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鸡血藤中黄酮成分的高速逆流色谱分离及其抗肿瘤活性研究 
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摘  要：目的  采用高速逆流色谱（HSCCC）技术分离纯化鸡血藤中的黄酮类抗肿瘤活性成分。方法  运用活性跟踪分离

思路，优化制备型 HSCCC 分离条件，快速分离鸡血藤醋酸乙酯萃取物中的黄酮类单体化合物；根据理化性质和波谱方法

（ESI-MS、UV、NMR 等）鉴定化合物结构；采用 MTT 方法并结合细胞形态学观察评价化合物对人肺癌细胞 A549 的抗肿

瘤活性。结果  利用正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水四元两相溶剂体系，通过 HSCCC 法从鸡血藤醋酸乙酯萃取物中分离得到 2 个

黄酮类成分，鉴定为甘草素（CS1）和刺芒柄花素（CS2），HPLC 峰面积归一化法分析二者的质量分数分别为 93.6%和 94.3%。

MTT 法抗肿瘤活性测定发现 CS1 对 A549 细胞显示增殖抑制活性，当质量浓度为 200 μg/mL 时对 A549 细胞的增殖抑制率为

49.9%。结论  可以采用 HSCCC 技术分离纯化鸡血藤提取物中的黄酮类抗肿瘤活性成分，该方法快速、简便、经济，为鸡

血藤活性成分研究提供了技术依据。 
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鸡血藤 Spatholobus suberectus Dunn 是我国一

种传统中药材，入药历史悠久。《中国药典》2010
年版记载，鸡血藤为豆科植物密花豆的干燥藤茎，

秋冬二季采收，除去枝叶，切片，晒干即为鸡血藤。

药理研究发现鸡血藤具有激活造血系统、补血活血、

舒经活络的功效，在民间用于血液系统、恶性肿瘤

及风湿性关节炎等疾病的治疗。目前，鸡血藤的研

究仅见有关其提取物药理活性和单纯化学成分的研

究报道[1-5]，研究发现鸡血藤中黄酮类活性成分较

多，这些成分通常采用硅胶柱色谱分离，速度较慢，

重现效果不理想[6]。高速逆流色谱（high speed counter- 
current chromatography，HSCCC）作为一种不需要

固相载体的液-液分配色谱，现已在天然产物分离纯

化领域得到广泛应用，与传统柱色谱方法相比，具

有分离速度快、样品吸附低、分离重现性好等优点
[7-11]。本实验旨在利用 HSCCC 技术活性跟踪分离纯

化鸡血藤醋酸乙酯提取物中的黄酮类抗肿瘤活性成

分，建立活性单体化合物的分离条件和分析方法，

并采用 MTT 方法评价单体化合物的抗肿瘤活性。 
1  仪器与材料 

TBE—300A 高速逆流色谱系统（上海同田生化

技术有限公司）；TBE—1000A 高速逆流色谱系统

（上海同田生化技术有限公司）；ALPHA 2—4 LSC
真空冷冻干燥箱（德国 Christ 公司）；Agilent 1100 
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高效液相谱和 1100 series LC/MSD Trap 电喷雾质谱

（美国 Agilent 公司）；ECA400 核磁共振波谱仪（日

本电子株式会社）。 
无水乙醇、醋酸乙酯、正丁醇、冰醋酸、甲醇、

正己烷均为分析纯，购自北京化学试剂公司；甲醇

（色谱纯）购自 Fisher 科学公司。鸡血藤饮片（北京

为仁中药饮片厂）由首都医科大学附属北京中医医

院王笑民教授鉴定为豆科植物密花豆 Spatholobus 
suberectus Dunn 的干燥藤茎。 
2  方法与结果 
2.1  样品处理 

取适量鸡血藤饮片，粉碎并溶于 10 倍量 80%
乙醇中，加热回流提取 3 次，每次 2 h。合并乙醇提

取液，冷却、滤过、浓缩干燥后，得棕红色样品，

即为鸡血藤 80%乙醇提取物。对 500 g 鸡血藤样品

进行提取， 终得到 60 g 鸡血藤 80%乙醇提取物，

分别用醋酸乙酯、正丁醇依次萃取上述提取物，取

醋酸乙酯萃取液旋转蒸干，置于真空干燥箱 45 ℃
中完全干燥，得到 5.9 g 醋酸乙酯萃取物。 
2.2  HSCCC 分离黄酮类化合物 

本实验所用溶剂系统为正己烷-醋酸乙酯-甲醇-
水体系，4 种溶剂按比例配制于分液漏斗中，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，备用。称取适

量样品充分溶解于下相（流动相）中，待分离。 
逆流体系平衡过程：首先用恒流泵将固定相泵

入柱体，直到固定相充满柱体为止，然后使柱体以

一定的转速旋转，同时以较低体积流量将流动相泵

入柱体，直到体系的出口端有流动相流出，待流出

的固定相体积保持不变时，表明该逆流体系已建立

平衡；此时将待分离的样品溶液从进样阀注入，样

品在逆流色谱系统中进行分离，同时根据紫外检测

器信号收集各流份。半制备型 TBE—300A 逆流色

谱选用的 HSCCC 条件：转速为 850 r/min，流动相

体积流量为 2 mL/min；对于制备型 TBE—1000A 
HSCCC，转速为 500 r/min，流动相体积流量为 6 
mL/min；检测波长为 254 nm 或 280 nm。 
2.2.1  醋酸乙酯萃取物的分离  溶剂体系是决定

HSCCC 分离效果的 重要因素之一。不同的溶剂

系统由于极性、黏度、密度等性质的差异，对不同

成分产生不同的分离效果。本实验中考察的溶剂体

系有正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水体系、氯仿-甲醇-水
体系以及醋酸乙酯-正丁醇-水体系，根据分离所得

峰的数量及其分离度， 终确定 HSCCC 分离条件

为正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（4∶5∶4∶5）体系；

固定相（上相）保留率为 76.67%；样品鸡血藤 80%
乙醇提取物醋酸乙酯萃取物 2.0 g；柱体积 900 mL；
仪器转速 500 r/min；流动相体积流量 6 mL/min；检

测波长 254 nm；在 M 点处，换上相为流动相，洗

脱方向变为反方向洗脱。利用此四元两相体系对鸡

血藤 80%乙醇提取物的醋酸乙酯萃取物进行分离，

其 HSCCC 图谱如图 1 所示，得到 Fr. 1～9 共 9 个

级分，经 MTT 活性检测及 HPLC 分析，确定 Fr. 4
和 Fr. 6 为进一步分离的目标组分。 
 

 
 
 
图 1  鸡血藤 80%乙醇提取物醋酸乙酯萃取部分的 HSCCC 

制备分离谱图 
Fig. 1  Preparative HSCCC chromatogram of EtOAc fraction 

in 80% ethanol extract from S. suberectus 
 
2.2.2  Fr. 4 和 Fr. 6 的分离  调整溶剂比例，选用

HSCCC 条件：正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（3∶5∶3∶
5）体系；固定相（上相）保留率为 64.4%；柱体积

280 mL；转速 850 r/min；体积流量 2 mL/min；检

测波长 280 nm，对 Fr. 4 进行纯化，得到 3 个级分，

HSCCC 图谱见图 2。对其中级分 3 进行 HPLC 检测，

检测条件：色谱柱为 Zorbax Eclipse XDB-C18 柱（150 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为水（A）-甲醇（B），
梯度洗脱：0～5 min，5%～10% B；5～50 min，
10%～100% B；50～60 min，100% B；体积流量 1 
mL/min；柱温 30 ℃；进样量 10 μL；检测波长 280 
nm；参比波长 600 nm。如图 3 所示，不同波长下

呈一对称单峰， 终从 2.0 g 鸡血藤醋酸乙酯萃取物

中得到单体化合物 CS1 10.5 mg，HPLC 峰面积归一

法确定其质量分数为 93.6%。 
选用 HSCCC 条件：正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水

（4∶5∶4∶5）体系；固定相（上相）保留率为 68.6%；

柱体积 280 mL；转速 850 r/min；体积流量 2 mL/min；
检测波长 254 nm，对 Fr. 6 进行纯化，得到 2 个主要

级分，HSCCC 图谱如图 4 所示。对其中级分 2 进行

HPLC 检测，如图 5 所示， 终从 2.0 g 鸡血藤醋酸 
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图 2  Fr. 4 的 HSCCC 纯化谱图 
Fig. 2  HSCCC purification chromatogram of Fr. 4 

 

 
 
 

图 3  Fr. 4 中级分 3 的 HPLC 色谱图 
Fig. 3  HPLC chromatogram of 3 from Fr. 4 

 

 
 
 

图 4  Fr. 6 的 HSCCC 纯化谱图 
Fig. 4  HSCCC purification chromatogram of Fr. 6 

 

 
 
 

图 5  Fr. 6 中级分 2 的 HPLC 色谱图 
Fig. 5  HPLC chromatogram of 2 from Fr. 6 

 
乙酯萃取物中得到单体化合物 CS2 10.4 mg，HPLC
峰面积归一法确定其质量分数为 94.3%。 
2.3  单体化合物结构鉴定 

通过 UV、ESI-MS、NMR 等谱学数据以及与

文献对照，确定化合物结构。 
化合物 CS1：为白色针状结晶，

MeOH
maxUV λ (nm): 

270、315，ESI-MS m/z: 279.1 [M＋Na]＋、255.0 [M]−，
ESI-MS-MS m/z: 135.0 [M]−；135.0 为甘草素特征碎

片峰（去掉苯酚基团后再发生 Cleavage C-O 重排[12]，

确定相对分子质量为 256；1H-NMR (CD3OD, 400 
MHz) δ: 7.72 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5), 7.31 (2H, d, J = 
8.4 Hz, H-2′, 6′), 6.81 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3′, 5′), 
6.48 (1H, dd, J = 9.2, 2.4 Hz, H-6), 6.34 (1H, d, J = 
2.0 Hz, H-8), 5.37 (1H, dd, J = 12.8, 2.8 Hz, H-2), 
3.05 (1H, dd, J = 16.8, 12.8 Hz, H-3, trans), 2.68 (1H, 
dd, J = 16.8, 2.8 Hz, H-3, cis)；13C-NMR (CD3OD, 
100 MHz) δ: 192.2 (C-4), 165.5 (C-7), 164.3 (C-9), 
157.7 (C-4′), 130.0 (C-5), 129.3 (C-1′), 127.7 (C-2′, 
6′), 114.9 (C-3′, 5′), 113.6 (C-10), 110.4 (C-6), 102.5 
(C-8), 79.7 (C-2), 47.4 (C-3)。以上数据与文献对照一

致[13]，确定化合物CS1为甘草素，分子式为C15H12O4。 
化合物 CS2：为白色针状结晶，

MeOH
maxUV λ (nm): 

246、310；ESI-MS m/z: 291.1 [M＋Na]＋，267.0 [M]−，
确定相对分子质量为 268；1H-NMR (CD3OD, 400 
MHz) δ: 8.15 (1H, s, H-2), 8.04 (1H, d, J = 8.4 Hz, 
H-5), 7.46 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2′, 6′), 6.98 (2H, d, J = 
8.4 Hz, H-3′, 5′), 6.93 (1H, dd, J = 8.4, 2.4 Hz, H-6), 
6.84 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 3.82 (3H, s, -OCH3)；
13C-NMR (CD3OD, 100 MHz) δ: 181.0 (C-4), 160.6 
(C-7), 159.4 (C-4′), 154.4 (C-2), 154.3 (C-9), 130.9 
(C-2′, 6′), 127.9 (C-5), 125.2 (C-1′), 125.1 (C-3), 
116.2 (C-6), 116.1 (C-10), 114.3 (C-3′, 5′), 102.8 
(C-8), 55.2 (-OCH3)；经与文献报道比较[14]，该化合

物碳谱及氢谱数据及理化常数与已知化合物刺芒柄

花素相符，确定化合物 CS2 为刺芒柄花素，分子式

为 C16H12O4。 
2.4  单体化合物的抗肿瘤活性 

抗肿瘤活性测试采用 MTT 方法[15]，实验用人

肺癌细胞A549细胞由首都医科大学眼科学院提供。

取对数生长期的肿瘤细胞，将细胞密度调至 2×105

个/mL，按每孔 200 μL 接种于 96 孔细胞培养板中，

于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 4 h。样品分别设

定 5 个质量浓度梯度，每个质量浓度设 3 个平行样，

同时设阳性、阴性对照，每孔加样品液或空白液各 2 
μL，培养 24 h，然后每孔加 MTT 溶液 10 μL，继续

培养 4 h，37 ℃、2 000 r/min 离心 8 min，吸去上清。

每孔加入 DMSO 各 100 μL，在微量振荡器上振荡 15 
min，至结晶完全溶解后，酶标仪测定每孔 570 nm
处的吸光度（A）值。取 3 孔平均 A 值按抑制率＝

（A 空白对照－A 样品）/A 空白对照 计算样品对细胞增殖的抑

制率，并采用 bliss 法计算出半数抑制浓度（IC50）。 
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采用 MTT 法结合显微镜细胞形态学观察评价

化合物 CS1、CS2 的抗肿瘤活性。镜检发现 A549
细胞经化合物 CS1 处理 24 h 后，细胞形态发生明显

变化，细胞表面暗淡、体积涨大，出现了明显的坏

死性细胞毒活性[16]，而且细胞的存活数与对照组相

比明显减少，同时，MTT 检测结果也显示化合物

CS1 对 A549 细胞具有一定程度的抑制作用，低质

量浓度下抑制作用不明显，随着质量浓度升高，增

殖抑制作用增强，当 CS1 为 200 μg/mL 时，对 A549
细胞的抑制率为 49.9%，表 1 显示了 CS1 在 0～200 
μg/mL 对 A549 细胞增殖抑制的情况。但化合物 CS2
对 A549 未显示明显抑制作用。以上实验结果表明

化合物 CS1 对 A549 细胞具有增殖抑制作用，是鸡

血藤中的抗肿瘤活性成分之一。 
 

表 1  不同质量浓度 CS1 对 A549 细胞的增殖抑制作用 
Table 1  Inhibition on A549 cell proliferation treated 

with CS1 at different concentrations 

CS1/(μg·mL−1) 抑制率/% CS1/(μg·mL−1) 抑制率/%

3.125 2.37 50 10.88 
6.25 2.89 100 22.03 

12.5 3.18 200 49.94 
25 3.29   

 
3  结论 

本实验采用 HSCCC 技术从鸡血藤中快速分离

得到两个黄酮类化合物，并通过理化性质和波谱数

据鉴定两个化合物分别为甘草素和刺芒柄花素，进

一步采用细胞形态学观察和 MTT 方法检测化合物

对 A549 细胞的增殖抑制作用，发现化合物 CS1 具

有一定程度的坏死性细胞毒活性，是鸡血藤中的抗

肿瘤活性成分之一，该结果为从鸡血藤中分离纯化

黄酮类化合物提供了技术依据，也为鸡血藤抗肿瘤

活性成分的深入研究奠定了基础。 
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