白桦树中桦木醇的提取与桦木酸合成研究
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摘 要：为了大量的获得高纯度的桦木酸以及准确测定桦木酸的含量，从白桦树皮中提取桦木醇，经琼斯试剂氧化制备中间产物桦木酮酸，再用硼氢化钠还原合成桦木酸，采用IR,HPLC-MS,1H-NMR以及13C-NMR对桦木醇和桦木酸的结构进行鉴定，确定最佳提取与合成工艺，并建立了HPLC测定桦木酸含量的方法，色谱柱：Zorbax Eclipse XDB-C8，（4.6mm×150mm，5μm）；流动相: 甲醇-水(4g/L甲酸铵)=40:60，流速1.0ml/min, 波长210nm，柱温为室温。结果表明，最佳提取工艺为：白桦树皮与甲醇比率为1：13提取2次,每次3h；最佳合成工艺为:桦木醇与琼斯试剂的摩尔比为1：6，20-22℃反应3h，桦木酮酸与硼氢化钠的质量比为1：1时，其转化率最高。桦木酸的线性范围为0.03125~0.5mg/mL，回归方程为：Y=379381X-2397（R2=0.9988）,平均回收率可达97.97%，桦木酸的含量为 96.53%．该法提取与合成产品路线短，收率高,易分离与提纯，适合大规模的生产；含量测定方法快速、简便、准确，可为桦木酸的质量评价提供依据。
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Abstract：In order to get plenty of betulinic acid with high purity and test the content of betulinic acid，betulinic acid was synthesized by oxidizing betulin from the bark of the white birth with Jone’s reagent，followed by selective oxidation of the resulting betulonic acid with NaBH4. IR, HPLC-MS,1H-NMR and 13C-NMR were used identified the structure of betulin and betulinic acid. To compare extraction efficiency several solvents were evaluated, also extraction time and extraction times were optimized., and a quantitative analysis method of betulinic acid by HPLC was formed with ethanol-water (4g/L ammonium formate ) as the mobile phase on Zorbax Eclipse XDB-C8 column (4.6 mm×150 mm，5 μm)．The flow-rate was 1 mL/min and the UV detection was set at 210 nm, with a column temperature of room temperature．The results showed that the optimal experimental conditions were as follows: the white birch bark was extracted twice (3 h each time) 
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with methanol under reflux, and the ratio of the bark to the extraction solvent was 1:13, and the 
ratio of betulin to Jone’s reagent was 1:6 and the ratio of betulonic acid to NaBH4 was 1:1. A good linearity of betulinic acid was in the range of 0.03125 mg/mL to 0.5mg/mL ( Y=379381X-2397, R2=0.9988），the recovery rate was 97.97% and the RSD (n=9) was 1.64%, and the content of betulinic acid was 96.53%. The method is simple, fast, high yield, high purity and accurate, and it can be used for large-scale production and the quality control of betulinic acid.
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恶性肿瘤和艾滋病已经成为威胁人类健康的两大重要疾病。目前临床用于抗肿瘤的天然药物喜树碱、鬼臼毒素和紫杉醇以及它们的一些衍生物等，艾滋病的药物主要有齐多夫定、地拉韦定、利托那韦，沙奎那韦等,这些药物可通过作用于不同的亚细胞靶点和激活独特的信号通道触发凋亡，但这些药物都存在不良反应大及耐药性等缺点[1-3]。因此,研究和开发疗效确切、毒副作用低的抗肿瘤和艾滋病的药物是人们关注的热点。桦木酸是一种羽扇豆烷型五环三萜（图1A）, 具有抗肿瘤、抗艾滋病病毒、抗炎和体外抗疟疾等多种生物活性并对肿瘤细胞具有一定的选择性细胞毒性及其较好的治疗指数,甚至达到500 mg/ kg 时,也没有明显的毒性反应[4,5]。桦木酸广泛分布于多种植物中,如白桦树、鼠李科、桃金娘科和莲类植物等，但其含量普遍很低, 由于其巨大的研究价值, 仅靠植物提取已经不能满足越来越多的研究需求。桦木酸结构相似的桦木醇（图1B）在白桦树皮中含量很高, 而白桦又是北半球数量丰富的树种[6]。因此,从桦木醇半合成桦木酸的方法，为桦木酸的综合开发利用开辟了另一途径。笔者从白桦树皮中提取桦木醇和并以桦木醇为底物合成了桦木酸，旨在获得高纯度的桦木酸又能大量生产满足研究的需求，并探讨一种稳定、可靠的方法来检测桦木酸的含量，为桦木酸的合理利用提供科学依据。
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图1桦木酸和桦木醇的化学结构式 A: 桦木酸，B:桦木醇
Fig.1 Chemical structure of betulinic acid and betulin  A: betulinic acid，B: betulin
1 材料与方法

1.1 试剂及仪器

桦木醇、桦木酸，波兰弗罗兹瓦夫环境与生命科学大学自制；桦木酸对照品(Sigma-Aldrich，S43559-498)；甲醇（色谱纯，Dikma 科技有限公司）；乙腈（色谱纯，Fisher公司）；二氯甲烷，乙酸乙酯，乙醚，氯仿，正己烷，硼氢化钠，四氢呋喃均为分析醇。傅立叶红外光谱仪（Nicolet380型），高效液相色谱仪（德国，Waters 515），质谱仪（Agilent 1100 Series LC/MSD），核磁共振仪（Varian INOVA-300，美国瓦里安公司）。 

1.2 植物来源
白桦木的树皮来源于波兰弗罗兹瓦夫，2009年春季收集。经60℃烘干，贮藏在黑暗、干燥处。
1.3 方法
1.3.1 桦木醇的提取与桦木酸的合成

1.3.1.1 桦木醇的提取与纯化

准确称取白桦树皮粉末15g置到250mL的圆底烧瓶中，用200mL甲醇70℃加热回流3h，减压蒸干甲醇，用二氯甲烷洗涤3-4次合并洗液，加2moL NaOH搅拌，溶液分层，收集下层液体，减压蒸干二氯甲烷并用乙醚溶解，加适量的水充分摇匀，收集上层液，减压干燥得粗品（桦木醇）3.452g，收率为23%。准确称取0.6g粗品，正己烷溶解，用硅胶柱层析，流动相为正己烷：乙酸乙酯（600：100），收集洗脱液，经薄层色谱分析，合并含有桦木醇的洗脱液，减压干燥，得桦木醇纯品，白色针状结晶0.56g，收率为93.3%，纯度为98.86%。
1.3.1.2 桦木酸的合成

称取桦木醇1g用30mL丙酮溶解，于磁力搅拌器上快速搅拌，冷却至5-10℃后，逐滴加入新制的琼斯试剂(桦木醇：琼斯试剂=1:6)，在20-22℃反应3h，用少量乙醇终止反应，过滤除去墨绿色沉淀，减压蒸干丙酮，残余液用乙酸乙酯萃取，水洗，10%NaHCO3水洗，将所得到的有机相用无水MgSO4干燥，得淡黄色固体为桦木酮酸粗品。粗品用乙醚溶解，快速柱色谱分离( Flash Chromatography)， 洗脱剂为正己烷:乙酸乙酯=10:1，收集洗脱液，经薄层色谱分析，合并含有桦木酮酸的洗脱液，减压干燥，得桦木酮酸纯品0.81g。

取桦木酮酸50mg，加入四氢呋喃（THF）10mL冷却至0℃,再按桦木酮酸：硼氢化钠（NaBH4）比为1：1 室温搅拌反应2d, 加入稀盐酸，终止反应，用乙酸乙酯稀释，饱和食盐水洗，至乙酸乙酯层无色，将有机相用无水硫酸镁干燥，析出固体。将固体溶于20mL甲醇并煮沸15-20min，冷却重结晶得桦木酸纯品46mg,收率91.6%。

1.3.2 桦木醇与桦木酸的结构鉴定

IR，HPLC-MS联用以及1H-NMR, 13C-NMR进行鉴定。HPLC 条件：液相色谱柱型号为：Zorbax Eclipse XDB-C8，4.6mm×15cm ；流动相: 甲醇:水(4g/l甲酸铵)=40:60，流速:1.0ml/min, 波长:210nm，柱温为室温；MS条件：离子源：电喷雾离子源ESI (桦木醇), 大气压化学电离源APCI（桦木酸）；扫描范围：50~1000 amu；扫描方式：全扫描；碰撞诱导解离电压：100eV；离子模式：Positive (negative)；干燥气流速：5l/min；干燥气温度：350℃；雾化压力：60psi。
1.3.3 桦木酸的含量测定

1.3.3.1色谱条件 

液相色谱柱型号为：Zorbax Eclipse XDB-C8，4.6mm×15cm ,流动相: 甲醇:水(4g/L甲酸铵)= 40:60，流速:1.0ml/min, 波长:210nm，柱温为室温，进样量为20μL。
1.3.3.2 对照品贮备液的配制
精密称取桦木酸对照品适量，加色谱纯甲醇制成每1mL 含0.5 mg的标准对照品储备液，置4℃冰箱避光保存。临用前用色谱纯甲醇稀释至所需浓度。

1.3.3.3 线性关系考察

分别精密量取桦木酸对照品溶液0.625， 1.25，2.5， 5mL置10 mL量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，这几份溶液与储备液形成0.03125，0.0625，0.125，0.25，0.5mg/mL的系列浓度，按上述色谱条件测定，记录对应的峰面积值。

1.3.3.4 精密度和稳定性试验

精密吸取桦木酸对照品溶液的稀释液（0.125 mg/mL），按上述色谱条件，1天连续进样5次检测日内精密度，2天连续进样5次检测日间精密度；精密吸取同一供试品溶液 10μL ,分别于0 ,2 ,6 ,12 ,24 ,48 h 测定桦木酸峰面积,间隔时间将供试品置4 ℃冰箱密封保存，检测其稳定性。

1.3.3.5  重复性试验

精密称取同一批样品, 按上述供试品溶液的制备方法制备5 份样品,按上述色谱条件进样测定,样品的重复性。
1.3.3.6 加样回收率试验

取已知含量的供试品溶液，分别精密加入桦木酸对照品溶液,按上述供试品溶液的制备方法配成低、中、高3个浓度的供试品，并按上述色谱条件进行含量测定，计算回收率。
1.3.3.7 样品含量测定
取供试品溶液，进样20 μL，测定桦木酸峰面积，由线性方程计算其含量．
2、结果与分析

2.1 桦木醇的结构鉴定

提取的物质为白色粉末, 从图2可知，IR
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cm- 1：3448.12，2945.09，2869.02，1644.37，1452.67，1375.21，1244.41，1190.00，1042.87，879.05。经质谱检测 ESI-MS (m/z)：443.4 [M+H]+ ( calcd for C30H50O2，442.7)； 1H NMR (300 MHz, CDCL3) : δ 4. 679 (1H, brs, H-29a) , 4. 582 (1H, brs, H-29b), 3. 785 (1H, d, J = 10. 9 Hz, H-28a) , 3. 352 ( 1H, d, J = 10. 9 Hz, H- 28b) , 3. 178 (1H, dd, J = 11. 3, 4. 6 Hz, H-3) , 1. 683 (3H, s, H-30) , 1. 022 (3H, s, H-27) , 0. 98 (3H, s, H-26) , 0. 969 (3H, s, H-23) , 0. 825 (3H, s, H-25) , 0. 76 ( 3H, s, H-24) ; 13 C-NMR (C-1～C-30) ( 300 MHz, CDCL3 ) : δ38. 842 , 27.361, 78. 961 , 38. 674 , 55. 251, 18.276, 34. 196 , 40. 887, 50. 361, 37.271, 20. 801 , 25. 172, 37. 133, 42. 687 , 27. 010 , 29. 139, 47. 76, 47. 76 , 48. 721, 150. 463 , 29. 719, 33. 945  , 27. 964 , 15. 346 , 16. 094 , 15. 957 , 14. 736 , 60. 522, 109. 681, 19. 061)。该化合物的光谱数据与文献[6,7 ]一致, 结构确定为桦木醇。经HPLC测定，含量为98.86%。
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图2 桦木醇的结构鉴定图谱

A:桦木醇IR图谱， B:桦木醇HPLC图谱, C:桦木醇质谱图谱，
 D:桦木醇1H-NMR图谱， E:桦木醇13C-NMR图谱

Fig.2 Structure identification spectra of betulin

A: IR spectra of betulin, B: HPLC spectra of betulin, C: MS spectra of betulin,
 D: 1H-NMR spectra of betulin, E: 13C-NMR spectra of betulin
2.2 桦木酸的结构鉴定

合成的化合物为白色粉末，从图3可知，IR图谱与底物桦木醇相比，主要区别在1687.27cm-1出现羧羰基的强吸收峰。质谱分析：APCI-MS (m/z)：455.3 [M-H]- (Calcd for C30 H48O3, 456.7)，1 H-NMR (300MHz, CDCl3 )δ: 0.754, 0.824, 0.934, 0.967, 0.977 ( each 3H, s, H-24, -25, -23, -26, -27) , 1.691 ( 3H，s, H-30) , 3.011 (1H, m, H-19) , 3.164 (1H, dd, J = 5.0, 11.2 Hz, H-3) , 4.616 ( 1H, br s, H-29a) , 4.744 ( 1H, br s,, H-29b) ; 13 C-NMR (C-1～C-30)δ: 38.369, 27.377, 78.991, 38.842, 55.312, 18.26, 34.288, 40.658, 50.483, 37.187, 20.824, 25.469, 38.682, 42.412, 29.68, 32.129, 56.289, 46.875, 49.24, 150.386, 30.527, 37.011, 27.972, 15.324, 16.01, 16.109, 14.675, 180.526, 109.688, 19.351。 该化合物的光谱数据与文献[8,9 ]一致, 结构确定为桦木酸。
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图3 桦木酸的结构鉴定图谱

A:桦木酸红外光谱图 B: 桦木酸质谱图谱， C:桦木酸1H-NMR图谱，D:桦木酸13C-NMR图谱

Fig.3 Structure identification spectra of betulinic acid

A: IR spectra of betulinic acid, B: MS spectra of betulinic acid, 
C: 1H-NMR spectra of betulinic acid, D: 13C-NMR spectra of betulinic acid
2.3 桦木酸的含量测定

2.3.1高效液相色谱测定条件的优化

以峰的保留时间和分离效果为定性指标，峰面积为定量指标，确定在甲醇--水(4g/L甲酸铵)溶液为流动相时，桦木酸的保留效果较好，基本达到基线分离(见图4)，分析时间较短，有利于快速分析．
[image: image13.wmf]min

0

1

2

3

4

5

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

16000000

 MSD1 TIC, MS File (WAIY\W-HMS001.D)    APCI, Neg, Scan, 100

 3.105

       [image: image14.wmf]min

0

1

2

3

4

5

mAU

0

50

100

150

200

250

 DAD1 A, Sig=210,10 Ref=380,10 (WAIY\W-HMS000.D)

 1.943

 3.012


图4 桦木酸的高效液相色谱图
A: 桦木酸对照品， B: 桦木酸样品， 1: 桦木酸

Fig.4 Representative HPLC chromatograms of betulinic acid detected at 210 nm. A: betulinic acid standard solution ; B: betulinic acid sample solution. Peak 1 for betulinic acid 
2.3.2 高效液相色谱测定桦木酸的精密度、稳定性、重复性
以桦木酸的色谱峰面积（Y）为纵坐标，其对应浓度（X）为横坐标进行线性回归，桦木酸在0.03125—0.5mg/mL范围内线性关系良好，回归方程为：Y=379381X-2397, R2=0.9988.见图5.
精密度试验结果表明，所建立的方法精密度良好，其日内精密度为1.75%，日间精密度为2.65%；稳定性相对标准偏差为3.68%，表明供试品在48 h内稳定性良好；重复性相对标准偏差为1.83%（n=5），表明样品制备方法重复性良好. 
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图5 桦木酸的标准曲线

Fig.5 Standard curve of betulinic acid

2.3.3 加样回收率以及样品检测结果

加样回收率试验结果表明，桦木酸的平均回收率为97.97%，相对标准偏差为1.64%。结果见表1。
表1 桦木酸样品加样回收率（n=9）
Tab.1 Recoveries of betulinic acid (n=9)

	样品中含量（mg/mL）
	加样量（mg/mL）
	测得量（mg/mL）
	回收率(%)
	平均回收率(%)
	RSD(%)

	0.0654
	0.088
	0.1487
	96.94
	98.00
	1.30

	0.0654
	0.088
	0.1498
	97.65
	
	

	0.0654
	0.088
	0.1525
	99.41
	
	

	0.0562
	0.044
	0.0987
	98.50
	98.50
	0.91

	0.0562
	0.044
	0.0978
	97.60
	
	

	0.0562
	0.044
	0.0996
	99.40
	
	

	0.0432
	0.132
	0.1669
	95.26
	97.39
	2.71

	0.0432
	0.132
	0.1758
	100.34
	
	

	0.0432
	0.132
	0.1692
	96.58
	
	


对供试品溶液中桦木酸含量进行HPLC 测定，结果表明桦木酸的含量为96.53%。
3、讨论

桦木酸制备的方法有很多，如直接提取法，一步合成法以及半合成法等[10]。直接提取法就是利用不同的溶剂将桦木酸从不同的植物中提取出来，Weinges[11]等用95%乙醇从Ziziphus spinachristi 的树叶中提取桦木酸， 此法原料消耗大,成本高,产品的杂质含量高,且收率低。 一步合成法是将桦木醇的提取和桦木酸的制备同步进行,此法简单易行,但反应过程中桦木醇的提取不充分,提取物没有经过纯化和分离步骤就进行氧化反应,所制得的混合物杂质的种类和含量都很多,难以分离纯化,从而导致产率下降。半合成法是从植物中提取桦木醇,经氧化还原制得桦木酸，此法制备的产品收率较高,易分离与提纯。
许多植物中都含有桦木醇，特别是白桦树的树皮中含有20-30%三萜类化合物，而桦木醇占三萜类化合物总量的70 %左右，因此我们选用白桦树的树皮作为提取桦木醇的原料。根据桦木醇的理化性质和文献[4,6-9], 分别考察提取溶媒(95%乙醇、甲醇、氯仿、乙醚) 、溶剂量、提取时间、提取次数, 确定最佳提取条件为:以白桦树树皮与甲醇为1：13提取2次,每次3小时。此方法简便易行,提取的纯度高，测定时干扰少。

以桦木醇为底物合成桦木酸，我们采用桦木酮酸为中间体合成桦木酸的方法，首先用Jone’s 试剂氧化桦木醇生成桦木酮酸, 然后用硼氢化钠/ 四氢呋喃(NaBH4/ THF) 还原得到3α和3β- 羟基的桦木酸(比例为5 ∶95)。由于具有生理活性的桦木酸是β-异构体,因此需甲醇结晶析出得到3β- 羟基产物即桦木酸纯品。在合成过程中，主要考察了氧化剂用量（桦木醇与琼斯试剂的摩尔比为1：2，1：3，1：4，1：5，1：6），反应温度（0℃，20-22℃和35℃）与时间（1.5h，2h, 3h）等指标对中间产物桦木酮酸合成的影响以及硼氢化钠的量（桦木酮酸与硼氢化钠的质量比为1：1，1：2，1：3）对桦木酸合成的影响，确定最佳合成条件为:桦木醇与琼斯试剂的摩尔比为1：6，20-22℃反应3h时，桦木醇转化率高达75%，当桦木酮酸与硼氢化钠的质量比为1：1时，其转化率最高。 
据研究报道[12,13]，HPLC法检测枣属中的桦木酸，其流动相为：磷酸盐缓冲液-甲醇，检测波长为210nm;潘萍报道[14]，采用RP-HPLC测定大叶紫株中桦木酸的含量，以乙腈-0.1%磷酸溶液（63：37）为流动相，205nm为检测波长。对桦木酸对照品进行紫外扫描时，其最大吸收峰在210nm 处，实际上,在210nm处乙腈作为流动相的吸收峰明显的低于甲醇作为流动相的吸收峰，考虑到乙腈的成本高，毒性较大，最终确定用甲醇替代乙腈[15-17]，桦木酸为三萜酸类化合物,紫外末端吸收,用甲醇-水系统基线漂移 ,桦木酸呈酸性,加入甲酸铵改善峰形,故选择甲醇-水(4g/L甲酸铵)=40:60作为流动相．
    本提取与合成工艺路线短，收率高，易分离与提纯，含量检测方法简便、准确、重复性好，可为桦木酸的质量评价提供依据。
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