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环糊精键合固定相分离纯化银杏叶提取物和银杏黄酮

邓 利 ‘ ,

孙 猛
, ,

谭天伟
‘ ,

王 芳
‘ ,

北京化工大学生命科学与技术学院 北京市生物加工过程重点实验室
,

北京
, ,

摘 要 目的 考察以 卜环糊精 卜 为键合固定相的色谱柱分离纯化银杏叶提取物和银杏黄酮的影响因素
。

方

法 以色谱图中色谱峰的个数和 目标物为离度为指标
,

采用低压液相色谱技术对银杏叶提取物和银杏黄酮进行分

离纯化
。

同时 比较固定相
、

流动相
、

缓冲液
、

值
、

洗脱速度和上样体积对分离结果 的影响
。

结果 抓代环氧丙烷偶

联 卜
一

键合相能够较好地分离银杏叶提取物和银杏黄酮
,

优于葡聚糖凝胶 即
一 。

结

论 卜环糊精键合固定相适用于银杏叶提取物和银杏黄酮的分离与纯化
。
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银杏为我国特有 的珍稀植物
,

银杏 叶制剂在临

床上广泛用于治疗心脑血管疾病
。

目前认为银杏的

活性部位为黄酮类化合物和内醋类化合物
。

黄酮类

化合物传统的分离纯化方法包括各种吸附色谱或分

配色谱
、

葡聚糖凝胶分子筛
、

梯度 萃取
,

但这些

方法分离过程复杂
、

效率低
。 一

环糊精 各 具有特

殊分子结构
,

锥形的环状空穴
,

锥体外侧边框连有大

量轻基而呈亲水性
,

内部空腔处于 基团的屏蔽

下而呈疏水性
。

当客体分子进人
一

的空穴
,

就

形成具有特效亲和作用的包合配合物
。

件 的硅胶

键合固定相 已经应用于 分析中
,

特别是分离

对映异构体方面 , 〕。

琼脂糖凝胶具有大孔性
、

经基

多
、

刚性好
、

特异性吸附少
、

理化性质稳定等特点
,

广

泛应用于亲和色谱介质的合成
。

本实验采用交联琼

脂糖凝胶为基体
,

卜 为配基
,

合成新型 各环糊精

键合相
,

采用低压液相色谱技术
,

以银杏叶提取物为

对象
,

分离纯化银杏叶黄酮和黄酮昔元
,

并对黄酮昔

元的最佳分离条件进行 了考察
。
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一

键合 固定相 由瑞典 大学

教授合成提供
。

合成方法如下 第一步为凝胶 的活

化
,

先 用蒸馏 水洗涤
,

然后将蒸馏

水
、

和 溶液加人反应瓶

中
,

控温搅拌反应
,

然后 向反应瓶中缓慢流加环氧氯

丙烷
,

并加人醋酸调节
,

最后用蒸馏水洗涤凝胶
,

得到环氧氯丙烷活化的
。

第二步为

偶联 件
,

将蒸馏水
、

活化 的凝胶 和
、

加人到反应瓶 中均匀搅拌
,

控温进行偶联反

应
,

并用醋酸调节
。

反应结束后
,

用少量蒸馏水洗

涤不溶反应物
。

色谱填充柱 ①号柱
,

自己填

充
,

用氯代环氧丙烷偶联 份 的

②号柱
· ,

自己填充
,

用双环氧化合物偶联
一

的
·

③号柱
,

自己填充
,

日
一

偶 联到环氧活化 的 ④

号柱
一 ,

自己填充

柱 ⑤号柱 。 。 ,

商品

分析柱
。

试剂均为分析纯
,

银杏叶提取物 由中国蓝

田集团提供
,

棚皮素对照品 由中国药 品生物制 品检

定所提供
。

方法与结果

溶液 的制备 取银杏 叶提取物适 量溶于

乙醇溶液
,

作为样 品
。

精密称取银杏叶提取物
,

加 甲醇
一

盐酸 溶液
,

水浴加热

回流
,

迅速冷却至室温
,

移至 量瓶 中
,

加 甲醇稀释至刻度
,

作为样品
。

定性定量分析方法 的确立 样 品 主要成分

是银杏黄酮醇类化合物
,

是 种昔元 懈皮素
、

山奈

酚
、

异 鼠李黄素 为基本骨架的没食子酞基糖昔
,

其

成分十分复杂
,

无法定性所得的峰
,

实验 中主要观察

各个分离谱图中峰的个数的多少 样品 的主要成

分为懈皮素
、

山奈酚
、

异 鼠李素 种昔元闭
,

成分较

为简单
,

可以通过分步收集各个峰进行定性定量
。

见

图
。

黄酮昔元 的分离 采用 全充 环管 进

样
,

常温下 甲醇
一
。 磷酸水溶液

洗脱
,

检测波长为
,

观察出峰情况
,

分步收集

各 目标物
。

分析色谱条件 柱
· ,

北京北分厂提供 流动相 甲醇
一

磷酸

检测 波长 体积 流量 柱 温

℃
。

时间

一

懈皮素
一

山奈酚
一

异鼠李素
一 一 一

图 银杏叶提取物 和银杏黄酮 的 色谱图
·

不同固定相对银杏黄酮的分离 银杏叶提取物

中的主要成分是糖昔和双黄酮类化合物
,

实验中以

分离谱图峰的个数评价介质分离效果
。

①号柱进样
,

柱压
,

乙醇 洗脱 ④号

柱进样
,

柱压
,

甲醇 洗脱 ⑤

号柱进样
,

柱压
,

乙醇

洗脱
。

见图
。

可见 ①
、

④
、

⑤号柱能较好地分离银杏

黄酮
,

其中 ①号柱分离效果最高
。

④号柱
一

固定相 分离机制 主要是分子筛作用
,

①号

柱 环糊精键合琼脂糖凝胶固定相 分离机制除了分

子筛效应外
,

还具有环糊精的空腔包合作用
。

因此

的环糊精凝胶 固定相 ①号柱 的分离效果 比

的
一

固定相 ④号柱 分离效果要

好的多
。

为基体的环糊精键合固定相

③号柱 的分离效果明显差于 为基

体 的环糊精 固定相 ①号柱
,

可能与 印

与 空间结构有关
。

①号柱比 ②号柱

的分离效果好
,

可能是 ①号柱上环糊精的键合量多
。

少咖
七 一

厂八抓弧
一

时间

一

①号柱
一

④号柱
一

⑤号柱
一 一 一

图 不 同固定相对银杳黄酮分离的影响

不同流动相对银杏黄酮的分离纯化 选用亲水

性较强的乙醇和 甲醇为流动相对 ①号柱分离银杏叶

提取物中银杏黄酮的条件进行 了优化
。

进样
,

柱压 时
,

考察
、 、

乙醇和
、

、

甲醇的洗脱效果
,

见图
。

结果表明
,

极性

较弱 的乙 醇 比甲醇 的分离效果要好
,

乙醇分离

效果最好
。

除溶剂极性强弱差别外
,

另一个原因可能

是
,

对于环糊精空腔结构来说
,

乙醇比甲醇具有更强

的置换洗脱能力
。
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一一一一
一一 吐 ,

时间 刀

一

乙醇
一

乙醇
一

写乙醇 仆 写甲醇
一 一 一 一

图 不 同流动相对银杏黄酮的分离
·

不 同固定相对银杏黄酮昔元的分离 考察了

种 固定相填充柱对样 品 的分离
,

其 中 ①
、

②号柱

进样
,

柱压
,

甲醇 洗脱

⑤号柱柱压
,

甲醇
一 ,

洗脱
。

见图
。

结果表明 ①
、

②号柱能将

种物质分离
,

其中 ①号柱分离效果最佳
。

这 种黄

酮昔元的相对分子质量差别很小
,

主要 的差异在于

酚经基和经甲基的个数不 同
。

因此黄酮昔元的分离

主要取决于它们与分离介质和流动相之间的吸附能

力和氢键强弱等亲和作用
。

从分离结果看
,

环糊精固

定相 的特殊结构对于分离该体系是特别有效的
,

①

号柱 比 ②号柱有更多 的环糊精键合量
,

因此 ①号柱

有更好 的分离效果
。

比

的刚性好
,

而且是琼脂糖的二次交联后的产物更

有利于与环糊精交联
,

交联后 的固定相具有更好的

空 间结构
,

因此具有相 同交联度的 “

固定相 ①号柱 比 固定相 ③号柱

分离效果更好
。

环糊精的空腔 内只有氢原子和糖昔氧原子
,

是

非极性的
,

具有疏水性
。

种昔元进人环糊精非极性

空腔后
,

酚经基越多
,

吸附越弱
。

预测的出峰顺序为

时间

一

栅皮素
一

山奈酚
一

异 鼠李素
一 一 一

一

①号柱
一

②号柱
一

⑤号柱
一 一 一

图 不 同固定相对银杏黄酮普元分离的影响

一

懈皮素
、

山奈酚和异 鼠李素
。

分步收集 个主峰
,

采

用 法定性分析
,

各物质的出峰顺序与预测顺

序吻合
。

对分步收集 的样品进行定量分析
,

结果表

明
,

面积归一化计算 的山奈 酚纯度 为
,

异 鼠李

素纯度为
,

外标法计算棚皮素纯度为
。

不同流动相对银杏黄酮昔元分离的影响 ①号

柱进样
,

柱压
,

使用 乙醇
、

甲醇
、

乙睛
、

丙

酮以及它们的水溶液进行分离
,

发现只有 甲醇
一

水体

系能够较好地将 种昔元分离
,

见图
。

缓冲液对银杏黄酮昔元分离的影响 实验中发

时间 】

一

乙醇
一

水
一

甲醇
一

水
一

乙睛
一

丙酮
一

甲醇
一

水
一 一 一 一 一 一 一 一

图
·

不同流动相对银杏黄酮普元的影响
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现 甲醇
一

水 系统加人缓 冲盐使流动相 的 值得 以

控制
,

可 以抑制溶质的离子化
,

同时对缔合作用的影

响也较大
,

从而减少谱带拖尾
,

改善峰型
,

能够大大

改善分离结果
。

结果见图
。

可见
,

甲醇
一 。

醋酸钠缓冲液 体系是最佳流动相
。

表 不 同 对银杏黄酮普元分离效能的影响

火一
一

懈皮素
一

山奈酚
一

异 鼠李素
一 一 一

一

甲醇
一

水
一

甲醇
一

醋酸钠
一

甲醉
一 。 ,

一 一 一 一 ,

一 一

图 缓冲液对银杏黄酮普元分离的影响

值对银杏黄酮昔元分离的影 响 ①号柱进

样
,

柱压
,

使用 作为缓

冲液
,

甲醇
一

为流动相
,

用稀 调节
,

结果见表
。

可知 一 是最佳的
。

洗脱速度 的影 响 考察 了在 ①号柱上进样
,

柱压 。 ,

不 同洗脱速度对懈皮素和 山奈 酚

分离效果的影响
,

结果见表
。

可见 是

、

分别表示拱皮素与山奈酚的保留因子和分离度
, 、

分

别表示彬皮素与异鼠李素的保留因子和分离度
。

表 同

, ,

·

表 洗脱速度对分离效能的影晌

洗脱速度
· 一 ,

。

。

最佳的洗脱速度
。

上样量对分离 的影响 使用 ①号柱
、

以 甲醇
。 ,

洗脱不 同上样量 的银杏

黄酮昔元
,

分离结果见图
。

可见上样量增大
,

分离

度不断减小
,

当上样量达到
·

样品

固定相 时
,

榭皮素仍然能得到较好的分离
,

收率达 以上
,

纯度在 以上
。

︸﹂

、、一

、、苍、、、﹂

、一

川刀一︸

。

时间

一 一 一 一

图 负载 对分离的影响

色谱柱的寿命和再生 当累计上样量达到 分离银杏黄酮的最佳流动相为 乙醇
,

分离

时
,

色谱柱上端发黄
,

分离能力下降
,

需要再生
。

银杏黄酮昔元的最佳流动相为 甲醇
,

这与 目的

实验中使用丙酮
、

乙睛
、

甲醇
一

水
、

乙醇
一

水
、

溶 产物的分离机制有关
。

银杏黄酮的分离主要依靠分

液洗脱
。

结果表明
,

分离银杏黄酮昔元时
,

需用 乙醇 子筛效应和环糊精 的空腔包合作用
,

待分离组份间
一

水体 系洗脱 ①号柱
,

分离银杏黄酮 时
,

需 用 具有较大的相对分子质量差异
,

弱极性 的乙醇对它

溶液洗脱 ①号色谱柱
。

到 目前为止
,

们的分离更加有效
。

银杏黄酮昔元的分离主要依靠

①号色谱柱的累计上样量 已超过 银杏黄酮 环糊精空腔对 目的产物的吸附机制
,

较强极性 的甲

样品 固定相
。

醇对于环糊精空腔内作用力具有更好的置换作用
。

讨论 使用 自件环糊精键合固定相对银杏黄酮 黄酮
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昔和昔元 进行分离
,

色谱柱能较好地达到分

离效果
。

乙醇
一

水体系 乙醇 适用于银杏黄酮的

分离纯化
,

甲醇体系 甲醇
一 。 ,

适用 于

银杏黄酮昔元的分离
。

懈皮素和山奈酚的最佳分离

度 为
,

山奈 酚 和 异 鼠李 黄素 的最 佳分 离 度 为
,

昔元分离的负荷量可以达到
。

懈皮素的

收率可达到 以上
,

纯度在 以上 山奈酚和

异 鼠李素的纯度均可达到 以上
。

色谱柱通过反

复再生其寿命在 固定相以上
。

表明该固

定相具有一定应用潜力
。

〔 〕
,

。 〕
二 ,

延安大学学报
, , 一

〔
,

卜

〔〕 。
, , 一

〕
, , 一 ,

卜
一

〔〕 口 人
,

, 一

免疫磁性捕获 法检测甘草中甘草蛋 白的研究

曹 宇
,

曹学琳
,

田 旺
,

杨文博
,

白 钢

南开大学生命科学学院
,

天津

摘 要 目的 制备甘草蛋白免疫磁性微球
,

并建立快速
、

精确的免疫磁性捕获 法检测甘草蛋 白
。

方法 采

用种子聚合法合成聚苯乙烯磁性微球
,

并以兔抗甘草蛋白 沙 抗体致敏
,

制备特异性捕获甘草特征蛋 白的免疫磁

性微球
。

以生物素标记抗体为示踪抗体
,

结合辣根过氧化物酶标亲和素建立 检测系统
,

用于甘草药材和含

甘草中成药中甘草蛋白的分析
。

结果 利用该方法对甘草药材和中成药中甘草蛋 白抗原检测
,

检测灵敏度达到

新方法

。

结论 免疫磁性捕获 检测技术方便
、

快速
、

准确
,

为生药的品种鉴定及中成药的质量控制提供一种
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