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摘  要：目的  以羌活的根和根茎为原料，建立硅胶柱色谱-高速逆流色谱法制备分离羌活中佛手柑内酯的方法。方法  羌
活粗提物先经过硅胶柱色谱初步分离，富集目标化合物；组分 Q5再经过高速逆流色谱分离，以正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（5∶
5∶4∶5）为溶剂系统，上相为固定相，下相为流动相；经气-质及核磁共振氢谱、碳谱鉴定化合物的结构。结果  经过高速

逆流色谱分离后，从 300 mg Q5样品中一次性分离得到佛手柑内酯 37.6 mg，经 HPLC 检测其质量分数达到 99.1%。结论  该
方法操作简便、高效，为制备高纯度的佛手柑内酯提供了一条新途径。 
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羌活为伞形科羌活属植物羌活 Notopterygium 
incisum Ting ex H. T. Chang 或宽叶羌活 N. franchetii 
Boiss. 的干燥根和根茎，具有散寒祛风、除湿止痛

等功效；用于治疗风寒感冒、头痛、风湿痹痛、肩

背酸痛等症[1]。羌活主要含有挥发油、香豆素类化

合物，除此之外还含有糖类、氨基酸、有机酸、甾

醇等成分[2]。香豆素类化合物是羌活主要的非挥发

性成分，其中作为多种中药材中主要的香豆素类成

分之一的佛手柑内酯具有抗癌作用[3-5]、并可能与一

些中药镇痛的效应有关[6]。此外，华燕青等[7]研究

发现，佛手柑内酯对粘虫和菜青虫具有较强的拒食

活性。近年来，关于羌活的指纹图谱[8-10]和化学成

分[11-13]已有较深入的研究，但是有关羌活中佛手柑

内酯分离鉴定的研究尚未见报道。因此，建立佛手

柑内酯单体化合物的高效制备技术对羌活的质量控

制和进一步开发应用具有重要意义。 
传统的硅胶柱色谱分离量大，但存在耗时长、

溶剂消耗量大、分离效率低等缺点。高速逆流色谱

（ high-speed counter-current chromatography ，

HSCCC）法是一种能够在数小时内即可实现毫克级

样品分离制备的方法，目前在天然和人工合成产物

的分离和纯化方面得到了广泛的应用[14-15]。本实验

采用硅胶柱色谱法对羌活无水乙醇粗提物进行初分

并富集，用 HSCCC 法对其进行进一步分离，结合

利用两种色谱法的优点，从中分离制备出一种高纯

度的香豆素类化合物，经 GC-MS、1H-NMR 和 13C- 
NMR 鉴定其为佛手柑内酯。本方法实现了经济、

快速、有效分离佛手柑内酯的目的，为羌活的进一 
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步开发应用提供了参考依据。 
1  仪器与材料 

KQ3200 型超声波清洗器（昆山市超声仪器有

限公司）；TBE—300A 高速逆流色谱仪（上海同田

生化技术有限公司）；N2000 色谱工作站（浙江大学

智达信息工程有限公司）；LC 10 AT—VP 高效液相

色谱仪（日本岛津公司），Ultimate C18 反相色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）。5973/6980 气质联用仪

（美国安捷伦公司）；Varian Inova—300 核磁共振仪

器（美国瓦里安公司）。 
200～300 目柱层析硅胶（青岛裕民源硅胶试剂

厂），GF 254 硅胶板（青岛海洋化工厂）。正己烷、

石油醚、甲醇、乙酸乙酯等为分析纯（国药集团化

学试剂有限公司）。色谱甲醇（美国 Tedia 天地试剂

公司）。中药材羌活，购于湖南省药材公司，经湖南

农业大学中药资源与开发系肖深根教授鉴定为羌活

Notopterygium incisum Ting ex H. T. Chang 的干燥根

和根茎。 
2  方法与结果 
2.1  HPLC 分析条件 

色谱柱为 Ultimate XB-C18 柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm），流动相为甲醇（A）-水（B），梯度洗

脱程序：0～15 min，45%～50% A；5～20 min，
50%～55% A；20～25 min，55%～55% A；25～30 
min，55%～65% A；柱温 30 ℃，体积流量 1 mL/min，
检测波长 330 nm。 
2.2  羌活粗提物的制备 

将干燥的羌活根和根茎粉碎。称取羌活粉（过

40 目筛）500 g，以无水乙醇为提取溶剂，分多次用

索氏提取器在 90 ℃的水浴中回流提取 6～8 h，直

至提取液无色为止，浓缩得到 120 g 胶状物置于冰

箱中备用。 
2.3  硅胶柱色谱初步分离 

实验发现，直接以羌活粗提物为 HSCCC 进样

原料时，由于组分过于复杂，达不到理想的分离效

果。采用硅胶柱色谱法进行初分，可以去掉大部分

杂质，使目的组分得到较大程度的富集。分别考察

了石油醚-丙酮、石油醚-醋酸乙酯洗脱系统，经过

TLC 分析，结果显示选用石油醚-丙酮作为洗脱系统

时的分离效果不如石油醚-醋酸乙酯，因此最终选择

石油醚-醋酸乙酯系统进行硅胶柱色谱洗脱。取经无

水乙醇提取的羌活粗提物50 g用硅胶柱色谱进行初

步分离，以石油醚-醋酸乙酯（8∶2、7∶3、6∶4、

5∶5）进行梯度洗脱收集。经薄层色谱（TLC）检

验合并相同馏分，得到 Q1～Q10 个组分，经 HPLC
检测发现组分 Q5（3.9 g）中的化合物在 330 nm 处

有较强的吸收，异羟肟酸铁显色反应呈红色，初步

确定 Q5 中有香豆素类化合物存在，且为几种物质的

混合物（图 1）。将其冷冻干燥，用于 HSCCC 进一

步分离纯化。 
 

 
 
 

图 1  组分 Q5 的 HPLC 图谱 
Fig. 1  HPLC chromatogram of fraction Q5 

 
2.4  HSCCC 溶剂体系的选择 

选择合适的两相溶剂系统对于 HSCCC 的成功

分离非常关键[14]。对于 HSCCC 来说，分配系数 K
值满足 0.5≤K≤2 时为较理想的范围，而 K 值的最

佳范围为 0.5≤K≤1[16]。本实验中通过测定 K 值来

选择 HSCCC 的溶剂体系。将不同溶剂按比例配制，

混匀，静置平衡后取适量粗提物用下相溶解，取样

10 μL 经 HPLC 检测，峰面积记为 A1；再取该下相

2 mL 与等体积的上相充分混合，静置分层后取 10 
μL 下相进行 HPLC 检测，峰面积记为 A2；则 K＝
(A1－A2) / A2。不同溶剂体系的 K 值见表 1。可以看

出，① 和 ⑤ 两种溶剂体系各化合物的 K 值都偏

大。而 ④ 组分 1 和 2 的 K 值相差太小，难以对其

进行分离。②、③ 的 K 值处在理想范围之内，选

用体系 ②、③ 进行 HSCCC 分离，结果表明 ③ 的
分离效果更好，因此确定正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水
为 5∶5∶4∶5 作为 HSCCC 分离的溶剂体系。 
2.5  HSCCC 分离制备 

将选好的溶剂体系按比例配制，充分混匀后在

室温下静置过夜。使用前将达到分配平衡的两相溶

剂体系分开后分别放入棕色试剂瓶中，超声脱气 30 
min。将上相（固定相）以 20 mL/min 的体积流量

泵入 HSCCC 的分离管中，待上相充满整个分离管

后，调节主机的转速为 850 r/min，待转速稳定后， 
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表 1  不同溶剂体系的分配系数 
Table 1  Partition coefficients of compounds in different solvent systems 

分配系数 
编号 溶剂体系 

组分 1 组分 2 组分 3 

① 石油醚-乙酸乙酯-甲醇-水 (5∶5∶4.8∶5) 2.10 2.51 4.99 

② 石油醚-乙酸乙酯-甲醇-水 (5∶5∶5∶4) 0.64 0.74 1.12 

③ 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水 (5∶5∶4∶5) 0.56 0.63 0.74 

④ 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水 (5∶5∶4∶6) 0.76 0.81 0.97 

⑤ 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水 (3∶5∶4∶6) 3.75 4.73 6.02 
 
以 1.8 mL/min 的体积流量泵入下相（流动相）。当

两相平衡后，称取经过硅胶柱色谱分离获得的组分

Q5 样品 300 mg，用 10 mL 下相超声溶解，从进样

口加入。紫外检测波长为 254 nm，按照色谱峰收集

目标成分。 
用溶剂体系 ③ 对组分 Q5 进行分离，固定保留

率为 75%（图 2）。总的分离时间为 8 h，手动收集

360～430 min 流出液，减压干燥得到 37.6 mg 的组

分 F，为淡黄色针状结晶，经 HPLC 检测，面积归

一化确定其质量分数达到 99.1%（图 3）。 
2.6  单体化合物的鉴定 
 

 
 
 

图 2  组分 Q5 的 HSCCC 图 
Fig. 2  HSCCC chromatogram of fraction Q5 

 

 
 
 

图 3  360～430 min 流出液的 HPLC 色谱图 
Fig. 3  HPLC chromatogram of eluates in 360—430 min 

采用 GC-MS、1H-NMR 和 13C-NMR 鉴定分离

所得到的组分 F。GC-MS: m/z 216 [M], 201, 187, 
173, 145, 89；1H-NMR (CDCl3, 300 MHz,) δ: 8.17 
(1H, d, J = 9.9 Hz, H-4), 7.60 (1H, d, J = 2.4 Hz, 
H-12), 7.14 (1H, s, H-8), 7.03 (1H, d, J = 2.4 Hz, 
H-11), 6.28 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-3), 4.28 (3H, s, 
-OCH3)；13C-NMR (D2O, 300 MHz,) δ: 161.31 (C-2), 
158.37 (C-7), 152.68 (C-9), 149.55 (C-5), 144.79 
(C-12), 139.33 (C-4), 112.61 (C-3), 112.53 (C-6), 
106.36 (C-10), 105.07 (C-11), 93.83 (C-8), 60.07 
(-OCH3)。上述波谱数据与文献报道基本一致[4,17]，

可推测该化合物为佛手柑内酯。 
3  讨论 

由于佛手柑内酯具有较强的药理活性，对该化

合物的研究具有较大的实用价值。佛手柑内酯等香

豆素类化合物为羌活中的主要活性成分，该类化合

物在结构和活性方面非常相似，采用传统的硅胶柱

色谱分离纯化羌活中的香豆素不仅溶剂消耗量大、

费时，而且化合物纯度难以达到理想的效果。本实

验采用硅胶柱色谱和 HSCCC 相结合的方法分离制

备羌活中的佛手柑内酯，羌活粗提物首先经过硅胶

柱色谱分离，富集目标化合物，然后采用 HSCCC
将佛手柑内酯与其他组分分离。实验结果表明，通

过这两种方法的联用可以分离制备高纯度的佛手柑

内酯。该方法简便、高效、快速，为从羌活中分离

纯化佛手柑内酯提供了技术参考，为佛手柑内酯的

进一步开发应用奠定了良好的基础。 
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