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红豆杉细胞培养生产紫杉醇粗品制备紫杉醇原料药的研究
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摘 要 ：通过考察紫杉醇提纯的多种方法，优化结晶析出法和柱层析法的工艺参数，首次将红豆杉细胞培养生 

产 的 65%的紫杉醇粗品分离纯化为符合美国药典U SP标准的紫杉醇原料药 .以红豆杉细胞培养生产的 65% 的紫杉 

醇粗品为原料提纯制备紫杉醇原料药的方法，重复性好、工艺合理、操作简单、绿色安全，有望解决紫杉醇原料药的 

药源供应严重不足的问题 .
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紫杉醇是从红豆杉属植物中分离提取的一种具有紫杉烷二萜骨架[1]的新型抗癌药物.其对大多数实体 

肿瘤有强力抑制作用，而对正常细胞基本无影响，属于低毒高效的天然产物2 紫杉醇类药物现已成为一线 

抗癌和广谱抗肿瘤药物[3—].然而作为提取紫杉醇主要来源的红豆杉类植物属于珍稀物种，在我国被列为国 

家一级保护植物.重要的是，紫杉醇在红豆杉茎皮[4]中含量极低，只约占0.01%〜〇.〇5%[5].所以尽管紫杉醇 

抗癌药物在临床上已广泛应用，但是由于受原料红豆杉类植物稀有短缺的制约，市场对紫杉醇的需求的缺口 

很大[ .目前，紫杉醇在临床中大量应用的瓶颈受到紫杉醇药源不足的严重限制[ .

近年来，为解决红豆杉资源稀有短缺与紫杉醇需求日益增加的矛盾问题，相关研究者们主要从以下几个 

方面进行了紫杉醇原料的研究：化学全合成[6—9 化学半合成[10—12]、人工栽培[13—14]、微生物真菌发酵[15一21] 

和红豆杉细胞培养[22—2 等方法.其中红豆杉细胞培养法不破坏自然资源、不受自然条件限制、可在生物反应 

器中进行大规模培养，同时该方法还可生产出紫杉醇前体化合物及其他有抗癌活性化合物等优点.因此，红 

豆杉细胞培养生产紫杉醇是当前解决紫杉醇药源问题的很有前景的方法[24].然而，本方法只能制备出含量 

6 5 %左右的紫杉醇粗品，远无法达到作为临床使用前高纯度原料药的要求.本文研究利用红豆杉细胞培养技 

术生产的6 5 %紫杉醇粗品，通过优化组合多种分离手段和纯化技术，制备出符合美国药典U S P 标准的紫杉 

醇原料药.该工艺的开发利用有望解决目前紫杉醇原料药严重短缺的问题，造福人类和社会.

1 实验部分

1 . 1 原 料 来 源 与 组 成

采 用 红 豆 杉 细 胞 培 养 技 术 生 产 的 紫 杉 醇 粗 品 ，取 样 进 行 高 效 液 相 色 谱 检 测 ，利 用 标 准 工 作 曲 线 计 算 出 该  

紫 杉 醇 粗 品 中 的 紫 杉 醇 含 量 为 6 3 % 〜 6 8 % , 三 尖 杉 宁 碱 含 量 为 1 . 7 4 % 〜 1 . 8 6 % 而 其 他 未 知 物 含 量 为 3 . 5 1 %  

〜 3 . 9 5 % .

1 . 2 仪 器 与 试 剂

高 效 液 相 色 谱 仪 A g i l e n t  1 2 9 0  I n f i n i t y  L C , D A D 二 极 阵 列 管 检 测 器 （美 国 安 捷 伦 ）；D H J F  S e r i e s 低 温  

恒 温 搅 拌 反 应 浴 （郑 州 长 城 科 工 贸 有 限 公 司 ）； 转 蒸 发 仪 R E - 5 2 A A  ( 上 海 亚 荣 生 化 仪 器 厂 ） ；S H Z - D  

( ) 型 循 环 水 式 多 用 真 空 栗 （巩 义 市 英 峪 予 华 仪 器 厂 ）； F - 3 0 0 型 真 空 干 燥 箱 （郑 州 长 城 科 工 贸 有 限 公
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司） ；K Q 3200D E 型数控超声波清洗器（昆山舒美）；M i l l i Q 超纯水机.紫杉醇标准品、三尖杉宁碱标准品（北 

京万佳首化生物科技有限公司国家标准物质中心）；丙酮、正己烷、乙酸乙酯、二氯甲烷、甲醇、石油醚60〜 

90 、丙醇、正戊烷、异辛烷(天津市科密欧化学试剂有限公司，分析纯）；五氧化二磷P 20 5 (上海展云化工有

限公司）； 腈为色谱级(J . 丁. B a k e r);硅胶300〜40 0目（青岛海洋硅胶化工有限公司）.

1 . 3 液相 色 谱 条 件

A g i l e n t色谱柱（型号丁C —C 18 250 m m  X  4. 6 m m ，5 ^m )，流动相乙腈—水（体积比 65 : 35)，流速 

1.0 m L  • n i 1，紫外检测波长227 W 2 5 2  ;进样量为5 m L ;柱温为35 C 3 .

在该色谱条件下，紫杉醇、三尖杉宁碱均被洗脱且基线分离（见图1 根据紫杉醇标准品、三尖杉宁碱标 

准品的H P L C 图谱和色谱保留值规律、光谱特征吸收曲线综合定性，确定2.7中样品4(纯化后的高纯紫杉 

醇）的 H P L C 图谱中保留时间  ̂=  6.295 m i n 吸收峰为紫杉醇，而  ̂=  5.498 m i n 吸收峰为三尖杉宁碱.

用移液管分别精密吸取1 〇〇〇邱 • m L -1的紫杉醇标准母液0.4 m L 、0.6 m L 、0.8 m L 、1.0 m L 、1.2 m L  

定容于10 m L 容量瓶中，然后用色谱级乙腈分别稀释成浓度为40 • m L -1、60 • m L -1、80 • m L —、

100… m L - 、120… m L - 浓度梯度紫杉醇溶液，分别取之5 ML 注入液相色谱仪，将峰面积Y 与浓度X  

绘制标准工作曲线，得其回归方程:Y =  —1 516 +  0. 236 7X ，=  0.999,在 4 0邱 • m L -1〜120网 • m L -1范 

围内呈现良好的线性关系.在上述色谱条件下，1〇〇 Mg • m L - 紫杉醇标准溶液重复进样6 次，计算 R S D 为 

1.0 3 % ，表明液相色谱系统稳定；配 置 10 0邱 • m L - 紫杉醇标准溶液6 份，分别进样测试，计 算 R S D 为 

1.07%，表明液相色谱系统下该测试方法重复性好.

1  实 验 方 案

采用结晶析出法和正相柱层析法有机相结合的方法分离提纯紫杉醇粗品，解决了以往分离紫杉醇方法 

中不能有效分离紫杉醇与三尖杉宁碱的问题，最终得到高纯度的紫杉醇.

首先，将从红豆杉细胞培养生产的6 5 %左右的紫杉醇土黄色粗品（H P L C 图谱如图2 所示，=6.270 

m i n 吸收峰为紫杉醇，〖 =  5.481 m i n 吸收峰为三尖杉宁碱，而  ̂=  9.113 m i n 吸收峰为未知物）溶解在极性较 

大的有机溶剂中，然后逐滴加入反向非极性溶剂.搅拌一定时间样品完全溶解后，每隔1  m i n 滴加入5 的 

反向非极性溶剂，直至最终反向非极性溶剂： 性溶剂（ 为一适当值，静置一定时间，结晶获得纯度大 

于 8 5 %的紫杉醇淡黄色固体样品.其次，将上述8 5 %的紫杉醇固体样品用极性溶剂溶解，然后采用柱层析法 

进一步分离纯化紫杉醇，固定相为200〜30 0目硅胶，流动相为二氯甲烷和乙酸乙酯或正己烷和丙酮的二元 

梯度混合溶剂，可得到纯度大于9 8 %的紫杉醇白色固体.

最后将9 8 %的紫杉醇再用结晶析出法进一步提纯得到纯度〉9 9 %的紫杉醇白色固体.最终将纯度〉 

9 9 %的紫杉醇样品在P 20 5存在下45 °C 真空干燥8 , 可获得符合美国药典U S P 标准的紫杉醇固体.

2 方法和结果

2 . 1 不 同 的 极 性 溶 剂 溶 解 紫 杉 醇 粗 品 对 结 晶 析 出 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

不同的极性溶剂对65 %左右的紫杉醇粗品都有相当的溶解能力，但当溶液中滴加入相同的反向非极性
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图3 不同紫杉醇粗品浓度对其结晶析出纯度和收率的影响

性溶剂石油醚（60〜90 °C )后紫杉醇结晶析出后的 

纯度和收率影响不一 .将 6 5 %左右的紫杉醇粗品 

溶解在二氯甲烷中的浓度依次设定为〇.〇1、〇.02、 

0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、0.14g • m L —1，滴加入 

反相非极性溶剂石油醚6 〜90 C 相同的体积， 

分析结果见图2 所示.

6 5 %左右的紫杉醇粗品溶解在二氯甲烷极性 

溶剂中不同的浓度，以在0.C4 〜0.10 g • m L —区

溶剂后，由于及性容剂的极性不同而导致终紫杉醇结晶析出本系极性的不同，对吉晶析出紫杉醇的纯度及 

其收率都有一定的影响.因此，极性各异的极性溶剂对紫杉醇粗品的溶解将最终影响结晶析出紫杉醇纯度和 

收率.实验结果见表1 所示.综合考虑结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响，实验优选二氯甲烷极性溶剂对 

65 % 左右的紫杉醇粗品进行容解，以 行 下 —步实验.

图2 紫杉醇粗品H P L C图谱

表 1 不同的极性溶剂溶解紫杉醇粗品对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响

溶剂 二氯甲烷 四氢呋喃 氯仿 乙醇 乙酸乙酯 丙酮 乙腈 甲醇

紫杉醇纯度/ % 85 87 87.5 88 89 93 95 96

紫杉醇收率/ % 83.1 72 68 65 62 60 57 55

2 . 2 不 同 的 反 向 非 极 性 溶 剂 的 对 结 晶 析 出 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

依据2.1中实验结果，用极性溶剂二氯甲烷完全溶解6 5 %左右的紫杉醇粗品，使其浓度为一定值，然后 

依次滴加常用的非极性反向溶剂环己烷、正己烷、石油醚6 〜90 C )、正戊烷、四氯化碳等，考察不同的反向 

非极性溶剂对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响.结果见表2 所示.

表 2 不同的反向非极性溶剂的对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响

溶剂 环己烷 正己烷 石油醚6 〜 90 C ) 正戊烷 四氯化碳

紫杉醇纯度/ % 89 87 88 8 86

紫杉醇收率/ % 83 82.5 83 .1 82 .7 81.9

由实验结果表2 可知，常用的反向非极性溶剂环己烷、正己烷、石油醚（60〜90 C )、正戊烷、四氯化碳对 

结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响差别不大.但考虑这五种常用反向非极性溶剂的安全性、经济性及结晶析 

出紫杉醇纯度、收率等综合因素，优选反向非极性溶剂石油醚6 〜90 C ).

2 . 3 紫 杉 醇 粗 品 在 极 性 溶 剂 二 氯 甲 烷 中 的 浓 度 对 结 晶 析 出 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

综合2.1和 2.2中实验结果，将从红豆杉细胞 

培养生产的65 %左右的紫杉醇粗品溶解在极性溶 95 -

剂二氯甲烷中，而不同的浓度对滴加入反相非极
5
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间获得的紫杉醇纯度最好，同时收率也有保证.而在浓度的两端，要么获得紫杉醇纯度高而收率低，要么获得 

紫杉醇收率高却纯度低.所以综合考虑紫杉醇纯度及其收率两个因素，以在〇.〇4〜0.10 g • m L ^1区间最好.

2 . 4 不 同 初 始 反 向 非 极 性 溶 剂 和 极 性 溶 剂 体 积 比 对 结 晶 析 出 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

综合2.1、2.2 和 2.3实验结果，酿性溶剂二氯甲烷溶解6 5 %左右的紫杉醇粗品，使其浓度在0.04〜0. 

10 g • m L ^1区间，然后滴加反向非极性溶剂，使最终反向非极性溶剂：极性溶剂=80 : 20 ( V  : V ).然后初始 

的反向非极性溶剂：极性溶剂 ( V  : V )对结晶析出紫杉醇纯度和收率有不同的影响.实验结果见表3.

表 3 不同初始反向非极性溶剂和极性溶剂体积比对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响

初始反向非极性溶剂：极性溶剂（ V )  1 90 1  85 20 : 80 2 75 30 : 70 35  ̂ 65 4  6

紫杉醇纯度/ %  8  

紫杉醇收率/ %  8!

5 86 

5 84

85 83 

83 .1  85

82

80

70 65 

89 92

由实验结果表3 可知，初始反向非极性溶剂：极性溶剂（ ：V )  (10〜30) : (90〜70)范围内，结晶析 

出紫杉醇纯度和收率都基本相当，总体都不错.但是初始反向非极性溶剂：极性溶剂（V  : V )  (30〜4 0 ) : 

(70〜60)范围内，虽然结晶析出紫杉醇的收率比较高，但是其纯度较低.原因是此段内的初始体积比，当加人 

反向非极性溶剂时，溶解6 5 %左右紫杉醇粗品溶液有部分浑浊或析出所致.综合考虑不同初始反向非极性溶 

剂和极性溶剂体积比对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响，优选初始反向非极性溶剂：极性溶剂（ ：V )  

10 ： 90.

2 . 5 不 同 最 终 反 向 非 极 性 溶 剂 和 极 性 溶 剂 体 积 比 对 结 晶 析 出 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

综合2.1、2.2、2.3 和 2.4 实验结果，用极性溶剂二氯甲烷溶解6 5 %左右的紫杉醇粗品，使其浓度为0.06 

g • n L 1，然后滴加反向非极性溶剂，使初始的反向非极性溶剂：极性溶剂=10 : 9 0 (  V )，考察不同的最 

终反向非极性溶剂：极性溶剂（ V 对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响.实验结果见表4.

由实验结果表4 可知，最终反向非极性溶剂：极性溶剂（V  : V )  (80〜60) : (20〜40)范围内，结晶析 

出紫杉醇纯度和收率都基本相当，总体都不错.但是最终反向非极性溶剂：极性溶剂（V  : V )  (90〜8 0 ) : 

(10〜20)范围内，虽然结晶析出紫杉醇的收率比较高，但是其纯度较低.原因是初始溶解6 5 %左右紫杉醇粗 

品溶液此段由于加人的反向非极性溶剂比例高而致使6 5 %左右紫杉醇粗品中的三尖杉宁碱尤其是未知杂 

质均有所析出，所以虽然结晶析出紫杉醇收率高，但是其纯度低.

表 4 不同最终反向非极性溶剂和极性溶剂体积比对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响

最终反向非极性溶剂：极性溶剂（ V )  90 ： 10 85 : 15 80 : 20 75 : 25 70 : 30 6  35 6  40

紫杉醇纯度/ %  65 

紫杉醇收率/ %  92

70 79

90 88

80 85 

85 83

86

.1 82

87

81

综合考虑不同最终反向非极性溶剂和极性溶剂体积比对结晶析出紫杉醇纯度和收率的影响，优选最终 

反向非极性溶剂：极性溶剂（ V )  70 : 30.

2 . 6 在 上 述 优 化 条 件 下 将 红 豆 杉 细 胞 培 养 生 产 的 6 5 % 左 右 的 紫 杉 醇 粗 品 制 备 纯 度 > 8 5 % 的 紫 杉 醇

综合 2 . 1 、2 .2 、2 .3 、2 . 4 和2.5实验结果，用 极性溶剂二氯甲烷完全溶解65%左右的紫杉醇粗品，使其浓 

度为0.06 g • n L 1 ，然后滴加反向非极性溶剂石油醚（60〜9 0 ) ，使初 始反向非极性溶剂石油醚（60〜9 C )  

:极性溶剂二氯甲烷（ V ) =  10  : 9 0 .搅拌一定时 间样品完全溶解后，每隔 10  m m 滴加人 5 的反向非极 

性溶剂石油醚（60〜9 0 ) ，直至最终反向非极性溶剂石油（60〜9 0 ) :极性溶剂二氯甲烷（V  : V )  =  70 : 3 0 ,得 

到纯度大于8 5 %的紫杉醇.实验结果见表5.

表 5 优选实验条件下 5 批紫杉醇粗品结晶析出紫杉醇的纯度和收率

紫杉醇粗品纯度/  6^ 65 68 63 65

紫杉醇纯度/ %  8  

紫杉醇收率/ %  8

85

83.1

89 8 85 

84 85 84

2 . 7 不 同 二 元 梯 度 混 合 洗 脱 剂 对 层 析 柱 分 离 紫 杉 醇 纯 度 和 收 率 的 影 响

将 2 . 6 中实验所得纯度> 8 5 % 的紫杉醇，采用柱层析法进一步分离纯化.固定相为300〜4 0 0 目硅胶，流
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动相为二氯甲烷和乙酸乙酯( V  : 二2 : 1、正己烷和丙酮( V  : 二1 : 4、正己烷和乙酸乙酯 ( V  : V )二1 :

5 或石油醚（60〜9 C )和丙酮( V  : : 4 的二元梯度混合溶剂，可得到纯度大于9 8 %的紫杉醇.实验结

果见表6.

表 6 不同二元梯度混合洗脱剂对层析柱分离紫杉醇纯度和收率的影响

姊洗剂
二氯甲烷：乙酸乙酯 正己烷：丙酮 正己烷：乙酸乙酯 石油醚（ 〜9 0 C ) :丙酮

V : V = 2 : 1 V : V = 1 : 4 V : V = 1 : 5 V : V = 1 : 4

紫杉醇纯度/ % 98 9 98 98.5

紫杉醇收率/ % 82 85 83 84

由实验结果表6 可以看出，4 种不同的二元梯度混合洗脱剂对于获得纯度> 9 8 % 紫杉醇的收率基本相 

当.考虑这五种常用溶剂的安全性和经济性两个方面，优选正己烷：丙酮（ ：V ) 1  : 4 或石油醚（60〜90 

C ) 丙酮（ ：V ) 1  : 4 二元梯度混合洗脱剂.

2 . 8 五 批 紫 杉 醇 粗 品 分 别 制 备 紫 杉 醇 原 料 药

取 6 3 %〜6 8 %的紫杉醇粗品5 批，依次采用2.6中实验优选的参数结晶析出纯度> 8 5 % 的紫杉醇，然后 

将其用2.7中实验优选的二元梯度混合洗脱剂进行柱层析洗脱得到纯度> 9 8 % 的紫杉醇，最后再用2.6中实 

验优选的参数进行结晶析出，可获得纯度> 9 的紫杉醇.结晶析出和柱层析两种分离纯化紫杉醇方法的有 

机结合，解决了以往分离紫杉醇方法中不能有效分离紫杉醇与三尖杉宁碱的问题，提高了分离紫杉醇的纯 

度，分离去除了三尖杉宁碱，而其他未知物含量也大大降低或完全去除了其他未知物，大大降低三尖杉宁碱 

含量，得到纯度> 9 的紫杉醇.最后，将纯度> 9 9 % 的紫杉醇样品在P 20 5存在下45 C 空干燥48 h ，可获 

得符合美国药典U S P 标准的紫杉醇，其中样品4 的 H P L C 图谱如图1 所示.其他技术指标经检测也均符合 

美国药典U S P 标准.实验结果见表7.

表 7 5 批紫杉醇粗品制备样品分析结果

样品 纯度（I I P L C ) / % 含量（W / W ) / % 三尖杉宁碱/ % 其他单杂 / 总杂/ % 是否符合U S P

1 99 .96 9.24 0 C 0 .1 0 . 0 4 % < 0 . 1 0 . 0 4 % < 0 . 5 符合

2 1 0 9.70 0 C 0 .1 0 < 0 . 0 < 0 . 5 符合

3 1 0 99 .77 0 C 0 .1 0 < 0 . 0 < 0 . 5 符合

4 9.95 9.51 0 . 0 5 C 0 . 1 0 < 0 . 0 .05  < 0 . 5 符合

5 1 0 9.85 0 < 0 . 1 0 < 0 . 0 < 0 . 5 符合

3 结 论

通过结晶析出法和正相柱层析法两种有效分离纯化紫杉醇方法的有机结合，将红豆杉细胞培养生产 

6 5 %左右的紫杉醇粗品制备成高纯度紫杉醇，进一步可制备成符合美国药典U S P 标准的紫杉醇原料药.本 

方法相关关键技术参数已获国家发明专利授权[31].

本方法重复性好、工艺合理、操作简单、绿色安全，制备生产符合美国药典U S P 标准的紫杉醇原料药.开 

发了从红豆杉细胞培养生产65 %左右的紫杉醇粗品生产紫杉醇原料药的新途径，大大扩大了紫杉醇原料药 

的药源供应，有望从根本上解决市场上紫杉醇需求量日益增加与红豆杉资源愈发短缺的矛盾.
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Preparation of Taxol Active Pharmaceutical Ingredients 
by Purification of Taxol from Taxus chinensis Cell Culture

Z h a o J u n h o n g ,X u e  B a o y u , L i Y a n , L i W e n fe n g , F a n Y a n g e

( I n s t i t u t e  o f  C h e m is tr y  H e n a n  A c a d e m y  o f  S c iences , Z h e n g z h o u  450002»  C h in a )

A bstract ： A total of 65 % taxol crude produced by Taxus chinensis cell culture was first purified to meet the requirements 

of USP standard of taxol in the United States Pharmacopoeia by investigating various methods of taxol purification, preferably 

by crystallization and column chromatography.The method has the advantages of good repeatability, reasonable process, simple 

operation and green safety.The drug supply of taxol active pharmaceutical ingredients was greatly expanded.

K eyw ords: taxus chinensis cell culture; taxol; active pharmaceutical ingredients
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