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摘　要　建立了高速逆流色谱分离纯化木蝴蝶黄芩素和白杨黄素的方法。两相溶剂系统为石油醚 2乙酸乙
酯 2甲醇 2水 ,固定相为 5∶5∶5∶5 (V /V )体系的上相 ,以 5∶5∶5∶5 (V /V )和 5∶5∶7∶3 (V /V )体系的下相为流动相进行

梯度洗脱。从 300 mg木蝴蝶粗提物中一步分离纯化得到 2515 mg黄芩素和 3616 mg白杨黄素。经高效液相

色谱分析 ,纯度分别为 9912%和 100%。其化学结构由 1 H2NMR和 13 C2NMR鉴定。
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1　引　　言

木蝴蝶为紫葳科植物木蝴蝶 (O roxylum indicum (L. ) Vent. )的干燥成熟种子 ,是我国常用中草药

之一 ,并被收入中国药典 [ 1 ] ,具有止痛、止咳及清热等作用 ,用于治疗感冒、支气管炎和其它一些疾病。

　图 1　黄芩素 (R =OH)和白杨黄素 (R = H)的

化学结构式

Fig. 1　Chem ical structure of baicalein (R =OH )

and chrysin (R = H)

黄芩素和白杨黄素为木蝴蝶主要有效成分 ,具有清热、抗过

敏 ,抗氧化和抗癌等功能。近几年来对木蝴蝶中黄酮类成

分的研究非常活跃 [ 2～4 ]。因此 ,建立相关成分的高效分离

纯化方法具有重要意义。

高速逆流色谱 (HSCCC)是一种不使用固态支撑体或

载体的液液分配色谱技术。它克服了固相载体对样品的吸

附损失、变性等缺点 ,并可以在短时间内实现高效制备性分

离 [ 5 ]
,因而在中药有效成分的分离与纯化方面得到了广泛

的应用 [ 6～11 ]。本实验应用 HSCCC从木蝴蝶药材中成功地

分离纯化出黄芩素和白杨黄素 (结构见图 1) ,经高效液相

色谱 (HPLC)分析 ,其纯度分别为 9912%和 100%。

2　实验部分

2. 1　仪器、试剂与材料

TBE2300A高速逆流色谱仪 (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 : Spherigel ODS C18 (250 mm ×416 mm, 5μm ) ;Mercury p lus 400核磁共振仪 (美国瓦

里安公司 )。

粗提物的制备及 HSCCC分离用溶剂 (石油醚、乙酸乙酯、甲醇等 )均为分析纯 (天津化学试剂三

厂 )。HPLC分析用甲醇为色谱纯 (禹城化工厂 ) ,实验用水为二次蒸馏水。

木蝴蝶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正品药材。

2. 2　样品制备

取 100 g于 60℃恒重的木蝴蝶药材粉碎 ,用 700 mL 70%甲醇回流提取 3次 (每次 2 h) ,合并提取

液 ,减压蒸馏 ,得浸膏 3413 g。浸膏加水溶解后用其 3倍体积的正丁醇萃取 3次 ,合并正丁醇部分 ,减压

蒸馏回收溶剂 ,得浸膏 1616 g。此浸膏再用石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶5∶5, V /V )体系的下相 100 mL

溶解后 ,取等体积的上相萃取 4次 ,合并上相部分 ,减压蒸馏得淡黄绿色粉末 (即木蝴蝶药材的粗提物 )

518 g,放置冰箱内备用。
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2. 3　分配系数的测定

本实验用 HPLC测定样品在不同溶剂体系的分配系数。取适量木蝴蝶药材的粗提物于 5 mL试管

中 ,用预先达到分配平衡的两相溶剂系统的下相将其溶解 ,用 HPLC进行检测 ,峰面积为 A1。然后取等

体积的上相加入此溶液 ,剧烈振荡使其充分混合 ,待达到分离平衡后 ,再取下相用 HPLC检测 ,峰面积为

A2。分配系数 K则按下式计算 : K = (A1 - A2 ) /A2。

2. 4　两相溶剂系统及样品溶液的制备

本实验所用溶剂系统为石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶5∶5和 5∶5∶8∶2, V /V ) ,按其比例分别将各种

溶剂加入分液漏斗中 ,剧烈振荡使溶液充分混合 ,分相平衡后 ,分出上相和下相 ,使用前分别用超声波脱

气 30 m in。取大约 300 mg木蝴蝶药材粗提物 ,溶于 4 mL石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶5∶5, V /V )上相

中 ,振荡使之完全溶解 ,以备 HSCCC进样。

2. 5　HSCCC分离过程

用 ∋ KTA p rime系统将石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶5∶5, V /V )的上相 (固定相 )和下相 (流动相 )

以 40∶60的体积比同时泵入 HSCCC螺旋管。当螺旋管完全充满后 ,仅以 210 mL /m in的流速泵入流动

相 ,同时将螺旋管转速调为 850 r/m in。达到动力学平衡后 (大约 30 m in) ,将样品通过进样阀注入分离

螺旋管。进样 80 m in后 ,进行梯度洗脱。流动相在 50 m in内由 100%的 5∶5∶5∶5体系的下相变为 100%

的 5∶5∶7∶3体系的下相。分离温度控制在 25℃,柱后流出物以紫外检测器检测 ,检测波长为 254 nm。色

谱图于进样 80 m in开始记录 ,根据色谱图手动收集各色谱峰组分。

3　结果与讨论

3. 1　高效液相色谱条件的优化

本实验在 HPLC分析木蝴蝶样品粗提物过程中 ,尝试了用不同比例的甲醇 2水、甲醇 2011%磷酸作为

流动相 ,结果表明 :当采用甲醇 ∶011%磷酸在 30 m in内体积比由 40∶60线性变为 70∶30,流速为

110 mL /m in时 ,粗提物中的主要组分可以得到良好分离 (见图 2)。

　图 2　木蝴蝶粗提物和 HSCCC峰组分的 HPLC色谱图及黄芩素、白杨黄素紫外光谱图

Fig. 2　H igh performance liquid chromatogram of crude extractrs and high speed counter2current chromatographic (HSCCC)

peak fractions and the ulraviolet spectra of baicalein and chrysin

A.粗提物 ( crude extracts) ; B.黄芩素 ( baicalein) ; C.白杨黄素 ( chrysin)。

3. 2　HSCCC分离条件的优化

应用 HSCCC分离纯化天然药物中的活性成分的关键 ,是合适的两相溶剂系统的选择。溶剂系统合

适与否是由目标化合物在其中的分配系数来衡量的。本实验测定了目标化合物在乙酸乙酯 2水、乙酯乙
酯 2甲醇 2水、石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水等溶剂体系中的分配系数。实验结果表明 ,当采用乙酸乙酯 2水、
乙酸乙酯 2甲醇 2水作为两相溶剂系统进行分离时 ,难以实现目标化合的的分离 ;采用石油醚 2乙酸乙酯 2
甲醇 2水为两相溶剂系统时 ,可以实现目标化合物的分离。目标化合物在不同比例石油醚 2乙醇乙酯 2甲
醇 2水体系中的分配系数见表 1。由表 1可以看出 ,黄芩素和白杨黄素在体积比为 5∶5∶6∶4、5∶5∶515∶415

和 5∶5∶5∶5三个溶剂系统中均有可能分开。但当应用 5∶5∶5∶5体系作为溶剂系统时 ,分离白杨黄素所需
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时间较长 ,峰展宽严重。当应用 5∶5∶6∶4和 5∶5∶515∶415体系作为溶剂系统时 ,得到的黄芩素纯度较
　

表 1　黄芩素和白杨黄素在石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水体系中的分
配系数
Table 1　Partition coefficients of baicalein and chrysin in light petro2
leum2ethyl acetate2methanol2water solvent system s

石油醚 2乙酸乙酯 2甲醇 2水
L ight petroleum2ethyl acetate2

methanol2water system

分配系数
Partition coefficient

黄芩素
Baicalein

白杨黄素
Chrysin

5∶5∶7∶3 0. 089 0. 30

5∶5∶6∶4 0. 28 0. 82

5∶5∶5. 5∶4. 5 0. 55 1. 67

5∶5∶5∶5 0. 99 3. 23

差。基于以上情况 ,实验采用梯度洗脱的方

式进行 HSCCC分离纯化。实验结果表明 ,进

样后先以 5∶5∶5∶5体系的下相洗脱 80 m in,

然后流动相在 50 m in内由 100% 5∶5∶5∶5体

系的下相变为 100% 5∶5∶7∶3的下相 ,可得到

较理想的分离效果。

对流动相流速、旋转管转速和分离温度

等也进行了优化 , 结果发现 , 在 流速

2 mL /m in、转速为 850 r/m in、温度为 25℃条

件下 ,分离结果令人满意。

在优化 HSCCC条件下 ,对木蝴蝶粗提物

　图 3　木蝴喋粗提物 HSCCC色谱图

Fig. 3　HSCCC chromatogram of crude extracts

进行了 HSCCC分离纯化 ,结果见图 3。从 300 mg木蝴蝶粗

提物中一步分离纯化得到 2515 mg黄芩素和 3616 mg白杨

黄素 ,经 HPLC分析其纯度分别为 9912%和 100%。HPLC

色谱图及相应组分的紫外光谱图见图 2 (B、C)。

3. 3　HSCCC峰组分的鉴定

根据 1 H2NMR和 13 C2NMR数据对各峰组分作了鉴定 :

峰Ⅰ:
1
H2NMR (400 MHz, DMSO )δ: 6160 (1H, s, H28) ,

6190 (1H, s, H23) , 716 ( 3H, m , H23′, H24′, H25′) , 810 ( 2H,

m, H22′, H26′) , 8145 (1H, s, C6 2OH) , 10156 (1H, s, C7 2OH) ,

12167 (1H, s, C5 2OH)。13
C2NMR ( 400 MHz, DMSO )δ: 15316

(C22) , 10415 ( C23) , 18211 ( C24) , 14919 ( C25 ) , 12914 ( C2
6) , 16310 (C27) , 9410 (C28) , 14710 (C29) , 10413 (C210) , 13110 (C21′) , 12613 (C22′, C26′) , 12912 (C23′,
C25′) , 13119 (C24′)。经与文献 [ 12 ]数据对照 ,确定为黄芩素。

峰Ⅱ:
1
H2NMR (400 MHz, DMSO )δ: 6120 ( 1H, d, J = 2 Hz, H26) , 6151 ( 1H, d, J = 2 Hz, H28) , 6195

(1H, s H23) , 716 (3H, m, H23′, H24′, H25′) , 810 (2H, m , H22′, H26′) , 10186 (1H, s, C7 2OH) , 12178 (1H, s,

C5 2OH)。13
C2NMR (400 MHz, DMSO )δ: 16312 (C22) , 10512 (C23) , 18119 (C24) , 16115 (C25) , 9911 (C26) ,

16415 (C27) , 9412 (C28) , 15715 ( C29) , 10410 (C210) , 13017 ( C21′) , 12614 (C22′) , 12912 ( C23′) , 13210

(C24′) , 12912 (C25′) , 12614 (C26′)。以上数据和文献 [ 12 ]对照 ,确定为白杨黄素。
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Isola tion and Pur if ica tion of Ba ica le in and Chrysin from the Extracts of

O roxylum Indicum by H igh Speed Coun ter2curren t Chroma tography

Sun A iling, Sun Q inghua, L iu Renm in3

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

Abstract　H igh speed counter2current chromatography (HSCCC) was successfully used for the isolation and

purification of baicalein and chrysin from the extracts of O roxylum ind icum using stepwise elution with a pair of

two2phase solvents system s composed of light petroleum2ethyl acetate2methanol2water (5∶5∶5∶5 and 5∶5∶7∶3,

V /V ). From 300 mg of the crude extracts, 2515 mg of baicalein and 3616 mg of chrysin were obtained with a

purity of 9912% and 100% , respectively, as determ ined by high performance liquid chromatography. The

structures of the isolated compounds were identified by
1
H2nuclear magnetic resonance (NMR) and

13
C2NMR.

Keywords　H igh speed counter2current chromatography, O roxy lum ind icum , baicalein, chrysin
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