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应用高速逆流一次性分离川芎中的蛇床内酯 A 和 Z-蒿本内酯
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摘要:目的:研究高速逆流色谱分离川芎活性成分的方法。方法:应用高速逆流技术一次性从川芎挥发油中分离出主要

成分蛇床内酯 A 和 Z-蒿本内酯。采用两相溶剂系统正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水的四元体系，上相为固定相，下相为流动

相，转速为 892RPM，流速为 1. 2 mL /min。结果:经过 EI-MS 和
1H-NMR 的鉴定，可以分别确认是蛇床内酯 A 和 Z-蒿本内

酯，纯度可以达到 95%。结论:高速逆流色谱技术适合应用于分离内酯类这种极性较小的成分，分离度好，产物纯度较

高。
中图分类号:R283. 6 文献标识码:A 文章编号:1001-1528(2010)05-0764-04

One step separation and preparation of senkyunolide A and Z － ligustilide in Li-
gusticum chuanxiong Hort by high speed counter current chromatography

LIU Wen1， WU Ping-li1， ZHUO Chao1， ZHANG Ji-quan2， SHEN Ping-niang2

(1. School of Pharmacy，East China University of Science and Technology，Shanghai，200237; 2. National Engineering Research Center for TCM，Shang-

hai，201203，China)

KEY WORDS: high speed counter current chromatography; Ligusticum chuanxiong Hort; senkyunolide A; Z-ligu-
stilide
ABSTRACT: AIM: To research how to separate the active component in Ligusticum chuanxiong Hort by high
speed counter current chromatography. METHODS: Senkyunolide A and Z-ligustilide，the main components of
volatile oil in Ligusticum chuanxiong Hort were one step separated by high speed counter current chromatography.
n-hexane-ethyl acetate-ethanol-water，1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1( v / v)，was used as the solvent system for HSCCC. Top phase
and bottom phase were respectively used as static phase and mobile phase. Optimum speed and flow rate were 900
r /min and 1. 2 mL /min respectively. RESULTS: Collected fractions were analyzed by HPLC and identified by EI-
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MS and 1HNMR. Purity could reach more than 95% . CONCLUSION: Lactone is fit to be separated and prepared
by high speed counter current chromatography with good resolution and high purity. We find a fast and efficient way
to separate these.

川芎为伞形科藁本属植物川芎 Ligusticum chua-
nxiong Hort. 的根茎，始载于《神农本草经》。其性

温，味辛，微苦，具有活血行气、祛风止痛功效。主治

血瘀气滞所致月经不调，痛经经闭，肝郁气滞而致血

行不畅的胸胁疼痛、头痛、风寒湿痹、跌打肿痛等。
川芎挥发油含有多种苯酞化合物，其中 Z-蒿本

内酯(Z-Ligustilide)含量最高，超过 1. 0%［1］，其次为

蛇床内酯 A ( Senkyunolide A)。据报道，蒿本内酯

与蛇床内酯可以抑制血小板凝聚，松弛子宫、气管与

血管平滑肌，可用于治疗咳嗽、月经不调和高血压

等
［2-3］。

图 1 蛇床内酯 A 和 Z-蒿本内酯的结构

Fig. 1 The construction of senkyunolide A and

Z-ligustilide

蒿本内酯与蛇床内酯结构均极不稳定，短时间

内即可转换结构
［4］。传统的分离方法不适于蒿本

内酯的分离，虽然也有文献报道用半制备高效液相

色谱法、毛细管电泳分离蒿本内酯，但难以避免固相

对分离物的吸附。
高 速 逆 流 色 谱 ( High-Speed Counter-Current

Chromatography，HSCCC)是近几十年来发展起来的

液-液色谱分离技术。此项技术不需要固相载体，只

需要被分离物在两相中分配，避免了固相载体带来

的大量样品吸附、损失与污染等问题，样品回收率

高，预处理及后处理都简便易行，已广泛应用于分

离
［5-6］。

本研究应用 HSCCC 一次性分离了 Z-蒿本内酯

和蛇床内酯 A，取得了良好的分离效果。
1 仪器与试剂

TBE-300A 型高速逆流色谱仪( 上海同田生化

有限公司)，KTA purifier P-900 泵，UV-900 紫外检

测器(GE Healthcare 美国)，HX-1050 恒温循环器

( 北 京 博 医 康)，Agilent 1100 高 效 液 相 色 谱 系 统

(Agilent 美国)DAD 检测器，实验室超级纯水器( 上

海赛鸽电子科技有限公司)。
正己烷、乙酸乙酯、乙醇均为分析纯，水为超纯

水，乙腈为色谱纯。川芎药材由上海康桥饮片有限

公司提供。
2 分离试验用粗提物的制备

称取川芎生药材 100 g，粉碎成细粉，加入 600
mL 乙醇，加热回流提取，提取 3 次，每次 2 h，过滤，

减压蒸干，得 39 g 棕黄色浸膏备用。
3 溶剂体系分配系数的测定

在溶剂系统的选择中，样品组分的分配系数的

测定是相当重要的准备工作，分配系数是样品组分

在溶剂系统上下相中样品组分在溶剂系统中的分配

系数 K 接近于 1(即 0. 2—3)，即分配系数在此范围

内时即可用来分离目标产物，溶剂系统适合分离目

标成分。
根据文献

［7］
报道，选择正己烷-乙酸乙酯-乙醇-

水溶剂系统为基础，进行分配系数的筛选研究。
称取浸膏 1. 0 g 左右，共称取 6 份，放入 20 mL

的具塞试管中，按照表 1 中的溶剂体系，各配制 10
mL，分层后，上下层各取 2 mL 加入到上面的试管

中
［8］，给予充分的振荡，摇匀后，再静置分层，将各

个溶剂体系的上下相分别蒸干，使用甲醇溶液定容

到 1 mL 的量瓶中，经过针式滤器过滤后，用高效液

相色谱计算分配系数。
4 高速逆流色谱分离试验过程

根据分配系数测定的结果，两相溶剂系统采用

正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水(1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1)，临用前分

开上下相，超声 30min。以溶剂系统的上相为固定

相，下相为流动相，以 9 mL /min 的流速将上相泵入

管路，待固定相充满整个管路后，停泵，启动主机，把

转速调至 892RPM，然后以 1. 2 mL /min 的流速泵入

流动相。当上下相平衡时，记录固定相流出的体积，

计算得到固定相保留值 0. 53。供试品 100 mg 溶解

于 50 mL 流动相，浓度为 10 mg /mL，进样量为 10
mL，以 1. 2 mL /min 的流速泵入流动相。紫外检测

波长为 280 nm，根据紫外检测谱图，收集各峰的组

分，将各峰对应的收集液分别浓缩，干燥。用 HPLC
及 TLC 检测。
5 结果

5. 1 分配系数测定结果

采用文献报道的 HPLC［14］
测定方法分析，溶剂

体系的分配系数计算结果如表 1。根据溶剂系统的
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选择原则，选取 3、5 和 6 号体系进行分离试验考察，

结果表明，3 号体系可以达到最佳分离效果。
表 1 样品组分在各溶剂体系中分配系数测定结果

Table 1 The K-value of different solvent system

序号 溶剂体系
分配系数

(蛇床内酯 A)

分配系数

(Z-蒿本内酯)

1
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 3 ∶ 7)

3. 19 1. 73

2
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 4 ∶ 6)

9. 79 5. 18

3
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 5 ∶ 5)

4. 47 2. 37

4
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 5. 5 ∶ 4. 5)

5. 86 3. 00

5
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 5. 8 ∶ 4. 2)

2. 39 1. 61

6
正己烷-乙酸乙酯-乙醇-水
(5 ∶ 5 ∶ 6 ∶ 4)

2. 80 1. 87

5. 2 分离结果

川芎粗品的 HSCCC 见图 2。进样 60 min 后开

始出峰，7 h 内出 5 个峰，分别对应收集流出液。根

据已有文献的液相条件来初步确定成分，峰 4 为蛇

床内酯 A，峰 5 为 Z-蒿本内酯。

图 2 川芎高速逆流色谱技术分离结果

Fig. 2 The HSCCC result of the separation of
Ligusticum chuanxiong Hort

5. 3 结构鉴定

5. 3. 1 核磁共振(NMR) 对 HSCCC 分离峰的结构

分析

Z-蒿本内酯: 1 H-NMR(500 MHz，CDCl3，TMS)

δppm:6. 24(1 H，d，J = 9. 7，H-7)，5. 95(1 H，dt，J =
9. 5，4. 4，H-6)，5. 20(1 H，t，J = 7. 6，H-8)，2. 60(2
H，m，H-4)，2. 42(2 H，m，H-5)，2. 38(2 H，m，H-9)，

1. 48(2 H，tq，J = 7. 4，7. 8 H-10)，0. 92(3 H，t，J =
7. 4，H-11)。以上数据与关于蒿本内酯的文献

［9-10］

一致。
蛇床 内 酯 A: 1 HNMR (CDCl3 ): 1 H-NMR (500

MHz，CDCl3，TMS) δppm:6. 18 (1 H，dt，J = 9. 6，

2. 0，H-7)，5. 92(1 H，dt，J = 9. 6，3. 8，H-6)，4. 90(1
H，dd，J = 7. 7，3. 8，H-3)，2. 48(2 H，m，H-4)，2. 48

(2 H，m，H-5)，1. 9 (1 H，m，H-8)，1. 45 (1 H，m，H-
8)，1. 3 (2 H，m，H-9)，1. 3 (2 H，m，H-10)，0. 9 (3
H，t，J = 7. 1，H-11)。以上数据与关于蛇床内酯 A
的文献

［11-12］
一致。

5. 3. 2 EI-MS 对 HSCCC 分离峰的结构分析

Z-Ligustilide: EI-MS: m/z 190. 1 ［M + ］，161，

148，134，105，77，55，Senkyunolide A: EI-MS: m/z
192. 1 ［M + ］，163，135，133，105，79。以上数据与关

于 Z-蒿本内酯及蛇床内酯 A 的文献
［13］

一致。
5. 3. 3 HPLC 对 HSCCC 分离峰的纯度分析

分别精密称量 4 号峰和 5 号峰干燥物质 3. 1
mg、2. 4 mg，用甲醇完全溶解，10 mL 定容，过滤，得

供试品溶液。按照文献
［14］

给出的高效液相色谱条

件，进样量为 10 μL。
根据面积归一化法，并且与空白试验结果进行

比对，可以得到蛇床内酯 A 的纯度为 99. 3%，Z-蒿
本内酯的纯度为 97. 7%。
5. 3. 4 回收率的计算

以分离得到的相对标准品的量与药材中蛇床内

酯 A 和 Z-蒿本内酯实际测得药材中含量之比，可计

算得出蛇床内酯 A 及 Z-蒿本内酯的回收率。计算

可知，蛇 床 内 酯 A 的 回 收 率 较 高，可 以 达 到

96. 61%，相 比，Z-蒿 本 内 酯 的 回 收 率 可 以 达 到

80. 08%。
6 讨论

使用高速逆流色谱技术分离出川芎挥发油中的

两个成分未见报道，我们首次使用此技术，一次性完

成两个成分的分离及制备，得到两个活性成分———
蛇床内酯 A 和 Z-蒿本内酯，并且纯度均达到 95%以

上;蛇床内酯的回收率为 96. 61%，Z-蒿本内酯的回

收率为 80. 08%，推测残留一部分在固定相当中。
蛇床内酯 A 与 Z-蒿本内酯的稳定性差，使用普通的

柱层析分离，耗时长，不易保存和纯化;而半制备及

制备型液相分离方法成本较高，均不适于快速、大量

的制备分离 Z-蒿本内酯和蛇床内酯 A。而 HSCCC
分离过程短，避免传统方法带来的固相吸附，预处理

简单，成本较低，成分得率高，后处理简便易行。说

明 HSCCC 对于分离稳定性差的物质具有较大优势。
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摘要:目的:考察不同工艺因素对滋肾宁神胶囊中芍药苷含量的影响，初步探讨芍药苷热降解动力学，进而优化工艺。方

法:采用高效液相色谱法测定不同工艺因素制备的滋肾宁神胶囊中间体中芍药苷的含量。结果:滋肾宁神胶囊制剂工艺

过程中加热温度及时间是影响芍药苷含量的主要因素;芍药苷在复方水提液中热降解反应符合一级反应方程，随温度的

升高热降解速率常数 K 显著增大。结论:滋肾宁神胶囊制剂工艺过程应避免高温及长时间受热;采用减压浓缩及真空干

燥可降低芍药苷降解速率，明显减少芍药苷损失。
中图分类号:R944 文献标识码:A 文章编号:1001-1528(2010)05-0767-03

滋肾宁神胶囊是由炒白芍、制何首乌、熟地黄、
五指毛桃等十六味药制成的胶囊剂，具有滋补肝肾、
宁心安神的功效。用于治疗肝肾亏损、头晕耳鸣、失
眠多梦、怔忡健忘、腰酸遗泄、神经衰弱等症。滋肾

宁神胶囊是由国家卫生部药品标准收载的中药保护

品种滋肾宁神丸改进而成
［1］。方中炒白芍具有养

血和阴、补肝肾之功效，笔者在滋肾宁神胶囊的工艺

研究中发现，其指标成分芍药苷化学性质较不稳定，

受工艺因素影响较大。本文从提取、浓缩、干燥工艺

及其参数等方面入手，考察了不同制剂工艺因素对

芍药苷含量的影响。
1 仪器与试药

DIONEX SUMMIT P680 高效液相色谱仪( 美国

戴安公司);试验室专用超纯水机(重庆利迪现代水
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