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中低压制备色谱制备茜草蒽醌成分的研究
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摘　要：建立新的中低压制备色谱技术，分离纯化茜草蒽醌单体。先采用高压液相色谱技术分析所分离产物
的纯度，再用核兹共振谱、红外、质谱分析确证单体的化学结构。结果表明：用中低压色谱分离茜草的乙醇提
取物而得到的４个单体，其纯度分别为９９．８７％、９９．５６％、９９．４２％、９８．２１％，结构鉴定为从石油醚萃取物中分
离得到的单体为大叶茜草素，从氯仿萃取物中分离得到的单体为１，３，６－三羟基－２－甲基蒽醌，从乙酸乙酯萃取
物中分离得到的单体分别为１，３，６－三羟基－２－甲基蒽醌－３－Ｏ－（３′，６′－Ｏ－二乙酰基）－α－鼠李糖（１→２）－β－Ｄ－葡萄糖
苷和１，３，６－三羟基－２－甲基蒽醌－３－Ｏ－新橙皮糖苷。
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Ｒｕｂｉａ　ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ

　　中药茜草是茜草科植物茜草（Ｒｕｂｉａ　ｃｏｒｄｉｆｏ－
ｌｉａ）的根，主要化学成分为水溶性的环己肽类、脂溶
性的蒽醌及其糖苷类、还原萘醌等。蒽醌类物质是
茜草的主要有效部位之一（杨连荣等，２００７），近年来

的研究表明：茜草的活性成分具有抗肿瘤活性（王艳
双等，２００５），升高白细胞及免疫调节作用，在临床
上，茜草常与其他中药配伍制成各种中药制剂，制成
具有镇咳、祛痰、平喘作用的中药复方（张琳等，
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２００８）。
中低压（０．５～２ＭＰａ）制备色谱是介于常压色谱

和高压（５～１５Ｍｐａ）色谱间的一种色谱分离技术，与
高速逆流色谱（ＨＳＣＣＣ）及高压制备色谱相比，中低
压色谱更有洗脱溶剂选择范围大，分离样品的量大，
在实验室，分离单体的量在ｇ级，而ＨＳＣＣＣ和ＨＰＬＣ
色谱分离的量在 ｍｇ级。利用 ＴＬＣ可以快速的建
立分离方法，在发达国家，中低压制备色谱是实验室
样品分离制备的主流方法，已经基本取代常压玻璃
柱分离（康一，２００９）。
本试验以茜草为原料，利用中低压制备色谱技

术，研究一种新的分离纯化方法，最终，在短期内获
得大量的高纯度单体。从而解决用高速逆流色谱和
高压制备色谱所无法解决的问题。为天然药物的研
发提供一条新的技术路线

１　材料和方法

１．１仪器和材料

Ｄｒ　ＦｌａｓｈⅡ型中低压制备色谱柱（上海利穗公
司生产）；Ｌ－２０００型高压液相色谱（日本日立公司生
产）；Ｘ－５显微熔点测定仪（未校正）；Ａｖａｔａｒ　３６０ＦＴ－
ＩＲ红外光谱仪（美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）；Ｖａｒｉａｎ　Ｍｅｒｃｕ－
ｒｙ　ＶＸ－３００／６００型核磁共振仪（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；

Ｆｌａｓｈ柱（北京先明乐施科技发展有限公司提供）；
药材于２００９经本室特聘神农架林区陈庚宝工程师
采自湖北省神农架及巴东地区，并鉴定为茜草（Ｒｕ－
ｂｉａ　ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ）的茎。

１．２实验方法

１．２．１中低压制备色谱柱的制备条件　泵压力１００－
２００Ｐｓｉ，流速１００ｍＬ／ｍｉｎ，检测器的监控波长为

３９５ｎｍ，检测器的收集波长为２８０ｎｍ，死体积为

７ｍＬ。

１．２．２液相色谱检测条件　Ｌ－２１３０四元梯度泵，Ｌ－
２２００自动进样器，色谱柱：ＹＭＣ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ为甲醇，流动相Ｂ为０．２％甲
酸水，（Ａ、Ｂ比例为根据不同的分离条件来确定）；
柱温２８℃；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２８０ｎｍ；进
样量为５μＬ。

１．２．３提取乙醇膏和不同溶剂萃取方法　茜草根５
ｋｇ，烘干、粉碎后用９５％的乙醇超声提取，回收溶
剂，得乙醇提取浸膏，渣继续用回收后的乙醇超声提
取，重复３～５次，合并浸膏后称量为７１０ｇ，得率为

１４．２％；将浸膏加适量的温水稀释后，用石油醚萃取

３次得到膏３５ｇ，得率为０．７％；石油醚萃取后的渣，
用三氯甲烷萃取３次得到膏７．５ｇ，得率为０．１５％；
三氯甲烷萃取后的渣用乙酸乙酯萃取３次得到膏

１４ｇ，得率即０．２８％。

１．２．４中低压制备色谱柱对石油醚萃取物的制备方
法　将３５ｇ石油醚萃取物用适量的乙酸乙酯溶解，
用其３倍量的３００～４００目（常规柱用１００～２００目）
硅胶拌样，吹干至无乙酸乙酯气味，取 ４００ ｍＬ
Ｆｌａｓｈ柱两个，一个柱为干法上样柱，另一个为分离
柱。先用石油醚洗脱分离柱３０ｍｉｎ至柱平衡，再将

２个柱子串联，然后将串联好的柱子接到中低压制
备型色谱上，用石油醚∶乙酸乙酯（９５∶５）等度洗
脱，根据屏幕监控图收集流份，收集２０份后，通过

ＴＣＬ辅助检识将流份分别合并为４组流份。其中
合并后的第二组流份经ＴＣＬ检视为黄色斑点，回收
溶剂后得到粗晶，石油醚重结晶得亮黄色片晶为

１．５ｇ，定为化合物Ⅰ。

１．２．５中低压制备色谱柱对氯仿萃取物的制备方法

　先将氯仿萃取物７．５ｇ用适量的乙酸乙酯溶解，
装柱方法同石油醚萃取物一样，用石油醚平衡柱子，
然后依次用石油醚－乙酸乙酯为３０∶７０洗脱柱子，
溶剂用量为３ＢＶ（３倍柱子的体积），石油醚：乙酸乙
酯为２０∶８０洗脱３ＢＶ，石油醚：乙酸乙酯：甲醇为

２０∶８０∶０．５洗脱３ＢＶ，石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇
为２０∶８０∶１洗脱３ＢＶ，根据屏幕监控图收集流
份，总共收集２０份，通过ＴＬＣ检识将流份分别合并
为４组流份．第三组流份为粗晶，用乙酸乙酯重结
晶，得橙黄色针晶，定为化合物Ⅱ。

１．２．６中低压制备色谱柱对乙酸乙酯萃取物的制备
方法　取乙酸乙酯萃取物１４ｇ，装柱方法同上，用石
油醚平衡柱子，然后依次用石油醚∶乙酸乙酯比例
为３０∶７０的溶剂洗脱柱子，溶剂用量为３ＢＶ，石油
醚∶乙酸乙酯为２０∶８０洗脱３ＢＶ，石油醚∶乙酸
乙酯∶甲醇为２０∶８０∶０．５洗脱３ＢＶ，石油醚∶乙
酸乙酯：甲醇为２０∶８０∶１洗脱３ＢＶ，根据屏幕监
控图收集流份，总共收集２０份，ＴＬＣ检识将流份合
并为４组流份．ＴＬＣ检视第一、二、三组流份分别为

３个黄色斑点，第三组流份用甲醇重结晶，乙酸乙酯
洗至无色得到黄色粉末，用２ｍＬ二甲基亚砜将黄
色粉末溶解并上样到装有粒径为３０～５０μｍ的Ｃ１８
反相柱，柱体积为７０ｍＬ，用２８％甲醇－０．２％甲酸水
等度洗脱精制，得到黄色粉末，定为化合物Ⅲ。第二
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组流份，继续进行硅胶柱层析，先用氯仿洗杂质，再
加入氯仿∶甲醇＝５∶１洗脱，收集其中红色带，回
收溶剂后，用乙酸乙酯热熔，加入氯仿变浑后，静置
析晶得到黄色针晶，定为化合物Ⅳ（王校冬，２００９）。

２　结果与分析

２．１ＨＰＬＣ的分析结果
化合物Ⅰ的扫描结果，波长２７８ｎｍ处有最大

吸收峰，ＨＰＬＣ的分析结果为此波段是单峰，且没
有杂峰，百分含量为９９．８７％，。化合物Ⅱ的扫描结
果为波长２８９ｎｍ处有最大吸收峰，分析结果为此
波段是单峰，百分含量为９９．５６％。化合物Ⅲ的扫
描结果为波长２７４ｎｍ和４１８ｎｍ处有较大大吸收
峰，分析结果在２７４ｎｍ处，有较多的干扰峰，用４１８
ｎｍ波长测试，分析结果为此波段单峰，百分含量为

９９．４２％。ＨＰＬＣ对化合物Ⅳ的扫描结果为波长

２７４ｎｍ和４３０ｎｍ处有较大吸收峰，但２７４ｎｍ的吸
光值测试的结果有干扰峰，采用４３０ｎｍ的吸光值
分析，结果略有杂峰，百分含量为９８．２１％，４个单体
混合后的高压液相色谱测试结果见图１。

图１　化合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的 ＨＰＬＣ
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣ　ｏｆ　ＣｏｍｐｏｕｎｄⅠ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
ａ．化合物Ⅲ；ｂ．化合物Ⅱ；ｃ．化合物Ⅰ；ｄ．化合物Ⅳ。

ａ． ＣｏｍｐｏｕｎｄⅢ；ｂ．ＣｏｍｐｏｕｎｄⅡ；ｃ．ＣｏｍｐｏｕｎｄⅠ；ｄ．ＣｏｍｐｏｕｎｄⅣ．

２．２结构鉴定分析
化合物Ⅰ　为亮黄色片晶，ＦＣｌ３ 反应呈绿色，

紫外光３６５ｎｍ下呈绿色荧光，质谱测得分子量为

２８４．１，ｍｐ１２８～１３０℃（熔点仪未校正），ＩＲ（ＫＢｒ）

ｃｍ－１：２９７２，１６５１（Ｃ＝Ｏ），１５８２，１４４９，８０６，７７０（邻二
取代芳环吸收值），１　Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００ Ｈｚ）δ：

１．４７１（６Ｈ，ｓ，２ＣＨ３），４．００８（３Ｈ，ｓ，－Ｈ３ＣＯ）显示有
甲氧基，５．７８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０．５Ｈｚ），７．１１（１Ｈ，ｄ，Ｊ

＝１０．５Ｈｚ），８．１１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ），８．３２（１Ｈ，ｄ，Ｊ
＝８．４Ｈｚ），表示芳环上相邻２个稀质子，这说明芳
环有β位取代，

１３Ｃ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，７５Ｈｚ）δ：１４１．６（Ｃ－
１′），１０３．１（Ｃ－２′），１１３．０（Ｃ－３′），１５５．１（Ｃ－４′），１２３．８
（Ｃ－５′），１２９．５（Ｃ－６′），１２６．５（Ｃ－７′），１２１．８（Ｃ－８′），

１２５．１（Ｃ－９′），１２９．４（Ｃ－１０′）。以上数据与刘永隆
（１９８５）报道的大叶茜草素基本一致。故鉴定为大叶
茜草素。
化合物Ⅱ　为橙黄色针晶，ｍｐ　２４０～２４２℃，碱

液试验呈阳性。ＩＲ（ＫＢｒ）ｃｍ－１：３５４７，３４９４，１６７１，

１５６９，１５９０。１　Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００ＭＨｚ）δ：２．５０
（３Ｈ，Ｓ，－ＣＨ３），７．１９（１Ｈ，Ｓ），８．１８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝
８．６Ｈｚ），７．２３（１Ｈ，ｄｄ　Ｊ＝８．６Ｈｚ，Ｊ＝２．５５Ｈｚ），

７．９０（１Ｈ，ｄ，Ｊ ＝２．５５Ｈｚ），１３　Ｃ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，

７５ＭＨｚ）δ：１６２．９（Ｃ－１），１１４．６（Ｃ－２），１６３．７（Ｃ－３），

１０７．８（Ｃ－４），１３５．４（Ｃ－４ａ），１１０．３（Ｃ－５），１６２．２（Ｃ－
６），１２１．８（Ｃ－７），１２９．４（Ｃ－８），１８５．４（Ｃ－９），１８２．５（Ｃ－
１０）。以上数据与王素贤等（１９９２）报道的基本一致，
故鉴定为１，３，６－三羟基－２－甲基蒽醌。
化合物Ⅲ　为黄色粉末，ｍｐ２６０～２６２；ＩＲ（ＫＢｒ）

ｃｍ－１：３３８９，（－ＯＨ），１６７５（Ｃ＝Ｏ），１６００，１５８３（芳环的吸
收值），显示为蒽醌类化合物。１　Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００）

δ：８．１２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ），７．４８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ），

７．２５３（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，Ｊ＝２．０Ｈｚ）三个芳氢质子
组成ＡＢＸ系统，２．１５８（３Ｈ，Ｓ）说明一个取代基为甲
基，另外２个取代基为酚羟基，１．０８２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝
５．１Ｈｚ），１３　Ｃ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，７５ＭＨｚ）δ：１６４．３（Ｃ－１），

１２１．２（Ｃ－２），１６０．８（Ｃ－３），１０５．７（Ｃ－４），１１３．２（Ｃ－５），

１６２．０（Ｃ－６），１２２．２（Ｃ－７），１３０．３（Ｃ－８），１８２．３（Ｃ－９），

１８７．０（Ｃ－１０），９８．１（Ｃ－′），７７．１（Ｃ－２′），７７．０（Ｃ－３′），

６９．１（Ｃ－４′），１３６．０（Ｃ－４ａ），１２５．１（Ｃ－８ａ）。以上数据与
侯柏玲等（２０００）报道的基本一致，故鉴定为１，３，６－
三羟基－－２－甲基蒽醌－３－Ｏ－（３′，６′－Ｏ－二乙酰基）－α－鼠
李糖（１→２）－β－Ｄ－葡萄糖苷。
化合物Ⅳ　为黄色针晶，碱显色反应和醋酸镁

显色反应呈阳性，ｍｐ２４３～２４５；。ＥＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ：２７０
（Ｍ＋）ＩＲ（ＫＢｒ）ｃｍ－１　３４２２（－ＯＨ），１７２３，１６６４（Ｃ＝
Ｏ），１６３１，１５９６（芳环），１　Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００）δ：

８．１２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ），７．４７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．０Ｈｚ），

７．２５（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ，Ｊ＝２．０ＨＺ），５．４５（１Ｈ，ｄ，

Ｊ＝６．９Ｈｚ），１．９３（３Ｈ，ｓ），２．１６（３Ｈ，ｓ），１．１１（３Ｈ，

ｄ，Ｊ＝６ＨＺ）。以上数据与侯柏玲等（２０００）和乔亚
芳等（１９９０）报道的基本一致，故鉴定为１，３，６－三羟
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基－２－甲基蒽醌－３－Ｏ－新橙皮糖苷。

３　结论与讨论

在实验室分离化合物的有效成分单体时，常用
的是常压制备色谱；虽然有容易操作、方便，不要额
外购买仪器，只要购买玻璃柱和展开剂等优点，但一
旦柱填充料的颗粒（硅胶３００～４００目）太小后，流速
会很低，分离时间长，达不到好的分离效果，另外，与
环境直接连接，试剂容易挥发，污染环境。随着高压

制备色谱和高速逆流色谱的相继问世，部分取代常
压色谱，极大地缩短了分离时间，提高了单体的分离
纯度。但是制备量有限，而且成本过高，溶剂耗损量
大，大多只分离ｍｇ级的量。
另外，在研发新的药物工作中，对分离得到的化

合物单体需要做进一步的药理和毒理试验，而做这
些试验所需要单体的量仅靠 ＨＳＣＣＣ和 ＨＰＬＩ制备
色谱是很难完成，而用中低压制备就能够在实验室
得以完成，以１ｋｇ的茜草材料为例，分别以不同的
分离设备，不同的分离方法得到的结果如表１。

表１　不同的设备对茜草的分离结果
Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｅｐａｒａｔｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓ　ｔｏ　Ｒｕｂｉａ　ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ

色谱名称Ｃｈｒｏｍａｔｏｇａｒｐｈｙ　Ｎａｍｅ
常压

Ｎｏｒｍａｌ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ
中低压

Ｌｏｗ　ａｎｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ
高速逆流

ＨＳＣＣＣ
高压液相

ＨＰＬＣ
分离时间Ｓｅｐａｒａｔｅ　ｔｉｍｅ（ｈ） ７２　 ３　 １０　 ２
填充料选择Ｆｉｌｌｉｎｇ　ｃｈｏｓｅｎ 硅胶（１００～２００目） 硅胶（３００～４００目） 溶剂作为固定相 粒径５μｍ　Ｃ１８
对溶剂选择Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｈｏｓｅｎ 没有限制 没有限制 ２相要分层 选择范围窄

分离样品量Ｓｅｐａｒａｔｅ　ｓａｍｐｌｅｓ　 １０ｇ　 ３０ｇ　 ２ｇ　 １００ｍｇ
分离纯度Ｓｅｐａｒａｔｅ　ｐｕｒｉｔｙ（％） ８０　 ９０　 ９５　 ９８

　　由表１可以看出，在分离化合物的单体中，中低
压制备色谱与高速逆流色谱和制备型液相色谱比

较，有分离量大，分离时间短，对洗脱溶剂没有限制
等优势，但分离单体的纯度相比要低。与常压色谱
相比：常压色谱装住所用的硅胶一般在１００～２００
目，分离出来的组分大多要进行２～３次过柱。然
而，中低压制备色谱仪，以多根分离柱串联到低压泵
上，极大加快分离速度，分离速度是传统方法的１０
倍以上。又因设备控制溶剂洗脱比例，与传统的手
动调控溶剂比例来更能准确、快速、便捷。分离量可
达１００ｇ量级，容易与工厂化衔接，减少产品开发的
中间环节。
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