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摘= =要：目的= =建立从虎杖药材中高效制备分离大黄素JUJlJβJaJ吡喃葡萄糖苷（bd）的方法。方法= =采用大孔吸附树脂柱

色谱和 lap 柱色谱分离目标组分，高速逆流色谱（epCCC）纯化目标化合物，质谱和核磁共振波谱数据鉴定结构，emiC
不加校正因子的主成分自身对照法检测纯度。结果= =优化确定以二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶S∶R）为 epCCC溶剂

系统，上相为固定相，下相为流动相，纯化制备了符合定量测定用要求的 bd对照品，emiC法检测质量分数大于 VUB。

结论= =方法适于从虎杖药材中大量制备高纯度 bd，为含有该成分的天然产物及其制剂质量评价提供对照物质。=
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AbstractW=lbjective= = qo= develop= an= effective= and= rapid= method= for= the= preparation= of= emodinJUJlJβJaJglucopyranoside= EbdF=
reference= substance= from=Cuspidati ohizoma= et= oadix= EmCooFK=jethods= = qhe= target= fraction=was= isolated=by=macroporous= resin=
column=chromatography=and=lap=column=chromatographyI=and=then=the=target=compound=was=purified=by=highJspeed=counterJcurrent=
chromatography= EepCCCFK=qhe=structure=was=identified=by=bpfJjp=and=kjo=spectral=techniquesI=and=its=purity=was=determined=by=
emiC=analysis=using=the=main=component=selfJcomparison=with=no=correction=factor=methodK=oesults= = A=solvent=system=that=consisted=
of= dichloromethaneJethyl= acetateJmethanolJwater= EU∶N∶S∶RF= was= applied= to= the= separation= based= on= assessment= using= emiC=
partition=coefficient=methodK=qhe=upper=phase=was=used=as=the=stationary=phaseI=while=the=lower=phase=was=used=as=the=mobile=phaseK=
qhe=reference=substance=of=bd=was=preparedI=and=its=purity=was=up=to=VUB=in=line=with=the=standard=of=quantitative=analysisK=Conclusion= =
qhe=method=is=suitable=for=the=preparation=of=bd=from=mCooI=which=provides=a=basis=for=the=quality=control=of=natural=product=and=their=
preparationsK=
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大黄素JUJlJβJaJ吡喃葡萄糖苷（bd）属蒽醌苷

类化合物，已从巴天酸模xNz、藏边大黄xOz、何首乌xPz、

番泻叶xQz、板蓝根xRz、夜交藤xSz、虎杖xTJUz等植物中

分离鉴定。现代药理学研究表明，bd具有抗炎xVz、

抗菌、抗病毒xNMz、改善睡眠xSz、提高智力xNNz、神经

保护和雌激素样作用xNOJNPz等生物活性。本课题组前

期研究发现 bd 潜在抑制尿酸生成的关键酶黄嘌呤

氧化酶活性，已申请中国发明专利xNQz。目前商品化

的 bd 对照品难以获得，《中国药典》OMNR 年版对

大黄、虎杖、何首乌等药材定量测定项下仍采用水

解后测定苷元大黄素的方法。因此有必要建立一种

高效制备 bd 的方法，为含有该成分的天然产物及

其制剂的质量评价提供物质基础。=
高速逆流色谱（epCCC）是一种无固相载体的=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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连续液J液分配色谱技术，目前广泛用于天然活性成

分的分离制备xNRJNUz。不但分离效率高而且制备量大，

同时消除了传统色谱技术固态载体导致的样品不可

逆吸附、对样品的污染、变性、失活等影响xNVz。本

研究采用大孔树脂柱和 lap 柱色谱分离虎杖提取

物中的目标组分，epCCC 纯化制备了符合定量测

定用的 bd。=
N= =仪器与材料=

qBbJPMMC 型高速逆流色谱仪，上海同田生化

技术有限公司；Agilent=NOSM型高效液相色谱仪配备

dNPNNC四元输液泵，dNPNQc紫外检测器，dNPOVB
自动进样器，dNPNSA柱温箱，Chemstation色谱工

作站，美国安捷伦公司；iCJOMAq 输液泵，pmaJ=
jOMA二极管阵列检测器，iC=solution色谱工作站，

日本岛津制作所；Bruker=AsJRMM核磁共振波谱仪；

jicro= qlcn 飞行时间质谱仪，德国布鲁克光谱仪

器公司；Bq=NORa分析天平，德国赛多利斯公司。

分析型色谱柱：Agilent=worbax=pBJCNU、bxtendJCNU、
bclipse=uaBJCNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），美国

安捷伦公司。=
emaNMM 大孔吸附树脂，沧州宝恩吸附材料科

技有限公司；十八烷基键合硅胶（pJRM=μm），日本

vjC 科学株式会社；氘代 ajpl，日本和光纯药

工业株式会社；色谱纯乙腈，美国天地有限公司；

水为重蒸水，其他试剂均为分析纯。=
虎杖药材购于安徽亳州市永刚饮片有限公司，

批号 NONOON，经大连大学冯宝民教授鉴定为蓼科虎

杖属植物虎杖 molygonum= cuspidatum= piebK= et= wuccK=
的干燥根茎和根，标本存放于青岛大学药学院，样

品编号：nvJOMNOJmCJMN。=
O= =方法与结果=
OKN= = emiC分析条件=

色谱柱为 Agilent=worbax=pBJCNU柱（ORM=mm×
QKS=mm，R=μm）；流动相为乙腈JMKNB甲酸水溶液，

梯度洗脱：M～OM=min，NRB～OMB乙腈；OM～PR=min，
OMB～PMB乙腈；PR～RR=min，PMB～RMB乙腈；RR～
UM=min，RMB～SMB乙腈；UM～UR=min，SMB～NMMB
乙腈；UR～VM=min，NMMB乙腈；检测波长为 OUM=nm，
体积流量为 NKM=miLmin，进样量 10 μL。=
OKO= =虎杖药材的提取xOMz=

取虎杖药材 N=kg，加入 S倍量 UMB乙醇回流提

取 O次，每次 O=h，提取液合并，减压回收乙醇得乙

醇提取物 OUO=g，emiC图见图 NJA，峰面积归一化

法计算乙醇提取物中 bd质量分数为 PTKTTB。=
OKP= =柱色谱分离=

取虎杖乙醇提取物 OUM=g加水溶解，经 emaNMM
大孔树脂柱色谱（柱径 NM=cm，填充高度 QM=cm）依

次用水和 PMB乙醇洗脱至洗脱液近无色，弃去洗脱

液，再用 RMB乙醇洗脱至洗脱液近无色，收集洗脱

液，减压回收乙醇得 RMB乙醇洗脱部位 TS=g，emiC
图见图 NJB，峰面积归一化法计算 RMB乙醇洗脱部

位中 bd质量分数为 SNKQTB。取 RMB乙醇洗脱部位

RM=g，经 lap柱色谱（柱径 R=cm，填充高度 PM=cm），
以甲醇J水（R∶R）洗脱，每 RM= mi为 N 馏份，经

qiC检识合并SV～UO号馏份，获得目标组分TKSR=g，
emiC 图见图 O，峰面积归一化法计算目标组分中

bd质量分数为 TRKUOB。=
OKQ= = epCCC溶剂系统的选择=

采用emiC法测定目标组分中各色谱峰在不同

组成和比例溶剂系统中的分配系数（h），取目标组=

=

=
=
=
图 N= = 虎杖乙醇提取物 = EAF= 和 RMB乙醇洗脱部位 = EBF=
emiC图=
cigK=N= =emiC=of=ethanol=extract=EAF=and=RMB=ethanol=eluted=
part=EBF=of=mCoo=

=
=
=

NJbd= = O～QJ未知杂质=
NJbd= = O—QJunknown=impurities=

=
图 O= =目标组分 emiC图=

cigK=O= =emiC=of=target=fraction=

A=

B=

bd=

bd=

M= = = = = = = = = OM= = = = = = = = = QM= = = = = = = = = SM= = = = = = = = = UM=
tLmin=

M= = = = = = = = = OM= = = = = = = = = QM= = = = = = = = = SM= = = = = = = = = UM=
tLmin=
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分 R=mg，加入预先达到分配平衡的 O相溶剂各 O=mi
使溶解，剧烈振摇使充分混合，待达到 O相分配平

衡后，分别精确取上相和下相溶液各 N=mi，蒸干，

加甲醇 O=mi使溶解，emiC分析，各色谱峰在上相

溶液中的峰面积值记作 AN，在下相溶液中的峰面积

值记作 AO，计算在不同溶剂系统中的 h（h＝ANLAO，
其中 hN、hO、hP、hQ分别代表 bd 和 O～Q号杂质

组分的分配系数）。不同溶剂系统的 h 值和相邻色

谱峰之间的分离度见表 N，溶剂系统 O 对 bd 色谱

峰与相邻色谱峰的分离度为 OKNQ，满足基线分离要

求，且与溶剂系统 P和 Q比较，bd色谱峰 h值最

小，出峰时间短，节省分离时间，故选择二氯甲烷J
醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶S∶R）作为溶剂系统进

行制备分离。=

表 N= =不同溶剂系统的 h值和分离度=
Table=N= =h=values=and=resolution=of=different=solvent=systems=

编号= 溶剂系统= hN= 分离度 NJO= hO= 分离度 OJP= hP= 分离度 PJQ= hQ=

N= 正己烷J醋酸乙酯J甲醇J水（N∶N∶N∶N）= MKMN= —= MKMO= —= MKMP= —= MKMN=

O= 二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶S∶R）= OKOM= OKNQ= NKMP= OKNM= MKQV= NKOV= MKPU=

P= 二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶R∶S）= PKQS= QKPO= MKUM= NKUS= MKQP= NKMO= MKQQ=

Q= 二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（UKR∶MKR∶S∶R）= OKON= PKQR= MKSQ= NKPV= MKQS= NKPT= MKSP=
=
OKR= = epCCC分离制备=

按二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶S∶R）
配制溶剂体系，充分混匀后静置分层，平衡后分出

两相，超声脱气 PM=min。上相作固定相，下相作流

动相。开启恒温水浴循环器设置温度为 OR=℃，将

上相以 QM=miLmin的体积流量泵入分离管内，当固

定相充满整个管道后，开启主机，调节主机转速为

URM=rLmin，待转速稳定后以 R=miLmin的体积流量泵

入下相，有下相流出时体系平衡。取目标组分 NMM=
mg，加上相和下相各 NM= mi 使溶解（质量浓度 R=
mgLmi），进样。紫外检测波长为 OUM= nm，手动收

集 NMT～NOU= min 流出液（图 P），减压干燥得黄色

粉末 PO=mg。=

=
=
=

图 P= =目标组分 epCCC色谱图=
cigK=P= =epCCC=of=target=fraction=

=
OKS= =结构鉴定=

黄色粉末（甲醇），mp= OPT～OPU=℃，bpfJjp=
mLzW=QPN=xj－ez−。NeJkjo=EajplJdSI=RMM=jezF=δW=
NPKOO= ENeI= sI= NJleFI= TKQP= ENeI= brsI=eJQFI= TKOS= ENeI=
brsI= eJRFI= TKNP= ENeI= br= sI=eJOFI= SKVV= ENeI= brsI=eJTFI=
RKMQ=ENeI=dI=g=Z=TKR=ezI=eJN′FI=PKTP=ENeI=brdI=g=Z=NNKQ=

ezI= eJS′aFI= PKRQ= ENeI= ddI= g= Z= NNKSI= RKM= ezI= eJS′bFI=
PKOP～PKQS= EQeI= mI= eJO′～R′FI= OKPV= EPeI= sI= JCePF；
NPCJkjo=EajplJdSI=NOR=jezF=δW=NUSKO=ECJVFI=NUOKO=
ECJNMFI= NSRKN= ECJSFI= NSNKT= ECJUFI= NSNKO= ECJNFI= NQSKT=
ECJPFI=NPSKQ=ECJNMaFI=NPOKN=ECJQaFI=NOQKN=ECJOFI=NNVKN=
ECJQFI=NNQKR= ECJUaFI=NNOKU= ECJVaFI=NMUKU= ECJRFI=NMUKS=
ECJTFI= NMNKM= ECJN′FI= TTKP= ECJP′FI= TSKP= ECJR′FI= TPKP=
ECJO′FI=SVKQ=ECJQ′FI=SMKS=ECJS′FI=ONKP=EJCePF。以上数据

与文献报道基本一致xONz，故鉴定该化合物为 bd。=
OKT= =不加校正因子的主成分自身对照法的纯度测

定xOOJOPz=
OKTKN= =供试品溶液的制备= =精密称取制得的 bd 适

量，加甲醇制成 NKNM=mgLmi的溶液。=
OKTKO= =自身对照溶液的制备= =精密吸取供试品溶液

MKR= mi，置 OR= mi量瓶中，以甲醇稀释至刻度，摇

匀，即得。=
OKTKP= =色谱条件= =色谱柱为 worbax=pBJCNU，柱温为

OR=℃，流动相为乙腈JMKNB甲酸水溶液，梯度洗脱

条件为 M～OM=min，NRB～PMB乙腈；OM～UM=min，
PMB乙腈；检测波长为 OUM= nm，体积流量为 NKM=
miLmin，进样量 10 μL。=
OKTKQ= =测定方法与结果= =精密吸取自身对照溶液

NM= μi注入液相色谱仪，连续进样 S次，计算主色

谱峰峰面积的 opa为 MKVMB。分别精密吸取供试品

溶液和自身对照溶液 NM= μi，注入液相色谱仪，记

录主色谱峰保留时间 O倍以上的色谱图（图 Q），测

定供试品溶液各杂质峰面积和自身对照溶液主色谱

峰面积，以各杂质峰面积之和与主色谱峰面积比值=

bd=

M= = = = = = = = PM= = = = = = = = SM= = = = = = = = VM= = = = = = = NOM= = = = = = = NRM=
tLmin=
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AJ供试品（bd=NKNM=mgLmi）= = BJ自身对照（bd=MKMOO=mgLmi）=
AJsample=Ebd=NKNM=mgLmiF= = BJselfJcontrol=Ebd=MKMOO=mgLmiF=

=
图 Q= =纯度检查的 emiC图=
cigK=Q= =emiC=of=purity=test=

=
计算杂质的量。结果表明，bd质量分数为 VVKVQB
（n＝P）。=
P= =讨论=

基于前期研究发现虎杖药材中 bd 的量较高，

因此选择虎杖作为研究对象制备 bd 对照品。虎杖

中含有蒽醌类、黄酮类和茋类等多种不同结构类型

的化合物，为提高目标对照品的纯度，构建了大孔

吸附树脂和 lap 柱色谱分离目标组分策略，经大

孔吸附树脂柱色谱不同体积分数乙醇洗脱，bd 主

要集中在 RMB乙醇洗脱部位，用水和 PMB乙醇洗脱

去除了提取物中大极性化合物，使 bd 得到富集。

RMB乙醇洗脱部位经操作方便周期短的 lap 柱色

谱进一步分离得到仅含 Q个主色谱峰的分离组分。=
溶剂系统的选择是epCCC分离中的关键环节，

通常通过测定待分离样品中各色谱峰在溶剂系统中

的h值和相邻色谱峰的分离度来判断溶剂系统是否

适合目标组分的分离。对于 epCCC 分离，待分离

样品中各色谱峰在 O 相溶剂系统中的 h 值范围为

MKO～RxOQJORz，理想的相邻色谱峰的分离度应该大于

NKR（α＝hOLhN，hO＞hN）xORJOSz。溶剂系统 N待分离

样品中各色谱峰的 h值偏小，在固定相中保留时间

短，难以分离；溶剂系统 O～Q待分离样品中各色谱

峰的 h 值均符合 h 值范围，溶剂系统 O 的 h值最

小，bd 色谱峰出峰时间短，节省分离时间；溶剂

系统 O～Q的bd色谱峰与相邻色谱峰的分离度均满

足基线分离要求。考虑分离时间和分离效果，选择

二氯甲烷J醋酸乙酯J甲醇J水（U∶N∶S∶R）作为溶

剂系统进行制备分离。=
曾采用制备液相色谱分离但效果不太理想，柱

色谱结合epCCC分离得到的 bd经emiCJaAa分

析为 N个主色谱峰，改变流动相梯度洗脱条件和色

谱柱测定均未出现异常峰，emiC 不加校正因子的

主成分自身对照法测定纯度符合中药对照品的要求。=
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