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摘要：应用高速逆流色谱法分离制备了乌药叶中的黄酮类成分。以正己烷 -乙酸乙酯 -正丁醇 -冰醋酸 -水（ 体积比为

!/ ./ !/ +0 %/ (）为两相溶剂系统，在主机转速 -"" ’ < %03、流速 !0 " %= < %03、检测波长 !-" 3% 条件下进行分离制备。

所得流分经高效液相色谱法检测，并经电喷雾电离 质 谱、核 磁 共 振 氢 谱、碳 谱 鉴 定 化 合 物 的 结 构。结 果 表 明，从 乌

药叶总黄酮粗提物中分离得到了 % 个化合物，分别为槲皮素 -& -!-!-:-葡萄糖苷（+）、槲皮素 -% -!-!-:-葡萄糖苷（!）、

槲皮素 -& -!-!-:-呋喃阿拉伯糖苷（&）、槲皮素 -& -!-吡喃鼠李糖苷（.）、山奈酚 -# -!-"-=-吡喃鼠李糖苷（%），其中化合

物 +，!，& 和 % 为首次从该植物中分离得到。该法具有简便、快速的优点。
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) ) 乌 药 &0./$*’ ’;;*$;’+’（ !0%F）G)F$"’%+ 为

樟科（=/6’/2"/"）山胡椒属（=031"’/）植物，其干 燥

块根入药，性温味辛，具有温中散寒、理气止痛之功

效。在临床上常用于治疗胃病、泌尿系统疾病及风

湿性疼痛等。文献报道乌药叶临床上可用于治疗急

性蜂窝组织炎、乳房炎及臀痈，与益胃止痛方配伍可

治疗慢性 胃 炎［+］。《 广 西 中 药 志》上 记 载 乌 药 鲜 叶

捣碎酒炒后可治疗风湿性关节炎。日本民间常用乌

药叶治疗风湿性关节炎、肾炎。目前在日本，乌药叶

被制成一 种 保 健 茶（ 商 品 名：徐 福 茶 ）作 为 健 康 饮

品。梁向明等［!］对该茶的抗氧化作用进行了分析，

结果表明该茶具有较好的抗氧化作用。为了研究乌
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药叶的有效成分，扩大乌药的药用部位，本文对乌药

叶中的黄酮类成分进行了研究。

# # 张朝凤等［$，%］采用常规柱色谱方法从乌药叶中

分离得到了 && 个黄酮类化合物。此法所用固定相

对样品有不可逆吸附作用，不可避免地造成了样品

的损失。由于高速逆流色谱法（ !"#! $%&&’ ()*+,-

&.-(*..&+, (!.)/0,)#.0%!1，23444）不采用任何固

体填料，克服了传统分离方法对样品的不可逆吸附

作用，因而样品回收率高。23444 同时还具有仪器

操作 简 单、分 离 快 速、重 现 性 好 等 优 点。本 文 采 用

23444 从乌药叶中分离得到 " 个黄酮类化合物，分

别为 槲 皮 素-$ -!-!-5-葡 萄 糖 苷（&）、槲 皮 素-" -!-!-

5-葡萄糖 苷（!）、槲 皮 素-$ -!-!-5-呋 喃 阿 拉 伯 糖 苷

（$）、槲皮素-$ -!-吡喃鼠李糖苷（%）、山奈酚-’ -!-"-

6-吡喃鼠李糖苷（"），其中化合物 &，!，$ 和 " 为首次

从该植物中分离得到。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与材料

# # 789-$(( : 高速逆流色谱仪（ 深圳同田生化技

术有限公司）。聚四氟乙烯管缠绕在 $ 个水平轴上

形成螺旋管（ 管直径 !) * //，分离体 积 !’( /6），

!( /6 进 样 圈。 该 高 速 逆 流 色 谱 仪 还 配 备 了 2;-

&("( 恒温循环器（ 北京博医康实验仪器有限公司）、

柱塞式泵（3 系列，北京圣益通技术开发有限公司）、

++!$8 紫外 检 测 器（ 北 京 市 宾 达 英 创 科 技 有 限 公

司）、<!(&( 色谱工作站（ 浙江大学智能信息工程研

究所）。:#"=&+, &&(( 系列高效液相色谱仪。

# # 乌药叶采自浙江天台山，经作者之一上海中医

药大学中药所侴桂新教授鉴定。高速逆流色谱分离

实验中所用正己烷、正丁醇、冰醋酸均为分析纯（ 国

药集团化学试剂有限公司）；水为自制重蒸馏水；乙

酸乙 酯 为 工 业 纯，重 蒸 后 使 用。 高 效 液 相 色 谱

（2>64）分 析 实 验 中 所 用 乙 腈 为 色 谱 纯（ 默 克 公

司），水为娃 哈 哈 纯 净 水，冰 醋 酸 为 分 析 纯（ 国 药 集

团化学试 剂 有 限 公 司）。用 水 和 冰 醋 酸 配 制 () "?

冰醋酸溶液，并经微孔滤膜过滤。

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" 乌药叶总黄酮粗提物的制备

# # 称取 $(( # 乌药叶，加 &( 倍质量的石油醚脱脂

$ 次。脱脂后的乌药叶中依次加入 &!，&(，+ 倍质量

的 *"? 乙醇回流 提 取 $ 次，合 并 滤 液，减 压 回 收 至

无醇味。浓缩液经大孔吸附树脂（:8-+）吸附后，先

用 &(? 乙醇淋洗至无色，再用 ’(? 乙 醇 洗 脱，收 集

洗脱液，并减压浓缩至无醇味。浓缩液再经大孔吸

附树脂（:83-@+）吸 附，用 "? 乙 醇 淋 洗 至 无 色，再

用 !(? 乙醇洗脱，收集洗脱液，减压浓缩至干，得乌

药叶总黄酮粗提物 +) " #。

! ! # ! #" 溶剂体系和样品溶液的配制

# # 在分液漏斗中配制正己烷-乙酸乙酯-正丁醇-冰
醋酸-水（ 体积比为 !, %, ! , &) " , *）两相溶剂体系，充

分振摇后在 室 温 下 静 置 $( /"+。使 用 前 分 别 取 上

下两相，超声脱气 !( /"+，待用。

# # 取 !"( /# 乌药叶总黄酮粗提物，用 + /6 溶剂

体系的上相溶解，溶解液作为样品溶液，备用。

! ! # ! $" 高速逆流色谱法的分离制备过程

# # 用最大流速（-) -- /6 A /"+）向 23444 分离管

中注入上相，待上相充满整个 管 路（ 约 $( /"+），调

整主机转速为 +(( . A /"+，以 !) ( /6 A /"+流速注入

下相，待流动相从柱出口流出，两相在分离管中达到

动态平衡后，由进样阀注入样品溶液，在 !+( +/ 波

长下检测，记录色谱图，根据色谱图接收目标成分。

! ! # ! %" 高效液相色谱分析条件

# # 色谱柱：31//&,.1 4&+ 柱（%) * // . !"( //，

" !/，B0,&.$ 公 司），柱 温 为 !" C，流 动 相 为 乙 腈

和 () "? 冰醋酸水溶液，梯度 洗 脱 程 序 为 &"? 乙 腈

在 *( /"+ 内 线 性 升 至 &-? 乙 腈；流 速 为 &) (
/6 A /"+；检测波长 !+( +/；进样量为 &( !6。

#" 结果与讨论

# ! !" "#$$$ 溶剂体系的选择

# # 根据所分 离 化 合 物 的 特 性 及 参 照 文 献［"］，首

先选择乙酸 乙 酯-正 丁 醇-水（ 体 积 比 为 ! , & , $）体

系。该体系中目标化合物主要分布在上相中。在该

溶剂体系中加入 () ’"?（ 体积分数）的冰醋酸，目标

化合物在上下相中的分配状况满足要求，但使用乙

酸乙酯-正丁醇-冰醋酸-水（ 体积比为 %, ! , &) " , *）体

系的 固 相 保 留 率（ .&,&+,")+ )D $,0,")+0.1 %!0$&，

" $）仅为 !") "?。 在 该 溶 剂 体 系 中 加 入 正 己 烷，可

提高固相保留率。当溶剂体系为正己烷-乙酸乙酯-
正丁醇-冰醋酸-水（ 体积比为 !, %, !, &) ", *）时，固相

保留率 " $ 为 %!) *?；正己烷加入量再增加后，目标

成分在上相中的浓度将降低。因此，最终确定溶剂

体系为正己烷-乙酸乙酯-正丁醇-冰醋酸-水（ 体积比

为!, %, !, &) ", *）。

# # 根据文 献［*］，将 适 量 的 乌 药 叶 总 黄 酮 粗 提 物

溶于等体积的上下相中，分别取等体积的上下相进

行 2>64 分析，从而计算各目标化合物的分配系数

#（# / $上 相 A $下 相（$ 为目标物的峰面积）），结果见

表 &。

·*$’·
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表 !" 正己烷!乙酸乙酯!正丁醇!冰醋酸!水（ 体积比为 #$ %$ #$ !& ’$ (）

溶剂体系分离目标化合物的分配系数 !
"#$%& !" ’#()*)*+, -+&..*-*&,)/（!）+. )0& )#(1&) -+23+4,5/
*, )0& /+%6&,) /7/)&2 +. 0&8#,&!&)07% #-&)#)&!"!$4)#,+%!

#-&)*- #-*5!9#)&(（#$ %$ #$ !& ’$ (，6 : 6）

!"#$"%&’ !
(%)*+),-&.# .".!./.01%+"2-’)（$） $ 3 %&
(%)*+),-&." .".!./.01%+"2-’)（%） $ 3 ’’
(%)*+),-&.# .".!./.4*45-&6%*4&"2-’)（#） % 3 (#
(%)*+),-&.# .".*74#&"$8*4&"2-’)（’） # 3 $(
94)#$.6)*"1.( .".".:.*74#&"$8*4&"2-’)（"） ( 3 #)

# ; #" <=>>> 分离条件的优化

! ! 对于一定的溶剂体系，固相保留率越高，对目标

化合物的分离效果越好。因此，以固相保留率 # 2 为

指标，优 化 流 动 相 的 流 速（ $* )，$* "，%* )，%* "，#* )
#: ; #-&）、主 机 的 转 速（ ())，+))，,))，$ )))
* ; #-&）、柱温（+，$&，%’，#%，’) <）。

! ! 从 图$ . 4可 以 看 出 ，高 流 速 不 利 于 固 定 相 的 保

留，而低流速虽然可以满足高固相保留率的要求，但

是分离时洗脱时间太长，且耗费大量的流动相。因

此选取流速为 %* ) #: ; #-&。

! ! 从图 $ .5 可以看出，对于正己烷.乙酸乙酯.正丁

醇.冰醋酸.水（ 体积比为 % - ’ - % - $* " - &）溶剂体系而

言，当转速为 +)) . +") * ; #-&时，固相保留率达到最

高峰值。考虑到高转速会对仪器产生磨损以及节能

两方面的要求，选择可使固相保留率保持较高的转

速 +)) * ; #-&。

! ! 由图 $ .+ 可以看出，柱温较高时，固定相的保留

率较高。但在实际分离过程中，采用较高的柱温会

使分离管路中产生大量的气泡，导致基线不稳，并且

较高的柱温会缩短仪器的使用寿命。为保证分离过

程顺利、高效地进行，避免溶剂体系的上下相在分离

线圈中重新分配，分离时选择与配制溶剂体系上下

相时的环境温度相接近的温度，即 %" <。

图 !" 正己烷!乙酸乙酯!正丁醇!冰醋酸!水（#$ %$ #$ !& ’$ (，6 : 6）溶剂体系的固相保留率随（#）流动相流速、

（$）主机的转速和（ -）柱温变化的曲线图

?*1; !" "0& *,.%4&,-&/ +.（#）)0& .%+9 (#)& +. 2+$*%& 30#/&，（$）)0& (&6+%4)*+, /3&&5 #,5（ -）-+%42, )&23&(#)4(&
+, )0& (&)&,)*+, +. )0& /)#)*+,#(7 30#/&（# / ）+. )0& /+%6&,) /7/)&2 +. 0&8#,&!&)07% #-&)#)&!

"!$4)#,+%!#-&)*- #-*5!9#)&(（#$ %$ #$ !& ’$ (，6 : 6）

!"&’-,-"&2：43 +"1%#& ,)#$)*4,%*)：%" < ；*)="1%,-"& 2$))’：+)) * ; #-&；53 +"1%#& ,)#$)*4,%*)：%" < ；61"> *4,)：%* ) #: ; #-&；

+3 *)="1%,-"& 2$))’：+)) * ; #-&；61"> *4,)：%* ) #: ; #-&3

# ; )" <=>>> 分离制备的结果

! ! 按“$* %* #”节操作，在 "&) #-& 内经 ?@!!! 分

离制备得到 ’ 个流分，即图 % 中的!、"、#和$。

# ; %" <’@> 检测分析

! ! 采用“$* %* ’”节 的 条 件，对 乌 药 叶 总 黄 酮 粗 提

物和高速逆流色谱所得到的流分!、"、#、$进行

检测分析，所得 ?A:! 色谱图见图 #。

! ! 所得各流分分别经 @)$74’)B :?.%) 柱色谱分

离后，先用约 ")) #: 水淋洗至中性，再用约 ")) #:
甲醇.水（ 体积分数为 $ - $）洗脱，收集洗脱液，从 流

分!中得到化合物 $ 和 %（ 共 & #0）；从流分"中得

到化合物 #（" #0）；从流分#中得到化合物 ’（%)
#0）；从流分$中得到化合物 "（, #0）。

图 #" 乌药叶中总黄酮成分的高速逆流色谱图

?*1; #" <=>>> -0(+2#)+1(#2 +. )0& )+)#% .%#6+,&/ .(+2
)0& %&#6&/ +. $%"&’() )**(’*)+)

C*4+,-"&2!，"，# 4&’ $ >)*) +"11)+,)’3

·(#(·
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图 !" 乌药叶粗提物及分离得到的 # 个流分的 !"#$ 色谱图

%&’( !" !"#$ )*+,-./,’+.-0 ,1 )+234 45/+.)/ 1+,-
!"#$%&’ ’((&%(’)’ 64.740 .83 1,2+ 1+.)/&,80 &8 %&’( $

!" #$#!% &%!’$()* $& !"#$%&’ ’((&%(’)’ %)!&；+" &,!-#.$( !；

-" &,!-#.$( "；/" &,!-#.$( #；)" &,!-#.$( $ "
# " 01),-)#.(2$ 2*2!2324%1-$*./)；! " 01),-)#.(2" 2*2!2324%12

-$*./)；$ " 01),-)#.(2$ 2*2!232!,!+.(&1,!($*./)；% " 01),-)#.(2$ 2
*2,5!6($78,!($*./)； " " 9!)67&),$%2& 2*2"2:2,5!6($78,!($2
*./)"

$ ( %" 结构鉴定

’ ’ 化合物 #：为 黄 色 粉 末；电 喷 雾 电 离 质 谱（;<=2
><）分析得［> ( ?］( 为 + , - %)$；核 磁 共 振 氢 谱

（ #? @>A）（B3$C3）分析得化学位移 #：&* "+（#?，

/，. , !* # ?D，?2!E），&* "&（#?，//，. , -* %& ?D，?2
)E），&* "+（#?，/，. , !* # ?D，?2"E），)* $-（#?，/，.
, #* + ?D，?2-），)* $-（#?，+,*，?2)），"* #%（#?，/，.
, &* - ?D，?2#F）；#$B @>A 分析数据见表 !。@>A

数据与文献［&，-］报道的槲皮素2$ 2*2!232葡萄糖苷

的数据一致。

’ ’ 化 合 物 !：为 黄 色 粉 末；;<=2>< 分 析 得［ > (
?］( 为 + , - %)$；#? @>A（B3$C3）分析得化学位

移 #：&* "+（#?，/，. , !* # ?D，?2!E），&* "&（#?，//，.

, -* %& ?D，?2)E），)* -"（#?，/，. , -* "% ?D，?2"E），

)* $-（#?，/，. , #* + ?D，?2-），)* $-（#?，+,*，?2)），

"* #%（#?，/，. , &* - ?D，?2#F）；#$B @>A 分 析 数 据

见表 !。@>A 数据与文献［+］报道的槲皮素2" 2*2!2
32葡萄糖苷的数据一致。

’ ’ 化 合 物 $：为 黄 色 粉 末；;<=2>< 分 析 得［ > .
?］. 为 + , - %$"；#? @>A（B3$C3）分析得化学位

移 #：&* )（#?，/，?2!E），&* "-（#?，//，. , -* $& ?D，

?2)E），)* -"（#?，/，. , -* !) ?D，?2"E），)* $-（#?，

+,*，?2-），)* !/（#?，+,*，?2)），"* #&（#?，/，. , &* #
?D，?2#F）；#$B @>A 分析数据见表 !。@>A 数据与

文献［#/］报 道 的 槲 皮 素2$ 2*2!232呋 喃 阿 拉 伯 糖 苷

的数据一致。

’ ’ 化 合 物 %：为 黄 色 粉 末；;<=2>< 分 析 得［> .
?］. 为 + , - %%+；#? @>A（B3$C3）分析得化学位移

#：&* !!（#?，/，. , #* ) ?D，?2!E），&* #+（#?，//，. ,
-* $ ?D，?2)E），)* -#（#?，/，. , -* $ ?D，?2"E），)* !)

（#?，+,*，?2-），)* #/（#?，+,*，?2)），"* !"（#?，*，?2
#F）；#$B @>A 分 析 数 据 见 表 !。@>A 数 据 与 文 献

［$］报道的槲皮素2$2*2吡喃鼠李糖苷的数据一致。

’ ’ 化 合 物 "：为 黄 色 粉 末；;<=2>< 分 析 得［ > .
?］. 为 + , - %$$；#? @>A（B3$C3）分析得化学位

移 #：&* )%（!?，/，. , -* &" ?D，?2!E，)E），)* -!（#?，

/，. , -* &" ?D，?2$E，"E），)* #"（#?，/，. , #* )" ?D，

?2-），)* #（#?，+,*，?2)），"* !)（#?，/，. , #* "& ?D，

?2#F）；#$B @>A 分 析 数 据 见 表 !。@>A 数 据 与 文

献［##，#!］报道的山奈酚2& 2*2"2:2吡喃鼠李糖苷的

数据一致。

表 $" &!$ 9:; 测定的化合物 & ’ % 的化学位移
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! 第 " 期 刘 ! 云，等：高速逆流色谱法分离制备乌药叶中的黄酮类成分

!" 结论

! ! 应用高速逆流色谱法从乌药叶中分离制备了黄

酮类成分，得 到 " 个 黄 酮 苷 类 化 合 物，其 中 化 合 物

#，$，%，" 为该植物中首次分离得到。

! ! 与常规柱色谱方法比较，该法具有简便、快速、

节省溶剂的特点，具有较好的实际应用价值。

! ! 本研究对于阐明乌药叶的药效物质基础，扩大

乌药的药用部位与资源具有一定的意义。
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