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摘要：应用高速逆流色谱法（@/AAA）分离纯化蔓荆子中的活性成分。以石油醚 4乙酸乙酯 4甲醇 4水（ 体积比为 &. + .
&/ +. &）为两相溶剂体系，在转速为 $"" * . (68、流速为 #/ * (B . (68、检测波长为 !*% 8( 的条件下进行分离，所得馏

分经高效液相色谱法（@0BA）检测，并经电喷雾电 离（3/-）质 谱 和 核 磁 共 振 谱（%CD）鉴 定 化 合 物 的 结 构。从 !*"
(9 蔓荆子粗提物中一次性分离得到 % 个化合物，分别为 !& (9 对羟基苯甲酸、#* (9 &，+，( 4三甲基槲皮万寿菊素、

!% (9 蔓荆子黄素和 * (9 蒿黄素，其纯度约为 ,&/ #E、,(/ &E、,$/ (E和 ,$/ *E。该法具有简便、快速、重复性好的

优点，为分离蔓荆子中的活性成分提供了新的方法。
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色 谱 第 !" 卷

# # 蔓荆子为马鞭草科牡荆属多年生落叶灌木单叶

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

的干燥成熟 果 实［$］，主 要 产 于 山 东、广 西、广 东、福

建、江西、浙江、福建等地。蔓荆子属常用中药，具有

疏散风热、清理头目、止痛的功效。蔓荆子中主要化

学成分为黄酮类和萜类，同时含有挥发油和有机酸

等其他化学成分。现代药理研究表明，蔓荆子中的

黄酮类化合物如蔓荆子黄素具有镇痛、抗炎、抗肿瘤

的作用［!，%］，蒿黄素具有扩张血管的作用，萜类化合

物如松烷二萜类具有抗衰老的作用［&］，酚类化合物

如对羟 基 苯 甲 酸 对 豇 豆 枯 萎 病 菌 有 抑 制 作 用［’］。

因此，建立相关成分的高效分离纯化方法具有重要

意义。

# # 目前对蔓荆子中的化学成分的分离纯化主要采

用薄层色谱、硅胶柱色谱、凝胶柱色谱等传统的分离

纯化方法［(，)］。这 些 方 法 存 在 耗 时 长、容 易 造 成 样

品的不可逆吸附、变性及样品回收率低等缺点。高

速逆 流 色 谱（ $’($)*+,,- ./012,3).033,12 .$3/&%)
2/(3%+$4，56###）是不使用固态载体的液)液分配

色谱，根据样品在两相溶剂中分配系数的不同实现

样品的分离，避免了固相载体对样品的死吸附、变性

等 缺 点，已 广 泛 应 用 于 天 然 产 物 的 分 离 纯 化 领

域［"，*］。

# # 本研究采用 56### 对蔓荆子粗提物进行了分

离纯化，通过一步分离能够同时得到 & 种高纯度的

化合物（ 结构如图 $），分别为对羟基苯甲酸、%，(，) )
三甲基槲皮万寿菊素、蔓荆子黄素和蒿黄素。

图 !" 蔓荆子中 # 种化合物的化学结构

!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’, 01 -&’ # )0(20/34,
"3 !"#"$"% &’($#(%

!" 实验部分

! $ !" 仪器、试剂与材料

# # 76$+8 型高速逆流色谱仪（ 北京艾美林科技有

限公司）、多层聚四氟乙烯螺旋管（ 直径 !, % &&，分

离体积 !%+ &!，! 值为 +, ’ - +, "）、9:;’++! 泵（ 上

海同田生物技术有限公司）、""!%:)紫外检测器（ 北

京宾达英创 科 技 有 限 公 司）、%+’) )$$ 记 录 仪（ 重 庆

川仪总厂 有 限 公 司）。8(’<,12 $$!+ 高 效 液 相 色 谱

仪（ 美国 8(’<,12 公司）。=%3’%1 >?@=8)(++ 核磁共

振波谱仪（ 美国 =%3’%1 公司）。8(’<,12 $$++ *,3’,*
(%!+ ’/1)23%+ 质谱仪（ 美国 8(’<,12 公司）。

# # 甲醇、石 油 醚 和 乙 酸 乙 酯 均 为 分 析 纯（ 中 国 医

药集团上海化学试剂公司）；甲醇为色谱纯（ 美国天

地公司）；实验用水为过滤蒸馏水及乐百氏纯净水。

蔓荆子药材购自山东中医药大学中鲁医院，经山东

中医药大学周凤琴教授鉴定为单叶蔓荆（!"#$% #&"1
’()"* !" +*&" -"./)"0"’()"* #$%&" ）。

! $ $" 蔓荆子粗提物的制备

# # 取蔓荆子药材 ’++ ( 粉碎，过 &+ 目筛，加甲醇 !
!，回流提取 ! $，过滤，重复 % 次，合并滤液，减压浓

缩。将浓缩液用水稀释至 ’++ &!，依次用等体积的

石油醚、乙酸乙酯萃取 % 次。将乙酸乙酯萃取液减

压浓缩得浸膏，得 $+, ! ( 粗提物，冰箱保存备用。

! $ %" 两相溶剂体系及样品溶液的制备

# # 本实验所用溶剂体系为石油醚)乙酸乙酯)甲醇)
水（ 体积比为 %. ( . %, ( . %），按比例配制于分液漏斗

中，剧烈振荡使溶液充分混合，室温下静置过夜，分

出上下相，使用前超声波脱气 %+ &’1，备用。

# # 称 取 蔓 荆 子 粗 提 物 !’+ &(，加 入 上 下 相 各 ’
&!，振荡使其完全溶解，用于 56### 分离。

! $ #" 分配系数（)5 ）的测定

# # 取少量样品置于 $+ &! 试管中，加入等量的上

下相各 ! &!，剧烈振荡 $ &’1，使样品充分溶解，静

置分 层，取 上 下 相 各 ’ !! 分 别 用 高 效 液 相 色 谱

（5;!#）进行检测，上相峰面积为 2$ ，下相峰面积为

2! ，分配系数 3A / 2$ B 2! 。

! $ &" 67%%% 法分离制备过程

# # 将 两 相 溶 剂 体 系 中 已 超 声 脱 气 的 上 相（ 固 定

相）以 !+ &! B &’1 流速泵入 56### 螺旋管中，待上

相充满 整 个 螺 旋 管 后，缓 慢 调 节 主 机 转 速 至 "++
3 B &’1，顺时针旋转，待转 速 稳 定 后，接 泵 自 56###
首端以 $, ’ &! B &’1 流 速 泵 入 下 相，同 时 开 启 紫 外

检测器，检测波长为 !’& 1&；待上下相平衡后，将 $+
&! 样品通过六通进样阀注入 56### 仪，根据色谱

图收集各色谱峰馏分。

! $ ’" 689% 条件

# # 蔓荆子粗提物和 56### 分 离 各 馏 分 用 5;!#
分 析。 色 谱 柱：>1,32*’< @A6)6;（ !’+ && 0 &, (

·&&+$·
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!!，# !!），柱 温：$# "。检 测 波 长：$#% #!。流

动相 $ 为 &’ $% 乙酸水溶液，& 为甲 醇。梯 度 洗 脱

程序：& ( "# !’#，)&% & ( #&% &；"# ( )& !’#，

#&% &；)& ( )# !’#，#&% & ( *&% &；)# ( *& !’#，

*&% &。流速："’ & !( ) !’#。进样量：$& !(。

! ! "# 质谱（"#）条件

! ! 电喷雾离子源（*+,），正离子模式检测，样品通

过流动注射泵进样，流速 &’ $ !( ) !’#，干燥气温度

)#& "，干 燥 气 流 量 +’ & ( ) !’#，雾 化 气 压 力 $ - ),
!./，毛细管电压 % 01。质量扫描范围：! " # #& (
" $&&，实验前质量数经过校正。

表 !# 蔓荆子粗提物中 $ 种化合物在不同比例溶剂体系中的 !$

%&’() !# *&+,-,-./ 0.)11-0-)/,2（!$ ）.1 ,3) $ 0.45./)/,2

1+.4 ,3) "#$#%#& ’()%$)& -/ 6-11)+)/, 5+.5.+,-./
2.(7)/, 282,)42

.2345627! 238249238:6 /;23/329
!238/#569</324（ = ) = ) = ) =）

" # $ %

)- *- )- ) - *! " - "" $ - %& ) - ,# # - #.
)- *- ) - *- )! & - )) & - .% " - $# $ - ).
$- .- ) - #- )! & - %& & - ,, " - %* $ - *$
)- *- ) - )- ) - $ & - +& " - .* $ - .. % - *%
$- .- ) - )- ) - $ " - )# $ - +% % - "" * - ,,

%# 结果与讨论

% ! !# 9#::: 分离条件的优化

! ! 溶剂体系的选择是 >+??? 分离中的首要和关

键环节，溶剂体系合适与否是由目标化合物在其中

的 $@ 来 衡 量 的。 本 实 验 测 定 了 目 标 化 合 物 在 氯

仿9甲醇9水、乙酸 乙 酯9水 和 石 油 醚9乙 酸 乙 酯9甲 醇9
水等溶剂体 系 中 的 $@。结 果 表 明，当 采 用 石 油 醚9
乙酸乙酯9甲 醇9水 为 两 相 溶 剂 体 系 时，可 实 现 目 标

化合物的分离。目 标 化 合 物 在 不 同 比 例 的 石 油 醚9
乙酸乙酯9甲醇9水体系中的 $@ 见表 "。由表 " 可看

出石油 醚9乙 酸 乙 酯9甲 醇9水 的 体 积 比 为 ) - * - ) -
)’ *、)- *- )’ )- )’ $ 和 $- .- )’ ) - )’ $ 时，% 种化合物的

$@ 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蒿黄素在固

定相中的 $@ 偏 大，若 采 用 这 ) 种 溶 剂 体 系 会 使 整

体的分离时间过长，蒿黄素有可能不出峰，影响分离

效率，因此不适合蔓荆子粗提物中各物质的分离纯

化。在其他实验参数相同的条件下，分别应用体积

比为 )- *- )’ * - ) 与 $ - . - )’ # - ) 的石油醚9乙酸乙酯9
甲醇9水的体系 对 蔓 荆 子 粗 提 物 进 行 分 离 纯 化。结

果表明，上述两种 溶 剂 体 系 分 别 在 $)&、)&& !’# 内

实现 % 种化合物的分离纯化。因此本实验最终选择

溶剂体系为石油醚9乙酸乙酯9甲醇9水（ 体积比为 )-
*- )’ *- )），并且该体系的固定相保留率也较高。

% ! %# 9#::: 分离纯化的结果

! ! 以 石 油 醚9乙 酸 乙 酯9甲 醇9水（ 体 积 比 为 ) - * -
)’ *- )）为两相溶剂体系，按照 "’ # 节所述的方法对

蔓荆子粗提物进行分离纯化。将 $#& !A 样品溶于

"& !( 等体积上 相 和 下 相 混 合 溶 液 中 进 行 >+???
分离，分离谱 图 见 图 $。根 据 图 $ 进 行 手 动 分 段 收

集，得到馏分" ( %，将各馏分减压浓缩干燥，其质

量依次为 $)、"#、$%、# !A。经过 >.(? 分析并应用

面积归一法测定"、#、$、% % 个馏分的纯度分别

约为 +)’ "%、+.’ )%、+,’ .%和 +,’ #%。

图 %# 蔓荆子粗提物的高速逆流色谱图

;-<! %# :3+.4&,.<+&4 .1 ,3) 0+=6) )>,+&0, 1+.4
,3) "#$#%#& ’()%$)&

! >+??? ;5#B’3’5#C：C56=2#3 C:C32!，D2345627! 238249238:6
/;23/329!238/#569</324（)- *- )’ *- )，= ) = ) = ) =）；E65< 4/32，"’ #
!( ) !’#；453/3’5# CD22B，,&& 4 ) !’#；B232;3’5# </=262#A38，$#%
#!-
! F82" /%;5!D5#2#3C /42 382 /#/6:32C-

% ! &# 9*?: 条件的优化

! ! 本实验在 >.(? 分析蔓荆子粗提物过程中，尝

试了用不同比例的甲醇9水、乙腈9水作为流动相，结

果表明：当采用 &’ $% 乙酸水溶液9甲醇作为流动相

在 *& !’# 内进行梯度洗脱，粗提物中的主要组分可

以得到良好分离。

! ! 根据 "’ * 节所述条件，对蔓荆子粗提物及 >+?9
?? 分离所得 % 个馏分进行检测分析，所得 >.(? 谱

图见图 )。

% ! $# 9#::: 分离所得化合物的结构鉴定

! ! >+??? 各馏 分 结 构 根 据 *+,9G+、核 磁 共 振 氢

谱（ ">9HGI）和核磁共振碳谱（ ")?9HGI）的数据进

行鉴定。

! ! 组分"：无色斜方形结晶。*+,9G+ 测定：! " #
"),（［G 0 >］0 ）。">9HGI（*&& G>J，@G+K）测

定（ !）：*’ ,$（)>，B，% 1 ,’ . >J，$ 9>，) 9>，# 9
>），.’ ,$（)>，B，% 1 ,’ . >J，$>，$ 9>，* 9>）。
")?9HGI（ "#& G>J，@G+K）测 定 （ !）：""#’ .$

（B，?9)，?9#），"$$’ .$（ C，?9"），")$’ .)（ B，?9

·#%&"·
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图 !" 蔓荆子粗提物及图 # 中 $ 个馏分的 !"#$ 谱图

%&’( !" !"#$ )*+,-./,’+.-0 ,1 /*2 )+342 25/+.)/ ,1
!"#"$"% &’($#(% .64 $ 1+.)/&,60 &6 %&’( #
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!，9’&），(&%) *(（ %，9’$），(’*) *%（ %，9’’）。以

上数据与文献［(*］报道基本一致，故鉴定馏分 : 为

对羟基苯甲酸。

# # 组分"：黄色细针状结晶。;<:’=< 测定：! " #
%&(（［= + >］+ ）。(>’?=@（&** =>0，9A%BA）测

定（ !）：%) %’，%) "*，%) ,!（ ,>，%，B9>% - % ）；

&) &"（(>，%，" ’>）；&) ,!（(>，*，$ . ") / >0，/C’
>）；’) $,（(>，**，$ . ") /，!) * >0，&C’>）；’) &*

（(>，*，$ . !) * >0，!C’>）；,) %&，,) ’,，(!) &$

（ %）各一 羟 基 上 活 泼 氢，重 水 交 换 后 消 失。以 上 数

据与文献［((］报道一致，故鉴定馏分 :: 为 %，&，’ ’三
甲基槲皮万寿菊素。

# # 组 分#：黄 色 结 晶。;<:’=< 测 定：! " # %’/
（［= + >］+ ）。(>’?=@（ &** =>0，A=<B）测 定

（ !）：%) ’$，%) "(，%) ""，%) ,%（ (!>，%，B9>% -
$）；&) ""（(>，%，" ’>）；’) &*（(>，*，$ . () , >0，

!C’>）；&) "’（ (>，*，$ . ") & >0，/C’>）；’) /&
（(>，**，$ . ") & >0，() , >0，&C’>）；(!) &(（(>，

%，/ ’B>）；/) "%（(>，%，%C’B>）。 (%9’?=@（(/*
=>0，A=<B）测 定（ !）：(%") *!（ 9’!），(%!) %%

（9’%），(’") ,’（9’$），(/!) ’/（9’/），(//) /%（9’
&），(/") "!（9’’），,*) %’（9’"），($,) %(（9’,），

(*$) $(（ 9’(*），(($) %$（ 9’(C），(!%) &/（ 9’!C），

($/) /&（ 9’%C），(/!) %$（ 9’$C），((*) $%（ 9’/C），

(!() // （ 9’&C）， &*) "/ （ ’ ’B9>% ）， &*) ($ （ & ’
B9>% ），/&) !,（$C’B9>% ），/&) */（% ’B9>% ）。 上

述数据与文献［(!］报道基本一致，故鉴定馏分#为

蔓荆子黄素。

# # 组 分$：黄 色 结 晶。;<:’=< 测 定：! " # %",
（［= + >］+ ）。(>’?=@（ &** =0，A=<B）测 定

（ !）：&) /(（(>，%，>’"），&) ,&（(>，*，$ . , >0，

>’/），’) ’/（!>，4，>’!C，>’&C），%) ,&（,>，%，

B9>% - %），%) ,$（%>，%，B9>% ），%) "’（%>，%，

B9>% ），(!) &(（ (>，%，/ ’B>）。 (%9’?=@（ (/*
=>0，A=<B）测 定（ !）：(%,) ,&（ 9’!），(%() &!

（9’%），(’") (!（9’$），(/() &$（9’/），(//) %(（9’
&），(/") &!（9’’），,() %%（9’"），(/() %$（9’,），

(*/) $,（ 9’(*），((() /&（ 9’(C），(!!) */（ 9’!C），

($") $/（ 9’%C），(/() /%（ 9’$C），((() $"（ 9’/C），

/,) ""（ ’ ’B9>% ），/,) &( （ & ’B9>% ），/&) %% （ % ’
B9>% ），//) &/（$ ’B9>% ），//) /’（% ’B9>% ）。 以

上数据与文献［(%］对照基本一致，鉴定馏分$为蒿

黄素。

!" 结语

# # 本实验采用 ><999 法对蔓荆子的活性成分进

行分离纯化，并建立了蔓荆子乙酸乙酯提取物 中 $
种单体化合物的分离纯化方法。经过溶剂体系的选

择，最终应用石油醚’乙酸乙酯’甲醇’水（ 体积比为 %
0 &0 %) &0 %）作为两相溶剂体系分离得到了对羟基苯

甲酸、%，&，’ ’三甲基槲皮万寿菊素、蔓荆子 黄 素、蒿

黄 素，经 >!D9 检 测 纯 度 约 为 ,%) (E，,’) %E，

,") ’E，,") /E。本方法简便、快速、节省溶剂，具有

较好的实际应用价值。
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