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水杨苷对照品的制备工艺
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［摘　要］　从白柳皮中提取分离水杨苷，并通过纯化工艺，制备水杨苷对照品。采用大孔树脂分

离、正丁醇萃取、重结晶方法从白柳皮中提取水杨苷，经熔点和比旋度测定、元素分析、红外光谱、液

相色谱－质谱联用和核磁共振谱进行水杨苷的鉴别，并采用 ＨＰＬＣ－ＵＶ进行水杨苷纯度测定。结

果表明其含量为９９．１９％，纯度大于９９％，符合中药标准品（供含量测定用）的要求。
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　　杨树花为杨柳科植物毛白杨 （Ｐｏｐｕｌｕｓｔｏｍｅｎｔｏｓａ
Ｃａｒｒ．）、加拿大杨（ＰｏｐｕｌｕｓｃａｎａｄｅｎｓｉｓＭｏｅｎｃｈ）或同
属数种植物的干燥雄花序，收载于《中国兽药典》

２０１０年版二部，具有清热解毒、化湿止泻的功效，主
治湿热下痢、幼畜泄泻［１］。杨树花药材的质量控制

仅进行简单的理化性质鉴别，未有相关活性成分的

薄层及含量测定。研究表明，杨树花主要活性成分

之一为水杨苷，具有显著抗炎作用，对仔猪腹泻引

起的炎症反应具有抑制作用［２］。水杨苷在杨树花

中的含量为０．１６％ ～０．２％，为了提高杨树花药材
质量标准，同时为了研制含杨树花药材的新兽药复

方制剂，其质量控制需要对水杨苷进行含量测定，

而目前我国尚未有法定的水杨苷对照品。为此，有

必要对水杨苷对照品的提取工艺进行系统研究，从

而为制备合格的水杨苷对照品提供依据。本研究

从柳属植物白柳的皮中提取水杨苷，制备了符合中

药对照品（供含量测定用）要求的水杨苷。

１　材料与方法
１．１　试剂与材料
１．１．１　试剂　甲醇、乙酸乙酯、９５％乙醇、盐酸、氢
氧化钠、丙酮、ｐＨ试纸（分析纯，天津博迪化工股份
有限公司提供）；氧化钙、甲醇、三氯甲烷、正丁醇

（分析纯，成都科龙试剂有限公司提供）；乙腈、甲醇

（色谱纯，ｆｉｓｈｅｒ公司）；纯化水、注射用水（自制）。
１．１．２　材料　水杨苷对照品（欧洲药典 ＥＰ，含量
９９．６％，Ｙ００００６６９）；硅胶 （１００～２００目、２００～３００
目，青岛海洋化工有限公司）；大孔树脂Ｄ－１０１（中
蓝晨光化工研究院有限公司）；薄层硅胶板 ＧＦ２５４

（墨克公司）。白柳皮（ＳａｌｉｘａｌｂａＬ）４ｋｇ，采收季
节：春夏；产地：山东。

１．２　白柳皮中水杨苷的提取方法
１．２．１　白柳皮中水杨苷提取工艺　取白柳皮 ４
ｋｇ，剪碎至２～５ｃｍ长度的小段，加１５倍量水煎煮
提取两次，每次１．５ｈ，合并两液，滤过，滤液静置过
夜，取上层澄清提取液Ａ（约９５Ｌ），备用。
１．２．２　水杨苷纯化工艺　大孔树脂的预处理：参
照说明书进行。吸附和解吸附：将以上提取液Ａ加
入大孔吸附树脂中上样吸附（速率：１２Ｌ／ｈ）２４ｈ以
上，用水洗至流出液变为浅黄色后，用２０％乙醇洗
树脂至ＴＬＣ检测无水杨苷，收集２０％乙醇洗脱液，
减压回收乙醇至无醇味，得浓缩液 Ｂ（约１１Ｌ），保
存备用。

正丁醇萃取：取浓缩液 Ｂ，加正丁醇萃取３次，
每次７Ｌ，合并萃取液，减压回收正丁醇，回收完毕
后，样品中加少量甲醇，继续回收溶剂，得水杨苷样

品粗品Ｃ（约１４２．６ｇ）。
正相硅胶法分离纯化水杨苷：取硅胶（２００～

３００目）１．５ｋｇ，加３Ｌ三氯甲烷 －甲醇 ＝８∶１溶液
混合均匀，装柱（７．５ｃｍ×１１０ｃｍ）；取样品粗品 Ｃ，
加甲醇溶解，加硅胶２００ｇ拌样（１００～２００目，比例
为样品：硅胶＝１∶２），旋转蒸发回收溶剂后，上样，
依次采用三氯甲烷－甲醇比例依次为８∶１、５∶１、４∶１
的溶液及纯甲醇梯度洗脱，分段收集各流份（每种

比例洗脱液约２５Ｌ，每段收集５Ｌ）。洗脱产品分别
以ＴＬＣ检测，合并含水杨苷且杂质干扰小的洗脱
液，回收适量溶剂，待析出晶体后，用少量甲醇润
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洗，过滤，得水杨苷粗品Ｄ（９．５ｇ），备用。
水杨苷的重结晶：取水杨苷粗品 Ｄ，加适量甲

醇（约 ５００ｍＬ）热溶，室温冷却结晶，待析出晶体
后，过滤，收集结晶，如此重复操作至滤液无色，收

集结晶，至真空干燥箱中干燥，得水杨苷标准品（编

号：ＳＹＧ－５０２１）。
１．３　水杨苷的结构鉴定　 主要通过对制备得到
的水杨苷进行熔点测定、比旋度测定、元素分析、红

外光谱、质谱、核磁共振谱鉴别（１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－
ＮＭＲ）等研究，对其结构进行确证。
１．４　水杨苷的纯度检测　通过ＨＰＬＣ－ＵＶ测定水
杨苷的纯度。

２　结果与分析
２．１　水杨苷对照品的提取　４ｋｇ白柳皮经提取、
分离纯化和重结晶，获得水杨苷３．７２５ｇ。
２．２　水杨苷熔点　精密称取制备得到的水杨苷
１．０ｇ，放入自动熔点仪中进行熔点测定，设定起始
温度为 １９８℃，终止温度为 ２０２℃，升温速率为
０．５℃／ｍｉｎ，结果表明，测定的样品熔点为１９９．４～
２００．３℃，与文献［３－４］记载的水杨苷的熔点基本一

致，也与欧洲药典对照品一致。

２．３　水杨苷比旋度　精密称取制备得到的水杨苷
０．６０ｇ，加９５％乙醇配制浓度为０．６ｇ／１００ｍＬ的溶
液，加入自动旋光仪中于２０℃温度条件下进行比
旋度测定，结果表明，测定的样品的比旋度为

－４７．３３３，与文献［３］记载水杨苷的比旋度（－４５．６）
基本一致。

２．４　水杨苷元素分析　精密称取制备得到的水杨
苷１００ｍｇ，照《ＪＹＴ０１７－１９９６元素分析仪方法通
则》进行Ｃ、Ｈ元素的测定，测定结果见表１。

表１　水杨苷元素分析结果
样品 Ｃ／％ Ｈ／％

１ ５４．３７ ６．２６２

２ ５４．４２ ６．２７５

平均值 ５４．４０ ６．２６９

　　元素分析结果表明，Ｃ、Ｈ元素与水杨苷的分子
式基本一致。

２．５　水杨苷红外光谱鉴别　称取制备得到的水杨
苷（编号：ＳＹＧ－５０２１）２３．４ｍｇ，加入 ＫＢｒ适量，研
匀，压片，进行红外光谱测试。

图谱解析：νｍａｘ：３４７３ｃｍ
－１、３３２８ｃｍ－１（－ＯＨ），

１６０６ｃｍ－１、１４９５ｃｍ－１（Ｃ６Ｈ５－），１０３５ｃｍ
－１（－Ｏ

－），７６１ｃｍ－１（苯环邻位取代），从 ＩＲ图谱解析数
据可判定该化合物为水杨苷。

２．６　水杨苷液相色谱－质谱联用鉴别　称取制备
得到的水杨苷（编号：ＳＹＧ－５０２１）２１．３ｍｇ，加甲醇
２５ｍＬ，得浓度为０．８４８ｍｇ／ｍＬ的溶液，取１ｍＬ装
入质谱管中，进行质谱检测，质谱图谱见图１。

液相色谱检测条件为：色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅ
Ｃ１８：５０ｍｍ×４．６ｍｍ×３．５ｕｍ；流动相 Ａ：乙腈
（０．０５％三氟乙酸）Ｂ：水（０．０５％三氟乙酸）；梯度
洗脱见表２；流速２．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温４０℃。

质谱条件为：电离源：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；检
测方式：正、负离子检测模式；扫描范围：ｍ／ｚ１００～
１０００；离子源温度：３５０℃；雾化压力：０．３３ＭＰａ；干
燥气流速：９．０Ｌ／ｍｉｎ；毛细管电压：３．５ｋＶ。

图谱解析：ｍ／ｚ：３０４［Ｍ＋Ｈ２Ｏ］
＋，水杨苷分子

量为２８６，故可初步判定该化合物为水杨苷。

图１　水杨苷质谱图谱

表２　流动相梯度洗脱表

时间／ｍｉｎ 乙腈／％ 水／％

０～１．６ ５→１００ ９５→０

１．６～３．０ １００ ０

２．７　水杨苷核磁共振谱鉴别　精密称取制备得到
的水杨苷（编号：ＳＹＧ－５０２１）２０．７ｍｇ，放入核磁管
中，于５５℃条件下真空减压干燥６ｈ后，加入 Ｄ２Ｏ
试剂１支，进行核磁共振鉴别，包括１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ
－ＮＭＲ鉴别，对试验结果的图谱解析如下。

１３Ｃ－ＮＭＲ解析：（４００ＭＨｚ，Ｄ２Ｏ，δ，）：１２９．７（Ｃ
－１），１５４．５（Ｃ－２），１１５．３（Ｃ－３），１２９．４（Ｃ－４），
１２３．３（Ｃ－５），１２９．６（Ｃ－６），５９．２（Ｃ－７），１００．５
（Ｃ－１’），７２．９（Ｃ－２’），７６．１（Ｃ－３’），６９．４（Ｃ－
４’），７５．６（Ｃ－５’），６０．５（Ｃ－６’）。

１Ｈ－ＮＭＲ解析：（４００ＭＨｚ，Ｄ２Ｏ，δ，ｐｐｍ，
Ｊ／Ｈｚ）：７．３７（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１３．１ａｎｄ５．８，Ｈ－３ａｎｄ
６），７．２０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．２，Ｈ－４），７．１５（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝

７．４，Ｈ－５），５．１０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．９，Ｈ－１
＇
），４．７１（２Ｈ，
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ｄｄ，Ｊ＝１８．５ａｎｄ１２．６，Ｈ－７），３．９１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝

１２．２，Ｈ－６
＇
ｂ），３．７５（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２．３ａｎｄ５．４，Ｈ－

６
＇
ａ），３．４７～３．６５（４Ｈ，ｍ，Ｈ－２

＇
，３
＇
，４
＇
ａｎｄ５

＇
）。以上

数据与文献报道［３－７］基本一致。

２．８　水杨苷纯度的ＨＰＬＣ－ＵＶ测定　色谱条件的
选择：经紫外光谱扫描，水杨苷在２２５、２６９ｎｍ处均
有明显的紫外吸收，因此采用高效液相色谱连接紫

外检测器的方法对水杨苷样品的纯度进行检测，通

过前期对色谱条件筛选研究，确定液相色谱条件如

下。色谱柱：（ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８４．６×１５０ｍｍ，
５μｍ）；检测波长：２２５，２６９ｎｍ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温３５℃；流动相：采用梯度洗脱的方式，比例变
化见表３。经试验验证，在此色谱条件下，保留时间
合理，３５ｍｉｎ内可完成全部杂质分析。

供试品的制备：精密称取制备得到的水杨苷

（编号：ＳＹＧ－５０２１）１６．６４ｍｇ，至５０ｍＬ容量瓶中，
加水稀释至刻度，摇匀，精密量取２．５ｍＬ至１０ｍＬ
容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得。

表３　流动相梯度洗脱表

时间／ｍｉｎ 乙腈／％ 水／％

０～６ ６ ９４

６～２０ ６→３０ ９４→７０

２０～３０ ３０→６０ ７０→４０

３０～３５ ６０ ４０

　　纯度测定：将供试品溶液进样１０μＬ，按上述色
谱条件测定，记录峰面积值和色谱图，采用峰面积

归一化法计算样品纯度，结果表明，样品在２２５ｎｍ
和２６９ｎｍ两种检测波长条件下，测定其纯度分别
为９９．２７％和９９．２５％。色谱图图谱见图２。
２．９　水杨苷含量测定　据文献报道［８－９］，对照品

的含量定值方法有两种，即外标法和质量平衡法，

因水杨苷为常见的化合物，欧洲药典（ＥＰ）收载有
此化合物的标准物质，因此，水杨苷属于有可溯源

标准物质，因此本研究采用外标法进行自制对照品

的含量定值研究。

图２　水杨苷纯度测定的ＨＰＬＣ－ＵＶ图谱

　　色谱条件的选择：结合对水杨苷含量测定方法
建立的研究基础，确定色谱条件如下：色谱柱（４．６
×１５０ｍｍ，５μｍ）；检测波长：２６９ｎｍ；流动相：乙腈
－水（６∶９４）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃ 对照品
溶液的制备：精密称取水杨苷对照品（ＥＰ）适量，加
水制成每１ｍＬ中含水杨苷０．０７９７ｍｇ的溶液，即
得。

水杨苷供试品溶液的制备：精密称取制备得到

的水杨苷（自制，编号：ＳＹＧ－５０２１）１６．８０ｍｇ，共３
份，至５０ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，精
密量取２．５ｍＬ至１０ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻
度，摇匀，即得。

自制水杨苷含量测定结果：分别将供试品溶液

进样１０μＬ，按上述色谱条件测定，记录峰面积值和
色谱图，采用外标法（ＥＰ对照品）计算自制样品的
实际百分含量，结果见表４，图谱见图３。

表４　水杨苷（自制）含量测定结果
样品 取样量／ｍｇ 峰面积值 浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１） 含量／％ 平均值／％

１ １６．８４
１７０．１３７
１７０．１６４

０．０８３６ ９９．２８

２ １６．８０
１６９．８１９
１６９．０６９

０．０８３２ ９９．１０ ９９．１９

３ １６．８０
１６９．５８２
１６９．６０４

０．０８３３ ９９．１９
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图３　水杨苷（自制）含量测定ＨＰＬＣ图谱

３　讨论与小结
目前水杨苷在欧洲有法定的对照品销售，可供

相关定性及定量研究，在我国仅有 Ｓｉｇｍａ公司销售
的作为一般研究的水杨苷化学类物质，尚无法定的

水杨苷对照品。因此本研究制备工艺可为制备水

杨苷对照品提供一种新的方法。

３．１　提取原材料的选择　水杨苷是兽用中药材杨
树花的主要活性成分之一，具有显著的解热、镇痛

及抗炎作用，但杨树花中水杨苷的含量较低，仅为

０．１６％～０．２％，选择从杨树花中提取水杨苷进行
对照品的分离纯化难度较大，但可以从其他含量较

高的植物中进行水杨苷的提取分离。段红等［１０］研

究表明，八角枫茎中水杨苷的含量约为０．２２９％，柳
属植物中如白柳、紫柳的树皮中含量较高，赵永

强［１１］对３个产地的白柳皮进行了水杨苷的含量测
定，其中山东产地含量高达２．２８％，因此本研究选
择山东产白柳皮作为提取并制备水杨苷对照品的

原材料。

３．２　提取纯化工艺　关于水杨苷提取纯化工艺研
究报道较少，蒲凌云等［１２］研究了大孔树脂纯化白

柳皮中水杨苷的最佳提取工艺，提取的水杨苷含量

仅为７５．２３％；段红等［１３］研究了采用大孔吸附树脂

纯化八角枫中水杨苷工艺，其回收率大于７８％，但
未对水杨苷含量及纯度进行分析；本研究在采用大

孔树脂Ｄ１０１初步分离水杨苷后，再经过正丁醇萃
取、正向硅胶柱层析及重结晶等工艺，所提取纯化

的水杨苷纯度高于９９．２５％，含量达９９．１９％，完全
符合中兽药对照品要求。

３．３　水杨苷含量测定方法及定值　水杨苷的含量
测定方法在参考文献报道基础上建立［１０，１４］，并对检

测波长、流动相及流动相比例等进行了系统的实验，

最终确定检测波长为２６９ｎｍ，流动相为乙腈 －水
（６∶９４），在此条件下，样品具有更好的分离度，保留
时间适宜。

关于水杨苷的定值研究，国内报道较少，本研

究采用对提取纯化的水杨苷进行熔点测定、比旋度

测定、元素分析、红外光谱、质谱、核磁共振谱鉴别

等方法，对其结构进行了系统确证，表明所分离纯

化的化学物质为水杨苷；同时，本研究采用紫外检

测器对水杨苷纯度进行测定，确保纯度达到兽药对

照品的要求。

参考文献：

［１］　中国兽药典委员会．中华人民共和国兽药典（２０１０版）二部

［Ｓ］．

［２］　梁延寿，张清芳．杨树花化学成分的研究［Ｊ］．中药通报，

１９８８，１３（１）：４１－４２．

［３］　闫 雪．白柳皮中水杨苷的分离与纯化［Ｄ］．无锡：江南大学，

２００６：２－３．

［４］　Ｇ．Ｇ．Ｚａｐｅｓｏｃｈｎａｙａ，Ｖ．Ａ．Ｋｕｒｋｉｎ，Ｖ．Ｂ．Ｂｒａｓｌａｖｓｋｉｉ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅ

ｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆＳａｌｉｘａｃｕｔｉｆｏｌｉａＢａｒｋ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＮａｔｉｏｎ

ａｌＣｏｍｐｏｕｎｄｓ，２００２，３８（４）：３１６－３１８．

［５］　南 瑶，王想想，周立东．加拿大杨树芽中的苷类成分［Ｊ］．世

界科学技术－中医药现代化，２０１０，１２（６）：９４５－９４７．

［６］　邹忠杰，杨俊山．泥胡菜化学成分研究［Ｊ］．广东药学院学报，

２００７，２３（５）：４９２－４９３．

［７］　邓可众，熊 英，高文远．半边莲的化学成分研究［Ｊ］．中草药，

２００９，４０（８）：１１９８－１２０１．

［８］　张秀英，陆连寿，王在时．国际化学对照品的研制原则介绍

［Ｊ］．中国兽药杂志，２００９，４３（５）：５２－５４．

［９］　张秀英，陆连寿，王在时．氰戊菊酯对照品的质量检测及赋值

［Ｊ］．中国兽药杂志２０１１，４５（１）：２２－２４．

［１０］段 红，翟科峰，高贵珍．ＲＰ－ＨＰＬＣ测定八角枫药材中的水杨

苷［Ｊ］．光谱实验室，２０１２，２９（２）：１０６５－１０６８．

［１１］赵永强，马亚琼，高 瑞．ＵＰＬＣ法测定白柳皮中水杨苷的含量

［Ｊ］．内蒙古科技与经济，２０１５，３４２（２０）：８５－８６．

［１２］蒲凌云，杨文江，田 洪．大孔树脂分离纯化白柳皮中水杨苷

的工艺研究［Ｊ］．中国食品添加剂，２０１４，２：１７５－１８０．

［１３］段 红，翟科峰，高贵珍，等．大孔吸附树脂纯化八角枫根中水

杨苷工艺［Ｊ］．食品科学，２０１２，３３（２２）：９９－１０２．

［１４］惠玉虎，王让成．ＲＰ－ＨＰＬＣ法测定白柳皮提取物种水杨苷的

含量［Ｊ］．中草药，２００４，３５（５）：５２４－５２５．

（编 辑：侯向辉）

·９２·




