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摘要：应用高速逆流色谱法分离纯化了九里香中的 $ 种黄酮类化合物。以石油醚 4乙酸乙酯 4甲醇 4水（* . * . $/ % . *，
< - < - < - <）作为两相溶剂系统，上相为固定相，下相为流动相，以主机转速 %"" ( - 5)=、流速 !/ " 5> - 5)=、单次进样量
!"" 5? 的条件成功地从 $/ " ? 九里香粗提物中分离纯化出 *$/ &# 5? *，(，&@，$@，*@4五甲氧基黄酮（重结晶后）、
#"(/ -% 5? * 4羟基 4-，(，&@，$@4四甲氧基黄酮、!#*/ *$ 5? * 4羟基 4-，(，%，&@，$@4五甲氧基黄酮、%$/ &- 5? * 4羟基 4-，(，
%，&@，$@，*@4六甲氧基黄酮，纯度均在 +*A 以上。各化合物的结构均由质谱和核磁共振氢谱、碳谱鉴定。其中化合
物 * 4羟基 4-，(，&@，$@4四甲氧基黄酮为首次从九里香中分离得到。
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) ) 九里香（=6((#.# ->$0"*# >$）为芸香科（@60#?
*-#-）九里香属（=6((#.#）植物，分布于福建、广
东、广西、云南、台湾等地。在其叶中含有多种香豆

素，并且富含黄酮类化合物，其中以甲氧基黄酮居

多［#］。作为一种用途广泛的中药材，其具有行气止

痛、活血散瘀、祛风除湿、麻醉止痛等功效。对九里

香中的化合物进行现代药理研究表明，九里香中的

蛋白多糖具有抗早孕、增强免疫的功能，其所含的

( 4甲氧基4% 4（#，! 4二羟基4& 4甲基4& 4丁烯基）香豆素
具有明显的降低甲状腺功能的作用，并且从九里香

茎皮中分离得到的具有咔巴唑骨架的化合物还具有

选择性抗炎的作用［!］。
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# # 目前，文献［$ % &］报道的对于九里香化学成分
的研究多集中于香豆素、生物碱以及挥发油等物质，

而对它的分离纯化方法也主要采用硅胶柱色谱、凝

胶柱色谱及制备型高效液相色谱法。这些方法存在

着操作周期长、步骤繁琐、上样量低、样品损耗大等

缺点。高速逆流色谱法（ !"#!$%&’’( )*+,-’.$)+.$
.’,- )!.*/0-*#.0&!1，23444）是利用溶质在两种
互不相溶的溶剂系统中分配系数的不同，从而进行

分离的方法［’］，该技术可以在短时间内实现复杂样

品的高效分离分析。因其无固体载体，可以避免分

离样品与固体载体的不可逆吸附，而且对样品的预

处理要求也比较低，适用于粗提取物的分离［(，"］。

现今，23444 这一不同于传统的液相色谱法的新型
液$液色谱分离纯化技术已经广泛应用于生物医学、
天然产物、食品和化妆品等领域。

# # 本文采用高速逆流色谱法对中药九里香的粗提
物进行了分离纯化，通过一步分离能够同时得到 &，
(，$5，)5，&5$五甲氧基黄酮、& $羟基$’，(，$5，)5$四甲氧
基黄酮、& $羟基$’，(，"，$5，)5$五甲氧基黄酮、& $羟基$
’，(，"，$5，)5，&5$六甲氧基黄酮 ) 种黄酮类化合物，
为从中药中分离纯化黄酮类化合物提供了技术依

据，对于天然黄酮产物的研究具有一定的意义。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
# # 678$$** 高速逆流色谱仪（上海同田生化技术
有限公司），包括 679$&*: 泵，67;$!$<= 紫外检测
器（!&) ,/），>!*** 双通道色谱工作站；采用聚四
氟乙烯管缠绕的 $ 个分离柱串联连接（直径 +, "
//，分离体积 !"* /?，! 值为 *, ’ - *, "），!* /?
进样圈；@0-’.% 公司高效液相色谱（29?4）仪，包括
@0-’.% !’.& 型分离模块和 @0-’.% !..’ 型二极管
阵列（9;:）检测模块；A+0--.* B").* 电喷雾质谱
仪（83C$B3，@0-’.% 公司，美国）；:=:>48&**2D
型超导核磁共振波谱仪（>BE）（7.+F’. 公司，瑞
士）；3G$.( 自动三重蒸馏水器（上海亚荣生化仪器
厂）；B").*H+#’ !!E 型高速冷冻离心机（7’)F/0,
4*+I-’. 公司，德国）。
# # 石油醚（沸程为 ’* - .* J）、乙酸乙酯、甲醇均
为分析纯（天津市科密欧化学试剂有限公司），.&K
乙醇（盘锦天源药业有限公司），无水乙醇（北京化

工厂），水为自制三重蒸馏水及娃哈哈纯净水，

29?4 分析所用的甲醇、乙腈均为色谱纯试剂（2*,$
’1L’II 公司，美国）、冰乙酸（天津市凯信化学工业有
限公司）。九里香药材购自于大连市百度饮片公司。

! ! #" 九里香粗提物的制备
# # 九里香药材经干燥后用粉碎机将其粉碎，得到
九里香粉末 ! F#。分别称取约 $$ # 药材粉末于若
干滤纸筒中，在 .& J水浴中用 !** /? .&K 乙醇回
流提取 +! !，收集提取液。然后将提取液经旋转蒸
发仪浓缩成浸膏后，待用。

# # 将已经预处理的 ;+*+ 型大孔树脂湿法装柱
（树脂量以湿体积计为 !&* /?，径高比为 + / +!），然
后用乙醇清洗至洗出液无白色浑浊后，再用蒸馏水

将乙醇洗脱出至无醇味，备用。

# # 称取上述九里香浸膏 $* #，经 !** /? .&K 乙醇
充分溶解后，向其中加入 "* /? 水，静置过夜。将静
置后的药液抽滤，旋转蒸发将上清液中的乙醇除净，

所得的九里香水溶液，用 ;+*+ 型大孔树脂按 $*K、
&*K、(*K、+**K 的甲醇梯度进行洗脱，分段收集洗脱
液。经 29?4 分析后，选用 +**K 甲醇洗脱液作为待
分离的九里香粗提物。按上述方法共处理九里香浸

膏 +** #，得到待分离纯化的九里香粗提物共约 !* #。
! ! $" 溶剂系统及样品溶液的制备
# # 在分液漏斗中配制石油醚$乙酸乙酯$甲醇$水
（&/ &/ ), "/ &，M N M N M N M）的两相溶剂体系，充分摇匀
后在室温下静置过夜。使用前将达到分配平衡的两

相溶剂体系按上相和下相分开放入棕色广口瓶中，

超声脱气 $* /",，备用。
# # 准确称取九里香粗提物 ), * # 溶解于下相中，
超声溶解后得到 +( # N ? 的样品溶液，备用。
! ! %" "#$$$ 分离纯化方法
# # 将两相溶剂系统中已超声脱气的上相（固定
相）以 !* /? N /", 的速度泵入 23444 分离管中，待
上相充满整个分离管后，缓慢调节主机转速至 "**
. N /",，顺时针旋转，同时以 ! /? N /", 的速度将下
相（流动相）泵入其中，待两相平衡后将 +! /? 粗提
物溶液由进样阀注入分离管中，同时开始采集数据，

并于 !&) ,/ 波长下检测流出物，按照色谱峰收集
目标成分。

! ! &" 分配系数的测定
# # 根据文献［.，+*］的方法，利用 29?4 测定样品
在不同溶剂体系中的分配系数。取约 & /# 九里香
粗提物于 +* /? 玻璃试管中，加入预先达到平衡的
两相溶剂系统的上相和下相各 $ /? 于此试管中，
超声振荡混匀，使粗提物充分溶解。待达到分配平

衡后，分别取上相和下相各 ’** !?，水浴蒸干后用
等量的色谱纯甲醇溶解，经 29?4 检测后得到上相
中该化合物的峰面积 !+ 和下相中该化合物的峰面

积 !!，则分配系数 " 0 !+ N !!。

·)"$·
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! ! "# "#$% 条件
! ! 色谱柱：!"#$$%&’#$ 柱（#%& (( ’ () # ((，%
!(）。流动相：) 相为乙腈，* 相为 &) (+ 乙酸水溶
液。梯度洗脱程序：& * #% (,-，+%+ ) * "&+ )；#%
* #$ (,-，"&+ )；#$ * +% (,-，"&+ ) * ,%+ )；+%
* "& (,-，,%+ ) * #&&+ )。柱温：+% .；流速：&) (
(/ 0 (,-；检测波长：+"& -(。

$# 结果与讨论

$ ! !# 九里香粗提物制备方法的选择
! ! 本实验旨在研究九里香中的弱极性化合物，故
需对回流提取的浸膏进一步净化。实验初期选用萃

取的方法制备九里香粗提物，但由于所提浸膏的水

溶性较差，在水中不易被分散，若采用萃取方法来处

理该样品，需要进行多次重复萃取，溶剂消耗量大；

而采用大孔树脂进行净化，梯度洗脱后收集的各馏

分经 12/’ 检测，达到了预期的效果。因此本实验
选择使用大孔树脂净化的方法来制备九里香粗提

物，并将 #&&+ 甲醇洗脱物作为待分离纯化的九里
香粗提物。

$ ! $# 高速逆流色谱分离条件的优化
! ! 选择合适的分离体系是高速逆流色谱分离纯化
的关键要素。文献［## - #+］报道的高速逆流色谱
分离黄酮的经典主体系为正己烷和水或石油醚和

水。本实验所分离的粗提物整体极性较弱，因此选

用石油醚和水作为主体系。考察了九里香中 " 种黄
酮类化合物在石油醚&乙酸乙酯&甲醇&水这一溶剂体
系中不同体积配比时的分配系数，以此来得到最佳

的分离效果。实验结果见表 #。

表 !# 九里香粗提物中 % 种黄酮类化合物在不同
比例的溶剂体系中的分配系数

&’()* !# #’+,-,-./ 0.*11-0-*/,2 .1 1.3+ 1)’4./*2 1+.5
!"##$%$ &’()*+$ $! 0+36* *7,+’0, -/ 6-11*+8
*/, 9+.9.+,-./ 2.)4*/, 2:2,*52

2#3$45#6( #37#$&#3785
%9#3%3#&(#37%-45&
:%3#$（ ; 0 ; 0 ; 0 ;）

" # $ %

%. ,. ". % & < /% " < %& 0 < 0( #" < #+
%. " < %. " < %. % < % & < %+ + < ," $ < $& #( < &"

%. %. ". % & < +/ ( < %# % < /$ $ < /"
%. %. " < $. % & < (0 # < %+ + < $, % < "(
%. %. % < %. % & < #" & < ,+ # < "0 ( < &(

!

! ! 从表 # 中可以看出，石油醚&乙酸乙酯&甲醇&水
的体积比为 %. ,. ". % 和 %. ") %. ") %. %) % 时，" 种化合
物的分配系数的差异较大，能保证各组分间具有较

好的分离度，但同时各物质在固定相中的分配较多

且化合物$、%的分配系数都偏大，若采用这两种体

系会使整体的分离时间过长，影响分离效率，因此不

适合粗提物中各物质的分离纯化。当体系的体积比

为 %. %. %) %. % 时，各组分的分配系数较小，容易与无
保留的杂质相混淆，采用该体系会影响所分离化合

物的纯度。因此，上述 + 种溶剂配比均不能采用。
在其他实验参数均相同的条件下，分别应用体积比

为 %. %. ") $. % 和 %. %. ". % 的石油醚&乙酸乙酯&甲醇&
水体系对九里香粗提物进行分离纯化。结果表明，

体积比为 %. %. ". % 的石油醚&乙酸乙酯&甲醇&水体系
总分离时间过长，化合物$、%得不到分离，而体积
比为 %. %. ") $. % 时，各物质在固定相中的分配都较
为适中，并且该体系的固定相保留率较高，整体分离

效果较好，能有效地分离和纯化 " 种化合物。
$ ! &# ";%%% 分离纯化的结果
! ! 按 #) " 节方法对九里香粗提物分离纯化，固定
相的保留率为 %,+，总的分离时间为 / 7。根据图 #
手动分段收集，得到组分" *%。

图 !# 九里香粗提物的高速逆流色谱图
<-=! !# ";%%% 0>+.5’,.=+’5 .1 !"##$%$ &’()*+$ $!

0+36* *7,+’0,
! 1=’’’ 94->,3,4-?：?45;#-3 ?8?3#(，@#3$45#6( #37#$&#3785
%9#3%3#&(#37%-45&:%3#$（ % . % . ") $ . %， ; 0 ; 0 ; 0 ;）； $43%3,4-
?@##>，$&& $ 0 (,-；A54: $%3#，() & (/ 0 (,-；?%(@5# ?,B#，(&&
(C；?%(@5# ;456(#，#( (/；>#3#93,4- :%;#5#-C37，(%" -(<
! "7#" -% 94(@4-#-3? %$# 37# %-%583#?<

$ ! %# "#$% 条件的优化
! ! 采用 2D) 检测器在 (&& * ,&& -( 范围内比较
" 个组分的紫外吸收光谱，发现其在 (#& * +"& -(
之间均有吸收，选择 (#& -(、(/& -(、+"& -( + 个
波长进行考察。在检测波长为 (#& -( 时，各物质
都有较强的吸收，但基线发生漂移，影响面积积分的

准确性。在 (/& -( 和 +"& -( 的检测波长下 " 个
组分也均有比较强的吸收，并且在 +"& -( 处吸收
的响应值更高，因此将检测波长设为 +"& -(。
! ! 按照 #) , 节所述的 12/’ 条件分别对九里香粗
提物和 1=’’’ 分离所得的 " 个组分进行检测，分
别得到色谱图 ( 和图 +，利用面积归一法计算出"、

·%$+·
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!、"、## 个组分的纯度分别为 "$% &’!、(&% $)!、
("% &$!、($% *$!；组 分 $ 重 结 晶 后 纯 度 可 达
(&% !"!。将$、!、"、## 个组分减压干燥后，称其
质量分别为 $#% ’+、+*&% )"、!+$% $#、"#% ’) "#。

图 !" 九里香粗提物的 !"#$ 色谱图
%&’( !" !"#$ )*+,-./,’+.- ,0 !"##$%$ &’()*+$ #(

)+123 34/+.)/
$%& ! #" ’(")(*&*+, -.& +%& -*-/0+&,1

图 $" 图 % 中 & 个组分的 !"#$ 色谱图
%&’( $" !"#$ )*+,-./,’+.-5 ,0 0,1+
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! ( ’" 结构鉴定
, , 组 分 $：白 色 粉 末（ 2&34）。分 子 式：
5!*4!*3&。678927 测定：! " # ’&’（［2 - 4］- ）。
+49:2;（$** 24<，5=’3=）测定（ !）：&% *(（!4，
,，49!>，)>），)% ))（+4，,，49’），)% $"（+4，?，$ .
!% !$4<，49"），)% #*（+4，?，$ . !% !$4<，49)），
’% (&（’4，,，$ 9354’），’% ()（’4，,，’>9354’），

’% ()（’4，,，$>9354’），’% (’（’4，,，& 9354’），

’% (!（ ’4， ,， #>9354’ ）。
+’59:2;（ +** 24<，

5=’3=）测定（ !）：+)*% )&（ 59!），+*"% "+（ 59’），
+&&% $"（59#），+)+% *!（59$），()% !(（59)），+)#% !*
（59&），(!% (&（ 59"），+$(% (!（ 59(），+*(% !!（ 59
+*），+!)% &"（59+>），+*’% )（59!>），+$’% )*（59’>），
+#+% *$（ 59#>）， +$’% )*（ 59$>）， +*’% )（ 59)>），
)+% *#（ #>9354’），$)% #(（ $ 9354’），$)% ##（ ’>9
354’），$)% ##（$>9354’），$$% "#（& 9354’）。得到

的 +49:2; 和 +’59:2; 数据与文献［+#］一致，故
鉴定组分$为 $，&，’>，#>，$>9五甲氧基黄酮（$，&，’>，
#>，$>9)&*+-"&+%(@0A/-B(*&）。
, , 组分 !：浅黄色粉末（ 2&34）。分 子 式：
5+(4+"3&。678927 测定：! " # ’$(（［2 - 4］- ）。
+49:2;（$** 24<，5=5/’）测定（ !）：+!% &$（ C.,，
$ 934），&% $’（+4，??，$ . !% +4<，"% $4<，49)>），
&% ’#（+4，?，$ . !% !4<，49!>），)% ("（+4，?，$ .
"% #4<，49$>），)% )*（+4，,，49"），)% $$（+4，,，
49’），’% ((（’4，,，#>9354’），’% ("（’4，,，’>9
354’），’% (&（’4，,，& 9354’），’% (!（’4，,，) 9

354’）。
+’59:2;（ +** 24<，5=5/’）测定（ !）：

+)#% *+（ 59!）， +*#% $)（ 59’）， +"!% )$（ 59#），
+$!% #+（59$），+’!% &"（59)），+$"% "*（59&），(*% )#
（59"），+$’% !&（59(），+*)% !’（59+*），+!’% (+（59
+>），+*"% ("（ 59!>），+#(% #)（ 59’>），+$’% +)（ 59
#>），+++% !(（ 59$>），+!*% +!（ 59)>），)*% "&（ #>9
354’）， $)% ’)（ ) 9354’ ）， $)% !*（ ’>9354’ ），

$)% +$（& 9354’）。得到的
+49:2; 和 +’59:2; 数

据与文献［+$ / +&］一致，故鉴定组分!为 $ 9羟基9)，
&，’>，#>9四甲氧基黄酮（$ 9%0?.(@09)，&，’>，#>9+&+.-9
"&+%(@0A/-B(*&）。
, , 组分"：黄色针状结晶（2&34）。分子式：
5!*4!*3"。678927 测定：! " # ’"(（［2 - 4］- ）。
+49:2;（$** 24<，5=’3=）测定（ !）：+!% $#（+4，
,，$ 934），&% $"（+4，??，$ . "% #$4<，!% +$4<，49
)>），&% #!（+4，?，$ . !% *$4<，49!>），&% **（+4，
?，$ . "% $$4<，49$>），)% )*（+4，,，49’），#% ++

·)"’·
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（#!，"，$ #$%!#），#% &’（#!，"，#&#$%!#），#% &’
（#!，"，"&#$%!#），#% &$（#!，"，’ #$%!#），#% &(

（#!，"，( #$%!#）。
)#%#’()（)** (!*，%+#$+）

测定（ !）：)(#% &+（%#,），)*"% *#（%##），)’,% &&（%#
"），)"+% $&（%#+），)#(% ((（ %#(），)+,% +’（ %#$），
)##% *,（ %#’）， )"&% +*（ %#&）， )*$% *+（ %#)*），
),*% )&（ %#)&）， )*’% &(（ %#,&）， )"&% +’（ %##&），
)+#% *,（ %#"&）， )))% ")（ %#+&）， ),#% $&（ %#(&），
(,% *(（ ’ #$%!# ）， ()% $)（ $ #$%!# ）， ()% ))（ ( #
$%!#），+(% )(（#&#$%!#），+(% *(（"&#$%!#）。得

到的 )!#’() 和 )#%#’() 数据与文献［)#，)’，)&］
一致，故鉴定组分!为 + #羟基#(，$，’，#&，"&#五甲氧
基黄酮（+ #,-./01-#(，$，’，#&，"&#23456735,01-896#
:043）。
! ! 组分"：黄色针状结晶（(3$!）。分子式：
%,)!,,$&。;<=#(< 测定：! " # ")&（［( - !］-）。)!#
’()（+** (!*，%+%9#）测定（ !）：),% "+（)!，"，
+ #$!），(% (#（)!，"，!##），$% )&（,!，"，!#,&，
(&），"% ),（ #!， "，’ #$%!#），#% &’（ #!， "，( #
$%!#），#% &(（#!，"，$ #$%!#），#% &(（#!，"，#&#
$%!#），#% &(（#!，"，+&#$%!#），#% &"（#!，"，"&#

$%!#）。
)#%#’()（ )** (!*，%+%9#）测定（ !）：

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

+(% #"（+&#$%!#）。得到的
)!#’() 和 )#%#’() 数

据与文献［,*］一致，故鉴定组分"为 + #羟基#(，$，’，
#&，"&，+&#六甲氧基黄酮（+ #,-./01-#(，$，’，#&，"&，+&#
,316735,01-896:043）。

!" 结论

! ! 本文利用高速逆流色谱法对九里香中弱极性化
合物进行了系统研究，并从九里香粗提物中分离纯

化出 " 种高纯度的黄酮类化合物，其中 + #羟基#(，$，
#&，"&#四甲氧基黄酮这一已知化合物为首次从九里
香中分离得到。由于黄酮具有广谱的药理活性和较

低的毒性，已成为国内外天然药物开发利用研究的

热点［,)，,,］，因此对九里香中黄酮类化合物的研究具

有较大的实用价值。本文建立的从九里香中分离纯

化黄酮类化合物的方法具有高效、快速、制备量大等

优点，为九里香中弱极性化合物的分离鉴定提供了

方法，为进一步进行药理药效研究及新药开发奠定

了基础。
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