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摘要：建立了高速逆流色谱（>/???）技术分离纯化续随子种子中七叶内酯的方法。将续随子种子的乙酸乙酯萃
取物直接进行高速逆流色谱分离，考察了不同溶剂系统的分离效果。结果表明，最佳的溶剂系统为氯仿 5甲醇 5水
（体积比为 ). ’. !），以其上相为固定相，下相为流动相。从 !"" 6( 续随子种子乙酸乙酯萃取物中分离得到 $" 6(
七叶内酯，纯度为 %%/ ")@。>/??? 技术可高效分离纯化续随子种子中的七叶内酯，为得到高纯度的七叶内酯提
供了制备技术。
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- - 续随子（?9:7#1@)/ $/5761)- H$）属大戟科大戟
属植物。续随子的干燥成熟种子（即千金子）是我

国传统中药材，文献记载始见于《开宝本草》［#］。千

金子具有逐水消肿、破血消癥作用，主治水肿、痰饮、

积滞、胀满、二便不通、血瘀经闭，外治顽癣等［!］。

文献报道多为续随子种子中脂肪酸类物质的相关研

究［’ 0 *］和千金子炮制的相关研究［,，(］。七叶内酯即

,，( 5二羟基香豆素，为简单的香豆素类化合物（结构

式见图 #）。药理实验表明：七叶内酯具有抗炎、抗
菌止咳、祛痰、平喘等药理作用［$］。现代研究证明：

续随子种子中含有香豆素类成分，其中七叶内酯具

有促进血液循环的作用，动物实验结果表明其具有

增加尿量和促进尿酸从组织中排出的效果，这与中

医的逐水消肿作用一致［%］。

- - 关于七叶内酯的分离纯化，通常采用硅胶柱色
谱法［#" 0 #)］，但结果差异较大。在使用柱色谱法分离
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图 !" 七叶内酯的化学结构式
!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’ 01 ’,)/+’-"2

纯化物质时，样品在固定相的吸附是导致样品回收

率低的一个重要因素。高速逆流色谱（ !"#!$%&’’(
)*+,-’.$)+..’,- )!.*/0-*#.0&!1，23444）是一种
基于运转螺旋管内两相溶剂的单向性流体动力学现

象而获得高效率分离的色谱系统，是一种连续的无

需任何固体支持物的高效、快速的液$液分配色谱分
离技术。它不使用固相载体作固定相，克服了固相

载体带来的样品不可逆吸附、污染、失活和变性等缺

点，并且分离量大，样品无损失，回收率高，节约溶

剂，而且分离物能达到相当高的纯度。因此，234$
44 已广泛用于分离天然产物中的有效成分［#$］和中

国传统中药的研究［#% & #’］，如苯丙素类物质［#%］、香豆

素类物质［#(］、萘醌素类物质［#"］、黄酮类物质［#’］。本

研究采用 23444 的分离方法，简便、快速、有效地
分离纯化了续随子种子中的七叶内酯。

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂
) ) 567$*++ 高速逆流色谱仪（螺旋管行星式串联
* 柱逆流色谱仪，管径 #, ’ //，柱体积 *++ /8，进
样圈体积 !+ /8），569$$+: 型双柱塞恒流泵（上海
同田生物技术有限公司），56;$!+++ 型紫外检测器
（上海金达生化仪器有限公司），54$#+$+ 型恒温循
环器（上海同田生物技术有限公司），:#"<’,- #!++
型高效液相色谱（2984）仪（美国 :#"<’,- 公司），旋
转蒸发器 =7$!+++（上海亚荣生化仪器厂）。
) ) 2984 分析用甲醇为色谱纯（美国 5’("0 公
司），高速逆流色谱和提取用试剂均为分析纯（南京

化学试剂有限公司）。

) ) 续随子种子为南京野生植物综合利用研究院选
育的高油优良品种，经钱学射研究员鉴定。

! $ #" 方法
! $ # $ !" 粗提物的制备
) ) 取续随子种子，经粉碎机粉碎，过 -+ 目筛。称
取 $++ # 干燥粉末，加入 # +++ /8 ($> 乙醇回流提
取 * 次，每次 ! !，过滤后合并滤液。将滤液减压浓
缩至浸膏后，加入热水，制成水悬浮液，然后依次用

等体积的正己烷萃取 ( 次，乙酸乙酯、正丁醇各萃取
# 次。萃取后减压浓缩各相萃取液，实验所用样品
为乙酸乙酯相萃取产物。

! $ # $ #" 溶剂体系和样品液的配制
) ) 在分液漏斗中配制氯仿$甲醇$水（体积比为 -. *
. !）两相溶剂体系，充分振荡后在室温下静置过夜。
使用前分别取上相和下相，超声脱气 *+ /",。
) ) 取 !++ /# 续随子种子的乙酸乙酯相萃取物，
依次加入 % /8 甲醇、" /8 氯仿和 - /8 水溶解样
品，备用。

! $ # $ $" 23444 分离样品
) ) 以 #+ /8 ? /", 的流速将溶剂体系的上相注入
23444 分离管中，待上相充满整个管路后调整主机
转速为 "++ . ? /",，再以 #, $ /8 ? /", 流速注入下
相；待流动相（即下相）从柱口流出，两相在分离管

中达到动态平衡后，由进样口注入 #" /8 样品液，
于 !$- ,/ 波长下检测，记录色谱图，根据色谱图收
集目标成分。

! $ # $ %" 纯度分析
) ) 应用 2984 对制备得到的样品进行纯度分析。
所用色谱柱为 @*.A0B 7)<"&%’ C;6$4#" 柱（ #$+
// / -, % //，$ !/），检测波长 !$- ,/，测定温
度 !$ D，进样量为 #+ !8。流动相为甲醇和 +, ->
磷酸水溶液，流速为 +, " /8 ? /",；梯度洗脱程序：+
0 !+ /",，#+> 甲醇 0 *$> 甲醇；!+ 0 *+ /",，*$>
甲醇 0 $+> 甲醇；*+ 0 -+ /",，$+> 甲醇 0 #+> 甲醇。

#" 结果与讨论

# $ !" 样品前处理方法的选择
) ) 对比了不同浓度乙醇的回流提取效果以及各萃
取溶剂的萃取次数对产物收率的影响。实验结果显

示，($> 乙醇的提取率要高于 ’$> 和 (+> 乙醇的提
取率。所以本文采用 ($> 乙醇，料液比 #. !，回流提
取 * 次，每次 ! !。由于续随子种子的含油量高达
-$>［!+］，因此去除脂肪酸甘油酯类物质对后续实验

很关键。预实验表明：用正己烷至少萃取 ( 次才能
基本去除脂肪酸甘油酯类物质。

# $ #" 34%%% 分离条件的选择
) ) 在高速逆流色谱中，溶剂系统的选择至关重要，
合适的溶剂系统是其分离的关键。本实验依据所分

离化合物的特性及 23444 分离香豆素的相关报
道［!#，!!］，考察了不同溶剂体系中样品的分配系数，

以此来优选续随子种子中七叶内酯的最佳溶剂体系

的配比。按溶剂体系配制一定体积的上相、下相溶

剂，平衡好后，各取相同体积的上相、下相溶剂放置

于同一容器中。加入一定量的样品，剧烈振摇后静

置，待上相与下相分层后，取相同体积的上相和下相

样品液，注入 2984 仪测定目标成分在上相和下相

·+#"·
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中的浓度 !! 和 !"，用来计算分配系数 "（" # !! #

!"），以选取合适的溶剂系统
［$% & $’］。一般情况下，

分配系数 " 值在 () ’ * + 之间能得到令人满意的分
离效果［$,］。采用体积比为 -. %. $ 的氯仿$甲醇$水溶

剂体系时七叶内酯的分配系数 " # () "’（见表 +），
因此本文选择此溶剂体系进行 %!&&& 分离。实验
过程中，还对流动相的流速进行了优化，最终选择流

动相的流速为 +) ’ ’( # ’)*。

表 !" 续随子种子粗提物中七叶内酯在不同溶剂体系中的分配系数
!"#$% !" &"’()()*+ ,*%--),)%+(.（!）*- %.,/$%()+ )+ (0% ,’/1% %2(’",( -’*3 (0% .%%1. *-

"#$%&’()* +*,%-’). 45 )+ 1)--%’%+( (6*780".% .*$9%+( .:.(%3.

+,- !,./0*1 23210’ "
+ #$4056*0$0143. 6701610$’0146*,.$86109（%. ’. %. ’，/ # / # / # /） $ - -/
$ #$4056*0$0143. 6701610$’0146*,.$86109（% - -. ’. % - -. ’，/ # / # / # /） ( - %/
% #$4056*0$’0146*,.$86109（’. ’. ’，/ # / # /） , - --
- .):41 ;019,.0<’$0143. 6701610$’0146*,.$86109（’. ’. /. -，/ # / # / # /） ’ - 0$
’ 74.,9,=,9’$’0146*,.$86109（-. %. $，/ # / # /） ( - "’

# 5 $" ;<=== 分离制备结果
! ! 采用 %!&&& 对续随子种子的乙酸乙酯萃取物
进行了分离，固定相保留率为 /(>，分离时间为 ’ 4，
%!&&& 色谱图见图 $；根据 %!&&& 图谱手动收集，
收集了 ’ 个组分（见图 $ 中的组分 ? * @）。将各收
集组分减压浓缩干燥并对各收集物进行 %A(&
分析。

图 #" 续随子种子粗提物的高速逆流色谱图
>)?5 #" ;<=== ,0’*3"(*?’"3 *- (0% ,’/1% %2(’",(

-’*3 (0% .%%1. *- "#$%&’()* +*,%-’). 45
! %!&&& 7,*B)1),*2： 2,./0*1 23210’， 74.,9,=,9’$’0146*,.$
86109（-. % . $，/ # / # /）；140 <;;09 ;4620 62 2161),*693 ;4620，
140 .,809 ;4620 62 ’,C).0 ;4620；=.,8 9610，+) ’ ’( # ’)*；90/,$
.<1),* 2;00B，"(( 9 # ’)*；B01071),* 86/0.0*:14，$’- *’；9010*$
1),* ,= 140 2161),*693 ;4620，/(> -

! ! 对组分 @ 进行减压浓缩，得到淡黄色粉末状物
质 "( ’:（进样量为 $(( ’:），收率为 -(>。对组分
@ 进行 %A(& 检测（谱图见图 %），采用峰面积归一
化法测定其纯度为 00) (->。
! ! 对组分 @ 进行结构鉴定。其为淡黄色粉末，易
溶于二甲基亚砜（D"!E）。飞行时间质谱（ FEG
"!）鉴定结果：$ % & $(+) (0（［" 1 +6］1 ）；$ % &

+//) +%（［" & %］&，相对丰度为 +((>）。核磁共振

氢谱（ +%$+"H）（’(( "%I，D"!E）鉴定结果：!：

,) +,0（+%，B，’ # 0) ’ %I，%$%），,) /+-（+%，2，%$

图 $" （"）续随子种子粗提物和（#）;<===
分离得到的七叶内酯的 ;&4= 谱图

>)?5 $" ;&4= ,0’*3"(*?’"3. *-（"）(0% ,’/1% %2(’",(
*- (0% .%%1. *- "#$%&’()* +*,%-’). 45 "+1（#）
(0% 8’%8"’%1 %.,/$%()+ #: ;<=== -’*3 (0%
,’/1% %2(’",(

’），,) 0"(（+%，2，%$"），/) "/+（+%，B，’ # 0) ’
%I，%$-），0) -($（+%，2，, $E%），+() $++（+%，2，
/ $E%）。以上波谱数据与文献［+$，+%，$/］报道一
致，故鉴定组分 @ 为七叶内酯。
! ! 经减压浓缩和 %A(& 分析测定后，%!&&& 分离
所得组分 ? * ?@ 中七叶内酯的含量少且成分复杂，
有待于进一步的分析研究。

! ! 上述实验结果表明，利用 %!&&& 对七叶内酯
进行大量制备分离的方法切实可行。七叶内酯易溶

于三氯甲烷、甲醇、乙醇等有机溶剂的特性，使得氯

仿$甲醇$水（-. %. $，/ # / # /）溶剂体系中的下相可以
很好地溶解粗提物中的七叶内酯，这可能是该溶剂

·++"·
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体系的优越处所在。

!" 结论

# # 建立了高速逆流色谱从续随子种子中分离制备
七叶内酯的方法。该方法具有简便、快速、节省溶剂

等特点，具有较好的应用价值，且对于后续的续随子

种子的药理研究和综合利用都具有非常重要的参考

价值。
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