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高速逆流色谱分离纯化川西獐牙菜中3种口山酮苷元 

贾 静L 李玉林 赵晓辉 肖远灿 陈桂琛 尤进茂 魏立新 
(中国科学院西北高原生物研 究所 ，西宁 810001) 

(中国科学院研究生院，北京 100049) 

摘 要 建立了高速逆流色谱 分离川西獐牙菜中 3种 咄酮苷元 的方 法。溶剂系统为 v(正己烷)：v(乙酸乙 

酯)：v(甲醇)：V(水 )= 5：5：6-"4，上相为固定相 ，下相 为流动相 ，转速 为 850 r／min，流速为 2．5 mL／min,温度为 

25℃。从川西獐牙菜氯仿萃取部位的H【【l酮苷元混合物中制备得到 18 mg 1,8--<．羟基一3,7---甲氧基咄酮(Methyl— 

swertianin，I)，26mg 1,7---"羟基一3，8-二甲氧基咄酮(Gentiacaulein，1／)和 14 mg 1一羟基一3，7,8-~ 甲氧基劬 酮(Deeussa— 

tin，II)，纯度均大于 98％。采用 H NMR,”C NMR和 2D NMR对 目标化合物的结构进行了鉴定 。 

关键词 高速逆流色谱；川西獐 牙菜；1，8_二羟基 3，7-Z．甲氧基 酮；1，7-二羟基一3，8-Z．甲氧基咄酮； 

卜羟基一3，7，8_=---甲氧基咄酮 

1 引 言 

川西獐牙菜(Swertia mussotii Franch．)为龙胆科獐牙菜属草本植物，上品藏药材 ，俗名“藏茵陈”，用 

于治疗肝炎 、胆囊炎及利胆退黄等肝胆系统疾病口】。其主要活性成分为环烯醚萜类和咄酮类化合物 ，其 

中咄酮类是黄色酚性化合物，具有中枢神经系统兴奋或抑制、利尿 、强心、抑制单胺氧化酶等作用 ，及解 

肝毒 、保肝、抗炎 、抗病毒和抑制黄嘌呤氧化酶等活性口]。因此 ，建立咄酮类成分的高效分离纯化方法具 

有重要意义。高速逆流色谱(HSCCC)是不使用固态支撑体或载体的液液分配色谱技术 ，克服了固相载 

体对样品的吸附损失、变性等缺点，样品回收率高 ，已被广泛应用于天然药物成分的分析鉴定及分离制 

备[4~ 0／。目前 ，川西獐牙菜中 酮类化合物的分离纯化多采用传统柱色谱法 。该方法分离周期长 、试剂 

消耗量大 ，所用反复的固体载体如硅胶对样品有不可逆性 的吸附作用，造成样品组分的损失、玷污、变 

性 、失活等，分离困难，收率低。本实验采用从川西獐牙菜的 75％乙醇提取物的氯仿萃取部位，经硅胶粗分 

除杂后，以 HSCCC在咄酮苷元混合 物中一步成功分离 出 3种 酮苷元：1，8-Z羟基一3，7-Z．甲氧基咄酮 

(Methylswertianin)，1,7-Z．羟基一3，8-Z．甲氧基咄酮(Gentiacaulein)和 1一羟基一3，7，8_三甲氧基咄酮(Decussatin)，经 

HPLC峰面积归一化法分析，其纯度大于 98．2％ ，实现了川西獐牙菜咄酮苷元的一次性高效制备分离 。 

2 实验部分 

2．1 仪器、试剂与材料 

TBE-300A AKTA Prime高速逆流色谱仪(上海同田生化技术有限公司)，包括 N2000色谱工作站和 

溶剂选择系统；HX-1050恒温循环器(北京博医康实验仪器有限公司)；Agilent 1200高效液相色谱仪(美 

国安捷伦公司)，包括 G1354A四元泵，G1313A自动脱气机 ，G1315B二极管阵列检测器和 G1329A自动 

进样器；Eclipse XDB—Cl8色谱柱(150 mm× 4．6mm i．d．，5“m)；AM400核磁共振仪(瑞士 Bruker公司)。 

75％乙醇提取剂：由 95％医用酒精配制 ，萃取及 HSCCC分离用试剂(氯仿、甲醇 、乙酸乙酯和正己 

烷)均为分析纯；HPLC分析用甲醇(色谱纯 ，山东禹王公司)，实验用水为超纯水。 

川西獐牙菜采集于青海省玉树地区，经中国科学院西北高原生物研究所陈桂琛研究员鉴定。 

2．2 实验方法 

2．2．1 样品制备 取干燥 的川西獐牙菜全草 500 g，切碎至 0．5～1．0 cm碎段，加 10倍体积 的 75 乙 

2010-07-26收稿 ；2010-10-20接受 

本文系国家 自然科学基金项 目(No．20875099)和中国科学院知识创新工程重要方向项目(No．KSCX2-YW-R-216)资助 

E-mail：liyulin@nwipb．cas cn 



第 4期 贾 静等 ：高速逆 流色谱分 离纯化川 西獐 牙菜 中三种 咄酮苷元 585 

醇，于 8O℃回流提取 3次，每次 2 h，合并提取液并减压浓缩至无醇味，得浸膏 l10 g。将 浸膏加水悬浮 

后，置于分液漏斗中，用石油醚(沸点 60～90℃)进行萃取，直至石油醚萃取溶液无色。再用氯仿萃取 

3次 ，回收氯仿 ，得氯仿萃取部位 26 g；取全部氯仿萃取部位进行硅胶柱层析粗分并除杂，石油醚／乙酸乙 

酯梯度洗脱、合并得 4个部分 ，其中第 3部分 4．5 g为 HSCCC待分离样品，放置冰箱内备用。 

2．2．2 分配系数的测定 取 l～2 mg待分样品加入静置分层的两相溶剂系统中，剧烈振荡 1 min，待样品 

充分溶解后 ，取上、下两相各 2 mL，用 HPLC检测，上相峰面积为 A ，下相峰面积为 A2，分配系数 A ／A2。 

2．2．3 两相溶剂系统的准备和样品溶液的制备 在分液漏斗中配制 v(正己烷)：v(乙酸乙酯)：v(甲醇)： 

v(水)=5：5：6：4两相溶剂系统 ，充分振摇后静置过夜。上相为固定相 ，下相为流动相，使用前分别超声脱 

气 30 min。取 150 nag待分离样品粉末 ，振荡完全溶解于 15 mL上相溶液中，各 HSCCC进样。 

2．2．4 HSCCC分离过程 用最大流速将溶剂系统上相泵入主机并充满分离螺线管，开启循环水浴并将 

温度设定为 25℃。开启主机电源，以 850 r／min正向旋转 ，待转速稳定后，泵人流动相，待流动相从管柱 出 

口流出且基线稳定后 ，将样品溶液由进样圈注入 。管柱出口处流出液在 254 nlTl波长下连续检测，根据色 

谱图手动收集各色谱峰组分 ，HPLC检测纯度。 

2．2．5 HPLC 色 谱 条 件 Eclipse XDB—C。8 

(150 mlTl×4．6 mm i．d．，5 um)；流动相为 甲醇一水 ， 

梯度 洗 脱 ：0～2．5 rain，80％ ～ 85％ 甲 醇；8．0～ 

9．0 min，85％～95％ 甲醇。柱温 25℃；检测 波长 

254 nm；流速 1．0 mL／min；进样 量 10 I-tL。在此条 

件下，待分离样 品 HPLC检测如图 l所示 。 

3 结果和讨论 

3．1 HSCCC溶剂 系统 的选 择 

在高速逆流色谱中 ，溶剂系统 的选择至关重 

要。合适的溶剂系统是天然药物中活性成分分离 

纯化的关键 。合适的两相溶剂系统应满足下列要 
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图 1 样品 HPLC图及各主要色谱峰紫 外光谱 图 

Fig．1 HPLC chromatogram of sample and UV spectra of 

main peaks 

求 ：分层时间短于 30 S；目标化合物在两相中具有合适 的分配系数即：0．5<K<2．0 ”。本实验测定 目标 

化合物口【【I酮苷元在 乙酸乙酯一水 、乙酸乙酯一甲醇一水、氯仿一水、氯仿一甲醇一水、正己烷一乙酸乙酯一甲醇一水等 

溶剂系统中的分配系数见表 1。当采用乙酸乙酯一水 、乙酸乙酯一甲醇一水 、氯仿一水 、氯仿一甲醇一水作为两 

相溶剂系统进行分离时，咄酮苷元大部溶于其 中的上相或下相 ，而在另一相中溶解度甚微 ，难 以实现分 

离 ；采用正己烷一乙酸乙酯一甲醇 水 (5：5：6：4， )为两相溶剂系统时，对 ⅡLn酮苷元有较合适的分配系 

数 ，实现了 目标化合物的高效分离 。 

表 1 3种 咄酮苷元在不 同溶 剂系统 中的分配系数 

Table 1 Partition coefficient(K)values of three xanthones in different solvent systems 

O O O O O 0 ∞ 跚 ∞ ∞ 加 ． 



586 分 析 化 学 第 39卷 

3．2 HSCCC分离条件的优化 

在逆流色谱分离过程 中，分离温度影响固定相保留率 、组分的分配效率和溶质的溶解，高温有助于 

提高固定相保留率，增加组分的分配效率以及溶质 的溶解。但是 ，温度过高也会产生大量气泡，影 响仪 

器使用寿命 ，本实验选择分离温度为 25℃。 

主机转速高则固定相保留率高，但易产生乳化，分离管易损坏，本实验主机转速设定为 850 r／min。 

考察了流速 1．5，2．0和 2．5 mL／min对样品分离效果的影响(图 2)，3种流速均能实现 3种咄酮苷元 

的分离，在 固定相 的保 留率 均 为 65％。但 在 1．5 mL／min流 速 下分 离时 间 达 550 rain，较 2．0和 

2．5 mL／min流速分离时间延长 100 min；在 2．0和 2．5 mL／min流速下分离时间无差异，但在 2．5 mL／min时 

组分 工和 Ⅱ的分离度较在 2．0 mL／min时有明显优势，故本实验流速采用 2．5 mL／min。 

暑 
基 

图 2 3种不同流速下样 品的 HSCCC色谱图 

Fig．2 High-speed counter-current chromatogram (HSCCC)of sample in different flow rate of mobile phase 

A．1．5 mL／min；B．2．0 mL／min；C．2．5 mL／min。 

在优化条件下 ，对川西獐牙菜提取物氯仿萃取部位进行 HSCCC分离纯化 ，从 150 mg待分离样品中 
一 次性得到 18 mg化合物 I，26 mg化合物 Ⅱ和 14 mg化合物 Ⅲ，其纯度分别为 98．2％，99．1％ 和 98．6％ ， 

HPLC纯度检测结果如图 3所示。 
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图 3 高速逆流制备组分 HPLC色谱图 

Fig．3 HPLC chromatogram of fractions obtained by HSCCC 

3．3 根据 H NMR 13C NMR和 2D NMR数据对 HSCCC峰组分的鉴定 

化合物 工为黄色针状结晶。 H NMR(DMsO，400 MHz) ：l1．82(1H，S，I-OH)，l1．80(1H，S，8-OH)， 

7．5l(1H，d，J一 9．2 Hz，H一6)，6．98(1H，d，J一9．2 Hz，H_5)，6．60(1H，d，J一 2．0 Hz，H-4)，6．39(1H，d' 

J一 2．0 Hz，H_2)，3．89(3H，S，OCH3)，3．84(3H,S，OCH3)。”C NMR(DM SO，100 MHz) ：184．3(C= O)， 

167．2(C～3)，161．9(C—1)，157．6(C～4a)，149．1(C一4b)，148．8(C一8)，142．6(C一7)，121．3(C一6)，107．4(C-8a)，105．7 

(C一5)，101．7(C一8b)，97．3(C-2)，92．9(C一4)，56．6(OCH3)，56．3(OCH3)。与文献[12]对照，确定为 1，8一二羟基一 

3，7-2 甲氧基qJJ酮(Methylswertianin)。 

化合物 Ⅱ为黄色针状结晶。 H NMR(DMSO，400 MHz) ：13．30(1H，S，1一OH)，9．65(1H，S，7_OH)，7．39 

(1H，d，J一9．2 Hz，H～6)，7．23(1H，d，J一9．2 Hz， 5)，6．53(1H，S， 4)，6．33(1H，S，H_2)，3．87(3H,S， 

OCH3)，3．8l(3H，S，OCH3)。”C NMR(DMSO，100 MHz) ：180．5(C= O)，166．0(C-3)，162．8(C一1)，156．7(C- 

4a)，149．3(C-8)，147．0(C-4b)，145．3(C-7)，124．4(C-6)，ll4．6(C-8a)，ll3．1(C一5)，103．2(C-8b)。96．7(C-2)，91．8 

(C_4)，61．0(OCH3)，56．0(OCH )。与文献[12】对照，确定为 1,7-Z．羟基一3，8一二甲氧基 酮(Gentiacaulein)。 

化合物Ⅲ为黄色粉末， H NMR(DMSO，400 MHz) 13．21(1H,S，l—OH)，7．61(1H，d J=9．6 I-Iz,H_6)，7．30 
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(114,d J一9．2 Ha H-5)，6．50(in,s，}卜4)，6．32(1H,s，H-2)，3．92(3I-I,s，0C )，3．87(3H,s，OCH )，3．82(3tt,s， 

OCH3)。”C NA (DMSo’100 MHz) 180．5(C= o)，166．1(C-3)，162．8(C-1)，156．6(C-4a)，149．9(C-4b)，149．1 

(C-7)，147．8(C-8)，120．9(C-6)，l 14．8(C-8a)，l12．8(o5)，103．1(C-8b)，96．7(C-2)，91．9(C-4)，61．0(OCH3)，56．6 

(OCH3)，56．0(OCH3)。HMQC谱显示 ： 6．32和 炙96．7， 6．50和 炙91．9， 7．30和炙l12．8， 7．61和 8c120．3之 

间有相关峰；HMBC谱显示 ： 13．21(0H)分别与 103．1(C-8b)， 96．7(C-2)和 162．8(01)之间有远程相关 

峰，说明羟基处于 1位 ； 7．30(I-1-5)分别与 114．8(C-8a)和 149．1(C-7)之间远程相关； 7．61(H_6)分别与 

149．8(C-4b)和 147．8(08)之间远程相关。以上数据确定此化合物为 1一羟基一3,7,8-~甲氧基Ⅱ山酮(Decussatin)。 
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Separation and Purification of Three Xanthones from Swertia M ussotti 

Franch by High Speed Counter—Current Chromatography 

JIA Jing · ，LI Yu—I in ，ZHAO Xiao Hui ，XIAO Yuan Can ，CHEN Gui—Chen ，YOU Jin—Mao ，WEI Li—Xin 

(N。rthz~es￡InstitutP。f P ￡Pn Bi。l。gY，Chi扎 P Ac口 PmY。f sf P ，xining 8 ooo ) 

。(Graduate School of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049) 

Abstract High speed counter—current chromatographic (HSCCC) method was used to purify and 

separate methylswertianin，gentiacaulein and decussatin from Swertia mussotti Franch．with a two— 

phase solvent system composed of hexane—ethyl acetate—ethanol—water(5：5：6：4， ／V)．The upper 

phase was used as the stationary phase and the lower phase was used as the mobile phase at a flow rate 

of 2．5 mL／min．The experimental conditions were controlled at 850 r／rain and 25℃ ，and the effluent 

was detected at 254 nm． The separation producs of methylswertianin，gentiacaulein and decussatin 

with the purity of over 98％ were obtained by high performance liquid chromatography，and identifica- 

tion of their structures was performed by H NM R． C NM R and 2D NMR． 

Keywords High speed counter—curent chromatography；Swertia mussotti；M ethylswertianin；Gentia— 

caulein；Decussatin 
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