
     2008, Vol. 29, No. 11 食品科学 ※工艺技术298

高速逆流色谱法分离纯化绿原酸研究
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摘   要：利用高速逆流色谱技术分离纯化金银花中的绿原酸。选择正丁醇 - 冰乙酸 - 水(4:1:5，V/V)系统来分离，

分离结果经高效液相(HPLC)检测纯度达到 98.1%，绿原酸的得率为 95%。
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Abstract :  High-speed countercurrent chromatography was used to separate chlorogenic acid from 70% ethanol extract of dry
Lonicera japonica Thunb. with three different solvent systems. It was found experimentally that the optimal solvent system is
composed of butanol, acetic acid and wate, with the ratio of 4:1:5 (V/V). The purity of obtained chlorogenic acid is determined
as 98.1% by high performance liquid chromatograph (HPLC), and its yield is 95%.
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绿原酸(chlorogenic acid)为多酚类化合物，具有抗

菌、抗病毒、增高白血球、保肝利胆、抗肿瘤、降

血压、降血脂、清除自由基和兴奋中枢神经系统等作

用 [ 1 ]。绿原酸广泛应用于医药、化工和食品等行业 [ 2 ]。

但绿原酸在高温、有氧及有光的条件下不稳定，分离

高纯度的绿原酸非常困难[3]。高速逆流色谱(HSCCC)技
术是利用溶质在两种互不相溶的溶剂系统中分配系数不

同,从而实现分离的色谱技术。高速逆流色谱法不需要对

样品进行复杂处理，进样量大到数克，无固体载体，

不会吸附、污染、损失样品，在线检测，分离纯度

在 90% 以上[4]。高速逆流色谱在生物碱、黄酮、酚类、

醌类、苷类、脂肪酸、多肽等化合物分离中得到广泛

应用[ 5 -6 ]。利用该技术分离绿原酸时，避免了绿原酸纯

化时高温氧化分解的问题，能够得到纯度较高的产品。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

金银花，采于陕西汉中阳春药业公司金银花种植基地。

绿原酸标准品  中国生物制品研究所制；乙酸乙

酯、石油醚、甲醇、正丁醇、氯仿与乙醇(分析纯)    天
津市化学试剂六厂，甲醇、乙腈(色谱纯)    天津市登峰

化学试剂厂；磷酸、冰乙酸    西安化学试剂厂。

1.2 仪器与设备

TBE-300A型高速逆流色谱仪      上海同田生化技术有

限公司；1100 型高效液相色谱仪    惠普公司；SK-120E
超声波提取仪     宁波科生仪器有限公司；FA2004 型电

子天平     上海精密科学仪器有限公司。

1.3 绿原酸的提取

金银花干样粉碎后精确称取 50g，用 70% 乙醇溶

液，料液比 1:10，pH4，在 70℃水浴中提取 2 次，每

次提取 1.5h，合并滤液，在 60℃下减压浓缩至 100ml 左
右，依次用石油醚、乙酸乙酯分别萃取三次，在 6 0℃
下减压浓缩乙酸乙酯层，置冰箱保存备用。

1.4 高速逆流色谱

1.4.1 溶液系统选择

应用高速逆流色谱仪分离样品时，最关键的问题是

溶剂系统的选择。选择溶剂系统的原则：(1)形成稳定的

两相溶剂体系，分层时间小于 30s，保留率大于 50%；

(2)不造成样品的分解与变性；(3)样品在系统中有合适的

分配系数约为 1[7]。选用氯仿 - 甲醇 - 水、正丁醇 - 冰乙

酸 - 水、乙酸乙酯 - 甲醇 - 水三个系统作为绿原酸分离的
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溶剂系统。

1.4.2 固定相保留率和分配系数的测定

取金银花的粗提物于 50ml 容量瓶中，用预先达到

分配平衡的两相溶剂系统的下相将其溶解，用 HPLC 进

行检测，峰面积为 A 1。然后取等体积的上相加入此溶

液，剧烈振荡使其充分混合，待达到分离平衡后，再

取下相用 HPLC 检测，峰面积为 A 2。分配系数 K 则按

下式计算：K=(A 1
_A2) /A 2[8]。

以 10ml/min 的流速将上相(固定相)泵入管路，待固

定相充满整个管路后，启动主机，转速调至 800r/min，
然后以 2.0ml/min 的流速泵入流动相。当流动相从出口处

流出，管路内固定相和流动相达到动力学平衡状态，此

时测量被流动相推出的固定相的体积 V，按下式计算固

定相的保留率 ρ 。

式中，V 总为管路总体积(ml)，V 出为流动相推出的

固定相体积(ml)，V 环为进样环的体积。

1.4.3 高速逆流色谱分离

将 100mg 含量为 45% 绿原酸制品溶解下相后，在

固定相和流动相达到平衡状态后，由进样阀将样品溶液

引入管路，转速 800r/min，用流动相以 2ml/min 的流速

洗脱，分离温度控制在 2 5℃，管路中流出物用紫外检

测器检测，将各峰对应的收集液分别浓缩，待测。

1.5 高效液相色谱仪检测

色谱条件：色谱柱Hypersil ODS(4.6× 100mm，5μm) ；
检测波长：327nm；流动相：0.1% 磷酸 - 甲醇(80:20) ；
流速：1 . 0 m l / m i n；柱温：室温。

2 结果与分析

2.1 溶剂系统的选择结果

在高速逆流色谱上对三种溶剂系统分离结果比较见表1。
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从表 1 中可以看出，乙酸乙酯 - 甲醇 - 水系统保留

率最低，分层时间最长；正丁醇:冰乙酸 - 水系统的分层

时间最短，分配系数最大，保留率合格；氯仿 - 甲醇 -
水，氯仿 - 甲醇 - 水系统的保留率最高。从体积比、分

层时间、分配系数和保留率综合考虑乙酸乙酯 - 甲醇 - 水
系统较为理想。

2.2 高速逆流分离结果

在高速逆流色谱用正丁醇 - 冰乙酸 - 水(4:1:5，V/V)
系统分离绿原酸的色谱图见图 1。

图 1 表明，在高速逆流色谱上用正丁醇 - 冰乙酸 - 水
分离绿原酸，分离出 4 个峰，前三个峰面积较小，第

四个峰面积大。

分别收集分离峰 1 、2 、3 、4 ，经浓缩干燥后，

用高效液相检测各分离峰绿原酸的含量。各峰出峰时

间、重量、含量见表 2 。

图1   绿原酸高速逆流分离图

Fig.1    HSCCC profile for chlorogenic acid separation
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表 2 表明，正丁醇 - 冰乙酸 - 水系统分离绿原酸，在

四个分离峰中，峰 4 的含量达 98.1%，绿原酸的得率 95%。

3 结  论

用氯仿 - 甲醇 - 水、正丁醇 - 冰乙酸 - 水、乙酸乙

酯 - 甲醇 - 水三个系统分离绿原酸，正丁醇 - 冰乙酸 - 水
系统的分离效果最好，得到的绿原酸纯度 98.1%，得率

达 9 5 %，能够制备高纯度绿原酸。
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表2   正丁醇-冰乙酸-水系统分离结果
Table 2    Separation result of system composed of butanol, aceti

acid and water (4:1:5, V/V)
峰号 1 2 3 4

出峰时间(min) 128 155 185 220
重量(mg) 20.7 24.6 12.8 40.7
纯度(%) 0.07 9.6 5.5 98.1

表1  三种溶剂系统的参数比较

Table 1   Comparison among separation parameters of three
solvent systems

系统组成 比例
上下相体

积比

分层时间
(s) 分配系数 保留率(%)

氯仿-甲醇-水 4:3:2 17:19 29 0.8 53.3
乙酸乙酯-甲醇-水 5:2:6 10:17 30 0.5 29
正丁醇-冰乙酸-水 4:1:5 93:87 28 0.9 42


