
0． 003 7%，而正己烷、苯、对二甲苯、邻二甲苯、苯乙

烯和 1，2-二乙基苯等均未检出。
3 讨论

3． 1 本实验采用顶空自动进样技术，使待测物挥发

后直接进样检测分析，免去样品的萃取、浓缩等前处

理步骤，缩短样品处理时间，提高样品处理效率，还

可以避 免 长 时 间 放 置 对 样 品 最 终 检 测 结 果 的 影

响［10］。同时顶空进样也可以避免待测样品中非挥

发性组分对色谱柱的污染。结果表明该方法准确、
可靠、快速、灵敏，适用于贯叶金丝桃大孔树脂提取

物中有机残留溶剂的控制。
3． 2 溶剂的选择 由于待测定成分较多且残留物

含量较少，导致峰面积小，故先后摸索了几种溶剂，

如二甲基甲酰胺、二甲亚砜和十二烷基硫酸钠溶液

等，发现十二烷基硫酸钠溶液对测定干扰较小且溶

解度适宜。当十二烷基硫酸钠溶液的浓度为 0． 6%
时，各有机溶剂的响应即峰面积最大，因此选择其做

为测定溶剂。
3． 3 顶空温度与加热时间的选择 待测定的各有

机溶剂的沸点在 69 ℃ ～178 ℃范围内，考虑到本法

采用的溶剂为水溶液，故顶空加热温度选择在 120
℃ ; 顶空加热时间经考核，10 min 和 15 min 各成分

的峰面积一致，25 min 峰面积均略为增加，但加热时

间太长水溶液易爆沸，故确定加热时间为 15 min。
3． 4 采用本实验建立的顶空气相色谱法对 3 批贯

叶金丝桃大孔树脂提取物中有机残留物进行测定，

结果显示 3 批样品中除含有微量甲苯外，其余有机

溶剂均未检出，符合根据中国药典 2010 年版二部附

录Ⅷ P“残留溶剂测定法”［11］和国家药品审评中心

“大孔吸附树脂分离纯化技术专题讨论会会议纪

要”［12］的规定。
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应用高速逆流色谱一次性分离白豆蔻中 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮
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摘要: 目的 研究高速逆流色谱分离白豆蔻中黄酮醇类活性成分的方法。方法 利用高速逆流色谱技术，采用正己烷-

乙酸乙酯-甲醇-水作为两相溶剂系统，上相为固定相，下相为流动相，转速为 900 r /min，体积流量为 1． 2 mL /min。结果

一次性从白豆蔻黄酮醇类物质中分离得到 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮。通过 EI-MS、1H-NMR 和13C-NMR 鉴定，HPLC

检测分析，纯度达 98%以上。结论 利用高速逆流色谱技术可从白豆蔻中分离制备 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮，分
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离度好，产物纯度较高。
关键词: 高速逆流色谱; 白豆蔻; 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮
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One step separation of 5-hydroxy-3，7，4'-trimethoxyflavone in Amomum kra-
vanh Pierre ex Gagnep by HSCCC

ZHU Yun-xia1， LIU Wen2， ZHANG Ji-quan2， SHEN Ping-niang2， WANG Ling-ling， ZHUO Chao1

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

Shanghai 201203，China)

ABSTRACT: AIM To research separating the active component in Amonum kravanh Pierre ex Gagnep by high
speed counter current chromatography( HSCCC) ． METHODS 5-hydroxy-3，7，4'-trimethoxyflavone，one flavo-
nol component of A． kravanh Pierre ex Gagnep，was one step separated by HSCCC． The solvents system used for
HSCCC was composed of hexane-ethyl acetate-methanol- water( 4∶ 4∶ 8∶ 4，v / v) ，with a rotation speed at 900
r /min and a flow rate at 1． 2 mL /min． And，the upper layer was used as the stationary phase，the sublayer was
used as the mobile phase． RESULTS The chemical composition was confirmed by EI-MS，1H-NMR and 13C-
NMR and its purity was analyzed by HPLC which was as high as 98% or above． CONCLUSION 5-hydroxy-3，7，

4'-trimethoxyflavone is fit to be separated and prepared by HSCCC with good resolution and high purity．
KEY WORDS: high speed counter current chromatography; Amomum kravanh Pierre ex Gagnep; 5-hydroxy-3，7，

4'-trimethoxyflavone

白 豆 蔻 又 名 白 蔻、豆 蔻，为 姜 科 植 物 白 豆 蔻

Amomum kravanh Pierre ex Gagnep 或 爪 哇 白 豆 蔻

Amonum compactum Soland． ex Maton 的干燥成熟果

实，按产地不同分为“原豆蔻”和“印尼豆蔻”。其

性温、味辛，归肺、脾胃经，有温中止呕、化湿行气之

功效。主治湿阻所滞、脾胃不和、脘腹胀满、不思饮

食、湿温初起、胸闷不饥、胃寒呕吐、食积不消，白豆

蔻是临床常用的芳香化湿药［1］。
白豆蔻和爪哇白豆蔻多以果实入药，含挥发油

和黄酮类成分，普遍认为主含挥发油，白豆蔻挥发油

中主要成分为 1，8-桉叶素，此外，含有 β-蒎烯，α-蒎
烯，丁香烯，龙脑乙酸酯，α-松油醇、芳樟醇、葛缕酮、
金合欢醇、及对聚伞花素等。白豆蔻中黄酮类成分

主要是指甲基化的黄酮醇类化合物，包括 5-羟基-3，

7，4'-三甲氧基黄酮、5-羟基-3，7，3'，4'-四甲氧基

黄酮、3，7-二羟基-5，4'-二甲氧基黄酮、3-羟基-5，

7，4'-三甲氧黄酮、5，4'-二羟基-3，7-二甲氧基黄

酮、3，5，7，4'-四甲氧基黄酮、3，7-二羟基-5，3' ，

4'-三甲氧基黄酮、5，3'-二羟基-3，7，4'-三甲氧基

黄酮、3，5-二羟基-7，3'，4'-三甲氧基黄酮、3，5，

3'-三羟基-7，4'-二甲氧基黄酮、3，5，7，3'，4'-五甲

氧基黄酮等［2-3］。据药理学表明，5-羟基-3，7，4'-三
甲氧基黄酮具有防癌、抗癌、抗氧化、抗过敏、抗病

毒、抗真菌等多种生物活性。可见，研究此类化合物

的分离纯化具有较重要的意义［4］，化学结构式如图

1 所示。

图 1 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮

Fig． 1 Chemical structures of 5-hydroxy-
3，7，4'-trimethoxyflavone

黄酮醇类化合物的分离纯化方法很多，常见的

有柱层析、薄层层析、铅盐沉淀、硼酸络合、pH 梯度

萃取、溶剂萃取等，近年来，高速逆流色谱技术在天

然黄酮醇类活性成分的分离与纯化领域中应用越来

越多［5］。
高速逆流色谱( High-Speed Countercurrent Chro-

matography，HSCCC) 技术是近年来迅速发展的一种

新型液-液分离技术，它避免了样品的不可逆吸附、
损失和污染。由于使用的是溶剂体系，其组成和配

比可以无限多，从理论上讲可以适合于任何极性范

围的样品分离，具有很好的适应性; 它对样品的预处

理要求较低，一般的粗提物即可分离，分离效率高、
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重现性好［6-7］。由于其分离的快速性及被分离物质

回收的便捷性使得分离、纯化、制备可同步完成，近

年来，HSCCC 已经广泛应用于生物工程、天然产物、
食品和化妆品等各领域的分离制备，如黄酮类化合

物、生物碱、木脂素、蒽醌、大环内脂类、抗生素和胡

萝卜素类等天然活性成分的分离制备，并将 HSCCC
与质谱( HSCCC /MS) 联用，分析鉴定生物碱、木脂素

及三萜类化合物等，均取得了满意的结果［8-9］。本实

验首次采用 HSCCC，选择出合适的溶剂体系，从白

豆蔻中分离出黄酮醇类成分，且用此方法一次性制

备得到了高纯度的 5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮

纯品。
1 实验部分

1． 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 ( 美国 GE Healthcare ) ，HX-1050 恒温循环器

( 北京博医康) ，Agilent 1100 型高效液相色谱仪，包

括 DAD 检测器( 美国 Agilent 公司) 。
正己烷、乙酸乙酯、甲醇为分析纯，水为超纯水，

HPLC 所用甲醇为色谱纯试剂，白豆蔻药材由上海

康桥饮片有限公司提供。
1． 2 白豆蔻粗提物的制备

将白豆蔻粉碎为粗粉，取 200 g 粗粉加入 1600
mL 甲醇，回流提取 3 h 后，过滤，旋转蒸干，得棕黄

色浸膏 16． 3 g，作为进样物备用。
1． 3 HSCCC 的分离操作

两相溶剂体系选用正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水
( 4 ∶ 4 ∶ 8 ∶ 4) 进行 HSCCC 分离操作，使用前用分液

漏斗分开上下相，过滤，超声处理 20 min。将体积比

为 4 ∶ 1 的上、下相溶液以 10 mL /min 的体积流量泵

入管路，约 20 min 后停泵，启动并调整主机转速为

900 r /min，然后以 1． 2 mL /min 的体积流量将下相

泵入柱内，待上下相建立动态平衡，记录上相被推出

的体积，得上相保留着为 67． 5%［10］; 白豆蔻粗提物

用下相溶解，由进样阀进样; 设定紫外检测波长为

274 nm，接收目标成分，减压蒸干，TLC、HPLC 分析

分离结果。
1． 4 HPLC 分析条件

色谱柱: CAPCELL PAK C18 柱 ( 4． 6 mm × 250
mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水( 78 ∶ 22 ) ; 体积流量

1． 0 mL /min; 柱温: 室温; 紫外检测波长: 274 nm; 进

样量为 10 μL。
2 实验结果

2． 1 HSCCC 条件的选择与优化

本实验目标化合物为中等偏弱极性，因此选用

了三个体系进行选择与优化，即正己烷-乙酸乙酯-
甲醇-水、三氯甲烷-甲醇-水及环己烷-甲醇-水。分

配系数 K 值［11］由 HPLC 分析测定: 将适量的粗提物

放入等体积混合的上下相混合均匀，用 HPLC 分别

检测上、下相中目标化合物的峰面积，分别记为 AU

和 AL，则 K = AU /AL。最终 K 值取三次测定的平均

值，结果列于表 1。
表 1 样品组分在各溶剂体系中分配系数测定结果

Tab． 1 K values of two components in some
two-phase solvent systems

编号 溶剂系统 比例 / ( v /v) 分配系数 K 值

1 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水 4 ∶ 4 ∶ 4 ∶ 4 4． 34
2 4 ∶ 4 ∶ 6 ∶ 4 2． 59
3 4 ∶ 4 ∶ 6 ∶ 6 1． 99
4 4 ∶ 4 ∶ 8 ∶ 4 1． 62
5 4 ∶ 4 ∶ 8 ∶ 8 0． 87
6 环己烷-甲醇-水 3 ∶ 5 ∶ 3 4． 16
7 3 ∶ 6 ∶ 3 3． 73
8 三氯甲烷-甲醇-水 4 ∶ 5 ∶ 3 0． 64
9 4 ∶ 5 ∶ 5 0． 78

综合 K 值和实际分离情况，发现正己烷-乙酸乙

酯-甲醇-水( 4 ∶ 4 ∶ 8 ∶ 4 ) 对目标化合物的分离度最

高，且出峰时间合适，上相保留大，因而采用该体系

作为 HSCCC 分离的体系条件。
实验还研究了转速、体积流量及温度对分离效

果的影响，最终选用转速为 900 r /min、体积流量为

1． 2 mL /min、温度为室温。HSCCC-UV 图谱如图 2
所示，进样 30min 后开始出峰，3 h 内出 4 个峰，分别

对应收集流出液进行相关检测。
采用薄层色谱对 4 号峰进行分析，展开剂为三

氯甲烷-丙酮( 16 ∶ 4) ，用香草醛-浓硫酸溶液( 5% 香

草醛乙醇溶液与浓硫酸以 4 ∶ 1 比例混合) 显色，为

单一的橙红色斑点［12］。
采用上述方法，对 4 号峰经多次分离、富集后，

将收集所得组分蒸干后最终得到 3． 41 g 的淡黄色

针状结晶，所得收率为 1． 71%。
2． 2 结构鉴定

2． 2． 1 核磁共振( NMR) 对 HSCCC 分离峰的结构

分析 1H-NMR ( 500 MHz，CDCl3 ) δ: 12． 68 ( 1H，s，
5-OH) ，8． 08 ( 2H，d，J = 11，H-2'，H-6') ，7． 03
( 2H，d，J = 11． 5，H-3'，H-5') ，6． 45 ( 1H，d，J =
2． 5，H-8) ，6． 36( 1H，d，J = 2． 5，H-6) ，3． 92( 3H，

s，OCH3 ) ，3． 89 ( 3H，s，OCH3 ) ，3． 87 ( 3H，s，
OCH3 ) 。13C-NMR( 125 MHz，CDCl3 ) δ: 178． 8( C-4) ，
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165． 4 ( C-7) ，162． 0 ( C-4') ，161． 68 ( C-5) ，156． 76
( C-9) ，155． 97( C-2) ，138． 87( C-3) ，130． 17( C-2'，
C-6') ，122． 82 ( C-1') ， 114． 06 ( C-3'， C-5') ，

106． 06( C-10) ，97． 82 ( C-6 ) ，92． 16 ( C-8 ) ，60． 1
( 3-OCH3 ) ，55． 8( 4'-OCH3 ) ，55． 4( 7-OCH3 ) 。对比

参考文献［13-15］，可确定为 5-羟基-3，7，4'-三甲

氧基黄酮。

图 2 白豆蔻粗提物 HSCCC 分离图

1． HSCCC 分离峰 1( 35-60 min 之间收集) 2． HSCCC 分离峰 2( 77-

89 min 之间收集) 3． HSCCC 分离峰 3 ( 94-116 min 之间收集 4．

HSCCC 分离峰 4( 128-147 min 之间收集)

Fig． 2 HSCCC chromatogram of crude extract from A．
kravanh Pierre ex Gagnep

1． HSCCC peak fraction 1 ( collected during 35-60 min) 2． HSCCC

peak fraction 2 ( collected during 77-89 min) 3． HSCCC peak fraction

3 ( collected during 94-116 min) 4． HSCCC peak fraction 4 ( collected

during 128-147 min) ．

2． 2． 2 质谱( ESI-MS) 对 HSCCC 分离峰的结构分

析 ESI-MS: m/z ( % ) : 328 ( ［M］+ ，100 ) ，329
( 15) ，327( 85) ，309 ( 12) ，285 ( 32 ) 。以上数据与

5-羟基-3，7，4'-三甲氧基黄酮的相对分子质量吻

合。
2． 3 纯度分析

将目标成分按照上述 HPLC 色谱条件进行分

析，根据面积归一化法，纯度达到 98% 以上，结果见

图 3 所示。
2． 4 回收率计算

采用外标法可以计算得到药材中 5-羟基-3，7，

4'-三甲氧基黄酮的实际含有量，取三次计算的平均

值为 1． 79%。将 分 离 得 到 的 相 对 标 准 品 的 量

( 1． 71% ) 除以 1． 79%，即可得到 5-羟基-3，7，4'-三
甲氧基黄酮的回收率为 95． 5%。
3 讨论

常规的分离技术，HSCCC 技术预处理简单方

便，耗时短，分离纯度高，回收率高。在以后的应用

过程中，可采用 HSCCC 与常规分离方法相结合，进

一步提高分离效率，使其更广泛的应用于中药分离

领域。

图 3 白豆蔻粗提物( A) 及 HSCCC 分离峰 4( B) 的 HPLC
图谱

Fig． 3 HPLC chromatograms of crude extract from A． kra-
vanh Pierre ex Gagnep( A) and HSCCC peak frac-
tions4( B)
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摘要: 目的 对维药没食子进行血清药物化学的初步研究。方法 建立维药没食子及口服没食子后大鼠血清指纹图谱

的高效液相色谱分析方法，比较没食子水提取物、没食子常规的粉末含药血清、超微粉含药血清、提取物含药血清和空白

血清 HPLC 指纹图谱，推断口服没食子后，大鼠血清中的原型成分及代谢产物。结果 口服没食子后，在大鼠血清中发

现了 4 个入血成分，其中 3 个为没食子中的原型成分，1 个可能为原型成分的代谢产物。结论 入血成分及移行成分可

能成为没食子在体内的直接作用物质，对其进行进一步的分离、鉴定，能更好地阐明没食子的作用物质。
关键词: 没食子; 血清药物化学; HPLC 指纹图谱
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中药血清药化是以血液中的有效成分为研究对

象，采用现代分析方法鉴定口服中药后血清中药源

性成分及移行成分，它能够直观地分析中药口服后

的血液中的形态表现，快速寻找药效物质基础。没

食子 Galla Turcica 是新疆维吾尔医常用药，它是没

食子蜂科昆虫没食子蜂 Cynips gallae-tinctorice Oliv．
的幼虫，寄生于壳斗科植物没食子树 Quercus infecto-
ria Oliv． 幼枝上，所产成的虫瘿。没食子富含鞣质，

约占 50% ～ 70%，其次为没食子酸、丙酸、树脂等。
其中没食子鞣质具有收敛、抗炎、镇痛、抗免疫、抗病

毒、降血脂、降血糖［1-2］等作用。而没食子鞣质是在

体内以何种形式发挥作用，至今尚未见有报道，本研

究在建立没食子高效液相色谱指纹图谱的同时，应

用血清药物化学方法，分析比较没食子粉末与提取

物含药血清指纹图谱，快速分析和筛选没食子活性

成分，研究其可能的作用物质基础。
1 仪器与试药

1． 1 仪器

高效液相色谱仪: Waters1525 二元泵高效液相

色谱仪，Waters 2996 二极管阵列检测器，Waters2996
紫外检测器，Empower 数据采集系统( 美国) ; TGL-
16B 型 离 心 机 ( 上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂 制 造 ) ;
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