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硅胶柱色谱结合高速逆流色谱法分离纯化丹参中丹参酮 
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摘  要：目的  建立硅胶柱色谱结合高速逆流色谱（HSCCC）法分离纯化丹参中丹参酮的方法。方法  丹参粗提物经硅胶

柱色谱分离，得到组分 F1、F2，分别采用石油醚-醋酸乙酯-甲醇-水（4∶3∶4∶2）、（8∶5∶8∶3）的溶剂系统进行 HSCCC
分离，下相为流动相，体积流量 2.0 mL/min，转速 850 r/min，检测波长 254 nm，所得产物采用 ESI-MS、NMR 进行结构鉴

定。结果  80 mg 组分 F1 分离得到丹参酮 I（14 mg）、二氢丹参酮 I（22 mg）、丹参酮 IIA（26 mg）；80 mg 组分 F2 分离得

到二氢丹参酮（11 mg）、三叶鼠尾酮 B（15 mg）、隐丹参酮（30 mg）；6 个化合物进行 HPLC 分析，质量分数均大于 96%。

结论  硅胶柱色谱结合 HSCCC 是一种有效的分离制备丹参酮的方法。 
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Separation and purification of tanshinone from Salvia miltiorrhiza by combination 
of silica gel and high-speed counter-current chromatography 
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Abstract: Objective  To develop a method for separation and purification of tanshinone from Salvia miltiorrhiza by combination of 
silica gel and high-speed counter-current chromatography (HSCCC). Methods  The crude extract of S. miltiorrhiza was separated 
by silica gel chromatography and F1 and F2 were obtained. Then, F1 and F2 were separated by HSCCC with a two-phase solvent 
system composed of petroleum ether-methanol-water (4:3:4:2 and 8:5:8:3), respectively. The lower phase was used as the mobile 
phase with a flow rate of 2.0 mL/min, while the apparatus rotated at 850 r/min and the eluates were detected at 254 nm. The 
structures of the target compounds were identified by ESI-MS and NMR. Results  From 80 mg of F1, three compounds with 
tanshinone I (14 mg), dihydrotanshinone I (22 mg), and tanshinone IIA (26 mg) were obtained. And from 80 mg of F2, 
dihydrotanshinone (11 mg), trijuganone B (15 mg), and cryptotanshinone (30 mg) were obtained. The purities of these six 
compounds determined by HPLC were all over 96%, respectively. Conclusion  Combination of silica gel and HSCCC is an efficient 
method for separation of tanshinone from S. miltiorrhiza.  
Key words: Salvia miltiorrhiza Bunge; high-speed counter-current chromatography (HSCCC); silica gel chromatography; tanshinone; 
dihydrotanshinone; cryptotanshinone 
 

丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参 Salvia 
miltiorrhiza Bunge 的干燥根及根茎[1-2]，是我国应用

最早、最广泛的中草药之一。始载于《神农本草经》，

列为上品，历代本草均有收载。现代药理研究表明，

丹参脂溶性成分具有抗菌、抗炎、抗氧化等药理作

用[3-4]，其主要活性成分包括丹参酮 I、丹参酮 IIA、

隐丹参酮、二氢丹参酮等[5-9]。因此，建立丹参酮的

快速分离制备方法，对丹参药材的质量控制及其相 
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关药物的开发十分必要。传统的硅胶柱色谱在丹参

酮单体的分离制备上存在着耗时长、消耗溶剂多、

分离效率低等缺点。高速逆流色谱（high-speed 
counter-current chromatography，HSCCC）法是一种

不需要固态载体的液液分配色谱技术，该技术与传

统方法比较具有分离效率高、操作简便、可避免因

不可逆吸附而引起的样品损失等优点，已被广泛应

用于天然产物有效成分的分离制备中[10-15]。本研究

采用硅胶柱色谱结合 HSCCC 对丹参中脂溶性成分

进行分离纯化，快速制备出了 6 个高纯度的丹参酮

单体成分：丹参酮 I、二氢丹参酮 I、丹参酮 IIA，

二氢丹参酮、三叶鼠尾酮 B 和隐丹参酮。 
1  仪器与材料 

TBE—300A 高速逆流色谱仪（上海同田生物技

术有限公司），配有聚四氟乙烯管分离柱（内径 1.6 
mm，分离柱体积 266 mL）；HX—1050 型恒流泵（北

京博康实验仪器有限公司）；8823AUV 检测器（北

京宾达英创科技有限公司）；Waters 600 高效液相色

谱仪；Varian INOVA—600 核磁共振波谱仪（Varian
公司，美国）；质谱分析采用电喷雾离子阱质谱

（Agilent 1100 series 6320 ion-trap，美国）。 
丹参药材购自山东中医药大学中鲁医院，经山

东省中医药研究院于宗渊研究员鉴定为唇形科鼠尾

草属植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bunge 的干燥根及

根茎。 
甲醇为色谱纯；石油醚（60～90 ℃）、醋酸乙

酯、氯仿等均为分析纯；硅胶（200～300 目）及

GF254 硅胶板（购自青岛海洋化工厂）；实验用水为

滤过蒸馏水。 
2  方法与结果 
2.1  总丹参酮的提取 

取丹参药材 3 kg，粉碎，过 40 目筛，依次用石

油醚、甲醇渗漉，甲醇渗漉液浓缩后得浸膏 203.2 g。
将此浸膏分散于 1 L 蒸馏水中，用等体积氯仿萃取

3 次，得氯仿萃取物 50.8 g。 
2.2  HPLC 分析条件 

色谱柱为 Symmetryshield C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm），流动相为甲醇-水（75∶25），体积流

量 1.0 mL/min，检测波长 270 nm，柱温 25 ℃，进

样量 10 μL。 
2.3  硅胶柱色谱粗分 

本实验考察了石油醚-醋酸乙酯、石油醚-丙酮、

氯仿、氯仿-甲醇洗脱系统，结果表明，当采用氯仿

洗脱时，具有分离效果好，样品上样量大等优点。

取氯仿萃取物 50 g 经硅胶柱色谱初步分离，氯仿洗

脱，每 100 mL 流出液收集为一个流份，共收集得

到 120 个流份，通过硅胶薄层色谱检测，展开剂为

石油醚-醋酸乙酯（4∶1），得到化学成分较简单、

含量丰富的组分 F1（14～30 号流份）4.2 g 和 F2
（57～79 号流份）3.5 g，实现了 6 种丹参酮类化合

物的富集和预纯化，用于进一步 HSCCC 分离，两

组分液相色谱图见图 1。 
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图 1  组分 F1（A）和 F2（B）的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of F1 (A) and F2 (B) 

2.4  HSCCC 溶剂系统的选择 
溶剂系统是影响 HSCCC 分离效果的主要因素

之一，也是逆流色谱分离工作的难点。合适分离体

系主要取决于样品在固定相和流动相两者之间具有

合适分配系数。由石油醚-醋酸乙酯-甲醇-水组成的

溶剂系统，通过调整溶剂比例可以形成一个疏水范

围很宽的溶剂体系，本实验在参考文献[16]的基础

上，经多次调整溶剂比例，最终筛选出石油醚-醋酸

乙酯-甲醇-水（4∶3∶4∶2）为组分 F1 的溶剂系统，

石油醚-醋酸乙酯-甲醇-水（8∶5∶8∶3）为组分 F2
的溶剂系统，两组分均可实现基线分离。 
2.5  HSCCC 分离条件 

溶剂系统石油醚-醋酸乙酯-甲醇-水（4∶3∶4∶
2）、（8∶5∶8∶3）分别配制于分液漏斗中，剧烈振

荡，体系分相平衡后分离出上相（固定相）和下相

（流动相），分别超声脱气 5 min，备用。仪器转速

850 r/min，流动相体积流量 2.0 mL/min，紫外检测

器波长 254 nm。 
组分 F1 采用溶剂系统石油醚-醋酸乙酯-甲醇-

水（4∶3∶4∶2），进样 80 mg 分离得到丹参酮 I（14 
mg）、二氢丹参酮 I（22 mg）、丹参酮 IIA（26 mg），
HSCCC 图见图 2-A，经 HPLC 测定质量分数分别为

0       10       20       30  0       10       20       30
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99.0%、99.6%、99.1%。组分 F2 采用溶剂系统石油

醚-醋酸乙酯-甲醇-水（8∶5∶8∶3)，进样 80 mg 分

离得到二氢丹参酮（11 mg)、三叶鼠尾酮 B（15 mg)、
隐丹参酮（30 mg)，HSCCC 图见图 2-B，经 HPLC
测定质量分数分别为 96.3%、98.2%、99.2%。 
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图 2  组分 F1（A）和 F2（B）的 HSCCC 色谱图 
Fig. 2  HSCCC chromatograms of F1 (A) and F2 (B) 

 
2.6  质谱和核磁数据分析 

质谱分析条件：正离子模式，样品通过流动注

射泵进样，体积流量 0.2 mL/min，干燥气温度 350 ℃；

干燥气流量 9.0 L/min；雾化气压力 2.41×105 Pa；
毛细管电压 4 kV。质量范围 m/z 50～1 200，实验前

质量数经过校正。 
化合物 1：棕红色针状结晶，ESI-MS m/z：

277[M+H]+，
KBr
maxIR ν (cm−1)：3 423，2 917，1 647，

1 619，1 510，1 173，1H-NMR (600 MHz，CDCl3) δ：
2.28 (3H，s，H-17)，2.68 (3H，s，H-18)，7.33 (1H，

d，J＝8.4 Hz，H-6)，7.53 (1H，dd，H-2)，7.77 (1H，

d，J＝9.0 Hz，H-3)，8.27 (1H，d，J＝8.4 Hz，
H-7)，9.23 (1H，d，J＝9.0 Hz，H-1)。13C-NMR (150 
MHz，CDCl3) δ：118.7 (C-1)，130.7 (C-2)，124.8 
(C-3)，135.2 (C-4)，132.7 (C-5)，132.9 (C-6)，128.3 
(C-7)，129.6 (C-8)，123.1 (C-9)，133.6 (C-10)，183.4 
(C-11)，175.6 (C-12)，121.8 (C-13)，161.2 (C-14)，
142.0 (C-15)，120.5 (C-16)，8.8 (C-17)，19.9 (C-18)。
经与文献报道数据对照[17]，确定该化合物为丹参

酮 I。 
化合物 2：枣红色针状结晶，ESI-MS m/z：

279[M+H]+，
KBr
maxIR ν (cm−1)：3 327，2 898，1 655，

1 582，1 515，1 475，1 207。1H-NMR (600 MHz，
CDCl3) δ：1.35 (3H，d，J＝6.8 Hz，H-17)，2.64 (3H，

s，H-18)，3.60 (1H，m，H-15)，4.37 (1H，dd，J＝
6.4 Hz，9.6 Hz，H-16)，4.90 (1H，t，J＝9.6 Hz，
H-15)，7.34 (1H，d，J＝7.2 Hz，H-3)，7.51 (1H，

dd，J＝6.8，9.0 Hz，H-2)，7.70 (1H，d，J＝8.8Hz，
H-1)，8.25 (1H，d，J＝8.8 Hz，H-6)，9.24 (1H，d，
J＝9.0 Hz，H-7)。13C-NMR (150 MHz，CDCl3) δ：
120.4 (C-1)，130.5 (C-2)，128.9 (C-3)，135.0 (C-4)，
126.2 (C-5)，132.0 (C-6)，125.1 (C-7)，132.2 (C-8)，
128.3 (C-9)，134.8 (C-10)，184.4 (C-11)，175.8 
(C-12)，118.4 (C-13)，170.6 (C-14)，81.7 (C-15)，
34.7 (C-16)，18.9 (C-17)，19.9 (C-18)。经与文献报

道数据对照[18]，确定该化合物为二氢丹参酮 I。 
化合物 3：樱红色针状结晶，ESI-MS m/z：

295[M+H]+，
KBr
maxIR ν (cm−1)：3 149，2 954，1 693，

1 670，1 536，1 581，1H-NMR (600 MHz，CDCl3) δ：
1.31 (6H，s，H-18，19)，1.66，1.79 (2H each，m，

H-2，3)，2.67 (3H，d，J＝1.2 Hz，H-17)，3.18 (2H，

m，H-1)，7.22 (1H，H-15)，7.55 (1H，d，J＝8.4 Hz，
H-7)，7.63 (1H，d，J＝8.4 Hz，H-6)。13C-NMR (150 
MHz，CDCl3) δ：29.9 (C-1)，19.1 (C-2)，37.8 (C-3)，
34.7 (C-4)，144.5 (C-5)，133.5 (C-6)，120.2 (C-7)，
127.4 (C-8)，126.5 (C-9)，150.1 (C-10)，183.6 (C-11)，
175.8 (C-12)，121.1 (C-13)，161.7 (C-14)，141.3 
(C-15)，119.9 (C-16)，8.8 (C-17)，31.9 (C-18，19)。
经与文献报道数据对照[17]，确定该化合物为丹参

酮 IIA。 
化合物 4：橙红色针状结晶，ESI-MS m/z：

279[M+H]+，
KBr
maxIR ν (cm−1)：3 423，2 917，1 647，

1 619，1 510，1 173，1H-NMR (600 MHz，CDCl3) δ：
1.41 (3H，d，H-17)，2.69 (3H，s，H-18)，3.65 (1H，

m，H-16)，4.43，4.96 (2H，m，H-15)，7.39 (1H，

d，J＝8.4 Hz，H-6)，7.56 (1H，dd，H-2)，7.73 (1H，

d，J＝8.4 Hz，H-3)，8.27 (1H，d，J＝8.4 Hz，H-7)，
9.28 (1H，d，J＝8.4 Hz，H-1)。13C-NMR (150 MHz，
CDCl3) δ：120.3 (C-1)，130.4 (C-2)，125.0 (C-3)，
134.8 (C-4)，132.1 (C-5)，131.9 (C-6)，128.9 (C-7)，
128.2 (C-8)，126.0 (C-9)，135.0 (C-10)，184.3 (C-11)，
175.7 (C-12)，118.4 (C-13)，170.6 (C-14)，81.6 
(C-15)，34.7 (C-16)，18.9 (C-17)，19.9 (C-18)。经

与文献报道数据对照[17]，确定该化合物为二氢丹

参酮。 
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化合物 5：棕红色针状结晶，ESI-MS m/z：
280[M+H]+，

KBr
maxIR ν (cm−1)：2 966，1 689，1 612，

1 480，1 382，1 237，1 129。1H-NMR (600 MHz，
CDCl3) δ：1.37 (3H，d，J＝7.0 Hz，H-17)，2.07 (3H，

d，J＝1.8 Hz，H-18)，2.25 (2H，m，H-2)，3.36 (2H，

t，J＝7.8 Hz，H-1)，3.62 (1H，m，H-15)，4.37 (1H，

dd，J＝6，9.5 Hz，Hb-16)，4.90 (1H，t，J＝9.5，Ha-16)，
6.10 (H-3，m，H-3)，7.42 (1H，d，J＝7.8 Hz，H-6)，
7.51 (1H，d，J＝7.8 Hz，H-7)。13C-NMR (150 MHz，
CDCl3) δ：24.6 (C-1)，22.5 (C-2)，123.2 (C-3)，140.8 
(C-4)，118.7 (C-5)，129.7 (C-6)，127.2 (C-7)，131.0 
(C-8)，126.1 (C-9)，143.4 (C-10)，184.7 (C-11)，176.0 
(C-12)，111.2 (C-13)，170.6 (C-14)，34.6 (C-15)，
81.4 (C-16)，19.7 (C-17)，18.5 (C-18)。经与文献

报道数据对照[19]，确定该化合物为三叶鼠尾酮 B。 
化合物 6：橙红色针状结晶，ESI-MS m/z：

297[M+H]+，
KBr
maxIR ν (cm−1)：3 435，3 125，2 924，

1 672，1 593。1H-NMR (600 MHz，CDCl3) δ：1.29 
(6H，s.H-18，19)，1.35 (3H，s，H-17)，1.77，
1.80 (2H，m，H-2，3)，3.22 (2H，m，H-1)，3.60，
4.37 (2H，m，H-15)，4.90 (1H，m，H-16)，7.48 (1H，

d，J＝7.8 Hz，H-6)，7.64 (1H，d，J＝7.8 Hz，H-7)。
13C-NMR (150 MHz，CDCl3) δ：29.7 (C-1)，18.9 
(C-2)，37.8 (C-3)，34.8 (C-4)，143.7 (C-5)，132.6 
(C-6)，122.5 (C-7)，128.3 (C-8)，126.2 (C-9)，152.3 
(C-10)，184.2 (C-11)，175.7 (C-12)，118.3 (C-13)，
170.8 (C-14)，81.4 (C-15)，34.6 (C-16)，19.0 (C-17)，
31.9 (C-18，19)。经与文献报道数据对照[17]，确定

该化合物为隐丹参酮。 
3  结论 

本实验采用硅胶柱色谱联合 HSCCC 快速分离

得到 6 种质量分数高的丹参酮单体，其中 5 种化合

物的质量分数在 98.5%以上，满足对照品的要求。

这两种技术的结合是一种有效的分离制备丹参酮单

体的方法，为该方法应用于其他类别天然产物的分

离提供参考。 
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