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摘 要:首次采用反相中压制备色谱从芦荟中一次分离制备得到芦荟苷 A、B 以及异芦荟色苷 D。以库拉索芦
荟丙酮粗提物为原料，采用中压制备色谱系统: SCO色谱柱( 40 cm × 26 cm，30 ～ 50 μm) ，流动相甲醇-0． 5%乙酸
水( 33∶ 67，V/V) ，流速 20 mL /min，等度洗脱方式，柱温室温，检测波长 254 nm，收集波长 356 nm 对芦荟样品进
行分离制备，得到三种化合物单体。经高效液相色谱、紫外、红外、质谱及核磁共振等方法分析表明所得到的三
种化合物分别是异芦荟色苷 D、芦荟苷 A和芦荟苷 B，其纯度分别达到了 98． 0%，96． 0%和 98． 9%。该方法简
便，产品质量高，一次制备可以得到多种单体，为芦荟成分的测定与药理活性的研究提供了条件。
关键词:芦荟苷 A、B;异芦荟色苷 D;中压制备色谱
中图分类号:0685 文献标识码:A

Isolation and Purification Simultaneous of Aloins A and B and Isoaloeresin D
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Abstract: A medium pressure preparative liquid chromatography ( MPLC) was used to isolate the aloins A and B and
isoaloeresin D from Aloe vera simultaneously for the first time． The crude material extracted by acetone，was performed
with ODS column ( 40 cm × 26 cm，30-50 μm) by using isocratic elution with methanol-0． 5% acetic water ( 33∶ 67，v /
v) as the mobile phase at a flow rate of 20 mL /min． The detecting and collecting wavelengths were set at 254 nm and
356 nm，respectively，and the column temperature was room temperature． Three compounds were identified as aloins A
and B and isoaloeresin D by using UV，IR，MS and NMR，and their purities were 98． 0%，96． 0% and 98． 9%，respec-
tively． The method was convenient，and active constituents with high purity could be obtained simultaneously，which pro-
vided conditions to investigate the constituents and their activities of Aloe vera．
Key words: Aloins A and B; isoaloeresin D; medium pressure preparative liquid chromatography ( MPLC)

芦荟为百合科( Liliaceae) 芦荟属( Aloe L． ) 多年
生常绿肉质植物。芦荟苷、异芦荟色苷 D 是芦荟的
主要药效成分

［1］。其中，异芦荟色苷 D 具有特别的
抗炎、抗氧化作用，已引起医药领域的高度关注，成
为研究开发的热点。同时，在芦荟成分分析的研究
中我们发现芦荟药材、芦荟叶提取物、芦荟产品中的
芦荟苷都是以光学异构体芦荟苷 A 和 B 的混合体
存在，两者的区别在于分子中 C-10 位的构型不同，
芦荟苷 A 为 R 型，芦荟苷 B 为 S 型。在溶液状态
下，芦荟苷 A和 B 之间可以相互转化，以往评价芦
荟制品的质量多以芦荟苷 A 和 B 混合物的含量作

为指标。两者的生物活性与毒性是否相同未见研究
报道，因此有必要对其进行分离纯化，对它们的生

图 1 异芦荟色苷 D以及芦荟苷 A和 B的化学结构
Fig. 1 Structures of isoaloeresin D and aloins A and B



物活性与毒性分别进行研究，在对芦荟制品中芦荟

苷的含量测定时，也应考虑单独测定以保证产品的

有效性与安全性。
国内外关于芦荟苷的研究多涉及提取方法与含

量测定
［3-6］，对于芦荟苷 A 和 B 的分离制备报道不

多
［7，8］，且均需结合柱层析分离，操作繁琐，实验耗

时长，效率不高。关于异芦荟色苷 D 的研究报道也
较少
［2］。本实验采用中压制备液相色谱从芦荟中
一次分离制备得到异芦荟色苷 D、芦荟苷 A 和芦荟
苷 B三种高纯度化合物，分离操作简单，产物纯度
高，制备量比较大，通过该方法可以制备得到足够量

的三种单体化合物，供药理、毒理研究以及分析测定
对照品用。

1 仪器与材料
1． 1 仪器

EZ Purifier Ⅲ快速中压制备系统( 上海利穗化
工科技有限公司) ，PC 软件工作站。Waters1525 高
效液相色谱仪，Waters717 型自动进样器，2996 型二
极管阵列检测器，Empower 色谱工作站( 美国 waters
公司) 。TSQ型三重四极杆液相色谱-串联质谱联用
仪( 美国 San Jose 公司) ，Finnigan Surveyor MS 泵，
Finnigan Surveyor自动进样器，Xcalibur 1． 3 工作站，
LC Quan 数据处理软件 ( 美国 Thermo Finnigan 公
司) 。TENSOR37 紅外光谱仪 ( 德国 Bruker 公司) 。
Bruker Avance III 400 MHz核磁共振仪( 德国 Bruker
公司) 。LCMS-IT-TOF 高分辨质谱仪 ( 日本岛津公
司) 。SY-1000E多用途恒温超声提取机( 北京弘祥
隆生物技术开发有限公司) ，DZF-6051 SH型真空干
燥箱( 益恒实验仪器有限公司) ，CHRIST ALPHA 1-
4LSC( 德国马丁·克莱斯特冷冻干燥设备有限公
司) ，AL204 型电子天平( 瑞士 Metter Toledo 公司) ，
Dragon-med 移液枪 ( Toppette 公司) ，RE-3000 旋转
蒸发仪( 上海亚荣生化仪器厂) 。
1． 2 材料
芦荟苷 A 对照品( 中国药品生物制品检定所，

110787-200504) ，甲醇( 色谱纯，TEDIA 公司) ，甲醇
( 分析纯，天津市富宇精细化工有限公司) ，丙酮( 分

析纯，天津市富宇精细化工有限公司) ，乙酸 ( 分析

纯，广州化学试剂厂) ，超纯水( PureLab Ultra超纯水
系统，英国 ELGA公司) 。芦荟药材粉末，云南元江
万绿生物有限公司。

2 试验方法
2． 1 实验方法
2． 1． 1 色谱条件
制备色谱条件: SCO 柱 ( 40 cm × 26 cm) ，自填

充 ODS-AQ30 ～ 50 μm 填料; 流动相: 甲醇-0． 5%乙
酸水( 体积比为 33 ∶ 67 ) ; 流速: 20 mL /min; 柱温为
25 ℃ ;检测波长: 254 nm;收集波长: 356 nm;进样体
积: 1． 2 mL
分析色谱条件: Nucleodur C18色谱柱( 250 mm ×

4． 6 mm，5 μm) ;流动相: A: 0． 5%乙酸水溶液，B:甲
醇;洗脱程序( 0 ～ 20 min: 60% A － 33% A，40% B －
67%B; 20 ～ 22 min，33% A － 60% A，67% B － 40%
B) ;流速: 1 mL /min;柱温为 25 ℃，DAD扫描波长范
围为 190 ～ 370 nm，紫外检测波长为 254 nm 和 356
nm，进样量为 10 μL。
2． 1． 2 分离样品的制备
称取 25． 0 g芦荟药材粉末，置于 1000 mL 烧杯

中，加入 500 mL丙酮，搅匀，超声 30 min 后离心，收
集上层清液，于旋转蒸发仪 60 ℃回收溶剂，所得浸
膏于真空干燥箱 60 ℃减压干燥，得到棕黄色有光泽
的芦荟粗提物粉末，密封保存于 10 ℃以下，备用。
2． 1． 3 分析样品的制备
取上述芦荟粗提物粉末 0． 511 g，用适量 75%

甲醇超声溶解，配制成 200 mg /mL 的溶液，过 0． 45
μm微孔滤膜，样品供分析用。
2． 1． 4 样品分析
取 2． 1． 3 项下的样品溶液适量，用甲醇稀释 20

倍后进行分析。芦荟粗提物的分析结果［2］见图 2，
其中成分 1 ～ 3 分别为异芦荟色苷 D ( isoaloeresin
D) 、芦荟苷 B( aloin B) 和芦荟苷 A( aloin A) 。

图 2 芦荟粗提物 HPLC分析图谱
Fig. 2 HPLC chromatogram of the crude extract of aloe

2． 1． 5 样品分离纯化
取 2． 1． 3 项下的芦荟样品溶液，按 2． 1． 1 项下

的中压制备色谱条件进行分离纯化，进样 1． 2 mL，
根据收集波长记录曲线分别精确收集异芦荟色苷
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D、芦荟苷 A和芦荟苷 B所在部分的洗脱液，用旋转
蒸发仪回收甲醇后，减压干燥得到异芦荟色苷 D 的
黄色固体粉末，经冷冻干燥分别得到芦荟苷 A 和芦
荟苷 B的淡黄色疏松粉末。图 3 为异芦荟色苷 D、
芦荟苷 A和芦荟苷 B 的制备色谱图，提取纯化率分
别为 85． 8%，30． 3%和 32． 7%。

3 结果与讨论
3． 1 纯度检查
分别取 2． 1． 5 项下分离纯化得到的异芦荟色苷

D、芦荟苷 A 和芦荟苷 B 粉末适量，用甲醇溶解，
0. 45μm的微孔滤膜过滤，用分析型高效液相色谱仪

图 3 样品的制备色谱图
Fig. 3 MPLC chromatogram of the sample

分析，按峰面积按归一化法计算出异芦荟色苷 D、芦
荟苷 A、芦荟苷 B 的纯度分别为: 98． 0%、96． 0%和
98． 9%。图 4 为制备获得的三种组分的 HPLC 纯度
分析图。

图 4 化合物 1 ～ 3 的 HPLC纯度分析图
Fig. 4 HPLC chromatograms of compounds 1-3 ( a-c)

3． 2 结构鉴定
经 UV、IR、MS、NMR 等光谱鉴定，确定化合物

1、2 和 3 分别为异芦荟色苷 D、芦荟苷 B、芦荟苷 A。
化合物 1 为黄色固体，UV ( MeOH ) λmax :

229. 1，299. 9 nm; IR ( KBr ) νmax : 3446，1649，1602，
1514，1383 cm-1 ; HR-MS m/z: 555. 1891 ［M –
H］– ; 1H NMR( CD3OD，400 MHz) δ: 6. 04( 1H，s，H-
3) ，6. 79 ( 1H，s，H-6 ) ，3. 88 ( 3H，s，7-OCH3 ) ，2. 76
( 2H，d，J = 8. 3 Hz，H-9 ) ，4. 25 ( 1H，m，H-10 ) ，1. 35
( 3H，d，J = 6. 2 Hz，H-11 ) ，2. 72 ( 3H，s，H-12 ) ，4. 98
( 1H，d，J = 10. 0 Hz，H-1') ，5. 58 ( 1H，t，J = 9. 9 Hz，
H-2') ，3. 47( 1H，m，H-5') ，3. 78( 2H，m，H-6') ，6. 11
( 1H，d，J = 15. 9 Hz，H-2'') ，7. 29 ( 1H，d，J = 15. 9
Hz，H-3'') ，7. 51 ( 2H，d，J = 8. 9 Hz，H-5''，H-9'') ，
6. 75 ( 2H，J = 8. 6 Hz，H-6''，H-8'') ; 13 C NMR
( CD3OD，100 MHz) δ: 167. 4 ( s，C-2 ) ，112. 5 ( d，C-
3) ，182. 3( s，C-4) ，116. 8 ( s，C-4a) ，144. 6 ( s，C-5 ) ，
112. 6( s，C-6) ，162. 0( s，C-7) ，111. 8( s，C-8) ，159. 6
( s，C-1a) ，44. 6( t，C-9 ) ，66. 0 ( d，C-10 ) ，23. 7 ( q，C-
11) ，23. 6 ( q，C-12 ) ，57. 1 ( q，7-OCH3 ) ，72. 3 ( d，C-
1') ，83. 0 ( d，C-2') ，77. 9 ( d，C-3') ，72. 8 ( d，C-4') ，

73. 8 ( d，C-5') ，63. 1 ( t，C-6') ，168. 0 ( s，C-1'') ，
114. 7( d，C-2'') ，146. 6 ( d，C-3'') ，127. 0 ( s，C-4'') ，
131. 1 ( d，C-5''，C-9'') ，117. 2 ( d，C-6''，C-8'') ，
161. 3( s，C-7'') 。以上数据与文献［9］报道的异芦荟
色苷 D一致。
化合物 3 色谱保留时间与芦荟苷 A 对照品一

致;紫外光谱一致; 改变色谱流动相极性后，色谱保

留时间仍然与芦荟苷 A 对照品一致; 经 LC-MS /MS
分析两者分子离子峰 m/z均为 417［M-H］–，碎片离
子相同;红外光谱与对照品一致，故可以确定化合物

3 是芦荟苷 A。
化合物 2 紫外光谱与化合物 3 相同; LC-MS /MS

分析分子离子峰 m/z为 417［M-H］–，二级质谱图与
3 完全相同，结合样品的来源和处理方法的一致，红
外光谱与对照品一致，可以确定 2 为芦荟苷 B。
3． 3 讨论
制备色谱条件可以由高效液相色谱分析条件线

性放大并优化而得到。但不同于分析色谱，制备色
谱要求在达到一定分离度的前提下尽可能获得较多

的产品，因此制备色谱不是分析色谱的简单放大，放

大过程通常要考虑色谱柱尺寸、填料、流量、操作压
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力、进量、产品纯度、回收率以及色谱分离效果等因
素
［10］。利用线性放大技术，考虑从以下几方面对制
备条件进行优化:

3. 3. 1 填料粒径及柱尺寸
相关研究

［11］
表明在中压制备液相色谱中，填料

粒径直接影响着柱效、负荷能力及压力。使用小颗
粒填料，可以获得较高的柱效。故本实验采用粒径
30 ～ 50 μm 的 C18硅胶填料，芦荟苷 A 和 B 可以获
得较理想的分离。增加柱长，可以明显的提高分离
度，故采用 40 cm柱长。
3. 3. 2 洗脱梯度
由于样品中三个目标组分所占的比例较大，在

分析型高效液相色谱条件的基础上，利用反相色谱

方法制备时，分别采用 26%、28%、30%、33%甲醇
水溶液( 含 0. 5%乙酸) 的溶剂系统等度洗脱，发现
出峰时间和分离总时间变化不大，约为 4 h，当选用
33%甲醇-0. 5%乙酸水溶液洗脱时，难分离的芦荟
苷 A和 B基本可实现基线分离( 见图 3) ，分离效果
最好，因此最终选择该条件等度洗脱。
3. 3. 3 进样量及流速
流速过大会使各组分分离度下降，流速过低则

使样品出峰时间推迟、峰变宽，为缩短分离时间并保
持良好的分离度，将流速定为 20 mL /min。文献［12］

表明，在分离度满足要求的前提下，制备型 HPLC 中
可以采用小的进样体积但增加样品浓度 ( 质量超

载
［13］) ，或保持较小的样品浓度但增加进样体积( 体

积超载) 两种操作方式，提高制备量。本实验中，逐
步增加样品上柱量 100、200、240 mg直至 300 mg，分
别考察了进样体积 2、1. 5 mL和 1. 2 mL时的分离效
果，结果表明进样体积增大，色谱峰的分离度下降，

在进样体积为 1. 2 mL 时目标组分峰之间有良好分
离。因此本实验选择控制进样量，增加样品浓度的
方法获得较大的制备量，最终的条件是进样体积

1. 2 mL，进样量 240 mg。
3. 3. 4 样品溶解条件
选择的溶剂应该对样品的溶解度高，不影响分

离效果，容易处理。本文比较了丙酮、乙醇、甲醇及
75%甲醇溶液，其中经 75%甲醇溶液溶解的样品在
制备柱上的洗脱色带最均匀，对样品的分离效果最

好。故实验采用 75%甲醇溶液溶解样品，合适的浓
度为 200 mg /mL。
3. 3. 5 样品回收
羟基蒽醌类的芦荟苷稳定性差，相关研究表明，

芦荟苷 A 和 B 在一定条件下可以相互转化，在乙
醇、甲醇、水中稳定性依次递减［14］。对光、热、氧均
不稳定，不宜加热处理，应注意低温避光保存，相对

稳定的环境为: 温度 4 ℃，避光( 固态) 以及 pH = 1
的酸性环境( 液态) ［15］。因此将收集的流分先用旋
转蒸发仪 30 ℃条件下除去甲醇，再经冷冻干燥除去
水分，得到淡黄色疏松粉末。.

4 结论
芦荟苷 A 和 B 一般在正相高效制备色谱中都

较难实现基线分离，且芦荟苷 B 不稳定，目前市场
上也只见到芦荟苷 A的对照品，未见芦荟苷 B 的对
照品出售。已有的方法多采用硅胶柱层析与制备液
相色谱相结合，需反复操作，长时间的分离过程中，

芦荟苷 A、B 会发生转化，使分离效力大大降低，不
利于工业化生产。而本文采用中压制备系统通过调
整色谱条件，一次性分离出芦荟中三个目标成分，具

有简便快捷、自动化程度高、效率高等优点，所得的
高纯度产品可作为分析测定的对照品和供医药学研

究使用，也为工业化的生产奠定了基础。
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min、温度 58 ℃、功率 300 W、液料比 14∶ 1 ( mL∶ g) 、
提取 2 次。
黑莓果渣提取物对应花色苷含量与清除

DPPH·活性之间呈正的直线相关，由此可以初步推
断黑莓果渣中花色苷为其主要清除自由基活性物

质。
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