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高速逆流色谱在中药分离中溶剂体系的筛选

程杰，符晓晖’，王维娜

(上海同田生物技术有限公司，上海201203)

高速逆流色谱(high—speed countercurrent chromato-

graphy，HSCCC)是近年来迅速发展起来的新型液一液分配

色谱技术。与其他液相色谱分离方法相比，其不使用固体载

体作固定相，被分离物质在互不相溶两相分配分离，克服了

固体载体带来的样品吸附、变性、污染、峰形拖尾等缺点[1]。

由于其所具有的分离功能强、速度快、制备量大的优势，在天

然产物、生物制品、抗生素[2,33的分析、分离工作中得到越来

越广泛的应用。

高速逆流色谱在中药领域的分离纯化中得到相当广泛

的应用“叫]，在黄酮、生物碱、植物多酚、酯类、萜类、木脂素、

香豆素、皂苷等几乎所有的天然植物化学成分的分离纯化中

都有应用。高速逆流色谱应用分离中，溶剂体系的成功选择

是关键。在多年逆流色谱溶剂体系筛选的研究中，有不少研

究学者也对此提出自己的思路和看法[7‘8]，这些信息对应用

逆流色谱分离中药的研究工作有较大的借鉴意义。目前溶剂

体系的选择和优化多在于实验经验的积累，没有充分的理论

依据，但却具有较强的实用价值。

本文主要是对逆流色谱分离中药实验中溶剂体系的筛

选经验进行论述。

l溶剂体系的选择原则

溶剂体系的选择是高速逆流色谱分离重要的一个环节。

选择逆流色谱的溶剂体系时，应注意以下几个方面：不造成

样品的分解和变性；足够高的样品溶解度}样品在系统中合

适的分析系数值；固定相能实现足够高的保留[．]。

2溶剂体系的筛选

通过查阅文献了解待分离物质的理化性质，如溶解度、

极性、酸碱度、稳定性、熔点等，方便寻找合适的溶剂体系。

构成溶剂体系的各组分组成可根据样品的溶解度来筛

选，在两相体系中选择某一或几种对其溶解度较好的组分和

溶解度较差的组分构成新的溶剂体系。

2．1常用体系：随着逆流色谱应用的日益广泛，越来越多的

研究人员针对不同的分离物质及类型进行相应的分离纯化

研究。通常的筛选体系参考与待分离目标成分相类似的成分

的分离实例，初步确定溶剂体系的组分及比例，进而根据具

体情况做出调整。

以本实验室的实践经验，氯仿体系和醋酸乙酯体系均为

常见的经典体系。如采用氯仿一甲醇一水(4 t 3：2)体系，从银

杏叶粗提物中一次分离得到白果内酯单体口1；采用氯仿一甲

醇一水(4：3：2)、醋酸乙酯一乙醇一水(10：1：10)等溶剂体

系，从虎杖根的醋酸乙酯提取物及水提物中分离得到白藜芦

醇和虎杖苷[63}应用石油醚一醋酸乙酯一乙醇一水(4：4 t 1)体

系从白术中分离出苍术苷和苍术烯丙酯[1⋯。在研发中根据

样品的性质、实际的应用效果，参考常见溶剂体系或相应类

型和性质的物质的分离文献是个有效的体系筛选方法。

中药的分离通常有3类体系：非极性或弱极性体系、中

等极性体系、亲水性体系。可根据待分离物质的性质来选择。

2．1．1非极性或弱极性体系：一般指适合分离在己烷、石油

醚、乙醚、四氯化碳等溶剂中易溶，在甲醇、乙醇等溶剂中溶解

的物质。通常选用的溶剂有：正己烷一醋酸乙酯一甲醇一水、正己

烷一甲醇一水、正己烷一乙醇一水、四氯化碳一甲醇一水、正己烷一甲

醇、正己烷一乙腈一醋酸乙脂、正己烷一乙腈一二氯甲烷等。非极性

或弱极性体系溶剂条件筛模型见图1。

2．1．2 中等极性体系：一般适合分离在氯仿、醋酸乙酯、丙

醇、丁醇等溶剂中易溶，在甲醇、乙醇溶剂中溶解，石油醚、己

烷等溶剂中不溶或难溶的物质。通常选用的溶剂：正己烷一醋

酸乙酯一甲醇一水、正己烷一醋酸乙酯一乙醇一水、氯仿一甲醇一水、

氯仿一甲醇一丁醇一水。中等极性体系溶剂条件筛选模型见图2。

2．1．3亲水性体系：一般适合分离在丁醇、甲醇、乙醇、水等

溶剂中易溶，在石油醚、己烷、氯仿等溶剂中难溶的物质。通

常为醋酸乙脂一丁醇一甲醇一水；醋酸乙脂一丁醇一乙醇一水；丁

醇一水等体系。亲水性体系溶剂条件筛选模型见图3。

幺2测定分配系数筛选体系：分配系数(K)是分离中一个
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非极性或弱极性体系溶剂条件筛选模型

Fig．1 Screening model of solvent conditions in nonpolarity or weak polarity systems

图2中等极性体系溶剂条件筛选模型

Fig．2 Screening model of solvent conditions in moderate polarity system

氯仿一丁醇一甲醇一水

(4：0．5：3：2)

出峰快l I出峰慢

1．减少丁醇比例

2．减少水比例

3．增加甲醇比例

1．增加丁醇比例

2．增加水比例

3．减少甲醇比例

醋酸乙酯一丁醇一甲醇一水

(4：1：0．5：6)

出峰快

1．减少甲醇比例

2．增加丁醇比例

3．减少醋酸乙酯比例

图3亲水性体系溶剂条件筛选模型

Fig．3 Screening model of solvent conditions in hydrophilic system

出峰慢

1．增加甲醇比例

2．减少丁醇比例

3．减少水比例
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重要的参数。通常把分配系数定义为溶质在固定相中的质量

浓度同溶质在流动相中的质量浓度之比[1“。测定分配系数常

用的方法是高效液相色谱、薄层色谱密度法和分光光度法，

分别测定上下相中各组分的响应值，进而计算分配系数。理

想的分配系数在0．5～2E”]．分配系数的测定为筛选的溶剂系

统提供一个较好的参考依据。

2．2．1 HPLC法：HPLC法是相对比较准确的K值的测定

方法。操作方法[1刀为取一定量的样品，再加入等体积的已分

配好的体系的上相和下相溶解，充分溶解后，然后再从中取

出等量的上相及下相进样，进而进行目标成分峰面积的比值

测定，得到K值。

以本实验室从红车轴草提取物中分离芒柄花素和鹰嘴

豆芽素A为例，说明筛选不同体系鹰嘴豆芽素B和芒柄花素

在上下层分配系数的过程。按HPLC测定K值的方法，先试

用经典体系正己烷一醋酸乙酯一甲醇一水(1 t 1，1，1)和氯仿一

甲醇一水(4 t 3：2)，发现使用氯仿一甲醇一水体系时，目标成分

主要分配在下相，分配系数远远小于0．5，故暂时放弃在此体

系上调整比例或溶剂。使用正己烷一醋酸乙酯一甲醇一水，目标

成分的分配系数分别为K芒=0．43，Kn=1．64。通过调整该

体系中不同溶剂的用量，最终确定下来的分离溶剂体系为正

己烷一醋酸乙酯一甲醇一水(2：1．5 t 1．5。2)，见表1。根据筛选

结果．进行验证实验，结果一致，芒柄花素和鹰嘴豆芽素A保

留时间分别为3．6 h。

表l 芒柄花素和鹰嘴豆芽素A分配系数测定结果

Table 1 Determination of partition ratio

of onocol and abiochanin A

J洲锄

TBE一300h

2．2．2薄层色谱法：薄层色谱法测定K值参考高效液相法，

把等量的上下相在薄层上展开，分析目标成分的斑点大小、

颜色深浅，对样品分配做个初步测定。薄层法因其操作简单

快速，在应用中也常用。

薄层色谱法也可选择对HSCCC合适的两相溶剂系统。

用水饱和的有机相(即两相中的有机相)作展开剂展开样品，

根据待分离的组分的比移值来大致推断实验条件的适合程

度及流动相的选择。因为薄层色谱与逆流色谱分离原理不一

致，所以这种方法也只能给出筛选溶剂体系的大体指示。

2．2．3紫外分光光度法：此方法对目标成分有紫外吸收的

样品适用。对样品进行吸光度的比较，推测物质的分配情况，

进而初步筛选体系。因样品中不同物质的吸收不同可能会对

结果产生干扰，所以此方法不多用。

2．3分析型HSCCC的应用：分析型HSCCC具有体积小、速

度快、溶剂消耗量小等特点，对溶剂体系的初步筛选中进行

快速实验和适当的比例调整，可以达到事半功倍的效果。以

下将以分离芦荟提取物为实例证明分析型HSCCC是非常有

用的溶剂体系筛选方法。

待分离样品为芦荟提取物，目标成分为芦荟苷A和芦荟

苷B。粗提物在氯仿、甲醇中溶解，在石油醚、己烷等溶剂中难

溶，HSCCC溶剂系统初筛由氯仿一甲醇一水(4：3，2)组成，以

TBE一20A分析型高速逆流色谱仪试分离，以上相为固定相，

下相为流动相，检测波长254 nm，分离图谱见图4。将该实验

体系放大到TBE一300A半制备型高速逆流色谱仪上，分离图

谱见图4，出峰时间很长。调整体系为氯仿一异丁醇一甲醇一水

(4：0．25 t 3-2)，在TBE一20A分析型高速逆流色谱仪试分

离，结果可见出峰时间提前，样品达到基本分离，分离图谱见

图4。将该实验体系放大到TBE一300A设备上，分离图谱见图

4，在合适的时间内达到较好的分离。其中I为芦荟苷A，I为

芦荟苷B，质量分数均达到98％。后经HPLC测定溶剂体系的

分配系数见表2。

TBE一300A

TBE-20A

氯仿一异丁醇一
“：0．25：3：2)

1
I【

川勉

氯仿一异丁醇一甲醇一水

甲醇-水“：n25：3：2)I
11

0 20 40 60 80 100 0 40 120 200 280 360 0 20 40 60 80 100 0 120 200 280 360

t／min

图4不同逆流色谱分离芦荟苷提取物的色谱图

Fig．4 Chromatogram of barbaloin extract separated by different HSCCC

裹2分配系数测定结果 3讨论与总结

Table 2 Determination of partition ratio 3．1从样品的溶解度情况来考虑溶剂体系，通过参考文献

及常用体系，测定K值等来筛选溶剂体系。按照样品疏水性

强弱来选择溶剂系统，根据实际应用效果调整。

3．2 常规体系达不到分离的情况下，可通过更换溶剂系统

组分、替代溶剂系统组分、重新更换溶剂系统进行调整，以便
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取得更大的进展和突破。

3．3分析型逆流色谱的应用可为溶剂体系的筛选和体系调

整起到事半功倍的作用，其与半制备型设备良好的实验重复

性也是选择实验的基础。

3．4逆流色谱的体系可选择的溶剂比较多，任意组合只要

能符合分层、稳定的条件都可考虑进行排列组合。在实验的

过程中如果常用的溶剂组合对分离度毫无帮助，可尝试应用

不常用的试剂，具体实施看情况。

随着逆流色谱技术的普及，越来越多的人致力于体系筛

选的研究工作。日趋完善的研究工作将推动逆流色谱技术更

好、更快地发展，逆流色谱技术将在各领域的分离制备方面

发挥更大的作用。

参考文献：

E13 罗国安．王义明．中药复方有效部位研究方法以及理论初探

口]．中成药，1997，19(8)：44—46．

[2]方东升，谢阳，陈勇，等．高速逆流色谱法分离纯化环孢

菌亲口]．中国抗生素杂志，2005，30(1)：48—51．

[3]夏兴，戈梅，陈代杰．利用高速逆流色谱HCCB00106转

化液分离转化产物[J]．中国抗生素杂志，2007，32(3)t 3-4．

[4]张天佑．逆流色谱技术[M]．北京：北京科学技术出版社，
1993．

[5]张天佑．逆流色谱技术仪在天然药物有效成份制备分离中的

应用[J]．分析仪器，1995，1：6．

[6]裒黎明，傅若农，张天佑，等．高速逆流色谱法分离茶叶中的

生物碱CJ]．药物分析杂志，1998，18(1)：60—65．

[7]戴德舜，伍方勇，王义明，等．高速逆流色谱实验体系的选择

和优化[J]．分析仪器，2001。3：31—34．

is]ho Y．Countercurrent chromatography[J]．J Chromatogr，

1992。51·A：69．

[9]ho Y J．Preparative counter—current chromatography with a

rotating coil assembly[J]．Chromatography，1981．207：
161·170．

[103·Zhao C x．He C H．Preparative isolation and purification of

atractylon and atractylenolide II from the Chinese medicinal

plant Atractylodes macrocepha by high-speed counter—current

chromatography[J]．J Set,Sci，2006，29l 1630·1636．

[11]杨福全．逆流色谱的基本关系式[J]．色谱，1993，3(11)：
136—139．

i-12]Golden rules and pitfalls in selecting optimum conditions for

high—speed counter—current chromatography口]．J Chroma—

togr A，2005，1065l 145-168．

[13]曹学丽．高速逆流色谱分离技术及应用[M]．北京：化学工

业出版社，2005．

北沙参的生物学与化学成分的研究进展

辛华1”，丁雨龙1

(1．南京林业大学，江苏南京210000，2．青岛农业大学，山东青岛 266109)

北沙参是伞形科植物珊瑚菜属珊瑚菜Glehnia littoralis

Fr．Schmidt ex Miq．的干燥根，别名海沙参、野香菜根、菜阳

参等，是著名的中药材，具有养阴润肺、祛痰止咳等功效[1]．

北沙参始载于《神农本草经》，列为上品，明代《本草纲目》列

为五参(人参、党参、玄参、丹参、沙参)之一。清代《本经逢原》

把沙参分为南，北沙参二种，日：。沙参有二种，北者质坚性

寒，南者体虚力微。”今多用北沙参．北沙参幼嫩的茎叶均可

食用，也是一种很有发展前途的保健蔬菜。

珊瑚菜原为海滩沙生植物群落的建群种之一．海滩的滥

用开发和对该植物的过度采挖，其数量日趋减少，已经处于

濒临灭绝的境地，被列为中国珍稀濒危保护植物D]．

近年来，关于北沙参的抗菌、免疫、抗癌等药理方面开展

了大量的研究，特别是作为扶正药，能够起到直接抑制癌细

胞生长的作用[3“]，从而引起人们极大的关注。现对国内外

近年来对北沙参的研究进展做一综述．

1生物学特性

1．1形态特征及分布：珊瑚菜为多年生草本，高5～35 cm，

主根细长呈圆柱形。茎大部分埋在沙中，一部分露出地面，叶

基出，互生，叶柄长，基部鞘状，叶片卵圆形，3出式分裂至2

回羽状分裂，复伞形花序顶生，无总苞，小总苞由数个线状披

针形的小苞片组成，花白色，花萼5，花瓣5。雄蕊5，与花瓣互

生，子房下位，双悬果近圆球形，有翅，花期5～7月，果期6～

8月[“．

珊瑚菜分布于北太平洋沿岸，在我国分布于辽宁、河北、

山东、江苏、浙江、广东、福建、台湾等地。

1、2产地及生药性状：商品北沙参现都为栽培，以山东莱阳

为地道产地。根呈细长圆柱形，偶有分枝，顶端常留根茎残

基，未去皮的表面棕黄色，略粗糙，去皮的表面淡黄白色，较

光滑，质硬脆，易折断，断面边缘皮部淡黄白色，中心木部黄

色，形成层呈圆环状，气微香，味微甜[1]。

1．3结构发育：珊瑚菜的肉质直根为二原型根[7]，包括表

皮、皮层和中柱几部分，其皮层薄壁细胞占主导地位，随着次

生生长的进行，其结构发生了很大变化，次生结构与大多数

双子叶植物相似，但是次生韧皮部发达且分布有分泌道，韧

皮部中仍以薄壁细胞为主，这些薄壁细胞中贮藏有大量的淀

粉粒。分泌道属于次生分泌道，由一圈分泌细胞围绕一腔道

组成，研究表明，分泌道、淀粉粒等可以作为北沙参生药及粉

剂中药的鉴别依据[8]。

珊瑚菜为濒危植物，而种子的萌发是导致其濒危的一个

重要因素。其种子属于深度休眠类型，败育率较高．胚及胚乳
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