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诃黎勒酸和诃子酸的提取、分离工艺优化 Δ
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摘 要 目的 优化诃子中诃黎勒酸和诃子酸的提取、分离工艺。方法 在单因素实验基础上，以物料粒径、液料比、提取时间、提

取次数为考察因素，以诃黎勒酸、诃子酸含量为指标，采用正交实验设计优化诃黎勒酸和诃子酸的提取工艺。以上样液浓度、洗脱

溶剂、十八烷基键合硅胶反相填料（ODS）用量与上样生药量比值为考察因素，优化诃黎勒酸和诃子酸的分离工艺。结果 诃黎勒

酸和诃子酸的最佳提取工艺为乙醇体积分数70%，超声提取，物料粒径120目，液料比25∶1（mL/g），提取时间20 min，提取次数2

次；经3次实验验证，平均综合得分为99.33分（RSD＝0.68%，n＝3），诃黎勒酸、诃子酸的平均含量分别为107.05、58.32 mg/g。诃

黎勒酸和诃子酸的最佳分离工艺为上样液浓度0.5 g/mL（1 mL相当于0.5 g药材），ODS用量与上样生药量比值10∶1.5（g/g），甲醇-

水（1∶4，V/V）洗脱诃黎勒酸，甲醇-水（3∶7，V/V）洗脱诃子酸；经 3次实验验证，诃黎勒酸、诃子酸的平均总得率分别为 53.33%、

39.23%。经重结晶后，2种成分的纯度均为100%。结论 所建立的诃黎勒酸和诃子酸的提取、分离工艺简单可行。
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ABSTRACT OBJECTIVE To optimize the extraction and separation process of chebulagic acid and chebulinic acid from 

Terminalia chebula. METHODS Based on single factor experiment， with particle size， liquid-solid ratio， extraction time and 

extraction times as factors， using the contents of chebulagic acid and chebulinic acid as indexes， orthogonal experiment was 

designed to optimize the extraction process of chebulagic acid and chebulinic acid. Taking sample concentration， elution solvent and 

the ratio of eighteen-group bonded silicone reverse phase （ODS） to the amount of raw medicine as factors， the separation processes 

of chebulagic acid and chebulinic acid were optimized. RESULTS The optimal extraction process of chebulagic acid and chebulinic 

acid included ethanol volume fraction of 70%， ultrasonic extraction， particle size of 120 mesh， liquid-solid ratio of 25∶1 （mL/g）， 

extraction time of 20 min， and extracting for 2 times. After 3 experiments， the average comprehensive score was 99.33 （RSD＝

0.68%， n＝3）， and the average contents of chebulagic acid and chebulinic acid were 107.05 and 58.32 mg/g， respectively. The 

optimal separation process of the two components included the concentration of sample loading solution was 0.5 g/mL （1 mL was 

equivalent to 0.5 g of medicinal materials）， the ratio of ODS to the amount of raw medicine was 10∶1.5 （g/g）， methanol-water 

（1∶4， V/V） eluted chebulagic acid， methanol-water （3∶7， V/V） eluted chebulinic acid. After 3 experiments， the average total yields 

of the two components were 53.33%， 39.23%. After recrystallization， the purity of both components was 100%. CONCLUSIONS 
Established extraction and separation process of chebulagic acid and chebulinic acid is simple and feasible.
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诃子为使君子科植物诃子 Terminalia chebula Retz.

或绒毛诃子 T. chebula Retz. var.tomentella Kurt. 的干燥

成熟果实，具有涩肠止泻、敛肺利咽的功效，主要用于治

疗久泻久利、咽痛音哑，现收载于2020年版《中国药典》

（一部）[1]。诃子具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等作用[2－3]，在

蒙、藏医药方剂中使用广泛。鞣质类成分是诃子的主要

化学成分，其含量达23.6%～37.4%，主要包括没食子酸、

诃子次酸、鞣花酸、诃黎勒酸、诃子酸等成分[4]，具有抗

炎、抗氧化、抗肿瘤等作用[5]。本课题组前期通过对 10

批不同产地诃子药材含量分析发现，诃黎勒酸平均含量

约 10%，诃子酸平均含量约 7%，含量较高[6]。有研究从

诃子植物亲缘学、传统药效药性、临床应用、化学成分等

方面进行分析得出，诃黎勒酸和诃子酸为诃子的质量标

志物[7]；也有研究认为，诃黎勒酸、诃子酸含量与诃子药

材的品种、性状、质量均具有相关性[8]，因此这 2个成分

可作为诃子药材质量控制及质量溯源的重要指标。目
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前，有研究采用大孔吸附树脂富集后结合制备型高效液

相色谱、高速逆流色谱等方法分离制备诃黎勒酸、诃子

酸，但分离过程复杂、产率低、成本高[9－10]。为此，本研究

以诃黎勒酸和诃子酸含量为指标，优化2种成分的提取、

分离工艺，得到其纯品，旨在为诃子药材药效物质研究

及质量控制提供基础。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 Agilent 1100型高效液相色

谱仪（美国 Agilent 公司）、FA1004B 型分析天平（上海精

密科学仪器有限公司）、DFT-100型粉碎机（温岭市林大

机械有限公司）、410HTD 型数码超声波清洗机（深圳市

洁拓超声波清洗设备有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

诃黎勒酸对照品（批号 PRF8112302）、诃子酸对照

品（批号 PRF8071201）均购自成都普瑞法科技开发有限

公司，纯度均大于 98%；甲醇为色谱纯，乙醇、磷酸均为

分析纯，水为超纯水。诃子药材于2019年购自河北安国

药材市场（产地云南），经辽宁中医药大学药学院翟延君

教授鉴定为使君子科植物诃子 T. chebula Retz. 的干燥成

熟果实。

2　方法与结果

2.1　诃黎勒酸和诃子酸含量测定方法的建立

2.1.1　色谱条件　以 Diamonsil Plus C18（250 mm×4.6 

mm，5 μm）为色谱柱，以 0.1% 磷酸溶液（A）-甲醇（B）为

流 动 相 进 行 梯 度 洗 脱（0～8 min，5%B→10%B；8～15 

min，10%B→25%B；15～25 min，25%B；25～30 min，

25%B→30%B；30～50 min，30%B→45%B；50～55 min，

45%B）；进样量为 10 μL；流速为 1.0 mL/min；柱温为

30 ℃；检测波长为270 nm。

2.1.2　混合对照品溶液的制备　取诃黎勒酸、诃子酸对

照品适量，精密称定，加甲醇制成诃黎勒酸、诃子酸质量

浓度分别为418、413 μg/mL 的混合对照品溶液。

2.1.3　供试品溶液的制备　取诃子粉末（过四号筛）约

0.1 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入70% 甲醇

50 mL，密塞，称定质量，超声处理（功率 240 W，频率 40 

kHz，下同）20 min，放冷，再次称定质量，用 70% 甲醇补

足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.1.4　专属性试验　取上述供试品溶液、混合对照品溶

液和空白溶液（70% 甲醇），按“2.1.1”项下色谱条件进样

分析，记录色谱图（图 1，空白图略）。结果显示，各待测

成分的色谱峰与相邻峰分离度均大于 1.5，空白溶液无

干扰。

2.1.5　线性关系考察　取“2.1.2”项下混合对照品溶液

适量，用甲醇逐级稀释，制得诃黎勒酸质量浓度分别为

209.0、104.5、52.25、26.13、13.06、6.531、3.266 μg/mL，诃

子酸质量浓度分别为 206.5、103.3、51.63、25.81、12.91、

6.453、3.227 μg/mL 的系列线性工作溶液，取上述系列线

性工作溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，记录峰

面积。以待测成分的质量浓度为横坐标（X）、峰面积为

纵坐标（Y）进行回归分析。结果显示，诃黎勒酸的回归

方程为 Y＝11.815X－9.087 9（r＝0.999 9），诃子酸的回

归方程为 Y＝11.846X－4.200 0（r＝0.999 9），表明诃黎

勒酸质量浓度在3.266～209.0 μg/mL、诃子酸在3.227～

206.5 μg/mL 范围内线性关系良好。

2.1.6　 精 密 度 试 验　 取“2.1.3”项 下 供 试 品 溶 液，按

“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6次，记录峰面积。结果

显示，诃黎勒酸、诃子酸峰面积的 RSD 分别为 0.72%、

0.89%（n＝6），表明方法精密度良好。

2.1.7　稳定性试验　取“2.1.3”项下供试品溶液，分别于

室温下放置0、2、4、8、12、24 h 时按“2.1.1”项下色谱条件

进样分析，记录峰面积。结果显示，诃黎勒酸、诃子酸峰

面积的 RSD 分别为0.98%、1.10%（n＝6），表明供试品溶

液在室温下放置24 h 内稳定性良好。

2.1.8　重复性试验　取诃子粉末，共6份，按“2.1.3”项下

方法平行制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件进

样分析，记录峰面积并按外标一点法计算样品含量。结

果显示，诃黎勒酸、诃子酸含量的 RSD 分别为 1.30%、

1.20%（n＝6），表明方法重复性良好。

2.1.9　加样回收率试验　分别称取已知诃黎勒酸和诃

子酸含量的诃子粉末 0.05 g，共 6份，精密称定，分别加

入相当于样品中各成分含量 100% 的混合对照品溶液，

按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色

谱条件进样分析，记录峰面积并计算加样回收率。结果

显示，诃黎勒酸、诃子酸的加样回收率分别为 99.36%

（RSD＝0.55%，n＝6）、99.78%（RSD＝0.83%，n＝6），表

明方法准确度良好。

2.1.10　样品中 2种成分的含量测定　取诃子样品，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱

条件进样分析，记录峰面积并按外标一点法计算样品含

量。平行测定3次，取平均值。

2.2　诃黎勒酸和诃子酸的提取工艺优化

2.2.1　单因素实验　（1）根据本课题组前期研究数据，

分别对超声提取、回流提取及常温浸渍等3种提取方式

400

300

200

100

0

m
A

U

500

400

300

200

100

0

m
A

U

0      5       10   15    20   25  30   35   40   45   50   55

t/min

A. 混合对照品溶液

0      5       10    15    20   25   30    35   40   45   50   55

t/min

B. 供试品溶液

诃子酸

诃黎勒酸

诃子酸

诃黎勒酸

图1　混合对照品溶液、供试品溶液的HPLC图
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进行考察。取诃子粉末5 g，共3份，精密称定，1份置于

具塞锥形瓶中，精密加入70% 乙醇50 mL，密塞，超声处

理 40 min；1份置于圆底烧瓶中，精密加入 70% 乙醇 50 

mL，加热回流 2 h；1 份置于具塞锥形瓶中，精密加入

70% 乙醇 50 mL，摇匀，密塞，静置 24 h。取上述各提取

液，滤过，于水浴蒸至近干，真空干燥，分别取相当于

0.1 g 诃子粉末的干膏，按“2.1.10”项下方法测定诃黎勒

酸、诃子酸含量。结果显示，采用超声提取时诃黎勒酸、

诃子酸含量最高（图 2A），故选择超声提取。（2）乙醇体

积分数考察。取诃子粉末 5 g，共 11份，精密称定，置于

具塞锥形瓶中，分别精密加入不同体积分数的乙醇（0、

10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、90%、

100%）50 mL，密塞，超声处理 40 min，放冷，滤过，于水

浴蒸至近干，真空干燥，各取相当于0.1 g 诃子粉末的干

膏，按“2.1.10”项下方法测定诃黎勒酸、诃子酸含量。结

果显示，当乙醇体积分数为70% 时，诃黎勒酸、诃子酸含

量最高（图2B），故选择乙醇体积分数为70%。（3）液料比

考察。取诃子粉末5 g，共6份，精密称定，置于具塞锥形

瓶中，分别以不同液料比（5∶1、10∶1、15∶1、20∶1、25∶1、

30∶1，mL/g）精密加入70% 乙醇，密塞，超声处理40 min，

放冷，滤过，于水浴蒸至近干，真空干燥，各取相当于0.1 g

诃子粉末的干膏，按“2.1.10”项下方法测定诃黎勒酸、诃

子酸含量。结果显示，当液料比为25∶1、30∶1（mL/g）时，

诃黎勒酸、诃子酸的含量较高，且趋于稳定（图2C），考虑

到节省试剂，故选择液料比 5∶1、15∶1、25∶1（mL/g）进行

后续研究。（4）提取时间考察。取诃子粉末 5 g，共 6份，

精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 70% 乙醇 125 

mL，密塞，分别以不同超声时间（10、20、30、40、50、60 

min）处理，放冷，滤过，于水浴蒸至近干，真空干燥，各取

相当于 0.1 g 诃子粉末的干膏，按“2.1.10”项下方法测定

诃黎勒酸、诃子酸含量。结果显示，当提取时间为 10、

20 min 时，诃黎勒酸、诃子酸的含量均较高（图2D），考察

到提取完全，故选择提取时间10、20、30 min 进行后续研

究。（5）物料粒径考察。取诃子粉末 5 g，共 6份，分别按

不粉碎和粉碎过 10目筛、过 24目筛、过 65目筛、过 120

目筛、过200目筛处理后，精密称定，置于具塞锥形瓶中，

精密加入 70% 乙醇 125 mL，密塞，超声处理 20 min，放

冷，滤过，于水浴蒸至近干，真空干燥，各取相当于 0.1 g

诃子粉末的干膏，按“2.1.10”项下方法测定诃黎勒酸、诃

子酸含量。结果显示，当物料粒径为 120目时，诃黎勒

酸、诃子酸的含量均较高，且趋于稳定，与200目时无差

异（图2E），加之诃子肉的纤维性较强，不易于粉碎为较

细 的 粉 末，故 选 择 物 料 粒 径 24、65、120 目 进 行 后 续

研究。

2.2.2　正交实验设计　根据单因素实验结果及参考相

关文献[11－12]，选择以物料粒径（A）、液料比（B）、提取时间

（C）、提取次数（D）为考察因素，采用 L9（34）表进行正交

实验。由于诃黎勒酸、诃子酸均为指标成分，故将两者

的权重系数均设置为0.5。采用加权平均法进行综合评

价，综合评分＝诃黎勒酸含量/诃黎勒酸含量最大值×

0.5×100+诃子酸含量/诃子酸含量最大值×0.5×100。

综合评分越高，表示该工艺参数下所得目标产物越

多[13]。正交实验设计的因素与水平见表 1，正交实验设

计方案与结果见表2，方差分析结果见表3。

由表3可知，提取结果的影响顺序为 A＞B＞D＞C，

因素 A 对诃黎勒酸及诃子酸含量有显著影响（P＜0.05），

其他3个因素无显著影响（P＞0.05）。结合表2结果，得

到最佳提取工艺为 A3B3C2D2，即物料粒径120目，液料比

25∶1（mL/g），提取时间20 min，提取次数2次。

2.2.3　诃黎勒酸和诃子酸的提取工艺验证　取诃子粉

末50 g，共3份，按“2.2.2”项下最佳提取工艺参数进行提

取，放冷，滤过，于水浴蒸至近干，真空干燥，各取相当于

0.1 g 诃子粉末的干膏，按“2.1.10”项下方法测定诃黎勒
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表1　正交实验的因素与水平
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酸、诃子酸含量，平行测定3次。结果显示，平均综合评

分为99.33分（RSD＝0.68%），表明所得最佳提取工艺简

单可行。结果见表4。

2.3　诃黎勒酸和诃子酸的分离工艺优化

2.3.1　上样液浓度的考察　按“2.2.3”项下最佳提取工

艺提取，将提取液减压回收溶剂至近干，用35%甲醇制成

2种不同质量浓度的上样液（1.0、0.5 g/mL），以十八烷基

键合硅胶反相填料（ODS）用量与上样生药量比为10∶1.5

（g/g）上样，以甲醇-水（35∶65，V/V）洗脱，每个柱体积收

集 1份洗脱液，按“2.1.10”项下方法测定。结果显示，当

上样液浓度为1.0 g/mL 时，由于溶液浓度高、黏度大，容

易堵塞色谱柱，并且吸附速度较慢，可能造成死吸附；当

上样液浓度为 0.5 g/mL 时，诃黎勒酸、诃子酸累积洗脱

量高于浓度为 1.0 g/mL 时诃黎勒酸和诃子酸累积洗脱

量，故选择上样液浓度为0.5 g/mL。结果见图3。

2.3.2　洗脱溶剂的考察　按“2.2.3”项下最佳提取工艺

提取，将提取液减压回收溶剂至近干，用 20% 甲醇制成

质量浓度为0.5 g/mL 的上样液，以 ODS 与上样生药量比

10∶1（g/g）上样，以不同洗脱溶剂[洗脱溶剂Ⅰ为甲醇-

水（1∶4→1∶3→3∶7，V/V），洗脱溶剂Ⅱ为甲醇-水（1∶4→
3∶7，V/V）]洗脱，每个柱体积收集1份洗脱液，按“2.1.10”

项下方法测定。结果显示，以甲醇-水（1∶4→1∶3，V/V）

洗脱时，得到的诃黎勒酸含量较低，且诃黎勒酸纯度降

低；以甲醇-水（1∶4→3∶7，V/V）洗脱时，得到的诃黎勒酸

纯度较高。因此以甲醇-水（1∶4，V/V）洗脱诃黎勒酸，甲

醇-水（3∶7，V/V）洗脱诃子酸。结果见图4。

2.3.3　ODS 用量与上样生药量比值的考察　按“2.2.3”

项下最佳提取工艺提取，将提取液减压回收溶剂至近

干，用 20% 甲醇制成质量浓度为 0.5 g/mL 的上样液，分

别以不同 ODS 用量与上样生药量比值（10∶1、10∶1.5、

10∶2，g/g）上样，以甲醇-水（1∶4，V/V）洗脱诃黎勒酸，甲

醇-水（3∶7，V/V）洗脱诃子酸，每个柱体积收集 1份洗脱

液，按“2.1.10”项下方法测定。结果显示，当 ODS 用量与

上样生药量比值为10∶1（g/g）时，第1个柱体积虽有诃黎

勒酸流出，但无诃子酸流出，表明此时色谱柱不超载；当

ODS 与上样生药量比值为10∶1.5（g/g）时，第1个柱体积

只有极少量诃黎勒酸流出，表明此时色谱柱亦不超载；

当 ODS 用量与上样生药量比值为 10∶2（g/g）时，第 1个

柱体积除了有大量诃黎勒酸流出之外，还可检测到少量

的诃子酸，证明此时色谱柱已超载，故选择 ODS 用量与

上样生药量比值为10∶1.5（g/g）。结果见图5。

2.3.4　诃黎勒酸、诃子酸的分离工艺验证　取诃子粉末

3 g，共3份，按“2.2.3”项下最佳提取工艺提取，将提取液

减压回收溶剂至近干，用 20% 甲醇制成质量浓度为 0.5 

g/mL 的上样液。取 ODS 20 g，湿法装柱，以初始流动相

平衡后，取上样液上样，待液面下降至柱床顶部，以甲

醇-水（1∶4，V/V）洗脱，收集第 2～10个柱体积的流分得

到诃黎勒酸，然后继续甲醇-水（1∶4，V/V）洗脱至第17个

柱体积后，改为甲醇-水（3∶7，V/V）洗脱，收集第 2～5个

柱体积的流分得到诃子酸。分别减压回收溶剂，得到的

表2　正交实验设计方案与结果

实验编号
1
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K1

K2
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1

1

2

2

2

3

3

3

58.40

65.93

95.10

36.70
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3

1

2

3

1

2

3
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79.63
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26.04
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1
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3

2

3

1

3

1
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7.63

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

64.79

81.69

72.95

16.90

诃黎勒酸含量/（mg/g）

43.19

114.26

110.39

71.62

90.28

110.60

115.57

129.06

127.50

诃子酸含量/（mg/g）

19.23

50.09

42.40

38.47

48.46

57.32

69.58

72.94

78.19

综合评分
29.03

76.30

69.88

52.35

65.96

79.50

89.27

96.64

99.40

表3　方差分析结果

因素
A

B

C（误差）

D

偏差平方和
2 254.480

1 206.402

103.247

428.746

自由度
2

2

2

2

均方
1 127.240

603.201

51.624

214.373

F 比
21.836

11.685

4.153

显著性
0.044

0.079

0.194

表4　诃黎勒酸和诃子酸提取工艺的实验验证结果

（n＝3）

批次
1

2

3

平均值

诃黎勒酸含量/（mg/g）

106.74

107.48

106.92

107.05

诃子酸含量/（mg/g）

58.59

58.82

57.56

58.32

综合评分
99.34
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98.65

99.33

RSD/%

0.68
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产品经重结晶后按“2.1.10”项下方法测定，计算总得率，

并采用面积归一化法计算产品纯度，平行测定3次。结

果见表5。

3　讨论
诃黎勒酸和诃子酸的分子结构中存在多个没食子

酰基，极性较强[14]，因此在提取过程中考察了不同体积

分数乙醇为提取溶剂时对诃黎勒酸、诃子酸含量的影

响。当乙醇体积分数为 70% 时，诃黎勒酸、诃子酸含量

均较高。在确定提取溶剂的前提下对其他参数进行正

交实验，确定最佳提取工艺为 70% 乙醇超声提取，粒径

120目，液料比25∶1（mL/g），提取时间20 min，提取次数

2次。经3次实验验证，所得提取工艺重复性好，稳定性

好，简单可行。

在诃黎勒酸和诃子酸的分离过程中，根据诃黎勒酸

和诃子酸的结构及性质，选择 ODS 作为固定相，这有效

避免了使用硅胶作为填料时对组分的死吸附，降低了诃

黎勒酸、诃子酸的损失，提高了生产效率；反相色谱的流

动相以水为底剂，减少了有机溶剂的使用，降低了对实

验人员的危害及环境污染，适用于诃黎勒酸和诃子酸的

大量生产。在诃黎勒酸和诃子酸分离工艺参数的确定

中，以高效液相色谱法进行检测，最终确定以甲醇-水

（1∶4，V/V）为初始洗脱剂，冲洗2个柱体积后大极性成分

即可出柱完全，继续收集1～9个柱体积的洗脱液可得到

诃黎勒酸；再以甲醇-水（3∶7，V/V）洗脱，收集 1～5个柱

体积的洗脱液可得到诃子酸；当诃黎勒酸和诃子酸在洗

脱液中的纯度达到80% 以上时，通过回收溶剂可得到结

晶，经过重结晶即可制得诃黎勒酸及诃子酸纯品。

综上所述，所建立的诃黎勒酸和诃子酸的提取、分

离工艺简单可行。
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表5　诃黎勒酸和诃子酸分离工艺验证结果（n＝3）

批次

1

2

3

平均值

诃黎勒酸总得率
/%

56.64

47.76

55.59

53.33

诃黎勒酸纯度
/%
100

100

100

100

诃子酸总得率
/%

37.37

40.87

39.46

39.23

诃子酸纯度
/%
100

100

100

100


