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高速逆流色谱对大黄蒽醌类成分的分离研究
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摘 要:利用高速逆流色谱对大黄中的 5 个蒽醌活性成分进行了分离，当两相溶剂系统的组成是石油醚∶ 乙酸乙

酯∶ 甲醇∶ 水 = 8∶ 2∶ 8∶ 1 时，分离出大黄素; 当两相溶剂比为 3∶ 4∶ 3∶ 2 时，分离出大黄酸和芦荟大黄素; 当溶剂比

为 12∶ 2∶ 12∶ 1 时，分离出大黄酚和大黄素甲醚; 经高压液相色谱检测大黄素、大黄酸和芦荟大黄素、大黄酚和大

黄素甲醚的含量分别为 98． 81%、99． 15%、98． 51%、98． 89%和 98． 16%。
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Separation of Anthraquinone from Rhubarb by High Speed
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Abstract: Five anthraquinones from Rhubarb were separated by high speed countercurrent chromatography． When two-
phase solvent system composition was petroleum ether: ethyl acetate: methanol: water ( 8∶ 2∶ 8∶ 1) ，emodin was obtained．
Rhein and aloe emodin were separated when the proportion of solvents was 3∶ 4∶ 3∶ 2，while chrysophanol and rheochrysi-
din were separated at the proportion of solvents 12∶ 2∶ 12∶ 1． The purities of emodin，rhein，aloe emodin，chrysophanol and
rheochrysidin are 98． 81%，99． 15%，98． 51%，98． 89% and 98． 16% respectively by HPLC．
Key words: high speed countercurrent chromatography; aloe emodin; rhein; emodin; chrysophanol; rheochrysidin; separa-
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高速逆流色谱( HSCCC) 是一种连续高效的液-
液分配色谱分离技术，它无需任何固体支撑体或载

体，在短时间内实现样品在互不相溶的两相溶剂系

统中的高效分配，从而实现样品分离，同时样品的利

用率非常高
［1，2］。

大黄为 蓼 科 植 物 掌 叶 大 黄 ( Rheum palmatum
L． ) 、药用大黄 ( R． officinale Baill． ) 或唐古特大黄

( R． tanguticum Maxim． ex Balf． ) 的根及根茎，是我国

重要的传统中药之一，具有抗菌、抗病毒、消炎止血

及降血脂等多种功效，在临床上有重要作用。大黄

也是我国重要的出口药材，现在世界上许多国家将

大黄收录在药典中，可以说大黄已经成为世界性的

药物，各国的科学工作者对大黄所含的化学物质进

行了许多深入研究，以求建立起简便快速分离大黄

品种优劣的方法。目前从大黄属分离出成分 160 多

种，主要包括蒽醌类、蒽酚酮及其酯衍生物、双蒽酮

类等。大黄药用成分主要为大黄酸、大黄素、芦荟大

黄素、大黄酚和大黄素甲醚以及它们与糖苷生成的

结合型蒽醌
［3］．

1 材料和方法

1． 1 材料

HPD-100 大孔吸附树酯由沧州宝恩吸附材料科

技有限公司提供，大黄( Rheum palmatum L) 干燥根

茎由湖北省中药材公司提供。
1． 2 仪器与药品

OptichromeTM-A 半制备 J 型螺旋管行星式高速

逆流色谱仪; 江阴逆流科技有限公司生产; 检测器为

UV3000 紫外检测器。L-2000 型高压液相色谱; 日

本日立公司生产。5L /25 型低温冷却循环泵，由巩

义市予华仪器有限责任公司生产; 试剂均为分析纯，

1． 3 方法和条件



1． 3． 1 游离蒽醌的提取

将 10 kg 大黄干燥茎块切片，粉碎后过 2 号筛，

分别装入 5000 mL 三角瓶，加入量为三角瓶容量的

1 /5，分别倒入 95% 的乙醇。置入超声仪中超声 30
min，过滤出溶液后，回收溶剂。将回收的溶剂再倒

入三角瓶，继续超声，重复以上操作 3 次，得到乙醇

提取干浸膏。将乙醇干浸膏与氯仿按重量比 1∶ 5 比

例置入三角瓶里萃取超声，抽滤、浓缩萃取液，再将

回收的溶剂重新倒入装乙醇浸膏的瓶里继续超声萃

取、抽滤、浓缩，重复 3 次得到游离蒽醌的氯仿萃取

物。继续将氯仿萃取后的渣置入三角瓶中，用 20%
的硫酸和氯仿在水浴上回流 4 ～ 5 h，稍放冷，过滤，

分离出氯仿层，用水洗至中性，回收氯仿后，得到游

离蒽醌，合并 2 次提取物，得到总的游离蒽醌
［4，5］。

1． 3． 2 大黄素的分离

HSCCC 两相溶剂系统的组成是石油醚∶ 乙酸乙

酯∶ 甲醇∶ 水( 体积比为 8∶ 2 ∶ 8 ∶ 1 ) ，混合前总体积为

1L，充分摇匀后，在室温下静置过夜，使用前分离。
上相作为固定相，下相作为流动相，上相与下相的体

积比约为 2 ∶ 3。用甲醇清洗逆流的管柱，然后用空

气压缩机将甲醇吹出，用泵把固定相以 10 mL /min
速度泵入管柱，待管子的另一侧有固定相出来后停

止泵入固定相，然后主机反转 1100 r /min，以 3 mL /
min 泵入流动相，待流出来的液体与固定相的液体

产生浑浊，继续以 3 mL /min 泵入流动相，直到工作

站上的基线走平则柱子已平衡，取干燥后的游离蒽

醌的氯仿萃取物约 200 mg，用 20 mL 流动相超声溶

解，超滤后 ( 滤膜孔径为 0． 45 μm) 用注射器进样;

流动相的速度为 3 mL /min; 检测器的波长为 220
nm［6］。仪器检测出峰时开始收集流份，其监测图如

图 1，根据图 1 中的 3 个峰面积收集溶液，经 TLC 检

测，相同的化合物分为 3 组合并。

图 1 用 HSCCC 分离大黄素的监测图

Fig. 1 Separation of emodin by HSCCC

1． 3． 3 芦荟大黄素和大黄酸的分离

HSCCC 两相溶剂系统的组成是石油醚∶ 乙酸乙

酯∶ 甲醇∶ 水( 体积比为 3∶ 4∶ 3∶ 2 ) ，对收集的第 1 组

化合物继续分离，HSCCC 其他的操作条件和方法同

1． 3． 2 一样。仪器检测出峰时开始收集流份，其监

测图如图 2，根据图 2 中的 2 个峰面积收集溶液。

图 2 用 HSCCC 分离芦荟大黄素和大黄酸的监测图

Fig. 2 Separation of aloe emodin and rhein by HSCCC

1． 3． 4 大黄酚和大黄素甲醚的分离

HSCCC 两相溶剂系统的组成是石油醚∶ 乙酸乙

酯∶ 甲醇∶ 水( 体积比为 12 ∶ 2 ∶ 12 ∶ 1 ) ，对收集的第 3
组化合物继续分离，HSCCC 其他的操作方法同 1． 3．
2 一样，仪器检测出峰时开始收集流份。其监测图

如图 3 根据图 3 中的 2 个峰面积收集溶液，对收集

的 2 个化合物重结晶，大黄酚用适量的乙酸乙酯在

96 ℃下热熔，过滤，室温静置析出黄色片晶，大黄素

甲醚用适量丙酮在 96 ℃下热熔，过滤，室温静置析

出金黄色针晶，2 个晶体用石油醚洗晶。

图 3 用 HSCCC 分离大黄酚和大黄素甲醚的监测图

Fig. 3 Separation of chrysophanol and rheochrysidin by
HSCCC

1． 3． 5 高压液相色谱检测条件

色谱柱为 Fortis C18 ( 250* 4． 6 mm，5 μm) ; 流动

相 A 为甲醇∶ 乙酸乙酯( 4∶ 1) 加 0． 3% 的甲酸; 流动

相 B 为 0． 3% 甲酸; 流速为 1 mL /min; 检测波长为

430 nm［7，8］
进样量为 30 μL，用 A 和 B 梯度洗脱的条

件为; 当 A 的浓度为 80% ～ 95% 时，洗脱时间为 30
min，当 A 的浓度为 95 ～ 100 时，洗脱时间为 15 min。

2 结果

当溶剂系统体积比为石油醚∶ 乙酸乙酯∶ 甲醇∶
水 = 8∶ 2∶ 8∶ 1 时( 图 1) ，收集到的第一个峰的溶液，

经 TLC 检测为 2 个化合物，为芦荟大黄素和大黄

酸，第 2 个峰为大黄素，第 3 个峰为 2 个化合物，为

大黄酚和大黄素甲醚。收集的第 2 个峰 ( 大黄素)
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的液体放置 12 h 后自然结晶。当溶剂系统体积比

为石油醚∶ 乙酸乙酯∶ 甲醇∶ 水 = 3∶ 4∶ 3∶ 2 时( 图 2) ，

对收集第 1 个峰重新分离，重新分离后，收集到的第

一个峰为芦荟大黄素，第 2 个峰为大黄酸。当溶剂

系统用石油醚∶ 乙酸乙酯∶ 甲醇∶ 水体积比为 12∶ 2∶
12∶ 1 时( 图 3) ，对第 3 个峰重新分离，重新分离后，

收集到的第一个峰为大黄酚，第 2 个峰为大黄素甲

醚。
200 mg 氯仿萃取物经过 HSCCC 分离得到大黄

酸 37． 8 mg，得率为 18． 90% ; 大黄素 32． 1 mg，得率

为 16． 05% ; 芦荟大黄素 11． 7 mg，得率为 5． 85% ; 大

黄酚 40． 9 mg，得率为 20． 45% ; 大黄素甲醚 19． 0
mg，得率为 9． 50%。

经高压液相色谱用外标法检测，大黄素单体纯

度为 98． 81% ; 大 黄 酸 为 99． 15% ; 芦 荟 大 黄 素

98. 51% ; 重结晶后大黄酚为 98． 89% ; 大黄素甲醚

为 98． 16%。
芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲

醚的 HPLC 测试谱图如图 4 ～ 8。
3 讨论

用高速逆流分离游离蒽醌类化合物，选择溶剂

系统是关键
［7］，如本试验第一个溶剂系统选择石油

醚∶ 乙酸乙酯∶ 甲醇∶ 水( 体积比为 8∶ 2∶ 8∶ 1) 时，能从

游离蒽醌中把大黄素分离为单体，而且单体不做重

结晶，高压液相色谱验证纯度在 98% 以上。对其它

的化合物，也能做到初步分离，所有的溶剂系统只用

了石油醚、乙酸乙酯、甲醇、水这 4 种溶剂，分离时间

短。经过初步分离后的化合物，只需改变系统溶剂

比例，能达到化合物完全分离
［8］。
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更高，有效物质的溶出度更大有关。另一方面，棉花

根中含有棉酚，而棉酚的极性较小，醇提法比水煎法

可能会将更多的棉酚溶解出来，因此还需进一步考

察比较两种提取物的毒副作用。
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