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摘　　要

　　通过高速逆流色谱从新疆产甘草粗提物中分离得到甘草黄酮醇、甘草素、芒柄花素和甘草异黄

酮甲四种甘草类黄酮。溶剂系统为正己烷2乙酸乙酯2甲醇2水 (1∶2∶1∶1) ,上相作为固定相 ,下相

作为流动相 ,主机旋转方向为顺时针 ,转速 850rp m ,流速 410mL/ min ,检测波长 260nm。经过

160min分离 ,从 400mg甘草粗提物中得到甘草黄酮醇 26mg、甘草素 8mg、芒柄花素 12mg、甘草异

黄酮甲 10mg ,纯度分别为 9613 %、9517 %、9815 %、9818 %。结构经熔点、UV、MS、1 H2NMR和
13 C2NMR鉴定。
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引言

甘草属 (glycyrrhiza)植物系豆科蝶形花亚科多

年生草本植物。该属在我国产有 18种 3个变种 ,分

别为豆科植物甘草 ( Glycyrrhiza uralensis Fisch. ) 、

胀果甘草 ( Glycyrrhiza inflata Bat . ) 和光果甘草

( Glycyrrhiza glabra L . ) [ 1 ]。甘草是我国传统中药 ,

素有“十药九草”之称 ,在传统中医药中被称为“国

老”。现代研究发现 ,甘草除了传统的镇痰去咳、清

热解毒、抗炎、抗变态作用外 ,还有良好的治疗急慢

性病毒肝炎和抗肿瘤的效果。其中甘草中的黄酮类

成分被证明比甘草酸具有更好的抗肿瘤疗效[2～4 ]。

因植物甘草种属多样 ,不同种属甘草粗提物所

含成分差别较大 ,且有效成分含量低 ,故市场上一直

缺少甘草黄酮的相应标准品。本实验首次成功用高

速逆流色谱从豆科甘草 ( Glycyrrhiza uralensis

Fisch. )中分离得到甘草黄酮醇、甘草素、芒柄花素

和甘草异黄酮甲四种黄酮成分 ,纯度均达到 95 %以

上。据研究显示 ,其中甘草素具有抑止过氧化物阴

离子的产生、抗氧化溶血及保护红细胞的作用[2 ]。

甘草异黄酮甲具有雌性激素样作用 ,可抑止乳腺癌

细胞增殖[3～4 ]。

高速逆流色谱作为一种不需要固态载体的液2

液分配色谱 ,现已在天然产物分离纯化领域得到广

泛应用。与传统柱层析法相比 ,它具有分离速度快、

样品吸附低、分离重现性好等优点[5 ]。在此以前 ,这

些成分通常采用硅胶柱层析法分离 ,速度较慢 ,重复

效果不够理想。用高速逆流色谱法不仅使分离速度

大为提高 ,且根据紫外吸收色谱图可良好重复收集

样品 ,对深入研究甘草黄酮药效作用机制有重要意

义。

图 1 四种馏分结构式
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1 实验部分

111 仪器、试剂和材料

TB E300A高速逆流色谱仪 :上海同田生化技术

有限公司 ;

A KTA prime泵及紫外检测系统 :美国 GE公

司 ;

HX21050恒温器 :北京博医康实验仪器有限公

司 ;

Alliance 2996 高效液相色谱仪 :美国 Waters

公司 ;

色谱柱 : Sunfire C18 (120mm ×70mm , 5μm) ,

美国 Waters公司 ;

Mercury plus 400核磁共振仪 :美国瓦里安公

司 ;

Waters Q2tof 质谱仪 ;

申光 WRS21B数字熔点仪 :上海申光仪器仪表

有限公司。

甘草粗提物制备及 HSCCC分离用溶剂 (正己

烷、乙酸乙酯、甲醇等) :均为分析纯 ,天津科密欧化

学试剂厂 ;

HPL C分析用乙腈 :色谱纯 ,Fisher chemicals ;

实验用水 :经 Millipore超纯水制备系统净化 ;

甘草 :药材购自成都中草药批发市场 ,产地新

疆。

112 样品制备

称取 5kg甘草 ,粉碎 ,过 40 目筛 ,用 70 %乙醇

按体积比 3∶1在室温 (28℃)下浸泡三天 ,将所得浸

泡液旋蒸近干 ,得到浸膏。将浸膏用 70 %甲醇重溶

解 ,依次用正己烷、乙酸乙酯、正丁醇萃取。取乙酸

乙酯萃取层旋蒸干 ,置于真空干燥箱 45℃中完全干

燥 ,得到红棕色粉末 561g (即得实验用甘草粗提

物) 。

113 两相溶剂体系及样品溶液的制备

本实验所用溶剂系统为正己烷2乙酸乙酯2甲醇2
水 (1∶2∶1∶1) ,四种溶剂按比例配置于分液漏斗

中 ,充分振荡后静置 ,待平衡后分别得到上下两相 ,

上相作固定相 ,下相作流动相 ,超声脱气 5min ,备

用。称取适量样品充分溶解于下相 (流动相)中 ,使

样品浓度为 20mg/ mL。

114 分配系数的测定

本实验根据文献[6 ]用 HPL C测定样品在不同

溶剂体系中的分配系数。于试管中称取 1mg 甘草

粗提物 ,分别加入已达到分配平衡的上、下相各

1mL ,充分振荡溶解。取已溶解样品的上、下相各

100μL ,离心浓缩干 ,用 HPL C测定上相中组分峰面

积为 A1 ,下相中组分峰面积为 A2 ,分配系数 K =

A2 / A1 (表 1) 。
表 1 馏分Ⅰ～Ⅳ在正己烷2乙酸乙酯

2甲醇2水体系中分配系数

正己烷2乙酸乙酯2

甲醇2水

分配系数

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

1∶015∶1∶01 5 21 15 21 64 1122 01 8

1∶1∶1∶1 11 93 11 51 0196 0171

1∶2∶1∶1 11 73 01 86 0169 1112

1∶2∶11 5∶1 11 56 01 83 1135 0194

115　HSCCC分离过程

上相作为固定相 ,下相作为流动相 ,将固定相与

流动相按体积比 70∶30 ,以流速 20mL/ min泵入高

速逆流色谱主机螺旋管 ,保护压力设定为 1MPa。

当主机螺旋管被完全充满后 ,调节恒温水浴为

25℃,开启 HSCCC主机 ,旋转方向为顺时针 ,使转

速逐渐增加到 850rp m ,将流动相以 410mL/ min 流

速泵入。待 HSCCC主机螺旋管内流动相与固定相

达到动力学平衡时 ,即只有流动相流出时 ,可进样。

紫外检测器设置波长为 254nm。根据紫外吸收色

谱图手动收集各馏分。

2 结果与讨论

211　HSCCC溶剂系统选择和实验参数的设定

溶剂系统是决定高速逆流色谱分离样品效果的

最重要因素。不同的溶剂系统由于粘度、极性、密度

等性质的差异 ,对相同的成分会产生不同的溶解、分

配能力 ,形成分配系数的差异[5 ]。本实验中共考察

正己烷2乙酸乙酯2甲醇2水 1∶015∶1∶015、1 ∶1 ∶

1∶1、1∶2∶1∶1、1∶2∶115∶1四个溶剂系统 ,并

通过 H PL C测定此四个系统的分配系数 (见表 1) 。

实验结果证明 ,正己烷2乙酸乙酯2甲醇2水 1 ∶2 ∶1

∶1系统的分离效果最为理想。

此外 ,影响逆流色谱分离效果的因素还有主机

转速、流动相流速和样品浓度。流动相流速主要影

响分离时间长短和分离度 ,本实验分别考察以下流

速 :2mL/ min、3 mL/ min、4 mL/ min、5 mL/ min ,实
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验结果证明 ,流速为 4 mL/ min时 ,既可达到理想分

离效果也可缩短分离时间 ;主机转速是影响固定相

保留率的重要因素 ,转速高则固定相保留率高 ,但分

离管易受损坏 ,在本实验中主机设定转速为

850rp m ;样品浓度分别考察了 10mg/ mL、20 mg/

mL、25 mg/ mL ,其中样品浓度为 20 mg/ mL 时 ,结

果最为理想。在上述最佳分离条件下 ,固定相在初

始动力学平衡时保留率为 65 % ,随着分离时间的增

长 ,逐渐有部分固定相随馏分被带出 ,分离结束后 ,

固定相的保留率为 33 %。完成一次分离需时

160min ,可从 400mg甘草粗提物中得到甘草黄酮醇

26mg、甘草素 8mg、芒柄花素 12mg、甘草异黄酮甲

10mg (图 2) 。

图 2 甘草粗提物 HSCCC色谱图

212 纯度鉴定

甘草粗样品及分离所得各馏分液相色谱分析条

件为 :

色谱柱 :Sunfire C18 (120mm×70mm ,5μm) ;流

动相 :乙腈2水2冰醋酸 (40 ∶60 ∶012)等度洗脱 ,体

积流量 1mL/ min ,检测波长 254nm , 柱温 25℃,进

样量 10μL 。用峰面积归一法确定四个馏分纯度

分别为 :馏分 I 9613 %、馏分 II 9517 %、馏分 III

9815 %、馏分 IV 9818 %(图 3、4) 。

图 3 甘草粗提物 HPLC色谱图

图 4 高速逆流色谱馏分 HPLC色谱图

213 结构鉴定

取制备所得馏分进行熔点、UV、MS、1 H2NMR

和13 C2NMR分析 ,其结果如下 :

21311　馏分 I

甘草黄酮醇 (Licoflavonol)为黄棕色粉末 ; mp :

185～187℃; UVλmax ( nm) MeO H : 219、270 , TOF2

MS : 353[ M21 ] - 、260[ M293 ] - (93为甘草黄酮醇的

苯酚支链) ;1 H2NMR ( 400M Hz、DMSO)δ: 5128

(1 H ,t ,J = 710 Hz ,异戊烯支链) 、6116 (1 H , d ,J =

215 Hz ,72H) 、7138 (1 H ,d ,J = 215 Hz ,2’2H) 、7154

(1 H , d ,J = 215 Hz , 6’2H ) 、9121 ( 1 H , s , 32O H ) 、

12183 ( 1 H , s , 52O H) 、10186 ( 1 H , s , 62O H) 、9157

(1 H , s , 3’2O H) ;13 C2NMR (200M Hz ,DMSO) :δ:

16316 (C22) 、12616 (C23) 、18211 (C24) 、16114 (C25) 、

16912 (C26) 、12316 ( C27) 、12017 ( C28) 、15719 ( C2
9) 、11318 (C210) 、13613 (C21’) 、11314 (C22’) 、15712

(C23’) 、11419 ( C24’) 、12918 ( C25’) 、11818 ( C26’) 、
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2311 ( C21’’) 、12115 ( C22’’) 、12719 ( C23’’) 、2411

(C24’’) 、1715 (C25’’) 。该数据与文献[ 8 ]结果对照

一致 ,故确定 I为甘草黄酮醇。

21312 馏分 II

甘草素 (Liquiritigenin)为白色针状结晶 ; mp :

201～203℃; UVλmax ( nm) MeO H : 270、315 , TOF2
MS :255[ M21 ] - 、135[ M2121 ] - (去掉苯酚基团后再

发生 cleavage C2O 重排 , 135 为甘草素特征碎片

峰[7 ] ) 、119 [ M2121216 ] - (再脱去一个氧原子 ,氧环

结构被破坏 ,形成更稳定的单苯环结构 ,也为甘草素

特征碎片峰[7 ] ) ;1 H2NMR ( 400M Hz , DMSO )δ:

10156 (1 H ,s , 72O H) 、9157 (1 H ,s , 4’2O H) 、7164

(1 H , d , J = 816 Hz , 52H) 、7132 (2 H , d , J = 815

Hz , 2’2H , 6’2H) 、6179 (2 H , d , J = 815 Hz ,

3’2 H , 5’2H) 、6150 (1 H ,dd , J = 816 , 211 Hz , 6

2H) 、6133 (1 H , d , J = 211 Hz , 8 2H) 、5144 (1 H ,

dd , J = 1218 , 218 Hz , 2 2H) 、3111 (1 H , dd , J =

1618 , 1218 Hz , 32H) ;13 C2NMR (200 M Hz , DM2
SO)δ: 7716 ( C22) 、4411 ( C23) 、1901 5 ( C24) 、12911

(C25) 、10918 ( C26 ) 、16416 ( C27 ) 、10215 ( C28 ) 、

15818 (C29) 、12011 (C210) 、12913 (C21’) 、15716 (C2
4’) 、12812 (C22’, C26’) 、11511 ( C23’, C25’) 。以

上数据与文献[ 9 ]、[ 10 ]结果对照一致 ,故确定 II为

甘草素。

21313 馏分 III

芒柄花素 (formononetin) 为白色针状结晶 ;

mp : 246～ 248℃; UVλmax ( nm) MeO H : 246、310 ;

TOF2MS : 267[ M21 ] - 、195[ M272 ] - (该结构具有γ

氢 ,发生麦氏重排 ,脱掉一个中性小分子 C4 H8 O1 ,

分子量 72) 、269 [ M + 1 ] + 、197 [ M272 ] + ;1 H2NMR

(400M Hz , DMSO )δ: 8113 ( 1 H , s , 22H ) 、8104

(1 H ,d ,J = 815 Hz , 5 2H) 、7145 ( 2 H , d , J = 815

Hz ,2’,6’2H ) 、7108 (1 H ,d ,J = 210 Hz ,82H) 、6188

(1 H ,dd ,J = 815 ,210 Hz ,62H) 、6186 (2 H ,d ,J = 815

Hz , 3’, 5’2H ) 、3183 ( 3 H , s ,2OCH3 ) ;13 C2NMR

(200M Hz , DMSO )δ: 15211 ( C22 ) 、12413 ( C23 ) 、

17516 ( C24) 、12711 ( C25) 、11516 ( C26) 、16117 ( C2
7) 、10215 ( C28) 、15813 ( C29) 、11614 ( C210) 、12312

(C21’) 、12813 ( C22’, 6’) 、11216 ( C23’, 5’) 、15818

(C24’) 、5513 (C24’,2OCH3 ) 。以上数据与文献 [ 11 ]

结果对照一致 ,故确定 III为芒柄花素。

21314 馏分 IV

　　甘草异黄酮甲 (Licoisoflavone A)为浅黄色粉

末 ; mp : 112～ 114℃; UVλmax ( nm) MeO H : 315、

367 ; TO F2MS :353[ M21 ] - 、255 [ M298 ] - ;1 H2NMR

(400M Hz , DMSO)δ:12183 (1 H , s ,52O H) 、10186

(1 H ,s ,72O H) 、9130 (1 H , s ,4’2O H) 、8123 (1 H , s ,

2’2O H) 、8111 (1 H , s ,22H) 、6175 (1 H ,d ,J = 9 Hz ,

6’2H ) 、6139 (1 H ,d ,J = 2 Hz ,62H) 、6137 (1 H ,d ,J

= 9 Hz , 52H ) 、6122 ( 1 H , d ,J = 2 Hz , 82H) 、5116

(1 H ,t ,J = 7 Hz ,2’’2H) 、3124 (2 H ,d ,J = 7 Hz ,1’’2
H ) 、1171 (3 H , s ,2CH3 ) 、1162 (3 H , s ,2CH3 ) 、13 C2
NMR (200M Hz , DMSO)δ:15315 (C22) 、11914 ( C2
3) 、17812 (C24) 、16016 ( C25) 、9716 ( C26) 、16311 ( C2
7) 、9617 (C28) 、15719 (C29) 、10510 (C210) 、10812 (C2
1’) 、15018 ( C22’) 、11513 ( C23’) 、15514 ( C24 ’) 、

10517 (C25’) 、12715 (C26 ’) 、2114 ( C21’’) 、12118

(C22’’) 、12816 ( C23’’) 、2411 ( C24’’) 、1715 ( C2
5’’) 。以上数据与文献 [ 12 ]结果对照一致 ,故确定

馏分 IV为甘草异黄酮甲。

3 结论

高速逆流色谱法在天然产物分离纯化领域展现

了巨大的前景 ,与传统的柱分离相比 ,它具有分离速

度快、进样量大、分离效果重复性好的优势 ;与制备

型液相色谱相比 ,高速逆流色谱对化学试剂和样品

纯度要求较低 ,设备维护简易。用高速逆流色谱法

对多成分的复杂样品进行初次分离 ,效果好于传统

柱层析。若与制备液相色谱结合 ,则可快速、大量的

制得相应标准品 ,并大大降低成本。
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硝化 ,反应器出现很好的脱氮效果。
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One step isolation and purif ication of four licoflavones from
Glycyrrhiza Uralensis by High2speed Counter2counter Chromatography

Gao L ei 3 1 , W ang B iqi n2 , Yan g Guangl i3 , Chen L i j uan4

(1 . Col lege of Chemical En gi neeri ng , S ichuan Universi t y , Cheng d u , 610065 ;2 . Col lege of chemist ry ,

S ichuan N orm al U ni versi t y , Chen g d u , 610068 ;3 . Col lege of Pharm acy , S ichuan U ni versi t y ,

Cheng d u , 610065 ;4 . T he S t ate Key L ab of T umor B iot hera p y , S ichuan Uni versi t y , Cheng d u , 610041)

Abstract :In t his paper , we developed a preparative high2speed counter2counter chromatograp hy ( HSCCC)

to isolate four flavones f rom Glycyrrhiza Uralensis : Licoflavonol , Liquiritigenin , Formononetin , and Li2
coisoflavone A. The two2p hase solvent system was composed of n2hexane : et hyl acetate : met hanol : water
(1 :2 :1 :1) . The upper p hase was stationary p hase and t he lower p hase was mobile p hase. Rotational direc2
tion was clockwise and rotational speed was 850r/ min. The effluent was detected at 260nm at t he flow rate

410ml/ min. There were 26mg Licoflavonol , 8mg Liquiritigenin , 12mg Formononetin and 10mg Li2
coisoflavone A t hrough one step separation f rom 400mg glycyrrhiza uralensis crude ext ract s , and t he p urity

was separately : 9613 % , 9517 % , 9815 % and 9818 %. MP , UV , MS , 1 H2NMR and 13 C2NMR was iden2
tified t he st ruct ures of four f ractions.

Key words :HSCCC Licoflavonol Liquiritigenin Formonoetin Licoisoflavone A
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