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摘要：对银杏叶提取物进行酸水解，然后利用正相硅胶柱色谱及重结晶法从银杏叶水解物中分离出染料木素，经紫

外光谱（:%）、质谱（;<! ）、核磁共振（ (= (;>、()? (;>）等波谱学方法鉴定证实了其结构。高效液相色谱分析表

明，所提纯的染料木素纯度达到了 &,@ 以上。
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- - 银 杏（ C+!D’$ @+%$@-）为 银 杏 科（ D-/T0&,42)
,2）银杏属 植 物，因 其 树 叶 提 取 物 中 含 有 多 种 化 学

成分，并且具有药用价值，自 !" 世纪 +" 年代以来，

国内外学者对其化学成分、药理作用及临床应用作

了大量的研究［(，!］。一般认为银杏提取物（*DU）及

其制剂中的黄酮糖苷及萜烯内酯类化合物能有效地

防治心脑 血 管 疾 病，拮 抗 血 小 板 活 化 因 子（ RBE），

对与自由基有关的疾病有明显的改善作用。也有报

道［)，%］认为银 杏 提 取 物 具 有 异 黄 酮 的 药 理 作 用，即

抗氧化及抗癌作用。但由于异黄酮在银杏叶中的含
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量较低，而且主要是以糖苷的形式存在，故对银杏叶

提取物中的 异 黄 酮 苷 元（ 如 染 料 木 素）的 研 究 鲜 有

报道。

# # 染料木素（ !"#$%&"$#）为异黄酮的一种，结构见

图 $。它具有弱雌激素活性、抗癌、预防心血管疾病

等功能，此外，还具有抗氧化、抗衰老、抗真菌、抑制

真菌活性 及 酪 氨 酸 蛋 白 激 酶 活 性 的 功 能［"］。 染 料

木素和其他异黄酮成分主要存在于大豆中，在大豆

中的含量约为 %& $’ ’ %& "’［(］。对异黄酮的分离纯

化技术主要有反相高效液相色谱法［)］、经典柱色谱

法、高速逆 流 色 谱 法、固 相 萃 取、膜 分 离 技 术 等［*］。

其中，传统柱色谱法比起其他纯化技术，虽然存在不

可逆吸附的问题，但其可操作性强，在天然产物的分

离纯化中广泛应用。目前，异黄酮的纯化大多数需

要反复的柱色谱分离［+］。

图 !" 染料木素的结构式

!"#$ !" %&’()&(’* +, #*-".&*"-

# # 本文通过对银杏叶提取物进行酸水解，将提取

物中的异黄酮从糖苷形式转化成苷元形式，再使用

硅胶柱色谱结合重结晶技术对水解物进行分离和提

纯，得到纯度高达 +*’ 的染料木素。

!" 实验部分

! $ !" 仪器及试剂

# # ()*+",-* 液 相 色 谱 仪（ 包 括 自 动 进 样 器、四 元

梯度泵和二极管阵列（./0）检测器），123 离 子 阱

质谱仪（ 美国，45"*6- 公司）；789!%%% 旋转蒸发仪

（ 上海亚荣生化 仪 器 厂）；4:19$(; 离 心 机（ 上 海 安

亭科学 仪 器 厂）；0+<#=" ,%% >?@ 核 磁 共 振 仪（ 德

国，;*)A"* 公司）；玻璃色谱柱，柱直径 "% 66，有效

长 度 ,"% 66（ 杭 州 凯 弗 克 斯 实 验 室 设 备 有 限 公

司）。

# # 二氯甲烷、乙酸、四氢呋喃、乙酸乙酯、盐酸、氢

氧化钠均为国药试剂公司生产的分析纯试剂；硅胶

（!%% 目 ’ -%% 目，青 岛 海 洋 化 工 有 限 公 司 ）。 水 为

二次重蒸水；色谱纯甲醇（ 德国，>"*=A 公司）；银杏

叶提取物（ 经乙醇提取、大孔树脂吸附而得，总黄酮

含量!!,’，银杏内酯含量!(’），购于杭州博大生

物技术有限公司。

! $ #" 银杏叶提取物的水解及纯化

# # 称取 $% ! 银杏叶提取物于 !"% 61 烧瓶中，加

入 !%% 61 甲醇、"% 61 !"’（ 质量分数）的盐酸，在

磁力搅拌的情况下加热回 流 " 5（ 约 +% B）。待 水

解物冷却后，用 "’（ 质量分数）的氢氧化钠水 溶 液

中和。使用旋转蒸发仪（ 温度设置为 "" B）将水解

物中的甲醇除去，剩余的水相使用乙酸乙酯和四氢

呋喃（ 体积比为 ) . -）的混合液进行萃取，重复萃取

! 次，合 并 有 机 相，减 压 浓 缩，得 到 ( ! 深 褐 色 水

解物。

# # 使用柱色谱技术分离水解物中的异黄酮，考虑

到硅胶中的 C" 离子对黄酮类化合物的吸附比较严

重［$%］，在装柱之 前 对 硅 胶 作 了 酸 化 处 理，以 除 去 硅

胶中微量 的 C" 离 子。采 用 预 吸 附 技 术 上 样，即 先

用少量的甲醇溶解 ( ! 样品再和 , ! 硅胶混匀，然后

将混有样品的硅胶干燥，粉碎成细粉，均匀地铺在色

谱柱的顶部。

# # 使用二氯甲烷、乙酸乙酯混合液进行梯度淋洗，

$%%’ 2?!2D!（! *%% 61）"*%’ 2?!2D!（- )%% 61）

""%’ 2?!2D!（ ) "%% 61）" !%’ 2?!2D!（ ! -%%
61），得到 " 份色带明显不同的洗脱液，液相色谱分

析结果见图 !。第一部分（.<*& !）为未知物，将做

进一步研究，第 二 部 分（.<*& "）主 要 为 染 料 木 素，

第三部分（.<*& #）为槲皮素、异鼠李素和山奈酚的

混合物，第四部分（.<*& $）主要为槲皮素及少量的

山奈酚，第五部分（.<*& %）为槲皮素及未水解的糖

苷的混合物。将第二部分浓缩后，得到约 !% 6! 粗

流分 固 体。将 这 !% 6! 粗 流 分 用 二 氯 甲 烷 在 室 温

下进行重结晶纯化，得到淡黄色晶体约 $" 6!。

! $ $" 色谱及质谱分析条件

# # ?.12 分析条件：色谱柱为 E*-6<%$D $%% 2$* 柱

（$"% 66 / ,& ( 66，" &6），柱温 -% B；进样量 $%
&1；样品用甲醇溶解；以甲醇9水体系为流动相：0 相

为甲醇，; 相为 %& %$ 6-D F 1 的 乙 酸 水 溶 液，采 用 等

度洗脱（!0 . !; 0 , . (），流 速 为 %& * 61 F 6$#；./0
检测器的波长扫描范 围 设 为 !!% ’ (%% #6，选 择 波

长设为 !(% #6。

# # 质谱分析采用电喷雾负离子模式，喷雾头电压

（ G-# (H*<, I-D&<!"）" AI，喷雾气（ (5"<&5 :<%）和

辅助气（0)J F (K""H :<%）都使用高纯氮，其压力分

别 采 用 - >.< 和 %& " >.<；加 热 毛 细 钢 管 温 度

（2<H$DD<*, 4"6H）!"% B，电压 -" I；高纯氦气作为

多级质谱测试的碰撞气，归一化碰撞能量设在 ,"’；

全扫描质荷比（" # $）范围为 )% ’ ,%%。

·%$"·
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图 !" 五种粗流分的液相色谱图

!"#$ !" %&’( )*+,-./,#+.-0 ,1 # )+234 1+.)/",50
,6/."543 1+,- 0"7"). ),72-5

!" 结果与讨论

! $ $" 重结晶技术的纯化作用

! ! 使用柱色谱分离得到的固体中还含有少量杂质

（ 见图 # !"），仍需进一步纯化。

! ! 本实验采用重结晶技术对其进一步纯化。由于

甲醇对杂质和染料木素都有较大的溶解度，难以获

得较高的产率，而水对杂质和染料木素的溶解度均

较差，纯化效果较差。考虑到二氯甲烷对分离提取

物及其杂质有一定的溶解性，并具有良好的挥发性，

本实验中选择二氯甲烷作溶剂进行重结晶，使用较

大量的二氯甲烷溶解粗流分，然后蒸发溶剂使染料

木素结晶析出，待剩少量的液体时移去这部分液体，

即可得到纯度较高的染料木素。

! ! 图 # !# 为将粗流分重结 晶 后 的 液 相 色 谱 图，图

中 $%& ’( $%& 峰左右两侧组分的紫外谱图具有非常

图 %" （.）染料木素粗流分和（6）重结晶物的色谱图

!"#$ %" (*+,-./,#+.-0 ,1 #45"0/4"5（.）641,+4
.53（6）.1/4+ +4)+80/.77"9./",5

相近的吸收轮廓图（ 见图 "），说明该峰为一种组分。

比较图 # !"，# 两图，发现提取物中 的 杂 质 峰 强 度 经

重结晶后明显降低。对 ’() 检测器的液相色 谱 图

进行峰面积归一化计算发现，经过重结晶纯化提取

物的纯度由 (’* 提高到 )(* 以上。

图 &" 染料木素的紫外吸收曲线

!"#$ &" :; .60,+</",5 ,1 <2+"1"43 #45"0/4"5
"+ ,- "#./012%/& 34056 /7 8672 .%96 /7 2:6 16";（ !< * $% + ’(

$%&，%& =%>+ # !#）；#+ ,- "#./012%/& 34056 /7 0%>:2 .%96 /7 2:6
16";+

! ! 以该纯 化 的 组 分 为 标 样，按“$& #”节 的 液 相 色

谱分析条件 对 水 解 物 进 行 分 析 测 试（,- 检 测 波 长

为 +,- &$），单点校正法测得该组分（ 染料木素，其

结构鉴定见“+& +”节）的质量分数为 -& ’’*，因此在

原来的提取物中其苷元的质量分数约为 -& ",*。

! $ !" 结构鉴定

! $ ! $ $" 提取物的紫外与核磁谱图解析

! ! 经重结 晶 得 到 的 化 合 物 的 紫 外 吸 收 谱 图 见 图

"，在 +,- &$ 处有特征吸收峰，并在 ##% &$ 处有肩

·$$%·
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峰，这 符 合 异 黄 酮 类 化 合 物 的 紫 外 吸 收 曲 线 特

征［#$，##］。

% % 提取物的核磁共振氢图、碳谱分别见图 " 和图

&，结合这两图数据，发现除图 " 中共振峰 ! ’( ’)（ 水

峰）和 ! !( "（ 二甲基亚砜（!"#$）上未氘代的质子

吸收峰）外，该提取物的核磁共振峰都处在较低场，

说明化合物中的碳都以双键或芳环的形式存在。通

过综合分析该提取物的紫外吸收图、氢谱、碳谱和质

谱，以及参考文献［#!，#’］，可以确定该化合物是染

料木素，其核磁共振谱图解析如下。

% % #% &"’（!"#$()& ）!：#!( *+（*" ($%），#$( *#
（*+ ($%），*( &#（*) + ($%），,( ’’（ ,，#%，*! (%），+( ’,
（)，!%，*! +，& + (%），&( ,!（ )，!%，*’ +，" + (%），&( ’*（ ,，

#%，*, (%），&( !’（ ,，#%，*& (%）。

% % #’* &"’（!"#$()& ）!：*’( "")（*(,），*,( ,)*
（*(&），#$)( ’)’（*(#$），##)( *’*（*(’+，"+），#!#( $,’
（ *(’ ），#!!( #"’ （ *(#+），#’$( $",（ *(!+，&+），

#"’( *$&（ *(! ），#"+( ’$’（ *(* ），#"+( )+$（ *()+），

#&#( ,,!（*("），#&)( #&#（*(+），#,$( #$)（*()）。

图 !" 染料木素的#! "#$
%&’( !" #! "#$ )* ’+,&-.+&, )/.0&,+1

图 $" 染料木素的#%2 "#$
%&’( $" #%2 "#$ )* ’+,&-.+&, )/.0&,+1

& ( & ( &" 提取物的质谱解析

% % 由于染料木素在结构上含有多个酚羟基，具有

一定的酸性，因此在电喷雾负电离模式下，容易丢失

质子，得到 ! " # !&* 的 分 子 离 子［ " - %］-（ 见 图

+ (-）。

图 ’" 染料木素的（0）#3 及（/）#3 4 #3 谱图

%&’( ’" （0）#3 0,1（/）#3 4 #3 -5+6.70
)* ’+,&-.+&, )/.0&,+1

% % 以 该 离 子 作 为 母 离 子 进 行 二 级 质 谱 裂 解（ 图

+ (.），主 要 产 生 如 下 , 个 特 征 离 子：! " # #$+，! " #
#’’，! " # #&*，! " # #,#，! " # #*+，! " # !$#，! " #
!!" 和 ! " # !)#，与文献［#)，#"］吻合。本文对其裂

解过程解析如下（ 见图 ,）。

% % 分子离子 ! " # !&* 经过 / 环与 * 环（ 见图 #）

双键 发 生 !012,(/2)13 反 应，产 生 一 个 中 间 体 结 构

（ 见图 , (-），并继续进行骨架重排丢失一个 *’$! 中

性碎片，得到联酚负离子 ! " # !$#。

% % 分子离子 ! " # !&*也可以进行 * 环重排，变成

四元环的内酯结构，然后丢失一个 *$! 中性碎片产

生碎片离子 ! " # !!"（ 见 图 , (.），其 详 细 的 裂 解 机

理可能为：首 先 是 * 环 上 两 个 对 位 的 双 键 相 互 成

键，使该环增加氧化乙烯和环丙酮这两个三元环和

一个环丁烷四元环结构单元，然后在 / 环产生芳香

化作用，两个三元环发生重排形成四元环的内酯结

构单元；由于四元环内酯的不稳定性，可以进行骨架

重排丢失 *$! 。在此基础上，含多个酚羟基碎片结

构的离子 ! " # !!" 可以发生重排依次丢失 ! 个 *$
碎片，得到 ! " # #*+ 离子和 ! " # #&* 的离子。

% % 分子离子 ! " # !&* 还 可 以 在 * 环 上 发 生 丢 失

酮羰基的反应，形成呋喃结构的碎片离子 ! " # !)#，

并继续发生 ’1435(!012,(/2)13 反应，生成 碎 片 离 子

! " # #$+ 或碎片离子 ! " # #’’。
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$" 结论

! ! 本文用常规的一次硅胶柱色谱及重结晶技术，

从银杏叶提取物的水解物中提纯出染料木素，并经

!"、#$! 、#% &#’、#$( &#’ 等多种波谱学 方 法 鉴

定证实了其结构。同时，还对 #$% 具体的裂解过程

做了深入的 解 析。%)*( 分 析 表 明，所 制 备 的 化 合

物纯度达到 &’+ 以 上。本 方 法 的 优 势 在 于 避 免 了

反复进行柱色谱分离造成的样品损失及大量时间的

浪费，且所用的分离设备十分简单。
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