
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

DO I: 10. 3724 /SP. J. 1096. 2010. 00783

夏天无生物碱的高速逆流色谱分离纯化

王岱杰　刘建华　耿岩玲　王 晓 3 　段文娟　傅茂润
(山东省科学院山东省分析测试中心 , 济南 250014)

摘　要　采用 pH2区带精制逆流色谱与常规高速逆流色谱相结合的方法快速分离纯化夏天无总生物碱。利
用 pH2区带精制逆流色谱对夏天无总生物碱进行分离 ,以正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶2∶8, V /V , 上相加

5 mmol/L三乙胺 ,下相加 5 mmol/L HCl)为溶剂系统 ,上样量 3. 0 g,分离得到 1个混合物和 3个高纯度的生

物碱单体 :原阿片碱 (375 mg)、苏元胡碱甲 (362 mg)和比枯枯灵 (246 mg) , 其纯度分别为 97. 5% , 95. 6%和

9711%。所得混合物 850 mg经常规高速逆流色谱二次分离 ,以正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 ( 1∶0. 8∶1. 1∶1,

V /V )为溶剂系统 ,得到比枯枯灵 (105 mg)和四氢巴马亭 (470 mg)单体 ,纯度分别为 99. 1%和 99. 7%。从该

药材分得苏元胡碱甲 ,两种制备分离模式相结合 ,提高了夏天无生物碱的分离效率。
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1　引　言

夏天无为罂粟科植物伏生紫堇 (Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers. ) 的干燥块茎 ,具有活血通络 ,

行气止痛的功效 ,主要用于治疗中风偏瘫、跌扑损伤、风湿性关节炎、坐骨神经痛等 [ 1 ]。夏天无的主要

活性成分为生物碱类化合物 ,如原阿片碱、比枯枯灵和四氢巴马亭等 [ 2, 3 ]。建立主要活性成分的分离制

备方法 ,对夏天无药材及其产品的质量控制十分必要。传统的柱层析方法存在耗时长、容易造成样品的

不可逆吸附、变性及样品回收率低等缺点。高速逆流色谱 (HSCCC)是一种不用固态载体的液 2液分配
色谱 ,它根据样品在两相溶剂中分配系数的不同实现样品的分离 ,可有效避免因不可逆吸附引起的样品

损失、失活、变性等 ,已广泛应用于天然产物的分离和提纯 [ 4～8 ]。pH2区带精制逆流色谱 (pH2ZRCCC)

是在 HSCCC基础上发展起来的特殊分离制备技术 ,依据化合物的解离常数 ( Ka )和疏水性的不同而实

现分离 ,适合于有机酸、有机碱制备性分离 ,具有制备量大和分离馏分高度浓缩纯化的特点 [ 9 ]。本研究

采用 pH2区带精制逆流色谱结合常规高速逆流色谱对夏天无总生物碱进行分离纯化 ,快速分离制备出

4个高纯度的生物碱单体 : 原阿片碱、苏元胡碱甲、比枯枯灵和四氢巴马亭 (结构见图 1)。

图 1　夏天无中分离出的化合物结构式

Fig. 1　Chem ical structure of compounds separated from Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers.

2　实验部分

2. 1　仪器、试剂与材料

GS10A高速逆流色谱仪 (北京新技术研究所 ) ; S系列柱塞式泵 (北京圣益通技术开发有限公司 ) ;
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8823B型紫外检测仪 (北京宾达英创科技有限公司 ) ; W aters600高速液相色谱仪 (美国 W aters公司 ) ;

Varian INOVA2600核磁共振波谱仪 (美国 Varian公司 ) ; 1100 Series 6320 ion2trap电喷雾离子阱质谱仪

(美国 Agilent公司 )。质谱分析条件 :正离子模式 ,样品通过流动注射泵进样 ,流速 0. 2 mL /m in,干燥气

温度 350 ℃;干燥器流量 9. 0 L /m in;雾化气压强 241. 33 kPa;毛细管电压 4 kV。质量范围 m / z 50～

1200,实验前质量数经过校正。

夏天无药材购于山东中医药大学中鲁医院 ,经山东省中医药大学李佳博士鉴定为罂粟科植物伏生

紫堇 (Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers. )的正品药材 ;粗提取的制备及分离用溶剂均为分析纯 (中国

医药集团上海化学试剂公司 ) ; HPLC分析用乙腈为色谱纯 (美国天地公司 ) ;实验用水为过滤蒸馏水。

2. 2　样品制备

取夏天无药材 3. 0 kg粉碎过 20目筛 (0. 9 mm孔径 ) ,加 85%乙醇 10 L,回流提取 3次 ,每次 3 h,过

滤 ,合并滤液 ,减压回收乙醇得浸膏。用 800 mL 1% HCl超声溶解 ,过滤 ,以适量石油醚萃取脱脂。脱

脂水溶液加稀氨水不断搅拌调节至 pH 9. 5,沉淀 ,过滤 ,得夏天无总生物碱 21. 3 g,冷藏保存备用。

2. 3　两相溶剂系统及样品溶液的制备

pH2区带精制逆流色谱溶剂系统为正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶2∶8, V /V ) ,按比例置于分液漏斗

中 ,充分振荡后静止分层 ,分取上下相。上相加 5 mmol/L三乙胺作固定相 ,下相加 5 mmol/L HCl作流

动相。3. 0 g夏天无总生物碱 ,用 10 mL加碱的上相和 10 mL未加酸下相 ,超声振荡溶解。

常规 HSCCC二次分离溶剂系统为正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (1∶0. 8∶1. 1∶1, V /V ) ,按比例置于分液

漏斗中 ,充分振荡 ,静止分层 ,分取上下相。样品用上相和下相各 5 mL溶解。

2. 4　分离及鉴定

2. 4. 1　HSCCC分离过程　固定相以 9 mL /m in流速注满高速逆流色谱仪的螺旋管 ,转速为 800 r/m in,

样品注入进样圈 (常规 HSCCC二次分离过程需溶剂系统平衡后进样 ) ,同时流动相以 2 mL /m in流速泵

入。开启检测器和记录仪 ,检测波长为 254 nm,根据色谱图收集各色谱峰组分。

2. 4. 2　HPLC分析及结构鉴定　夏天无生物总碱和高速逆流色谱分离各组分用 HPLC分析。W aters

C18色谱柱 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) ;检测波长为 280 nm;流动相为乙腈 2乙酸 /乙酸钠缓冲溶液 (70∶30,

V /V , pH 5. 0) ,流速 1. 0 mL /m in,进样量 10μL。

HSCCC各峰组分的结构根据 ESI2MS2MS、1 H2NMR和 13
C2NMR的数据进行鉴定。

3　结果与讨论

3. 1　HPLC条件的优化

考察了甲醇 2水、甲醇 2乙腈 2水、乙腈 21%三乙胺和乙腈 20. 2 mmol/L乙酸 /乙酸钠缓冲溶液 (pH 5. 0)等

作为 HPLC流动相时 ,夏天无粗提物中各组分的分离效果。结果表明 :当采用乙腈 2乙酸 /乙酸钠缓冲溶液

(70∶30, V /V , pH 5. 0)进行洗脱 ,流动相的流速为 1 mL /m in时 ,可以得到良好分离效果。

3. 2　HSCCC分离条件的优化

3. 2. 1　pH2ZRCCC分离条件的优化　典型的 pH2区带精制逆流色谱峰为矩形的平台峰 ,平台区内的

产物高度浓缩而杂质峰被浓缩在平台峰的两端 [ 10 ]。本实验基本溶剂系统为正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水体
系 ,均出现 pH2区带精制逆流色谱平台 ,保留率和样品溶解性远大于叔丁基甲醚 2正丁醇 2乙腈 2水体系 [ 10 ]。

采用正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶1∶9,V /V ,上相加 10 mmol/L三乙胺 ,下相加 10 mmol/L浓 HCl)为溶剂

系统 ,虽然出现平台峰 ,但样品的分离效果不佳 (图 2A) ;采用正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (5∶5∶2∶8, V /V ,上

相加 10 mmol/L三乙胺 ,下相加 10 mmol/L浓 HCl)为溶剂系统 ,分离效果明显改善。但通过 HPLC分析 ,

分离效果仍不理想 (图 2B) ;采用降低保留酸碱浓度的方法 ,提高分离效果 ,取得了较为满意的分离效果

(图 2C)。取夏天无生物碱 3. 0 g,采用溶剂系统正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 ( 5∶5∶2∶8, V /V ,上相加

5 mmol/L三乙胺 ,下相加 5 mmol/L浓 HCl)进行分离 ,在 130～246 m in得到化合物 1原阿片碱 (图 2C

中Ⅰ) 375 mg, 288～347 m in得到化合物 2苏元胡碱甲 (图 2C中Ⅱ) 362 mg, 488～522 m in得到化合物 3

比枯枯灵 (图 2C中Ⅳ) 246 mg,纯度分别为 97. 5% , 95. 6%和 97. 1%。在 358～484 m in得到化合物 3
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比枯枯灵和化合物 4四氢巴马亭的组成的混合物 762 mg(图 2C中Ⅲ) , HPLC分析见图 3。

图 2　夏天无生物碱 pH区带精制逆流色谱图

Fig. 2　pH2zone refining counter2current chromatography( ZRCCC) separation of extract from Corydalis decumbens

溶剂系统 ( Solvent system ) :正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 ( n2hexane2ethyl acetate2methanol2 H2O ) , A. 5∶5∶1∶9, V /V ,上相加

10 mmol/L三乙胺 ,下相加 10 mmol/L HCl,固定相保留率 43% ( 10 mmol/L TEA in upper organic stationary phase and

10 mmol/L HCl in lower aqueous phase; retention of stationary phase: 43% ) ; B. 5∶5∶2∶8, V /V ,上相加 10 mmol/L三乙胺 ,下相加

10 mmol/L HCl,固定相保留率 48% ( 10 mmol/L TEA in upper organic stationary phase and 10 mmol/L HCl in lower aqueous

phase; retention of stationary phase: 48% ) ; C. 5∶5∶2∶8, V /V ,上相加 5 mmol/L三乙胺 ,下相加 5 mmol/L HCl,固定相保留率

41% (5 mmol/L TEA in upper organic stationary phase and 5 mmol/L HCl in lower aqueous phase; retention of stationary phase:

41% )。上样量 ( samp le size) : 3. 0 g。

图 3　夏天无总生物碱和 pH2区带逆流色谱分离组分 HPLC图 (A:总生物碱 ; B:图 2C中组分Ⅰ;

C:图 2C中组分Ⅱ; D:图 2C中组分Ⅲ; E:图 2C中组分Ⅳ)

Fig. 3　Results of HPLC analyses of crude alkaloids extracted from C. decum bens. and purified by

pH2ZRCCC fractions(A: Crude samp le; B: peak Ⅰ in Fig. 2C; C: peak Ⅱ in Fig. 2C; D: peak Ⅲ

in Fig. 2C; E: peak Ⅳ in Fig. 2C)。

3. 2. 2　常规 HSCCC分离比枯枯灵和四氢巴马亭　应用常规 HSCCC,对上述的混合物进行二次分离。
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首先 ,应用 HPLC测定了目标组分在不同溶剂系统中的分配系数 (见表 1)。从表 1可见 ,正己烷 2乙酸乙
酯 2甲醇 2水 (6∶3∶2∶5, V /V )中的分配系数过大 ,用该溶剂系统分离时需要很长时间才能将目标化合物洗

脱出来。而在正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 (1∶0. 6∶1. 2∶1, V /V )溶剂系统中分配系数太小 ,化合物很容易

随溶剂前沿被洗脱出来 ,而难以被分开。溶剂系统正己烷 2乙酸乙酯 2甲醇 2水 ( 1∶0. 8∶1. 1∶1, V /V )的分

配系数大小适合分离。从 850 mg混合物经常规 HSCCC分离得到比枯枯灵 105 mg和四氢巴马亭

470 mg,其纯度分别达到 99. 1%和 99. 7% , HPLC分析见图 4。由此可见 ,综合应用两种模式的HSCCC,

可以实现夏天无生物碱的快速分离纯化。

表 1　比枯枯灵和四氢巴马亭的分配系数和分离度
Table 1　Partition coefficients and resolution of bicuculline and tetrahydropalmatine

正己烷 /乙酸乙酯 /甲醇 /水
n2Hexan2ethylacetate2

methanol2water
(V /V )

分配系数 K

峰 3
Peak 3

峰 4
Peak 4

分离度
Resolution
α

正己烷 /乙酸乙酯 /甲醇 /水
n2Hexan2ethylacetate2

methanol2water
(V /V )

分配系数 K

峰 3
Peak 3

峰 4
Peak 4

分离度
Resolution
α

6∶3∶2∶5 3. 9 3. 6 1. 1 1∶0. 8∶1. 1∶1 1. 7 1. 2 1. 4

1∶0. 6∶1. 2∶1 0. 3 0. 5 1. 7 1∶0. 8∶1. 2∶1 0. 9 0. 7 1. 3

图 4　比枯枯灵和四氢巴马亭的高效液相色谱图

Fig. 4　HPLC chromatogram of bicuculline and tetrahydropalmatine

A. 比枯枯灵 (B icuculline) ; B. 四氢巴马亭 ( Tetrahydropalmatine)。

3. 3　HSCCC峰组分的鉴定

化合物Ⅰ: UVλEtOH
max : 213. 7, 238. 4, 288. 1, ESI2MS2MS: 353. 3 [M + H ] +。1 H2NMR ( 600 MHz,

CDCl3 )δ: 6. 90 (1H, s, H21) , 6. 69 ( 1H, d, J = 7. 8 Hz, H212) , 6. 66 ( 1H, d, J = 7. 8 Hz, H211) ,

6164 (1H, s, H24) , 5. 95 (2H, s, O CH2 O ) , 5. 92 (2H, s, O CH2 O ) , 3. 80 (2H, br, H213) ,

3. 59 ( 2H, br, H28 ) , 2. 91 ( 2H, br, H25 ) , 2. 56 ( 2H, br, H26 ) , 1. 93 ( 3H, S, NCH3 )。13
C2NMR

(150 MHz, CDCl3 )δ: 194. 7 (C214) , 148. 0 ( C23) , 146. 3 (C22) , 146. 0 (C29) , 145. 9 ( C210) , 136. 0

(C24a) , 132. 7 ( C214a) , 128. 9 ( C212a) , 125. 0 (C212) , 117. 8 ( C28a) , 110. 5 ( C24) , 108. 1 ( C21) ,

106. 8 (C211) , 101. 2 ( O CH2 O ) , 100. 9 ( O CH2 O ) , 57. 8 ( C26) , 50. 9 ( C28) , 46. 4 ( C213) ,

41. 5 (NCH3 ) , 31. 7 (C25)。与文献 [ 11, 12 ]比较 ,鉴定为原阿片碱 ( Protop ine)。

化合物Ⅱ: UVλEtOH
max : 214. 9, 285. 7, ESI2MS2MS: 370. 4 [M + H ] +。1 H2NMR (600 MHz, CDCl3 ) δ:

2. 47 (3H, s, NCH3 ) , 2. 39 (2H, m, H25) , 2. 71 (2H, m, H26) , 3. 86 (1H, d, J = 3. 0Hz, H28) , 5. 29

(1H, d, J = 3. 0 Hz, H29) , 5. 94 ( 1H, s, O CH2 O ) , 5. 97 ( 1H, s, O2CH2 2O ) , 5. 99 ( 1H, s,

O CH2 O ) , 6. 01 (1H, s, O CH2 O ) , 6. 34 ( 1H, s, HO CH ) , 6. 58 ( 1H, s, H24) , 6. 80

(1H, s, H21) , 6. 54 (1H, d, J = 8. 4 Hz, H22′) , 6. 59 (1H, d, J = 8. 4 Hz, H23’)。13 C2NMR (150 MHz,

CDCl3 )δ: 22. 2 (C25) , 44. 0 (NCH3 ) , 45. 8 (C26) , 64. 8 (C28) , 87. 0 (C29) , 97. 9 ( HO CH ) , 101. 0

( O CH2 O ) , 101. 8 ( O CH2 O ) , 107. 6 (C24) , 108. 4 ( C21) , 108. 7 ( C23′) , 113. 9 ( C22′) ,

123. 9 (C24a) , 124. 0 (C26′) , 128. 5 (C28a) , 133. 0 (C21′) , 141. 5 (C25′) , 146. 4 (C22) , 146. 6 (C23) ,

148. 2 (C24′)。与文献 [ 13, 14 ]比较 ,鉴定为苏元胡碱甲 (Humosine A)。

化合物Ⅲ: UVλEtOH
max : 221. 9, 295. 2, 323. 8, ESI2MS2MS: 368. 3 [M + H ]

+。1 H2NMR (600 MHz, CDCl3 )

δ: 6. 90 (1H, d, J = 8. 4 Hz, H23′) , 6. 56 (1H, s, H25) , 6. 43 (1H, s, H28) , 6. 18 (1H, d, J = 8. 4 Hz,
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H22′) , 6. 10 (2H, s, O CH2 O ) , 5. 87 (2H, s, O CH2 O ) , 5. 55 (1H, d, J = 3. 6, H29) , 4. 03 (1H,

d, J = 3. 6Hz, H21) , 2. 51 (3H, s, NCH3 )。与文献 [ 15 ]比较 ,鉴定为比枯枯灵 (B icuculline)。

化合物Ⅳ: UVλEtOH
max : 232. 5, 281. 0, ESI2MS2MS: 356. 4 [M + H ]

+。1 H2NMR (600 MHz, CDCl3 ) δ:

6. 89 (1H, d, J = 8. 4 Hz, H212) , 6. 80 (1H, d, J = 7. 8 Hz, H211) , 6. 74 (1H, s, H21) , 6. 62 (1H, s,

H24) , 6. 69 (1H, d, J = 7. 8 Hz, H212) , 6. 69 (1H, d, J = 7. 8 Hz, H212) , 6. 69 (1H, d, J = 7. 8 Hz, H2
12) , 6. 69 (1H, d, J = 7. 8 Hz, H212)。13

C2NMR (150 MHz, CDCl3 )δ: 150. 3 (C29) , 147. 5 (C22) , 14714

(C23) , 145. 0 (C210) , 129. 6 ( C214a) , 128. 6 ( C212a) , 127. 7 ( C28a) , 126. 8 ( C24a) , 123. 9 (C212) ,

111. 3 (C24) , 110. 9 (C211) , 108. 5 (C21) , 60. 2 (C214) , 59. 3 ( O CH2 O ) , 56. 1 ( O CH2 O ) ,

55. 9 ( O CH2 O ) , 55. 8 ( O CH2 O ) , 54. 0 (C28) , 51. 5 (C26) , 36. 3 (C213) , 29. 1 (C25)。与文献

[ 16 ]比较 ,鉴定为四氢巴马亭 ( Tetrahydropalmatine)。
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Separa tion of A lka lo ids from C oryda lis D ecum bens ( Thunb. ) Pers. by

H igh Speed Coun ter2Curren t Chroma tography

WANG Dai2J ie, L IU J ian2Hua, GENG Yan2L ing, WANG Xiao3 , DUAN W en2Juan, FU Mao2Run

(Shandong A nalysis and Test Cen ter, Shandong A cadem y of Sciences, J inan 250014)

Abstract　A method was established for the separation and purification of alkaloids from the crude extract of

Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers. using high speed counter2current chromatography ( HSCCC ) with two

modes. First, pH2zone2refining counter2current chromatography was successfully performed with a two2phase

solvent system, n2hexane2ethyl acetate2methanol2water(5∶5∶2∶8, V /V ) , in which 5 mmol/L triethylam ine in

the organic stationary phase and 5 mmol/L hydrochloric acid in the aqueous mobile phase. From 3. 0 g of

crude extract, a m ixture and three compounds, with 375 mg p rotop ine (1) , 362 mg humosine A (2) and 246

mg bicuculline (3) were obtained with purities of 97. 5% , 95. 6% and 97. 1% , respectively. And then, the

m ixture was separated by HSCCC with the two2phase solvent system composed of n2hexane2ethyl acetate2
methanol2water(1∶0. 8∶1. 1∶1, V /V ). B icuculline (105 mg) and tetrahydropalmatine (470 mg) were obtained

from 850 mg m ixture. Among them , humosine A was isolated from Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers. for

the first time. pH2Zone refining counter2current chromatography combined with routine HSCCC imp roved the

separation efficiency of alkaloids from crude Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers.

Keywords　Coryda lis decum bens ( Thunb. ) Pers. ; pH2Zone refining counter2current chromatography; H igh

speed counter2current chromatography; A lkaloids
(Received 30 October 2009; accep ted 26 January 2010)
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