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芦荟色酮的高速逆流色谱分离制备方法研究

潘 & 霞，& 曹学丽，& 董银卯，& 赵 & 华

（ 北京工商大学化工与环境工程学院 北京市植物资源研究开发重点实验室，北京 $"""+D）

摘要：芦荟色酮是在芦荟叶中特有的一类具有抗炎 和 抑 制 酪 氨 酸 酶 等 作 用 的 活 性 物 质。以 芦 荟 全 叶 为 原 料，经 过

一系列的预处理手 段，从 脱 色 剂 活 性 炭 中 获 得 芦 荟 色 酮 粗 提 物，再 经 过 溶 剂 分 配 和 富 集 后 采 用 高 速 逆 流 色 谱

（’()))）对其中的色酮成分进行分离纯化。研究结果表明，采用氯仿 *甲醇 *水（ 体积比为 /E + E !）混合溶液和二氯

甲烷 *甲醇 *水（ 体积比为 #E /E !）混合溶液作为溶剂分离系统，经过两步 ’())) 可以分离纯化出色谱纯度在 ,#+ 以

上的芦荟色酮单体。经过紫外检测、快原子轰击质谱及 核 磁 共 振 等 方 法 的 结 构 分 析 鉴 定，证 实 分 离 所 得 物 质 为 肉

桂酰基 *)*葡萄糖甙芦荟色酮。
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& & 芦荟色酮是一类具有很大开发潜力的天然活性

物质，它的药理活性主要表现在抗炎、抗氧化和抑制

酪氨酸酶活性等方面［$］。$,,- 年，日本的 ,S182<1
等［!］分离出 6 种芦荟色酮，并对其进行了结构鉴定

和药效分析。但到目前为止，各国对芦荟色酮的研

究开展的依然较少。阻碍芦荟色酮深层次研究开发

的主要问题在于芦荟中的色酮成分含量很低。研究

表明，在 脱 色 凝 胶 中 芦 荟 色 酮 的 含 量 小 于"F ""$T，

在未脱色凝胶中的含量小于"F "$$T；在脱色全叶提

取物中的含量小于"F ""!T，在未脱色全叶提取物中

含量小于"F "!#T［+］。文献报道的芦荟色 酮 的 分 离

纯化方法主要是采用制备液相色谱法［/］，但制备液

相色谱存在操作成本高、制备量有限等问题，因此研

究开发芦荟色酮的高效分离纯化方法成为当前该领
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域研究的关键。

! ! 高 速 逆 流 色 谱（ "#$"%&’(() *+,-.(/*,//(-.
*"/+01.+$/1’"2，34555）是 #$ 世 纪 %$ 年 代 发 展

起 来 的 一 种 连 续 高 效 的 液%液 分 配 色 谱 分 离 技 术。

由于高速逆流色谱不需要固体支撑体，物质的分离

依据其在两相互不混溶的液体中分配系数的不同而

实现，因而避免了因不可逆吸附而引起的样品损失、

失活、变性等，不仅使样品能够全部回收，回收的样

品更能反映其本来的特性，而且由于被分离物质与

液态固定相之间能够充分接触，使得样品的制备量

大大提 高，因 而 34555 是 一 种 理 想 的 制 备 分 离 手

段。它相对于传统的柱色谱技术，具有适用面广、高

效、快速、制备量大、费用低等优点，近年来被广泛应

用于生命科学、中医药、海洋药物、现代农业及标准

化等领域。目前，34555 技术正在发展成为一种备

受关注的分离纯化技术［&］。

! ! 目前有关高速逆流色谱在植物活性成分分离研

究的应用报道较多。如利用 34555 可进行包括银

杏黄酮、牡荆甙在内的多种天然产物活性成分高纯

度标准品的 分 离 制 备［’］，以 及 包 括 芦 荟 素、芦 荟 大

黄素在内的蒽醌类化合物的分离纯化［(］。

! ! 本文将 34555 与其他传统的预处理手段相结

合，成功地应用于芦荟全叶中一种低含量色酮的分

离和制备，并采用高效液相色谱（3675）、快原子轰

击 质 谱（ 89:%;4）、核 磁 共 振（ !3 <;= 和 !)5
<;=）等手段对其纯度和结构进行了分析和鉴定。

!" 实验部分

! ! !" 仪器

! ! 高速逆流色谱仪系统：北京市新技术应用研究

所研制的 >4!$9) 型 高 速 逆 流 色 谱 仪，聚 四 氟 乙 烯

管（6?8@）分 离 柱，内 径 !* ’ 00，总 容 量 ##$ 07；

并配有 4!$$(9 型 恒 流 泵，%%#)9%AB 检 测 器，)$&(
型记录仪。

! ! 高效 液 相 色 谱 系 统：9$#C(-. !!$$75 型 高 效 液

相色谱系统，配有 DE=:9F 4:%5!% 色谱柱、四元泵、

二极管阵列检测器（G9G）、自动进样器。

! ! #" 试剂

! ! 氯仿、甲醇、二氯甲烷、冰醋酸等试剂均为分析

纯试剂，购于北京化工厂。用于 3675 分析的甲醇

试剂为色谱纯，购于迪马公司。活性炭为分析纯，购

于北京大力精细化工厂。自制双重蒸馏水。

! ! $" 芦荟色酮的提取和预处理

! ! 如前所述，芦荟色酮在芦荟全叶中的含量低于

$* $#&H，而在芦荟 凝 胶 中 的 含 量 低 于$* $!!H，说 明

芦荟色酮在芦荟凝胶和芦荟外皮中均有分布，因此

在实验中取芦荟全叶为初始原料。首先将芦荟全叶

通过切搅机打碎至细小颗粒状，加入活性炭粉末进

行脱色，并通过加热来降低样品粘度。样品与活性

炭的混合物经过板式过滤器过滤，分离出活性炭，并

将其干燥。将该活性炭用甲醇反复萃取、过滤，所得

滤液经减压浓缩，获得棕色稠膏。将此稠膏经二氯

甲烷%水混合溶剂萃取，合并二氯甲烷相并进行减压

浓缩，获得芦荟色酮粗提物［!$］。

! ! %" "#$$$ 分离方法

! ! 采用 34555 分离方法对上述粗提物进行分离

纯化。首先配 制 一 定 体 积 比 的 氯 仿%甲 醇%水（ 或 二

氯甲烷%甲醇%水）两 相 溶 剂 系 统，将 其 充 分 混 合 后，

静置分层。取上相（ 水 相）作 为 固 定 相，下 相（ 有 机

相）作为 流 动 相。每 次 分 离 前，用 输 液 泵 以 较 高 流

速将上 相 固 定 相 注 满 螺 旋 管 柱。 启 动 34555 主

机，调 节 转 速 为 %$$ / I 0#-，由 首 端 向 尾 端，以 #* $
07 I 0#-的流速向柱中泵入下相流动相。当下相流

动相从主机出口流出，证明体系已经达到流体动力

学平衡，此时将样品溶液打入进样环。样品溶液主

要用下相流动相配制。柱口流出物通过紫外检测器

在 #&+ -0 下 连 续 检 测。记 录 仪 同 步 记 录，根 据 谱

峰收集样品。

! ! &" 高效液相色谱分析

! ! 采用高效液相色谱分析色酮粗提物中芦荟色酮

成分 和 经 过 34555 分 离 纯 化 后 的 样 品 纯 度［+］。

3675 分析条件为：DE=:9F 4:%5!% 色谱柱（& !0，

#&$ 00 J +* ’ 00 #* )* ）；G9G 检 测 波 长 为 #%+
-0；流动相为甲醇%水（ 体积比为 && , +&），流速 $* (
07 I 0#-。

! ! ’" %&’()# 和!" *)+，!$$ *)+ 结构确认

! ! 采用质谱和核磁共振氢谱、碳谱进行芦荟色酮

的结构确认。结构确认的检测均在军事医学科学院

仪器分析测试中心完成。

#" 结果与讨论

# ! !" 芦荟色酮的提取和富集

! ! 芦荟色酮的粗提物由甲醇从活性炭中提取浓缩

而得。由于其中色酮的含量较低，因此在进一步的

分离纯化之前，采用二氯甲烷%水溶剂萃取的方法，

对目标组分进行预富集。通过比较粗提物在该溶剂

萃取前后的 3675 分析谱图（ 分别见图 ! %1 和图 ! %
K）可以看出，采用二氯甲烷%水溶剂萃取的方法进行

目标组分的富集是非常有效的。同时，还分析比较

了溶剂萃取后有机相与水相的 3675 分析谱图（ 分

别见图 ! %K 和图 ! %*）。结果表明，采用二氯甲烷%水
溶 剂体系进行萃取，既可以高选择性的将芦荟色酮

·(-·
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图 !" 各阶段提取产物的 !"#$ 分析谱图

%&’( !" !"#$ )*)+,-&- ./ 0123)42- /3.5 0)46 -207
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成分富集到有机相中，又可获得较高的萃取效率，同

时还可以有效地去除大量无关的杂质。

# ( #" 芦荟色酮的分离纯化

7 7 溶剂体系的选择是 89::: 分离中最为关键的

环节，溶剂体系选择的合适与否，直接关系到分离结

果的好坏。根据前面的预处理结果可知，目标组分

芦荟色酮的极性较弱，因此应选用弱极性体系。氯

仿;甲醇;水是已 被 广 泛 应 用 的 溶 剂 分 离 系 统 之 一，

主要应用于弱极性物质的分离。在该溶剂体系中，

氯仿和水为两相，甲醇在两相中皆有分布。对于氯

仿;甲醇;水体系，若目标组分易溶于该体系的下相，

可通过用二氯甲烷、四氯化碳、正己烷部分地代替氯

仿，或增加甲醇与水的含量，将目标组分拉向上相；

反之，则可降低甲醇的比例。这样做的原因在于：当

甲醇含量增加时，其既可以减小水相的极性，同时又

可以增加有机相的极性，因而可达到改变待分离成

分在两相中的分配系数的目的。

7 7 从图 ! 的 85<: 分析结果可以看出，经溶剂萃

取后得到的色酮粗提物中除含有目标组分外，还含

有大量的杂质，需要进一步分离纯化。

图 #" 经第一步分离的 !8$$$ 谱图（)）及其中组分!（9）的 !"#$ 分析谱图

%&’( #" %&3-2:-207 !8$$$ -07)3)2&.* ./ 43;<0 0123)42 ./ =+.0（)）)*< !"#$ )*)+,-&- ./ 70)> ! /3)42&.*（9）

$% #= ,+30$ $*%+!,% 0.44()/$0 .’ " #< (- )(>$+ (+=!’., ?&!4$，+$%$’%.(’ (- 4%!%.(’!+@ ?&!4$：&%A " BC 0$%$,%.(’：!" !’( ’#；1" !&(
’#" 5$!6：# " ,&+(#(’$"

7 7 本实验采用了两步高速逆流色谱的分离纯化方

法，通过逐渐调整溶剂体系的配比，达到理想的分离

效果，最终分离到高纯度的芦荟色酮单体。首先在

第一步 中，采 用 由 氯 仿;甲 醇;水（ 体 积 比 为 ( ) " ) !）

混合溶液组成的两相体系进行粗分（ 色谱图见图 ! ;
!）。经 85<: 分析表明（ 见图 ! ;1），其 中 峰!中 包

含大量目标组分，但同时仍有其他的杂质成分存在。

为此，调节溶剂体系配比，通过减小流动相的极性，

以二氯甲烷代替氯仿，采用二氯甲烷;甲醇;水（ 体积

比为 ’ ) ( ) !）的 溶 剂 体 系，对 图 ! ;! 中 的 目 标 组 分

（ 峰!）进 一 步 纯 化，结 果 如 图 " ;! 所 示。85<: 分

析表明（ 见图 " ;1），峰!D组分为高纯度的芦荟色酮

成分，其 85<: 纯度可达 *’A 以上。

# ( $" 结构确认

7 7 图 " 中的组分!D经 真 空 干 燥 得 到 白 色 固 体 粉

末，其 紫 外 光 谱 最 大 吸 收 波 长 为 !(’，!’’ 和 !&(
’#，与文献［#%］中 报 道 的 芦 荟 色 酮 的 紫 外 特 征 吸

收值（!($，!’(，!&( ’#）基本一致。

7 7 由目标组分的快原子轰击质谱分析结果可知，

其分子离子峰（［E F 8］F ）对应的质量数为 ’("+ !，

·&*·
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图 !" 经第二步分离的 !"### 谱图（$）及其中组分!%（&）的 !’(# 分析谱图

)*+, !" "-./01234-5 !"### 3-5$6$4*/0 /7 5$64*$889 5:6*7*-1 76$.4*/0（$）$01 !’(# $0$893*3 /7 ’-$; !% 76$.4*/0（&）

"# $%&%’&()*：+, #$% *-；., #&% *-, /%+0：! , ’12)-)*%,

由于该样品在做质谱分析之前先进行了核磁分析，

样品经 过 了 34’54 处 理，因 此 该 化 合 物 的 相 对 分

子质量 应 为 $%!( #（ 即 $%’( # ) # * $%!( #），与 文 献

［!+］报道的 肉 桂 酰 基636葡 萄 糖 甙 芦 荟 色 酮（ 其 化

学结构见图 %）的相对分子质量一致。

图 #" 肉桂酰基2#2葡萄糖甙芦荟色酮的结构

)*+, #" #<-=*.$8 346:.4:6- /7 .*00$=/982#2
+89./3*1- .<6/=/0-

! ! !’ 3 789 数 据，!（ 3 的 位 置，见 图 %）：!,- , %
（36#），!!# , ,（36’），!&# , #（36%），!!- , #（36%+），

!%% , ,（ 36$），!!# , ,（ 36,），!,! , .（ 36-），!!! , &
（36&），!$. , $（36!+），%% , $（36.），,, , -（36!+），

#’ , ,（36!!），#’ , $（36!#），$- , +（58%36-），-# , +
（36!:），-% , #（ 36#:），--( -（ 36’:），-# , ,（ 36%:），

&# , &（36$:），,’ , +（36,:），!,- , ,（36!;），!!& , ’（36
#;），!%, , %（36’;），!’$ , $（36%;），!#. , .（36$;，36
.;），!#. , !（36,;，36&;），!’! , $（36-;）。各 3 原 子

的归属与该色酮的结构相一致。

! ! !< 789 数据：,( !’（!<，=，<6’）；, , &+（!<，

=，<6,）；# , &%（#<，$$，!% <>，-( # <>，3<# 6.）；

%( ’&（ !<，-，<6!+）；! , ’’（ ’<，$，, <>，3<’ 6
!!）；#( -$（’<，=，3<’ 6!#）；,( #,（!<，$，!, <>，

<6#;）；-( %,（ !<，$，!, <>，<6’;）；-( ’,，-( $+
（$<，-，<6$;，<6.;，<6,;，<6&;，<6-;）；$( #+
（!<，$，!+ <>，<6!:）；$( -’（!<，$$，!+ <>，<6
#:）；’( %+ / ’( $+（!<，-，<6$:）；’ , ,!（!<，$$，

!+ <>，<6%:）；’ , -+ / ’ , &+（#<，-，<6’:，<6,:+）；

%++（!<，-，<6,:.）；’ , &.（’<，=，58%6-）。

! ! 综合上述紫 外 吸 收 光 谱、质 谱 以 及 !< 789 和
!’3 789数据，最终确认分离得到的色酮成分为 肉

桂酰基636葡萄糖甙芦荟色酮。

!" 结论

! ! 本文报道了配合一些提取和预处理手段，采用

高速逆流色谱从芦荟叶中分离制备出低含量的高纯

度芦荟色酮单体的方法，该方法具有高效性和独特

性。本文的研究为芦荟色酮的进一步药理活性研究

奠定了良好的基础。
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