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摘　要　建立了高速逆流色谱分离制备厚朴的有效成分厚朴酚与和厚朴酚的新方法 ,溶剂系统为石油醚 2乙
酸乙酯 2甲醇 21%醋酸 (5∶5∶7∶3, V /V ) ,上相为固定相 ,下相为流动相。从 100 mg厚朴粗提物制得和厚朴酚

33. 3 mg,厚朴酚 19. 5 mg,经高效液相色谱分析 ,纯度均大于 99. 5% ,其化学结构由 1H NMR和 13C NMR鉴定。
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1　引　　言

高速逆流色谱 ( high2speed countercurrent chromatography, HSCCC)是一种不用固态支撑体或载体的

液液分配色谱新技术 ,目前已广泛应用于生物工程、医药、天然产物化学、有机合成、环境分析、食品及地

质材料等领域 [ 1 ]。我国是最早开展 HSCCC研究的国家之一 ,已利用 HSCCC分离纯化了芦荟 [ 2 ]、大

黄 [ 3 ]、丹参 [ 4 ]、内蒙黄芪 [ 5 ]、肉苁蓉 [ 6 ]、山茱萸 [ 7 ]以及羌活 [ 8 ]等中药的有效成分。

中药厚朴 ,为木兰科木兰属乔木 (M agholia off icina lis R ehd. et w ils)的根皮及树皮 ,具有抗病毒、抗肿

瘤、防龋齿、抗菌及抗溃疡等作用 [ 9 ]。和厚朴酚与厚朴酚为其主要活性成分 ,二者为同分异构体 ,结构

见图 1。本实验利用 HSCCC对和厚朴酚与厚朴酚的分离制备进行了研究 ,建立了 HSCCC法分离制备

和厚朴酚与厚朴酚的新方法 ,利用该法可一次性得到纯度高达 99. 5%以上的纯品。

图 1　和厚朴酚与厚朴酚的化学结构式

Fig. 1　The chem ical structure of magnolol and honokiol

2　实验部分

2. 1　仪器、试剂与材料

TBE2300A高速逆流色谱仪 (中国上海同田生化技术有限公司 ) ; ∋ KTA p rime泵及检测系统 (瑞士

安玛西亚生物有限公司 ) ; HX21050恒温器 (北京博医康实验仪器有限公司 ) ; 1100高效液相色谱仪 (美

国安捷伦公司 ) ;色谱柱 : SPHER IGEL ODS C18 (250 mm ×4. 6 mm, i. d. 5μm ) ;Mercury p lus 400核磁共

振仪 (美国瓦里安公司 )。厚朴药材购于聊城市利民大药店 ,经山东中医药大学张永清教授鉴定为道地

药材 ;用于粗提物的制备及 HSCCC分离的溶剂均为分析纯 (济南试剂总厂 ) ; HPLC分析用甲醇为色谱

纯 (禹城化工厂 )。实验用水为过滤蒸馏水。

2. 2　样品制备

厚朴药材 200 g粉碎至 0. 30 mm粒径 ,加入无水乙醇 300 mL, 超声提取 3次 ,每次 30 m in。合并提

取液 ,减压蒸馏 ,回收乙醇 ,得厚朴粗提物 7. 8 g,放置在冰箱内备用。

2. 3　两相溶剂系统及样品溶液的制备

HSCCC溶剂体系为石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 21%乙酸 ( 5∶5∶7∶3, V /V ) ,按比例配制于分液漏斗中并
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剧烈振荡 ,体系分相平衡后分离出上下相 ,分别超声脱气 30 m in备用。

取 100 mg厚朴粗提物 ,加入 4 mL上相 ,振荡使之完全溶解 , 以备 HSCCC分离。

2. 4　HSCCC分离过程

将石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 21%乙酸 (5∶5∶7∶3, V /V )的上相 (固定相 )与下相 (流动相 )以 6∶4的体积

比泵入高速逆流色谱仪的螺旋管 ,待螺旋管完全充满后 ,以 900 r/m in的速度旋转 ,同时以 2. 0 mL /m in的

流速泵入下相。分离温度由恒温器控制在 20℃。当体系达到流体动力学平衡后 ,将样品由进样阀注入分

离管路。柱后流出物以紫外检测器检测 ,检测波长为 254 nm。根据色谱图手动收集各色谱峰组分。

2. 5　HPLC分析及结构鉴定

厚朴粗提物和 HSCCC峰组分用 HPLC进行分析。色谱柱 : SPHER IGEL ODS C18 (250 mm ×4. 6 mm

i. d. 5 mm) ;流动相 :甲醇 21%乙酸梯度洗脱 ,在 20 m in内 ,甲醇∶1%乙酸由 30∶70→75∶25;流动相流速

为 1 mL /m in;检测波长 : 254 nm;柱温 :室温 ;进样量 : 20 mL。

HSCCC各峰组分的结构根据 1
H NMR和 13

C NMR的数据进行鉴定。

3　结果与讨论

3. 1　HPLC条件优化

研究了以甲醇 2水、甲醇 2乙腈 2水、甲醇 21%乙酸等作为 HPLC流动相时 ,厚朴粗提物中各组分的分

离效果。结果表明 :当采用甲醇 21%乙酸体系进行梯度洗脱 ( 20 m in内 ,甲醇 ∶1%乙酸由 30∶70→

75∶25) ,流动相流速为 1 mL /m in时 ,可取得良好的分离效果。色谱图如图 2所示。

图 2　厚朴粗提物和 HSCCC峰组分的 HPLC色谱图及和厚朴酚与厚朴酚紫外吸收光谱图

Fig. 2　H igh performance liquid chromatogram s of crude extract and high speed countercurrent chromatographic

(HSCCC) peak fractions and ultraviolet spectra of honokiol and magnolol

A. 粗提物 ( crude extacts) ; B. 和厚朴酚 ( honokiol) ; C. 厚朴酚 (magnolol)。

3. 2　HSCCC分离条件的优化

　图 3　厚朴粗提取物的 HSCCC色谱图

Fig. 3 　 The high speed countercurrent

chromatogram of crude extracts

采用 HPLC测定了目标组分在不同溶剂系统中的分配系数。

和厚朴酚与厚朴酚在石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶7∶3, V /V )中

的分配系数为 0. 70和 1. 57,在石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 21%乙酸

(5∶5∶7∶3, V /V )中的分配系数为 0. 65和 1. 38。当将上述二体系

应用于 HSCCC时 ,前者固定相保留大大低于后者 ,分离效果较

差 ,所以本实验选择石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 21%乙酸 ( 5∶5∶7∶3,

V /V )作为 HSCCC溶剂系统。对流动相流速、旋转管转速、分离温

度等也进行了优化。结果发现 ,在流速为 2 mL /m in,转速为 900

r/m in,温度为 20℃时 ,分离结果令人满意。在优化条件下 ,对厚

朴粗提物进行了 HSCCC分离纯化 ,从 100 mg粗提物中可一次性

得到 33. 3 mg和厚朴酚 (峰Ⅰ)和 19. 5mg厚朴酚 (峰Ⅱ) ,其纯度分别为 99. 6%和 99. 9% (图 3)。

3. 3　HSCCC峰组分的鉴定

根据 1
H NMR和 13

C NMR数据对 HSCCC目标峰组分进行了鉴定。峰Ⅰ:
1
H NMR (400 MHz, CDCl3 )
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δ: 3. 39 (2H, d, J = 6. 7Hz, H - 7′) , 3. 49 (2H, d, J = 6. 4Hz, H - 7) , 5. 08～5. 16 (2H, m , H - 9′) ,

5. 19～5. 26 (2H, m, H - 9) , 5. 97～6. 11 ( 2H, m , H - 8, 8′) , 6. 91～6. 94 ( 2H, H - 5, 3′) , 7. 05

(1H, d, J = 21Hz, H - 6′) , 7. 09 ( 1H, dd, J = 8. 0Hz, H2 = 2. 2Hz, H - 4′) , 7. 23～7. 26 ( 2H, m,

H - 2, 6)。13C NMR (400 MHz, CDCl3 )δ: 126. 7 (C - 1) , 130. 4 (C - 2) , 129. 9 (C - 3) , 154. 2 (C -

4) , 116. 9 (C - 5) , 128. 8 (C - 6) , 35. 3 (C - 7) , 136. 3 (C - 8) , 115. 9 (C - 9) , 128. 1 (C - 1′) ,

151. 1 (C - 2′) , 117. 1 (C - 3′) , 129. 2 (C - 4′) , 132. 6 (C - 5′) , 131. 4 (C - 6′) , 40. 1 (C - 7′) ,

138. 1 (C28′) , 115. 8 (C - 9′)。以上数据和文献 [ 10 ]对照 ,确定为和厚朴酚。

峰Ⅱ: 1
H NMR (400 MHz, CDCl3 )δ: 3. 38 (4H, d, J = 6. 7Hz, H - 7, 7′) , 5. 07～5. 13 (4H, m, H - 9,

9′) , 5. 94～6. 02 (2H, m, H - 8, 8′) , 6. 96 (2H, d, J = 8. 3Hz, H - 3, 3′) , 7. 09 (2H, d, J = 212 Hz,

H - 6, 6′) , 7. 15 (2H, dd, J = 8. 3Hz, J = 2. 2Hz, H - 4, 4′)。13C NMR (400 MHz, CDCl3)δ: 123. 9 (C -

1, 1′) , 151. 6 (C - 2, 2′) , 117. 0 (C - 3, 3′) , 130. 5 (C - 4, 4′) , 133. 6 (C - 5, 5′) , 131. 4 (C - 6, 6′) ,

39. 7 (C - 7, 7′) , 137. 9 (C - 8, 8′) , 116. 2 (C - 9, 9′)。以上数据与文献 [ 11 ]对照 ,确定为厚朴酚。

本研究表明 ,利用高速逆流色谱对中药厚朴活性成分和厚朴酚与厚朴酚纯化制备 ,方法切实可行。
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Prepara tive Isola tion and Pur if ica tion of Honok iol and

M agnolol from M agnolia O ffic ina lis R ehd. e t W ils by

H igh2speed Coun tercurren t Chroma tography

Sun A iling, Feng Lei, L iu Renm in3

(College of Chem istry and Chem ica l Eng ineering, L iaocheng U niversity, L iaocheng 252059)

Abstract　A new method for p reparative isolation and purification of honokiol and magnolol from M agnolia

off icina lis R ehd. et w ils by high2speed countercurrent chromatography (HSCCC) was established. L ight petro2
leum 2ethyl acetate2methanol21% acetic acid (5∶5∶7∶3, V /V ) was used as the solvent system of HSCCC. From

100 mg crude extract, 33. 3 mg of honokiol and 19. 5 mg of magnolol were obtained each with a purity of over

9915% as determ ined by high performance liquid chromatography. The structures of the isolated compounds

were identified by
1
H nuclear magnetic resonance (NMR) and

13
C NMR.
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