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摘　要 :采用高速逆流色谱法分离纯化丹参水溶性成分丹酚酸类物质 ,制备丹酚酸 B化学对照品。分离采用的

溶剂系统为正己烷2乙酸乙酯2水2甲醇 (1. 5 :5 :5 :1. 5) ,上相做固定相 ,下相做流动相 ,流速为 1. 7 mL/ min ,仪器转

速 850 rpm ,进样量 80 mg ,纯度用 HPLC方法测定。结果表明 :一次分离可制备 63. 4 mg丹酚酸 B ,其纯度为

9816 %。该方法操作简单 ,可作为高纯度丹酚酸 B化学对照品的制备分离方法。
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Abstract :Salvianolic acid B ,a major bioactive component in Danshen ( Salvia miltiorrhiza Bge. ) ,was isolated and purified by

high2speed counter2current chromatography (HSCCC) in semi2preparative scale from the crude extract of Danshen. Separation

was performed with a two2phase solvent system composed of hexane2ethyl acetate2water2methanol (1. 5 :5 :5 :1. 5 ,v/ v) by elut2
ing the lower aqueous phase at a flow2rate of 1. 7 mL/ min and a revolution speed of 850 rpm with injection volume of 80 mg.

After the proceeding of separation ,63. 4 mg salvianolic acid B was obtained ,and analyzed by normalization method according to

HPLC areas giving a purity of 98. 6 %. HSCCC is a recommendable method to prepare and purify the active constituents from

Salvia miltiorrhiza .
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　　丹参为唇形科植物 Salvia miltiorrhiza Bge.的干

燥根及根茎 ,具有祛淤止痛、活血通经、清心除烦之

功效[1 ]。丹参主要含两类有效成分 ;一为脂溶性的

二萜类化合物 ,二为水溶性的多聚酚酸类成分。实

验研究证明 ,丹参水溶性成分具有多方面的药理活

性 ,特别是表现出很强的抗氧化活性 ,这些药理作用

吸引着研究人员开发出一批具有较高水平的药物应

用于临床[223 ]。丹酚酸 B为丹参中重要的水溶性有

效成分之一 ,由三分子丹参素与一分子咖啡酸缩合

而成 ,在 2005版中国药典中 ,已将丹酚酸 B作为丹

参片的指标成分[1 ]。据报道 ,丹酚酸 B有强烈的抗

氧化和清除氧自由基的活性 ,其抗脂质过氧化作用

约为维生素 E的 1000倍 ,对肾功能不全和肝损伤均

有一定保护作用[4 ]。分离制备丹参水溶性活性成分

对进一步揭示丹参药效的物质基础和开发新的天然

药物具有十分重要的意义。

高速逆流色谱 ( High2speed Counter2current Chro2
matography ,HSCCC)是近几十年来迅速发展的新型液

2液分配色谱技术 ,其特点是被分离物质在两液相中

进行分配分离 ,不需任何固相裁体 ,克服了固相载体

带来的样品吸附、损失、污染、峰形拖尾等缺点 ,样品

的回收率高 ,预处理简单[5 ] ,已被广泛应用于天然药



物成分的分离制备和中药的分析鉴定中[629 ]。目前 ,

高效逆流色谱法分离纯化丹参脂溶性成分的研究已

有文献报道[10213 ] ,而丹参水溶性有效成分的高效逆

流色谱法分离纯化国内还未见报道。本文采用

HSCCC分离、纯化、制备中药丹参的水溶性活性成

分丹酚酸 B ,为制备丹参水溶性有效成分的化学对

照品提供了一种简捷实用的新方法。

1　实验仪器与材料

　　仪器 : TBE2300A型高速逆流色谱仪 (深圳同田

生化技术有限公司 ,包括 SePu3000色谱工作站和溶

剂选择系统) ; 3057 型便携式记录仪 (四川仪表总

厂) ;8823A型紫外检测仪 (北京市新技术应用研究

所) ;S1007型微机单缸泵 (北京圣易通技术开发有

限责任公司) 。Agilent 1100 HPLC仪 (美国 Agilent公

司 ,包括输液泵、脱气装置、自动进样装置和 DAD检

测器) ;MIKRO 22R冷冻离心机 (德国 Hettich公司) ;

FD21冷冻干燥机 (北京博医康技术公司) ;SK3200LH

超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限公司) ;Milli2
Q超纯水制备系统 (Millipore公司 ,美国) 。

药品与试剂 :乙酸乙酯、正己烷、乙酸均为分析

纯 ,乙腈、三氟乙酸为色谱纯 ,用于 HPLC分析的水

为经Milli2Q超纯水制备系统净化的去离子水 ,其余

用水均为去离子水 ,D101 型大孔树脂 (西安蓝深离

子交换树脂有限责任公司) 。

样品 :丹参 ,由四川中江股份有限公司提供 ,并

经中国医学科学院药用植物研究所鉴定为 Salvia

miltiorrhiza.

2　实验方法

2. 1　样品处理

丹参切片 100 g ,加 8 倍量水于 90 ℃水浴加热

条件下提取两次 ,每次 1 h。合并提取液 ,高速离心 ,

上清液减压浓缩 ,定容至 25 mL ;乙酸乙酯萃取 ,萃

取液减压蒸干 ,用适量水溶解后 ,以 4 mL/ min的流

速上 D101大孔吸附树脂柱 ,静止吸附 2 h。50 %乙

醇洗脱 ,洗脱液减压浓缩除去乙醇 ,冷冻干燥得丹酚

酸粗提物。

2. 2　分离溶剂系统的选择

　　根据各种溶剂的极性、黏度、比重、溶解度等因

素 ,设计一系列溶剂系统 ,然后按溶剂系统的比例 ,

配制 20 mL溶剂 ,加入样品 10 mg ,充分振荡 ,静置分

层 ,分别取上、下层溶液 ,HPLC法测定上、下层所含

丹酚酸类各成分的浓度 ,即可求得丹酚酸类各成分

在该溶剂系统中的分配系数。

2. 3　HSCCC分离

将按比例配置的溶剂系统在分液漏斗中静置过

夜 ,次日分离后超声脱气 15 min。将上相 (固定相)

在最大流速下泵入并充满分离螺线管 ,开启循环水

浴并将温度设定为选定的实验温度。然后将下相

(流动相)以选定的流速泵入 ,同时开启检测器并按

选定的转速启动主机。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

的流出物经紫外检测器检测并由色谱工作站和记录

仪记录 ,按需收集组分。

2. 4　HPLC纯度分析

色谱柱 : Kromasil KR10025C18 (150×4. 6 mm) ,柱

温 :室温 ;进样量 :20μL。

流动相 :乙腈2水 (含 0. 05 %三氟乙酸) = 25 :

75 ;流速 :0. 8 mL/ min。

检测 :DAD 检测器 (检测波长 : 290 nm ;参考波

长 :500 nm ;波长宽度 :16 nm) 。

3　结果与讨论

在本试验所建立的最佳色谱条件下 ,固定相保

留率为 53. 6 % ,进样 80 mg进行分离 ,分离 7 h共洗

脱出 5个峰 ,HSCCC图谱见图 1。

图 1　丹参水溶性成分 HSCCC分离色谱图

Fig11　Chromatogram of the crude salvianolic acids by HSCCC

3. 1　溶剂系统选择

高速逆流色谱法的应用中 ,最关键和最难解决

的问题是溶剂系统的选择。不同的溶剂系统具有不

同的上、下相之比 ,并且粘度、极性、密度等性质的差

异 ,均会对相同的成分产生不同的溶解、分配能力 ,

形成分配系数的差异 ,对分离效果产生一定的影响。

根据色谱理论 ,利用 HSCCC进行样品分离的必

要条件是样品在互不相溶的两相中具有合适的分配
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系数。理想的分配系数值应在 0. 67～ 1. 50 之

间[14 ] ,可利用 HPLC、EC、TLC来测定[15216 ] ,本文采用

HPLC测定。经过试验 ,最终选择了一种较为满意的

溶剂系统。表 1中列出了其中两种溶剂系统中七种

主要丹酚酸成分的分配系数 ,丹酚酸粗提物的 HPLC

图谱见图 3。

表 1　七种主要丹酚酸成分在两种溶剂系统中的分配系数值

Table 1　Partition coefficient of salvianolic acid compounds in two

solvent systems

峰号 Peaks 1 2 3 4 5 6 7

溶剂系统⑴
Solvent systems(1)

0. 43 11. 3 1. 37 3. 72 0. 64 1. 43 1. 9

溶剂系统⑵
Solvent systems(2)

0. 43 1. 22 1. 5 2. 49 0. 59 1. 33 3. 59

　　溶剂系统 : (1)正己烷 :乙酸乙酯 :水 :甲醇 (1. 5 :5 :5 :1. 5 ,v/ v) (2)
氯仿 :乙酸乙酯 :水 :乙酸 (1. 5 :3 :3 :0. 5 ,v/ v)
Solvent systems : (1) n2hexane :ethyl :acetate :water :methanol (1. 5 :5 :
5 :1. 5 ,v/ v) ; (2) chloroform :ethyl acetate :water :acetic acid (1. 5 :3 :
3 :0. 5 ,v/ v) ;

由表 1数据可知 ,丹酚酸 B (图 3中的峰 6)在两

溶剂系统中的分配系数在 0. 67～1. 5 范围内 ,且和

其它组分分配系数相差较大 ,因此可初步确定此两

种溶剂系统均适用于丹酚酸 B 的 HSCCC分离。在

实际应用中对两种溶剂系统进行比较 ,溶剂系统 ⑴

能将各组分有效分离 ,可分离出 5个峰 ;溶剂系统⑵

固定相保留值不到 40 % ,分离效果不佳。因此本文

选择溶剂系统⑴用于丹酚酸有效成分的分离。

3. 2　HSCCC分离参数的确定

3. 2. 1　工作温度的选择

据本实验室研究成果[17 ] ,温度对分离时间和分

离度的影响均不显著。在 20～30 ℃范围内可获得

比较理想的分离 ,工作温度可根据实际的大气温度

灵活选择 ,故本研究分离温度确定为 25 ℃。

3. 2. 2　流动相流速选择

流动相流速不但显著影响分离时间 ,而且也会

对分离度产生一定的影响 ,在其他参数相同的条件

下 ,流速越大 ,分离时间越短 ,分离度越小[14 ]。图

2a、图 2b的结果表明 ,流速对分离时间的影响非常

显著 ,流速越大 ,分离时间越短 ,分离度随流动相流

速的增加而降低。因此 ,在保证分离度的前提下尽

可能缩短分离时间 ,可以采用 1. 7 mL/ min的流速。

3. 2. 3　主机转速的选择

研究表明 ,螺旋柱 ( Ito线圈)的旋转速度对两相

溶剂在流体动力学平衡时的体积比影响很大 ,转速

越高 ,固定相的保留值越大[18 ]。本试验结果表明 ,

在考察的转速范围 (700～900 rpm)内 ,700 rpm时 ,固

定相保留值太低达不到分离的要求 ,而 850 rpm时 ,

分离度最大 ,分离时间与 800 rpm时相差不大 ,见图

2b、图 2c。试验过程中还发现 ,转速越大 ,乳化越严

重 ,900 rpm时固定相的流失已十分严重。因此 ,850

rpm是比较适宜的工作转速。

图 2　HSCCC分离参数对分离的影响

Fig12　Effects of flow rate of mobile phase and rotary speed on

HSCCC separation

a.流速 (Flow rate) :2 mL/ min ,转速 ( Rotary speed) :800 rpm ;b.流速

(Flow rate) :1. 7 mL/ min ,转速 (Rotary speed) :800 rpm ;c.流速 ( Flow

rate) :1. 7 mL/ min ,转速 (Rotary speed) :850 rpm

3. 3　进样量考察

试验结果表明 ,进样量对分离度有一定的影响 ,

尤其是最先出现的峰 (图 1中前面的 3个峰) 。当进

样量增加到 80 mg以上时 ,前三个峰分离度下降 ,且

丹酚酸 B (图 1 中的峰 Ⅳ)的纯度降低。因此 ,一次

进样量以不超过 80 mg为宜。

3. 4　溶样溶剂的选择

试验得知 ,丹酚酸 B粗品在溶剂系统的上、下相

中均能溶解 ,但在上相的溶解度大于下相。试验中分

别考察了用上相、下相和上2下相 (1∶1 ,v/ v)混合溶剂

制备样品溶液的分离情况。结果表明 ,以上相溶剂和
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上2下相混合溶剂溶解时 ,分离过程中均存在固定相

流失的问题 ,从而导致分离初期的基线严重漂移 ;以

下相溶解样品时 ,由于样品在其中的溶解度较小 ,需

要大量的溶剂才能完全溶解样品 ,虽然解决了分离初

期基线漂移的问题 ,但由于进样体积较大 ,致使整个

分离过程的分离度大大降低。由于纯度较高的丹酚

酸B是本次分离的目标产物 ,其纯度随分离度的增加

而提高 ,分离初期的基线漂移对其影响较小 ,因此 ,本

文选择溶剂系统的上相作为溶样溶剂。

综上所述 ,选定的最佳 HSCCC分离条件为 :流

动相流速 1. 7 mL/ min ,工作温度为 25 ℃,主机转速

为 850 rpm ,最大进样量 80 mg ,上相溶样。验证试验

的 HSCCC分离图见图 1。

3. 5　HPLC纯度分析结果

丹酚酸粗提物的 HPLC分析结果 (图 3)表明 ,粗

提物中至少包括 7种化学成分 ,其中峰 6为丹酚酸

B ,含量相对最高。

在进样 80 mg时 ,分别收集图 1中峰Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ的流出液 ,室温挥干溶剂后称重 ,并采用 HPLC法

对各成分进行纯度分析 ,其中峰Ⅳ为丹酚酸 B ,结果

见表 2。丹酚酸B HPLC(检测波长 290 nm)分析图谱

见图 4 ,HPLC三维光谱图见图 5 ,根据 HPLC图的峰

面积 ,归一化计算可知丹酚酸 B 的纯度为 98. 6 % ,

而另外几个组分经过一次 HSCCC分离后纯度均未

达到 90 %。
表 2　各峰的产率和纯度鉴定结果

Table 2　Salvianolic acids isolated from the crude water extract of

Salvia miltiorrhiza by HSCCC

峰号
Peaks

制备量 (mg)
Isolated amount

产率 ( %)
Yield

纯度 ( %)
Purity

Ⅱ 2. 1 2. 6 < 90 %

Ⅲ 1. 4 1. 8 < 90 %

Ⅳ 63. 4 79. 2 98. 6 %

Ⅴ 1 1. 3 < 90 %

图 3　丹酚酸粗提物 HPLC分析图谱

Fig13　HPLC chromatogram of the crude salvianolic acids

图 4　丹酚酸 B HPLC纯度分析图谱 (290 nm)

Fig14　HPLC chromatogram of the purified salvianolic acid B

(290 nm)

图 5　丹酚酸 B的三维光谱图

Fig15　The 32D HPLC2DAD chromatogram of salvianolic acid B

4　结论

　　本文应用高速逆流色谱分离丹参水溶性成分 ,

一次分离 ,可以得到 5个峰 ,经 HPLC检测 ,丹酚酸B

是第Ⅳ峰 ,纯度在 98 %以上。本试验结果表明 HSC2
CC能有效的从低纯度的丹酚酸粗提物中分离得到

高纯度的丹酚酸 B ,样品可以作为药物标准品用于

分析测试或药理与毒理实验。该方法与制备 HPLC

相比较 ,溶剂系统既是固定相又是流动相 ,廉价易

得 ,可以随时更换调整 ,不需要特殊的要求 ,样品制

备量大 ,不存在色谱柱污染的问题 ;而且与常压和低

压色谱相比 ,高速逆流色谱的分离能力要好 ,有的样

品经一次分离就可以得到一个甚至多个纯度较高的

单体 ,并且分离时间也较短 ,一般是几个小时即可完

成一次分离。
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