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高速逆流色谱法分离纯化黄芪中的芒柄花素和毛蕊异黄酮
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摘要：采用高速逆流色谱法（’()))），以 正 己 烷 *氯 仿 *甲 醇 *水 组 成 二 相 系 统 作 为 固 定 相 与 流 动 相，对 黄 芪 的 乙 酸

乙酯粗提物进行了分离纯化。结果发现：以正己烷 *氯仿 *甲醇 *水（ 体积比为 *G # H ’ H ’ H !）组 成 的 系 统 可 以 从 黄 芪 的

乙酸乙酯粗提物中分离出毛蕊异黄酮，纯度可达 (#+ 以上，并可以初步纯化芒柄花素；接着用正己烷 *氯仿 *甲醇 *水
（ 体积比为 +H +H #H +）组成的系统进一步纯化芒柄花素，其纯 度 达 (#+ 以 上。利 用 该 方 法，可 以 对 中 药 黄 芪 中 的 异

黄酮进行快速的分离和纯化。
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& & 高 速 逆 流 色 谱（ F05F*GC33H I"?4D3B*I?BB34D
IFB"J1D"5B1CF>，’()))）是 美 国 国 家 医 学 院 AD"
博士等［*］于 !" 世纪 ?" 年代发明的一种无任何固态

支持介质的 液*液 分 配 色 谱 技 术。其 基 本 原 理 是 根

据被分离的物质在两相溶剂系统中的分配系数不同

而得到最 终 分 离［!］。这 种 分 离 技 术 由 于 不 使 用 固

体支持介质，避免了因与固体填料发生不可逆吸附

而造成的样品损失、失活变性等常规填料易产生的

弊端，可使样品得以全部回收，具有分离容量大、性

能强、高 效、快 速 的 特 点，尤 其 适 用 于 制 备 性 分 离。

到目前为止，此技术已应用于生物化学、生物工程、

医学、药学、天然产物化学、有机合成、化工、环境、农

业、食品、材料等领域，在植物化学领域被广泛应用

于生物碱、黄酮类化合物、醌类化合物、萜类化合物、

香豆素、有机酸等成分的分离和制备研究［’ ) (］。

& & 芒柄花素（ 2"BJ"4"43D04）和毛蕊异黄酮（ I1#>*



色 谱 第 !" 卷

!"#$%）是中药黄芪中的主 要 有 效 成 分，其 化 学 结 构

见图 #。由于 这 两 个 化 合 物 在 紫 外 光 下 有 吸 收，容

易检测，因此常常被用作黄芪及其复方制剂质量控

制的标准品。为了建立上述 ! 种标准品的快速制备

方法，为黄芪的质量评价提供物质基础，我们对分离

纯化芒柄花素和毛蕊异黄酮的方法进行了研究。文

献［"］已报道 了 应 用 &’((( 分 离 毛 蕊 异 黄 酮 的 方

法，本实验简化了实验步骤，优化了色谱条件，应用

&’((( 分 离 纯 化 了 蒙 古 黄 芪（ !"#$%&%’(" )*)+
,$%-%.*(" )*+, -./, )/-&0/’1.("（)*+, ）&#$."）

中的毛蕊异黄酮，同时分离纯化了芒柄花素。

图 !" 芒柄花素、毛蕊异黄酮的化学结构
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!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

8 8 9’ #$:! 型半制备高速逆流色谱仪：多层螺旋

管柱（ 长 ##$ 1、直 径 #% & 11、总 体 积 !"$ 1;），!
值为 $% ’ ( $% )；’$< #2./ =’>#$$* 恒 流 泵（ 流 速 为

$ ( +% ++ 1; ? 1$%）；))!": 紫外检测器（ 以上仪器均

为北京市 新 技 术 应 用 研 究 所 生 产）。手 动 进 样 阀：

!$ 1;（ 天 津 高 新 科 技 公 司 ）。@"A"*.B. C"D+5
"$’* 便携式记录仪（ 四川仪器厂）。E.2+/# 高效液

相色 谱（ &F;(）仪：包 括 E.2+/# &$$ 泵、E.2+/#
!,)* 全 波 长 紫 外 检 测 器、C$55+%%$G1"! 数 据 处 理 系

统（ 美 国 ’.*+ 公 司 ）。 旋 转 蒸 发 仪（ 日 本 H6+5.
公司）。

8 8 正 己 烷、氯 仿、甲 醇 为 分 析 纯 试 剂（ 北 京 化 工

厂）；重蒸水为自制；&F;( 所用乙腈为色谱纯试剂

（)/.A+/ 试剂公司）。

! $ #" 样品的处理

8 8 取 蒙 古 黄 芪 药 材（ 购 于 山 西 省 浑 源 县 药 材 公

司）#’ A*，以 ) 倍质量的 ’$I（ 体积分数）乙醇水溶

液加热回流提取 " 次，减压回收乙醇后，将浸膏溶于

热水中，以石油醚萃取除脂，再以乙酸乙酯萃取，将

乙酸乙酯萃取物减压回收溶剂，得到蒙古黄芪异黄

酮的粗提物。

! $ $" 56%%% 分离纯化条件及步骤

8 8 溶剂系统 # 为正己烷>氯仿>甲醇>水（ 体积比为

#% ’- " - " - !），溶 剂 系 统 ! 为 正 己 烷>氯 仿>甲 醇>水

（ 体积比为 , - , - ’ - ,）；流 速 !% $ 1; ? 1$%，转 速 )$$
/ ? 1$%；记录仪衰减 #$$ 1J，纸速 !% $ !1 ? K；紫外检

测波长为 !’, %1，检测器衰减 !% $ :。

8 8 将正己烷、氯仿、甲醇和水 , 种溶剂按一定比例

置于分液漏斗中，充分振荡混合，静置，使用前将两

相分开。上层水相为固定相，下层有机相为流动相。

将样品以溶剂系统 # 的下相溶解后，根据要求配制

成适当浓度。

8 8 在室温下，将上层水相完全充满多层螺旋管柱，

下层有机相以 !% $ 1; ? 1$%的速度泵入柱中，同时将

离心机转速逐步升至 )$$ / ? 1$%。当流动相开始从

柱尾端流出时，即可认为固定相与流动相在柱中达

到了动态平 衡。这 时 通 过 样 品 环 注 入 !$ 1; 样 品

溶液，以波长 为 !’, %1 的 紫 外 检 测 器 连 续 监 控 尾

端流出的液体，根据色谱图收集各峰流分。收集并

减压浓缩 &’((( 的 各 峰 流 分，利 用 &F;( 分 析 所

得流分的 纯 度。 以 核 磁 共 振（ #&>=C3、#" (>=C3）

鉴定结构。固定相保留值为分离后所余固定相与柱

体积的比值。

! $ %" 578% 条件

8 8 色谱柱：’611+2/6 ’K$+5DLC 3F#) 柱（!’$ 11 M
,% & 11 $, D, ）；柱温：,$ N。流动相：乙腈>水（ 体积

比为 ,$ - &$）；流 速：#% $ 1; ? 1$%。紫 外 检 测 波 长：

!’, %1。

图 #" 蒙古黄芪的乙酸乙酯粗提物的半制备 56%%% 图

!"#$ #" %&.0(*-0#.*( 01 -&’ )./3’ ’-&4+ *)’-*-’ ’9-.*)-
1.0( !" #$%&’$()*+, :4 ;.’;*.*-"<’ 56%%%

’"5-+%2 #6#2+1： ->K+<.%+>!K5"/"O"/1>1+2K.%"5>B.2+/
（#% ’- "- "- !，- ? -）；#2.2$"%./6 PK.#+：GPP+/ .QG+"G# PK.#+；

1"R$5+ PK.#+：5"B+/ "/*.%$! PK.#+；O5"B /.2+：! , $ 1; ? 1$%；

/+-"5G2$"% #P++D：)$$ / ? 1$%；D+2+!2$"% B.-+5+%*2K：!’, %1；

#.1P5+：#+$ 1* D$##"5-+D $% !$ 1; 5"B+/ PK.#+；/+2+%2$"% "O
2K+ #2.2$"%./6 PK.#+：&& , *I ,
8 8 F+.A #：O"/1"%"%+2$%；P+.A !：!.56!"#$%,

#" 结果与讨论

8 8 图 ! 为 !$ 1;（#+$ 1*）黄芪提取物的 &’(((
图（ 采用溶剂系统 #），分别接流分 #（ 峰 #）和流分 !

（ 峰 !）；将流分 ! 减压蒸干后，可得到毛蕊异黄酮 !’

·$$"·
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"#，经 $%&’ 检测其纯度超过 "#(（ 见图 $ )*），流

分 % 中含芒柄花素约为 #&( 。图 ! 是图 ’ 中流分 %
的 $+’’’ 图（ 采 用 溶 剂 系 统 ’），将 峰 % 减 压 蒸 干

后，可得到芒柄花素 ’& "#，经 $%&’ 检测其纯度超

过 "#(（ 见图 $ ),）。图 $ )-是黄芪的乙酸乙酯粗提

物的 $%&’ 图，可以得知其中毛蕊异黄酮的含量约

为 %#(，芒柄花素的含量约为 %((。

图 !" 经过一次纯化的提取物的半制备 !"### 色谱图

$%&’ !" #()*+,-*&),+ *. -(/ 0,)-%,112 03)%.%/4 /5-),6- *.
!" #$%&’$()*+, 72 0)/0,),-%8/ !"###

+./0123 45431"： !)617-21),6/.8.9.8")"136-2./):-318
（$) $) #) $， 0 ; 0 ）； 43-3<.2-85 =6-41： >==18 -?>1.>4 =6-41；

".*</1 =6-41：/.:18 .8#-2<, =6-41；9/.: 8-31：’* & "& ; "<2；

810./>3<.2 4=11@：+&& 8 ; "<2；@131,3<.2 :-01/12#36：’#$ 2"；

4-"=/1：+& "# @<44./01@ <2 ’& "& /.:18 =6-41；813123<.2 .9 361
43-3<.2-85 =6-41：,& A &( A
! ! %1-B %：9.8".2.213<2A

图 #" 蒙古黄芪乙酸乙酯粗提物（,）、图 $ 中流分 $（7）和

图 ! 中流分 %（ 6）的 !9:# 图

$%&’ #" #()*+,-*&),+; *. -(/ 6)34/ /-(21 ,6/-,-/
/5-),6- .)*+ !" #$%&’$()*+,（,），/..13/<- =*’ $

%< $%&’ $（7）,<4 /..13/<- =*’ % %< $%&’ !（ 6）72 !9:#

’./>"2：+5""1385 +6<1/@CD E%%+ ,./>"2（’#& "" F $ A ,

"" <A @A ）；".*</1 =6-41：-,13.2<38</1):-318（ $&：,&，0 ; 0）；

9/.: 8-31：% A & "& ; "<2A

! ! 芒柄 花 素、毛 蕊 异 黄 酮 的 化 学 结 构 由 %$)GDE
及 %! ’)GDE 鉴 定。 图 ! 中 的 峰 %：%$)GDE

（ #&& - D$H，ID+J)@,）!：!* ((（!$，4，—J’$! ），

,* +,（%$，4，$)+），,* "!（ %$，@@，" K +* ( $H，%* +
$H，$),），,* "+（’$，@，" K +* $ $H，$)!L，$)#L），

(* $"（’$，@，" K +* % $H，$)’L，$),L），(* ",（%$，

@，$)#），+* !!（ %$，4，$)’），%&* +’（ %$，4，’( )

J$）；%! ’)GDE（#&& $H，ID+J)@,）!：%#!* ’（ ’)
’），%’!* $（’)!），%($* (（’)$），%’(* $（’)#），%%#* +

（’),），%,’* ,（ ’)( ），%&’* ’（ ’)+ ），%#(* #（ ’)" ），

%%,* (（’)%&），%’$* (（’)%L），%%,* #（’)’L），%$,* %
（’)!L），%$(* ,（ ’)$L），%%’* &（ ’)#L），%%"* +（ ’)
,L）。将以上数 据 与 文 献［%&］对 照，确 定 峰 % 组 分

为芒 柄 花 素。图 ’ 中 的 峰 ’：%$)GDE（#&& D$H，

ID+J)@,）!：!* ((（!$，4，—J’$! ），,* +$（%$，

@，" K%* # $H，$)+），,* "%（%$，@@，" K"* & $H，"
K’ $H，$),），,* "!（’$，*8 4，$)#L，$),L），(* &’

（%$，*8 4，$)’L），(* "#（%$，@，" K +* # $H，$)
#），+* ’,（%$，4，$)’）；%!’)GDE（#&& $H，ID+J)
@,）!：%#!* ’（ ’)’），%’!* ’（ ’)! ），%($* ,（ ’)$ ），

%’(* $（’)#），%%#* ’（’),），%,’* ,（’)(），%&’* %（’)
+），%#(* #（ ’)" ），%%,* ,（ ’)%& ），%’$* ’（ ’)%L），

%!&* %（’)’L），%%!* ,（ ’)!L），%#+* "（ ’)$L），%%!* ,
（’)#L），%!&* %（’),L）。将 以 上 数 据 与 文 献［%&］对

照，确定峰 ’ 组分为毛蕊异黄酮。

!" 结论

! ! 以上实验结果表明，$+’’’ 能有效地从黄芪粗

提物中分离纯化毛蕊异黄酮及芒柄花素，得到的高

纯度样品可以作为标准品用于分析测试或药理与毒

理试验。由此可见，$+’’’ 在分离纯化结构相似的

异黄酮类成分方面将会具有很好的效果。
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