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共晶分离技术在染料木素--葛根素--大豆苷元三元体系

分离纯化中的应用

李雪铭, 卢 燕, 钱 帅, 庞遵霆, 魏元锋*

(中国药科大学中药学院, 江苏 南京 211198)

摘要: 共晶分离技术是一种利用配体选择性与目标化合物形成共晶后从混合体系中分离的技术。葛根素、染料

木素及大豆苷元是葛根中的主要成分, 这 3种结构相似的成分的分离精制多采用常规柱色谱、重结晶等技术, 具有

分离周期长、溶剂消耗量大、制备效率低等问题。本团队利用前期新发现的共晶分离现象设计并实现了染料木素-

葛根素-大豆苷元三元混合物的分步提取分离实验, 在混合体系中依次加入咖啡因和脯氨酸作为共晶配体, 通过混

悬液法形成了染料木素-咖啡因共晶和葛根素-脯氨酸共晶, 并从溶液中分别分离析出, 最终得到染料木素纯度为

93%的染料木素-咖啡因共晶和葛根素纯度为 99%的葛根素-脯氨酸共晶, 且大豆苷元的纯度也提高了 6.76倍。本

研究提出了一种不同于传统分离方法、操作简单、成本低、适用范围广的分离方法, 实现了中药中结构相近化学组分

的分离, 为共晶技术应用于中药的分离与精制奠定基础。
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Application of cocrystal separation technology in the separation and 

purification of genistein-puerarin-daidzein ternary system
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(School of Traditional Chinese Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China)

Abstract: Cocrystal separation technology is a technology that utilizes coformers to selectively form 

cocrystals with target compounds and separate them from mixed systems. Our study used puerarin (PUE), daidzein 

(DDZ), and genistein (GEN) as model drugs, which have similar structures and are the main isoflavones in 

Pueraria lobata root. The separation and purification processes in the modern traditional Chinese medicine (TCM) 

of these three components use conventional column chromatography, recrystallization, and other technologies, 

which have the issues of lengthy separation cycles, high solvent consumption, and inefficient preparation. Different 

with existing separation technology, our team used the early-found cocrystal separation method to design a step-by-

step extraction and separation experiment of GEN-PUE-DDZ ternary mixture. Caffeine and L-proline were added 

to the mixed system in turn, GEN-caffeine cocrystal and PUE-proline cocrystal were prepared by suspension 

method. The cocrystals precipitated out of the solution. The purities of the GEN-caffeine cocrystal and the PUE-

proline cocrystal could achieve 93% (the purity of GEN) and 99% (the purity of PUE). Besides, the purity of DDZ 

could also be increased by 6.76 times. This study proposed a simple operating, low cost and wide application range 

separation method different from the traditional separation method and realized the separation of structurally 

similar chemical components in TCM, laying a foundation for the application of cocrystal technology in the 
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separation and refining of TCM.
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药物共晶 (cocrystal, CC) 是指活性药物分子 

(active pharmaceutical ingredient, API) 与 形 成 物 

(coformer, CF) 按固定的化学计量比通过氢键、π-π堆

积或其他非共价键相结合形成的单一均相的晶体[1,2], 

CF须为药学可接受的小分子配体或是另一种有协同

药理作用的小分子药物。共晶技术可在不改变药物化

学结构及临床药理特性的情况下, 对API的关键药剂

学性质进行改善, 包括溶解度、溶出速率、机械性能、稳

定性、生物利用度等[3]。

本课题组前期研究发现[4], 共晶形成过程中, API

与CF间的结合力主要为方向性氢键, 基于分子识别原

理, CF能选择性与混合体系中某一化合物形成共晶; 

从而可利用共晶与另一种化合物溶解度的差异实现分

离。目前, 共晶分离技术主要应用于二元化合物体系, 

如Hsi等[5]通过共晶分离技术实现了布洛芬与酮洛芬

的分离, 其在三元或多元化合物体系及中药多组分体

系中分离、纯化的可行性需进一步研究。

葛根为豆科植物野葛 Pueraria lobata (Willd.) 

Ohwi的干燥根, 在国内外广泛应用于心血管疾病、高

血压、糖尿病等疾病的治疗[6]。研究表明 , 葛根中葛

根素 (puerarin, PUE)、大豆苷元 (daidzein, DDZ)、染料

木 素 (genistein, GEN) 含 量 分 别 为 PUE 52.04%～

89.02%、DDZ 1.54%～44.43%、GEN 3.01%～19.54%[7], 

提取得到的葛根总黄酮进一步水解精制后, 由 PUE、

DDZ、GEN几种异黄酮类化合物组成 (图 1)[8-10]。组合

大孔吸附树脂法从葛根提取液中分离得到的提取物中

的 PUE, 经薄层色谱法和高效液相色谱法 (HPLC) 测

定其纯度仅为55%, 收率仅有2%[11]。Cheng等[12]设计以

PUE为目标模板分子的分子印迹聚合物能有效地从葛

根提取物中分离 PUE并通过HPLC检测, 但由于识别

结构十分相似, 分子印迹聚合物会同时提取出DDZ等

化合物, 从而导致产物含有较多种类杂质。此外, 3种

成分水溶性均较差, 且DDZ和GEN仅在A环的C5位

上相差1个-OH, 三者难以通过重结晶分离。

在现有分离方法不理想的情况下, 本研究应用共

晶技术实现了 GEN-PUE-DDZ 三元体系的有效分离 , 

提高了各组分的纯度, 同时分离得到的共晶具有提高

难溶性药物PUE、GEN水溶性和成药性的潜能。

材料与方法

药品及试剂 PUE (99.98%, 浙江震元制药有限

公司); GEN (98%, 西安泽朗生物科技有限公司); DDZ 

(99%, 国药集团化学试剂有限公司); 咖啡因 (caffeine, 

CAF, 99.3%, 江西康丰生物科技有限公司); L-脯氨

酸 (L-proline, PRO, 99%, 源叶生物公司); 实验用水 

(Milli-Q 水纯化系统自制 , 美国 Millipore 公司); 乙醇 

(分析纯 , 南京化学试剂股份有限公司); 乙腈 (色谱

纯)、甲醇 (色谱纯) (上海安谱科学仪器有限公司)。

仪器 BS124S、BT25S 电子天平 (德国 Sartorius

公司); 差示扫描量热分析 (differential scanning calo‐

rimetry, DSC) 仪 (200F3Phoenix Netzsch, 德国 Netzsch 

公司); 高效液相色谱仪 (LC-2010A HT&LC-10ADVP 

Shimadzu)、傅里叶变换红外光谱 (Fourier transform 

infrared spectroscopy, FT-IR) 仪 (Affinity-1S Shimadzu) 

( 日 本 Shimadzu 公 司); 粉 末 X- 射 线 衍 射 仪 (D8 

Advance, 德国Bruker公司)。

配体的选择和制备方法研究 前期通过混悬液法

筛选发现配体CAF能与 PUE或GEN形成化学计量比

1∶1 的共晶 , PRO 仅与 PUE 形成化学计量比 1∶1 的

共晶[13]。

PUE-CAF 共晶 称取 3.21 g PUE 和 1.44 g CAF 

(摩尔比 1∶1) 于西林瓶中, 加入甲醇 10 mL, 密封, 室温

搅拌 24 h。将所得混悬液过滤, 所得产物于 25 ℃真空

干燥箱中干燥 24 h 后 , 过 100 目筛网即得 , 室温干燥

保存。

GEN-CAF 共晶 称取 2.00 g GEN 和 1.44 g CAF 

Figure 1　The chemical structures of puerarin (PUE, A), daidzein (DDZ, B), and genistein (GEN, C)
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(摩尔比 1∶1) 于西林瓶中, 加入甲醇 10 mL, 同上述方

法操作即得。

PUE-PRO 共晶 称取 5.35 g PUE 和 1.15 g PRO 

(摩尔比 1∶1) 于西林瓶中, 加入 20 mL甲醇, 同上述方

法操作即得。

物理混合物 分别称取摩尔比 1∶1 的 PUE 和

CAF、GEN和CAF、PUE和 PRO适量, 过 100目筛混合

3次即得。

样品表征

粉 末 X- 射 线 衍 射 (powder X-ray diffraction, 

PXRD) 分别取样品粉末约 200 mg, 采用Cu-Kα靶进

行测定, 扫描速度为4°/min, 扫描范围2θ为5°～40°, 步

长为 0.02°, 波长为 1.540 6 Å, 管压为 40 kV, 管流为

40 mA。

DSC 分别取样品粉末约 3 mg置于铝坩埚内, 升

温速率为 10 ℃·min-1, 测定范围为 40～250 ℃或 40～

320 ℃。

FT-IR 分别取样品粉末 (约 2 mg) 与KBr充分研

磨, 并在 1 T的压力下压制成薄片。采用 IRAffinity-1S

型的红外光谱仪, 对KBr空白片及各样品片进行扫描, 

仪器相关参数设置, 测定模式为透过率 (%), 扫描次数

为32次, 分辨率为4 cm-1, 扫描范围4 000～400 cm-1。

含量测定方法的建立

对照溶液的配制 取 PUE (GEN、DDZ、CAF、

PRO) 粉末适量 , 用甲醇溶解制得质量浓度约为

1 mg·mL-1的对照溶液。混合标准对照溶液: 用移液管

精密移取 PUE、GEN、CAF对照溶液适量, 用甲醇将其

稀释制得各约含250 μg·mL-1的混合标准对照溶液。

HPLC分析方法 采用Xtimate XB-C18柱 (6 mm × 

150 mm, 5 μm), 检测波长为 260 nm, 流动相A为纯水, 

流动相B为甲醇, 梯度洗脱, 流速为 1.0 mL·min-1, 梯度

程序为 : 0～25 min, 46% B; 25～30 min, 60% B; 30～

36 min, 80% B; 36～40 min, 40% B, 柱温40 ℃, 进样体

积为10 μL, 检测波长为260 nm。

线性与范围 用移液管分别精密移取对照溶液适

量, 用甲醇将其稀释一定倍数, 即得系列质量浓度分别

为 400、200、100、50、25、12、6 μg·mL-1的 PUE、GEN 和

DDZ溶液, 取上述各系列溶液, 用 0.22 μm尼龙针式滤

器过滤, 取续滤液 10 μL按 HPLC分析方法进样检测, 

记录色谱图。分别以浓度为横坐标、峰面积为纵坐标

绘制散点图, 回归分析得到标准曲线。

分离流程 分离流程如图2所示。

不同组分化合物对共晶形成的影响

DDZ 对 GEN-CAF 共晶形成的影响 在含有

1 mmol GEN和 1 mmol DDZ的 2 mL甲醇混悬液中加

入 1 mmol CAF (DGC样品), 置于 10 mL西林瓶中, 室

温搅拌 24 h。将混悬液过滤后得到的滤饼进行真空干

燥24 h, 并在4 ℃的真空干燥器中保存。

PUE 对 GEN-CAF 共晶形成的影响 在含有

1 mmol GEN和 1 mmol PUE的 2 mL甲醇混悬液中加

入1 mmol CAF (PGC样品), 同上述操作制备产物。

GEN 对 PUE-PRO 共晶形成的影响 在含有

1 mmol GEN和 1 mmol PUE的 2 mL甲醇混悬液中加

入1 mmol PRO (GPP样品), 同上述操作制备产物。

DDZ 对 PUE-PRO 共晶形成的影响 在含有

1 mmol PUE和 1 mmol DDZ的 2 mL甲醇混悬液中加

入1 mmol PRO (DPP样品), 同上述操作制备产物。

分别取以上制备产物适量进行PXRD测定。

分离溶剂的选择 测定室温条件下 PUE 晶体、

GEN晶体及 PUE-PRO共晶、GEN-CAF共晶在不同溶

剂 [甲醇、乙醇、甲醇-乙醇 (v∶v = 50∶50) 或乙腈] 中

API 的溶解度。分别称取过量的上述样品于密封管

中 , 加入 5 mL 溶剂 , 置于恒温振荡器中 (温度 25 ± 

1 ℃, 振摇速度 250 r·min-1) 振摇 24 h, 并在此温度下静

置平衡 1 h 取出样品。样品经 0.22 μm 尼龙针式滤器

过滤, 用甲醇稀释一定倍数后进行HPLC分析。每个

样品平行测定3份。

复杂混合体系中共晶分离方法及分离效果的评价

三元混合母液的制备 取 3个具塞碘量瓶, 分别

加入 200 mL 甲醇、乙醇、甲醇-乙醇 (v∶v = 50∶50) 溶

剂。称取过量PUE、GEN和DDZ粉末置于装有 3种溶

剂的碘量瓶中, 置于恒温振荡器中 (温度 25 ± 1 ℃, 振

摇速度 250 r·min-1) 强力振摇 24 h, 并在此温度下静

置平衡 1 h再取出样品, 样品经 0.22 μm尼龙针式滤器

过滤, 得到甲醇、乙醇、甲醇-乙醇 (v∶v = 50∶50) 的三

元饱和澄清母液, 分别为母液A、B、C, 经上述HPLC法

Figure 2　 Schematic diagram of ternary system separation by 

cocrystal method. CAF: Caffeine; PRO: L-Proline
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分别测定母液中PUE、GEN及DDZ的含量。

GEN的分离 分别取 100 mL的母液A、B和C, 向

各母液中加入与GEN等摩尔的配体CAF后, 于 25 ℃

条件下搅拌 24 h。将反应得到的混悬液 4 000 r·min-1

离心 5 min, 分离固液混合物, 经 HPLC分别测定上清

液与沉淀中GEN、PUE、DDZ的含量。

PUE的分离 取上一步制备得到的上清液10 mL, 

加入与上清液中PUE等摩尔量的配体PRO后, 同法操

作进行分离。经HPLC分别分析第 2次分离后的上清

与沉淀中GEN、PUE、DDZ的含量。

分离效果的评价 通过计算上清液与沉淀中化合

物的纯度P%, 评价 PUE-GEN的分离效果。再分别将

上清液与沉淀进行真空干燥, 得到干燥固体后称重, 计

算上清液中的单体及沉淀中的共晶回收率R%。每个

样品平行操作3次。

纯度P%由公式 (1) 求得 (以GEN为例):

P% =
CL,GEN

CL,PUE + CL,GEN + CL,DDZ

× 100%或

P% =
CS,GEN

CS,PUE + CS,GEN + CS,DDZ

× 100% (1)

        其中 , CL,PUE、CS,PUE 分别表示分离后 PUE 在液相

和固相中的浓度 (mg·mL-1); CL,GEN、CS,GEN分别表示分

离后GEN 在液相和固相中的浓度 (mg·mL-1); CL,DDZ、

CS,DDZ 分别表示分离后 DDZ 在液相和固相中的浓度 

(mg·mL-1)。

回收率R%由公式 (2) 求得:

R% =
WL × PL%

WT

× 100% 或

R% =
WS × PS%

WT

× 100% (2)

        其中, WL、WS分别表示分离的上清液与沉淀干燥后

的净重量 (g); PL、PS分别表示分离的上清液与沉淀中化

合物的纯度 (%); WT表示相应物料的起始投入量 (g)。

统计学分析 实验数据用 SPSS 22.0 统计软件

进行分析, 各组间数据采用多因素方差分析, 数据以

x ± s表示, P < 0.05表示具有统计学意义。

结果与讨论

1 样品表征

1.1 PXRD 由图 3 可知 , PUE 晶体在 2θ = 6.44°、

7.94°、11.58°、13.86°、15.88°、18.66°、21.04°、23.30°处具

有特征衍射峰。GEN晶体的特征衍射峰在2θ = 7.50°、

12.20°、12.74°、14.30°、15.40°、18.04°、22.46°、24.74°、

28.72° 。 DDZ 晶体在 2θ = 10.44° 、15.84° 、17.04° 、

24.62°、25.29°、26.49°等处具有特征的衍射峰。CAF晶

体的特征衍射峰在 2θ = 11.84°、12.02°、26.46°、27.14°。

PRO晶体的特征衍射峰在 2θ = 15.25°、18.08°、18.45°、

19.59°、22.73°、24.78°。PUE与CAF形成共晶后, PUE

的特征峰大部分消失 , 在 2θ = 7.50°、9.40°、23.52°、

24.00°等处出现了新的特征衍射峰。GEN与CAF形成

共晶后, GEN的特征峰大部分消失, 2θ = 9.46°、20.18°、

22.04°、26.34°、28.18°等处出现了新的特征衍射峰, 与

文献[14]报道一致。PUE 与 PRO 形成共晶后 , 在 2θ = 

5.43°、7.56°、13.32°、19.16°、20.62°处出现了新的特征

衍射峰 , 表明产物均为新的固体形态 , 可能形成了

PUE-CAF、GEN-CAF及PUE-PRO共晶。

1.2 DSC 由图 4 可知 , PUE 晶体的 DSC 图谱上有

2 个吸热峰 , 其中 82.9 ℃处宽的吸热峰为脱水峰 , 

208.7 ℃处吸热峰为其熔融峰, 与文献[15,16]报道一致。

GEN晶体在 305.6 ℃处有单一尖锐吸热熔融峰。CAF

晶体在 162.5 ℃处的吸热峰为 α→β晶型转变峰, 吸热

熔融峰在 237.0 ℃[17]。PRO 晶体在 233.7 ℃有一尖锐

吸热熔融峰。PUE-CAF共晶在 194.0 ℃出现单一尖锐

吸热熔融峰。GEN-CAF 共晶在 250.3 ℃出现单一尖

锐吸热熔融峰, 与文献[14]报道一致。PUE-PRO共晶在

179.5 ℃处有单一尖锐的吸热熔融峰, 表明形成了单一

组分的共晶。

1.3 FT-IR 由图 5可知, PUE晶体的 ν (O-H) 伸缩振动

位于 3 346、3 232 cm-1, ν (C=O) 伸缩振动位于 1 631 cm-1, 

1 235 cm-1为 ν (C-O) 伸缩振动。染料木素晶体 ν (O-H) 伸缩

振动位于 3 408 cm-1, ν (C=O) 伸缩振动位于 1 651 cm-1, 苯

环的骨架 ν (C=C) 振动位于 1 614 和 1 519 cm-1。酚羟基

Figure 3　Powder X-ray diffraction (PXRD) patterns of PUE (a), 

GEN (b), DDZ (c), CAF (d), PRO (e), PUE-CAF cocrystal (f), 

GEN-CAF cocrystal (g), PUE-PRO cocrystal (h)
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的键弯曲振动峰为 1 309 cm-1, ν (C-O) 伸缩振动位于

1 202 cm-1, 与文献[18,19]报道一致。CAF 晶体苯环的

ν (C-H) 伸缩振动位于 3 112 cm-1, ν (C=O) 伸缩振动位于

1 701 和 1 656 cm-1 [20]。PUE+CAF 或 GEN+CAF 的物

理混合物的红外图谱分别为二组分特征峰的简单叠

加。PUE-CAF共晶中 PUE O-H伸缩振动峰红移后与

3 232 cm-1处的峰重合 , 形成了 3 378 cm-1处的宽峰。

而CAF的 ν (C=O) 伸缩振动蓝移至 1 659 cm-1。推测PUE

的羟基与咖啡因的羰基形成了分子间氢键。

PUE-CAF共晶中GEN的 ν (O-H) 伸缩振动和CAF的

ν (C-H) 伸缩振动在 3 196 cm-1处合并成了一个大宽峰 ; 

GEN ν (C=O) 伸缩振动弱化消失; 苯环骨架 C=C 键的振

动峰红移至 1 602 cm-1; 酚羟基的O-H键弯曲振动峰红

移至 1 328 cm-1; ν (C-O) 伸缩振动峰红移至 1 244 cm-1。

CAF的ν (C=O) 伸缩振动峰红移至1 641 cm-1。推测GEN的

C7位上的羟基与CAF的C2位上的羰基形成了分子间

氢键, GEN的C5位上的羟基和C4位上的羰基形成了

分子内氢键, 且GEN与CAF分子间存在π-π堆积[14]。

PRO分子中羧酸基团的 ν (O-H) 吸收峰在 3 064 cm-1

处, ν (C-O) 吸收峰在 1 550 cm-1处, COO−基团的对称振动

吸收峰位于 1 622 cm-1。PRO与 PUE物理混合物的红

外图谱为二者特征峰的简单叠加。PUE-PRO共晶中

PUE 的酚羟基 ν (O-H) 吸收峰蓝移至 3 360 cm-1, PUE 的

酚羟基上的 ν (C-O) 蓝移到1 250 cm-1, 并且峰形发生明显

的宽化, PUE 的酚羟基上 δ (OH) 的面外变形由 611 cm-1

变弱。而 PRO 羧基的 ν (O-H) 吸收峰蓝移至 3 081 cm-1。

推测PUE的酚羟基与PRO的羧基参与了PUE-PRO共

晶中分子间氢键的形成。

2 含量测定方法

PUE、GEN、DDZ 的保留时间分别为 4.2、21.8、

14.3 min, 分离度均大于 1.5, 各组分之间能达到有效分

离, 表明该色谱条件专属性好, 分离效果良好。PUE的

线性范围为 6～401 μg·mL-1, 相关系数 r = 1.000 0, 

GEN 的线性范围为 6～389 μg·mL-1, 相关系数 r = 

1.000 0, DDZ的线性范围为 6～391 μg·mL-1, 相关系数

r = 1.000 0。该方法分离度良好, 重复性好, 准确度高。

3 各成分间对共晶形成的影响

3.1 DDZ或PUE对GEN-CAF共晶形成的影响 DDZ

对 GEN-CAF 共晶形成的影响如图 6A 所示。在 GEN

与DDZ甲醇溶液中, 加入等摩尔的CAF (1∶1∶1), 经磁

力搅拌, 所析出产物 (DGC样品) 的PXRD特征峰基本

与 GEN-CAF 共晶一致 , 这表明 DDZ 不会影响 GEN-

CAF 共晶的形成。此外 , 还在 2θ = 10.44°、15.84°、

17.04°、24.62°、25.29°处出现DDZ晶体的衍射峰, 表明

在共晶析出的过程中, 伴随着部分DDZ晶体析出。

PUE对GEN-CAF共晶的形成影响如图 6B所示。

在GEN与PUE甲醇溶液中, 加入等摩尔的CAF (1∶1∶1), 

经磁力搅拌, 所析出产物 (PGC样品) 的 PXRD特征峰

与 GEN-CAF 共晶一致 , 同时缺少 PUE-CAF 共晶在

2θ = 7.50°、15.88°、23.30°等处的特征峰, 表明在此三元

体系中, CAF竞争性选择与GEN形成共晶, PUE不会

影响GEN-CAF共晶的形成。

3.2 GEN或DDZ对PUE-PRO共晶形成的影响 GEN

或 DDZ 对 PUE-PRO 共晶形成的影响如图 6C 所示。

在GEN与PUE甲醇溶液中, 加入等摩尔的PRO (1∶1∶1), 

Figure 4　Differential scanning calorimetry (DSC) curves of PUE 

(a), GEN (b), CAF(c), PRO (d), PUE-CAF cocrystal (e), GEN-

CAF cocrystal (f), PUE-PRO cocrystal (g)

Figure 5　Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) spec‐

tra for PUE (a), GEN (b), CAF (c), PRO (d), physical mixture of 

PUE and CAF (e), GEN and CAF (f), PUE and PRO (g), PUE-

CAF cocrystal (h), GEN-CAF cocrystal (i), PUE-PRO cocrystal (j)
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经磁力搅拌, 所析出产物 (GPP样品) 的 PXRD特征峰

与 PUE-PRO 共晶一致。在 DDZ 与 PUE 甲醇溶液中 , 

加入等摩尔的 PRO (1∶1∶1), 经磁力搅拌, 所析出产物 

(DPP 样品) 的 PXRD 特征峰与 PUE-PRO 共晶一致。

这表明, GEN或DDZ不会影响PUE-PRO共晶的形成。

综上, 在含有GEN-PUE-DDZ的三元体系中, CAF

与PUE、GEN均可形成共晶, 但优先与GEN形成共晶, 

PRO仅与 PUE形成共晶。这为选用CAF与 PRO为配

体, 经共晶技术实现 GEN-PUE-DDZ三元体系的分离

纯化奠定了基础。

4 分离溶剂的选择

选择合适的溶剂使GEN-CAF共晶与GEN单体在

溶剂中的溶解度具有较大的差异, 是得到高回收率共

晶的前提条件。如表 1所示, 在甲醇、乙醇及乙腈中, 

GEN-CAF 共晶的溶解度相比 GEN 晶体分别下降了

87.32%、90.61%及 55.45%, 相比之下, 乙腈不适于作为

三元体系分离的溶剂。

对三元体系中 PUE 的分离是加入配体 PRO 进

行搅拌反应 , 使其形成 PUE-PRO 共晶以沉淀形式析

出实现的。在甲醇、乙醇及甲醇-乙醇混合溶剂中 , 

PUE-PRO 共晶与 PUE 晶体相比 , 溶解度分别下降了

75.22%、90.02%及82.79%。

考虑到单体与共晶的溶解度差异大小会影响到实

际分离时的分离效率, 后续将对比分析甲醇、乙醇及甲

醇-乙醇混合溶剂的分离效果。

5 复杂混合体系中分离效果的评价

5.1 GEN的分离 以CAF为配体时, GEN-PUE-DDZ

三元体系中, CAF优先与GEN形成共晶, DDZ与 PUE

不会影响 GEN-CAF 共晶的形成 (图 6)。因此 , 选用

CAF 作为配体从三元体系中分离 GEN (图 7), GEN-

Figure 6　 A: PXRD patterns of GEN-CAF cocrystal (a) and GEN-CAF cocrystal + DDZ (DGC, b). B: PXRD patterns of PUE-CAF 

cocrystal (a), GEN-CAF cocrystal (b) and GEN-CAF cocrystal + PUE (PGC, c). C: PXRD patterns of PUE-PRO cocrystal (a), PUE-PRO 

cocrystal + GEN (GPP, b) and PUE-PRO cocrystal + DDZ (DPP, c)

Table 1　Solubility determination results of GEN crystal, GEN-CAF cocrystal (CC), PUE crystal, and PUE-PRO CC (mg·mL-1; x ± s, n = 3)

Solvent

Methanol

Ethanol

Acetonitrile

Methanol-ethanol (v : v = 50 : 50)

Sample

GEN

12.78 ± 1.43        

16.18 ± 0.52

2.11 ± 0.02

No determination

GEN-CAF CC (GEN)

1.62 ± 0.10  

1.52 ± 0.11

0.94 ± 0.04

No determination

PUE

45.64 ± 3.59

16.91 ± 1.44

0.29 ± 0.02

30.27 ± 0.02

PUE-PRO CC (PUE)

11.31 ± 2.14  

1.35 ± 0.01

No determination

5.21 ± 0.12
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CAF 共晶以沉淀的形式析出。由图 7A 可知, 从母液

A、B、C中析出的固体中GEN纯度分别为 72%、44%和

93%, 回收率分别为 70%、80%和 91%。母液A、C中的

GEN 均得到很好的分离, 母液 B中 GEN 的纯度较低, 

这可能是由于不同母液中GEN-CAF共晶与另两种组

分间溶解度差异不同导致的。在沉淀析出过程中, 溶

解度差异越大, 沉淀中目标成分纯度越高, 如在母液

A、B 中 PUE 溶解度分别是共晶的 28.17、11.13 倍 (表

1), 在沉淀析出过程中 , 母液 B 的 PUE 更易随共晶析

出, GEN纯度较低。

5.2 PUE的分离 如图 7B所示, 经 5.1项下第一步共

结晶分离后, 3种母液上清液中 PUE的纯度均在 70%

以上 (母液A: 89%, 母液B: 80%, 母液C: 75%)。通过

加入PRO进行第二步共结晶分离后, PUE-PRO共晶以

沉淀形式析出, 沉淀中 PUE纯度分别提高至 99% (母

液A)、96% (母液B)、96% (母液C), 同时回收率分别为

65%、98%、69%, 即 3种母液中的PUE均得到很好的沉

淀分离, 说明共结晶的方式可提取体系中的PUE, 得到

纯度均接近100%的PUE-PRO共晶。

同时, 经二次共结晶分离后, DDZ在上清液中的

纯度也有很大程度的提高, 在母液A、B、C中分别提高

了 1.96、6.76和 1.56倍 (图 7C)。此分离步骤对上清液

中 DDZ 的富集效应较差是由于共晶反应生产的

PUE-PRO共晶在甲醇中具有一定溶解度 (表 1), 上清

液中残留的 PUE 的量仍较高 , 所以在母液 A 和 C 中

DDZ纯度比母液B中的低。

结论

本研究验证了在复杂的中药体系中通过共晶分离

技术可以实现PUE-GEN-DDZ的混合体系的有效分离

纯化。通过共晶分离方法可得到纯度为 93%的GEN-

CAF 共晶和纯度为 99% 的 PUE-PRO 共晶 , 具有较高

的回收率。同时, 该共晶分离方法具有操作步骤少、简

单方便、易重复操作的优势, 对于运用现代晶体工程学

前沿技术推动中药的传承与创新具有积极意义, 对于

本研究提出的晶体学分离技术在更复杂的多元体系中

的分离应用还有待于继续研究。
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