＴＭＳ为内标，分别测定甜茶素的１　ＨＮＭＲ数据
和１３ＣＮＭＲ数据。

２　结果与分析

２．１　对照品的纯度检查结果

２．１．１　薄层色谱法检查结果

　　在薄层色谱硅胶板中，可见单一的斑点：３种不
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同展开剂系统，５个不同浓度的梯度点样，均为单一
斑点（图１），未见杂质斑点。

图１　甜茶素薄层色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ＴＬＣ　ｏｆ　Ｒｕｂｕｓｏｓｉｄｅ

２．１．２　高效液相色谱法纯度检查结果

　　在上述１．２．３．２色谱条件下，得到甜茶素对照品
的 ＨＰＬＣ图（图２），经二级管阵列检测器ＤＡＤ进行
峰纯度检查，结果显示为单一纯峰，５点紫外光谱图
完全重合（图３），用面积归一化法计算甜茶素含量为

９９．０％。进一步检测（改变流动相和波长）发现，对照
品均为一个主峰，改变流动相分析未见有异常峰。

图２　甜茶素的 ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ＨＰＬＣ　ｇｒａｐｈ　ｏｆ　Ｒｕｂｕｓｏｓｉｄｅ

图３　甜茶素５点紫外光谱图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｐｏｉｎｔｓ　ｏｆ　Ｒｕｂｕｓｏｓｉｄｅ　ｉｎ　ＵＶ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

２．２　对照品的结构鉴定

　　制备得到的对照品为白色粉末，溶于水、甲醇、乙
醇等极性溶剂，ｍｐ　１７６～１７８℃。ＵＶλＨ２Ｏｍａｘ　ｎｍ：
末端吸收。ＩＲνＫＢｒｍａｘ　ｃｍ－１：３３８７（－ＯＨ），２９３１（－
ＣＨ２－），１７２３（－Ｏ－Ｃ＝Ｏ），１６３８（－Ｃ＝Ｃ），１４６０
（－ＣＨ３），１０７６（Ｃ－Ｏ），８８７（Ｃ＝Ｃ－Ｈ）。ＭＳ（ＥＳＩ）

ｍ／ｚ：６６５［Ｍ＋Ｎａ］＋，１６２，１３４（１００），１３３，１１７。１　ＨＮ－
ＭＲ（ＭｅＯＤ，６００ ＭＨｚ，ＴＭＳ）δｐｐｍ：１．２３（３Ｈ，ｓ，

Ｈ－１８），１．３０（３Ｈ，ｓ，Ｈ－２０），４．９８（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ－
１７ａ），５．５１（１Ｈ，ｂｒｓ，Ｈ－１７ｂ），６．１１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．４，

Ｇｌｃ－Ｈ１′），５．１０（１Ｈ，ｄ，Ｊ ＝７．７，Ｇｌｃ－Ｈ１″）。
１３ＣＮＭＲ（ＭｅＯＤ，１５０ＭＨｚ，ＴＭＳ）δｐｐｍ：４０．８（Ｃ－
１），１９．５（Ｃ－２），３８．４（Ｃ－３），４４．１（Ｃ－４），５７．４

（Ｃ－５），２２．２（Ｃ－６），４１．７（Ｃ－７），４２．５（Ｃ－８），

５４．０（Ｃ－９），３９．９（Ｃ－１０），２０．７（Ｃ－１１），３７．３（Ｃ－
１２），８６．０（Ｃ－１３），４４．６（Ｃ－１４），４７．８（Ｃ－１５），

１５４．６（Ｃ－１６），１０４．５（Ｃ－１７），２８．４（Ｃ－１８），１７７．０
（Ｃ－１９），１５．７（Ｃ－２０），９９．８（Ｃ－１′），７５．５（Ｃ－２′），

７８．９（Ｃ－３′），７２．４（Ｃ－４′），７８．１（Ｃ－５′），６３．１（Ｃ－
６′），９５．９（Ｃ－１″），７４．１（Ｃ－２″），７９．１（Ｃ－３″），７１．２
（Ｃ－４″），７９．４（Ｃ－５″），６２．２（Ｃ－６″）。以上数据与文
献［１２，１３］报道的甜茶素基本一致，因此确定该化合
物为甜茶素（Ｒｕｂｕｓｏｓｉｄｅ）。结构见图４。

图４　甜茶素的结构式
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３　结论

　　本实验通过化学分离与制备液相色谱法制备得
到的甜茶素，经薄层色谱法检查，在３种不同展开剂
系统，５个不同浓度的梯度点样下，均为单一斑点；用
高效液相色谱法进行纯度检查，在３个不同流动相系
统和检测波长下均为单一峰，面积归一化法计算甜茶
素含量＞９９％；通过 ＵＶ，ＩＲ，ＭＳ，ＮＭＲ等方法对制
备得到的甜茶素对照品进行结构确定，结果均与已知
数据一致，确定为甜茶素。本实验提取分离、纯化结
晶得到的甜茶素对照品，符合中药化学对照品的相关
要求，可作为广西甜茶及其相关制剂质量控制用的化
学对照品。
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