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土豆叶中茄尼醇的高速逆流色谱法分离纯化及质谱解析
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摘要：采用超微回流提取方法提取土豆叶中的茄尼醇，用高速逆流色谱（78999）对粗提物中的茄尼醇进行分离纯
化。以正己烷 )甲醇（体积比为 )" - #）作为两相溶剂系统，以其下相为流动相，上相为固定相，经过一步 78999 从
," +4 茄尼醇粗提物中分离得到了$ +4 纯度为 .&/ #: 的茄尼醇；对分离得到的茄尼醇进行大气压化学电离质谱
解析，研究了茄尼醇的大气压化学电离质谱的一级电离规律和二级质谱裂解规律。
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+ + 茄尼醇（ 5&#,135&#）是药物合成的重要原料，是
合成泛醌类药物不可替代的关键中间体。目前许多

发达国家已生产和广泛应用的辅酶 P)" 均须依赖
高纯度的茄尼醇作为原料［)］。辅酶 P)" 在医药保
健和化妆品领域中应用十分广泛，如在医药领域中

用于治疗心脑血管疾病、病毒性肝炎、十二指肠溃疡

和癌症病人减轻化疗副作用等；在保健品领域，辅酶

P)" 用于预防多种疾病和减缓衰老等，是欧洲、美

国、日本等国家非常流行的一种保健品；在化妆品领

域，辅酶 P)" 用于祛斑除皱、防止肌肤老化等，是高
档化妆品的原料［!］。此外，近来还发现辅酶 P)" 有
更多的用途，如治疗老年痴呆、先天障碍性贫血等。

更重要的是，美国食品药品管理局（ QR<）于 !""%
年 ( 月将辅酶 P)" 的建议用量提高了 % 倍。近年
来随着国际市场上辅酶 P)" 用量的日益增加［)］，茄

尼醇的需求量也与日俱增。
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! ! 茄尼醇是九聚异戊二烯伯醇（四倍半萜烯醇），
具有特殊的全反式链状结构，其分子式为 !"#"$"#，
熔点为 "%& # ’ "(& # $，沸点为 %)* $左右，易溶于
冰醋酸、甲醇和正己烷等溶剂，不溶于水，无光学活

性，其结构式见图 %。

图 !" 茄尼醇的化学结构
!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’ 01 ,0+*2’,0+

! ! 高速逆流色谱（ %&’%()*++, -./01+2 -/22+01
-%2.341.’24*%5，"6!!!）是美国国家医学院 71.
博士［)］于 (* 世纪 +* 年代发明的一种无任何固态支
持介质的液(液分配色谱技术，其基本原理是根据被
分离的物质在两相溶剂系统中的分配系数不同而得

到最终分离。作为近 (* 年来发展起来的一种新型
液(液分配色谱技术，已广泛应用于生物、化工等各
个领域［" , $］。

! ! 茄尼醇的常用分离方法有溶剂提纯法、柱色谱
法、分子蒸馏法、!#( 超临界萃取法、硫脲包合法、聚

合态共沉淀法等［(］。这些方法存在操作复杂，或成

本较高，或分离效果不好等问题。为了寻找一种简

单、高效的茄尼醇分离方法，本文建立了用高速逆流

色谱分离纯化茄尼醇的方法。茄尼醇是一种弱极性

的化合物，目前还没有关于茄尼醇高速逆流色谱分

离的报道，但有一些类似结构的化合物如叶黄素、番

茄红素分离的报道［$，+］，本文参考番茄红素、叶黄素

的高速逆流色谱分离方法，从土豆叶的粗提物中分

离纯化了茄尼醇，取得了理想的结果。

!" 实验部分

! $ !" 试剂和原料
! ! 所有用于制备茄尼醇粗品和 "6!!! 分离的试
剂均为分析纯试剂（天津大茂化学试剂厂），用于高

效液相色谱（"89!）检测的甲醇和乙醇是色谱纯试
剂（:7;< 1+-%0.=.’5 7>!，?6<），茄尼醇标准品
（纯度不低于 -*@）购于 <3+2&-40 A B C !%+3&-4=
91,D，9.1：9E$*F*(。本文实验用的土豆叶取自陕
西省。

! $ #" 仪器
! ! G6%* <( 型半制备高速逆流色谱仪：多层螺旋
管柱（长 %%* 3，直径 %& . 33，总体积 ()* 39），!
值（螺旋管支持件的自转半径 ! 与公转半径 " 的比
值，即 ! / ! # "）为 *& # ’ *& +；6&H )142 >6(%**$ 恒流
泵（流速为 * ’ -& -- 39 I 3&0）、++()E 紫外检测器
（北京市新技术应用研究所生产）。( 39 手动进样

阀（天津高新科技公司）；J.K.’4L4 ;.,+= )*#$ 便
携式记录仪（四川仪器厂）。

! ! M41+2) 高效液相色谱仪，包括 M41+2) .** 泵，
M41+2) ("+$ 全波长紫外检测器，杭州英谱色谱工
作站。

! ! 质谱仪：F&0&’40 9!N :O !< P8 ;4H（?6<）。
! $ $" 茄尼醇的粗提
! ! 将土豆叶用中药粉碎机超微粉碎（+* 目），取
%#* ’ 超微粉碎后的土豆叶粉末，加入 % #** 39 乙
醇于 +* $下热回流浸提 . %，提取液浓缩，蒸馏除去
乙醇，得粗提物浸膏。

! $ %" 34%%% 条件
! ! 两相溶剂体系：正己烷(甲醇（体积比为 %* 0 $）；
固定相：两相溶剂的上相；流动相：两相溶剂的下相；

流速：%& # 39 I 3&0；检测波长：(#" 03；仪器转速：
+** 2 I 3&0；螺旋管柱按顺时针方向转向，由首端向
尾端洗脱。

! $ &" 茄尼醇的 34%%% 分离
! ! 取 %#* 3’ 茄尼醇粗提物，用 # 39 下相溶剂溶
解，作为 "6!!! 的样品。每次 "6!!! 的分离都是
用两相溶剂体系中的上相作为固定相，下相作为流

动相。以 -& -- 39 I 3&0 的流速注入上相溶剂，待上
相注满后，开动主机，调转速为 +** 2 I 3&0，通过六通
阀进样 ( 39，然后以 %& # 39 I 3&0 的流速开始注入
下相，当有下相从管末端流出时，开始记录。从 %**
3&0 开始每 % D # 3&0 收集一管，用 "89! 检测其中
的茄尼醇含量，将含有最高纯度茄尼醇的样品合并，

蒸去溶剂，得到茄尼醇产品。

! $ ’" 356% 及质谱条件
! ! "89! 条件：色谱柱为 C2.3)&= #:6(% 柱（"& .
33 1 (#* 33，# !3）；检测波长为 (%% 03；流动相
为甲醇(乙醇（体积比为 ##0 "#）；流速 % 39 I 3&0；进
样量为 (* !9；柱温为室温。
! ! 质谱条件：大气压化学电离（<8!7）源，正离子
检测；气化室温度："#* $；毛细管温度：)** $；鞘
气：>(；辅助气：>(；碰撞气：氩气；碰撞诱导解离电

压：)# Q；扫描范围 $ # %：* ’ % ***，扫描方式：全扫
描及选择离子扫描。

#" 结果与讨论

# $ !" 356% 条件的优化
! ! 影响 "89! 测定的主要因素是流动相。本文考
察了一系列流动相，如甲醇(异丙醇（体积比为 ## 0
"#）、甲醇(乙醇（体积比为 $# 0 (#）、甲醇(乙醇（体积
比为 #*0 #*）、甲醇(乙醇（体积比为 ## 0 "#）等，最终
确定以甲醇(乙醇（体积比为 ## 0 "#）作为本文的

·-(#·
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!"#$ 的流动相。
! ! !" 提取溶剂的选择
# # 茄尼醇为四倍半萜醇，极性较小，因此用低极性
的溶剂作为提取溶剂较好。目前常用的提取溶剂有

正己烷、$%溶剂油、甲醇、丙酮等。考虑到成本和试

剂毒性的因素，本文尝试用乙醇作为提取溶剂，并用

乙醇和丙酮做平行对比实验，用乙醇作提取溶剂时

茄尼醇的得率为 &’ &"(%，用丙酮作提取溶液时茄尼
醇的得率为 &’ &)"%。乙醇的提取效果比丙酮略好，
故本文选乙醇为提取溶剂。

! ! #" 超微回流提取
# # 用乙醇作为茄尼醇的提取溶剂，从经过超微粉
碎的土豆叶粉末中提取茄尼醇。以 (& & 粉碎后的
土豆叶加入 (&& ’# 乙醇为对象，分别考察了在不
同的温度和浸提时间下热回流浸提茄尼醇的得率

（结果见表 (）。

表 $" 不同提取时间及温度下乙醇超微提取茄尼醇的得率
"#$%& $" ’(&%)* +, *+%#-&*+% $. /%01#,(-& &201#30(+-

4(05 &05#-+% /-)&1 )(,,&1&-0 &201#30(+-
0(6&* #-) 0&67&1#0/1&* %

()*+,-*./0
*1’21+,*3+1 4 5

()*+,-*./0 *.’16 4 7
* $ +

$& & 8 &!, & 8 &)- & 8 &-!
-& & 8 &)& & 8 &-* & 8 &$"
,& & 8 &"" & 8 &,* & 8 &-&

# # 从以上结果可以看出，最佳的热回流提取条件
是用乙醇在 ,& 5下回流浸提 $ 7，该条件下茄尼醇
的得率为 &’ &,*%。在此条件下，用 ("& & 超微粉碎
后的土豆叶粉末热回流浸提，得到 ((’ ! & 的粗
提物。

! ! %" 89::: 的两相溶剂系统的选择和优化
# # 在 !9$$$ 分离过程中，两相溶剂选择直接关
系到目标物质的分离效果。本实验通过 !"#$ 方法
测定两相溶剂对茄尼醇的分配系数（!: 4 #）来选择合

适的两相溶剂系统。

# # 在 !9$$$ 分离过程中，最好使被分离物质在
两相中的溶解度基本相似。因茄尼醇极性很小，故

选择较低极性的溶剂系统。实验采用了一系列的两

相溶剂系统。以极性小的正乙烷;甲醇;水（体积比
为 ,. -. (）和正乙烷;甲醇;水（体积比为 ). ) . (）的两
相溶剂系统做预实验，发现只出现了一个大峰，分不

出茄尼醇。考虑到样品提取时以乙醇作提取溶剂，

故换为正乙烷;乙醇;水系列溶剂体系，通过 !"#$
测定发现这一系列两相溶剂的茄尼醇分配系数都比

较大。以正己烷;乙酸乙酯;甲醇;水（体积比为 ). " .
". "）的两相溶剂体系，但茄尼醇的分配系数仍然较
大。这可能是由于茄尼醇不溶于水，用含水的两相

溶剂体系时，在含水相中茄尼醇的溶解度很差，茄尼

醇基本上都溶解在非水相中，因此应采用非水相的

溶剂系统来分离茄尼醇。

# # 考虑到茄尼醇易溶于正己烷和甲醇，选用比较
常见的正己烷;甲醇两相溶剂系统，在该两相溶剂系
统中茄尼醇的 !: 4 #值比较合适。由表 * 可知，增加
甲醇的用量可以减小 !: 4 #值，但是两相溶剂中上相

的体积也随着减小。当正己烷;甲醇的体积比为 ( .
( 时上相的体积太少，当其比例为 ! . ( 时上相和下
相的体积比约为 (. (，用该溶剂体系做 !9$$$ 分离
实验，分离效果比较好。在本文实验中，相对于作为

固定相的上相而言，下相流动相的用量较多，因此，

较大的下相体积较为合适。考虑上述因素，最终采

用正己烷;甲醇（体积比为 (&. -）作为本次实验的两
相溶剂系统。

表 !" 不同两相溶剂体系下茄尼醇的分配系数 !; < =值

"#$%& !" !; < = >#%/&* +, *+%#-&*+% (- )(,,&1&-0 04+?75#*&

*+%>&-0 *.*0&6*

9/<=10* 6>6*1’ !: 4 #

";!1)101;1*7,0/<;?,*1+（$. *. (，= 4 =） ($ 8 *

";!1),01;1*7,0/<;?,*1+（$. ". (，= 4 =） *( 8 +

";!1),01;1*7,0/<;?,*1+（$. ). (，= 4 =） *- 8 "

";!1),01;1*7,0/<;?,*1+（). *. (，= 4 =） !$ 8 ,

";!1),01;1*7>< ,-1*,*1;’1*7,0/<;?,*1+（). ". ". "，= 4 =） $ 8 !$

";!1),01;’1*7,0/<（(. (，= 4 =） ! 8 &$

";!1),01;’1*7,0/<（!. (，= 4 =） ! 8 &,

";!1),01;’1*7,0/<（(&. -，= 4 =） ! 8 $&

! ! &" 茄尼醇的 89::: 分离
# # 首先按常规方法，即先注入上相（固定相），充
满后开动主机，再注入下相（流动相），待有下相流

出且两相系统达到平衡后加入样品进行分离。将

*&& ’& 土豆叶的粗提物溶于 " ’# 下相中，取
! ’# 进样进行 !9$$$ 分离，发现固定相保留很
低，这可能是由于样品浓度太高，而高浓度的样品溶

液进入色谱柱时固定相有可能被高浓度的“样品

栓”推出柱外［+］。这种情况下一般要对样品进行稀

释或降低流速，因此将 ("& ’& 茄尼醇粗提物溶于
" ’# 下相中，取 ! ’#（即相当于 $& ’& 粗提物）进
样进行 !9$$$ 分离，可得到比较好的固定相保留
（$&’ +%），并成功地从粗提物中分离出茄尼醇。
# # 由于样品中杂质比较多，茄尼醇在 ! 7 后才出
峰，分离时间比较长。用固定相平衡色谱柱时需要

大约 (&& ’# 的流动相。改变进样方式，采用直接
进样法，在上相充满之后先进样品，然后开动主机，

再注入流动相，让样品和流动相一起进入柱中与固

定相建立平衡。流动相溶剂前沿出现时开始记录。

采用这种方法时固定相的保留值很好（$!%），且缩

·&*"·
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短了出峰时间，节省了流动相。按最佳的 !"###
条件对 #$ $% 粗提物进行 !"### 分离。由于本实
验所用的 !"### 仪器条件有限，只配有波长为 %&"
&$ 的单波长检测器，而茄尼醇在此波长下没有吸
收，故我们采用 !’(# 来测定 !"### 分离过程中

茄尼醇含量的分布。根据 !’(# 的检测结果，从
’$$ $)& 开始收集 !"### 分离出来的样品，每 ’ * &
$)& 收集一管。将含有最高纯度茄尼醇的 ( 个试管
的样品合并，蒸去溶剂，得到纯度为 )* * ++ 的茄尼
醇 & $%，其色谱图见图 %。

图 !" （!）茄尼醇标准品、（"）土豆叶粗提物和（ #）$%&&& 分离得到的茄尼醇的 $’(& 色谱图
)*+, !" $’(& #-./0!1/+.!02 /3（!）1-4 21!56!.6 2!0784 /3 2/8!542/8，（"）#.964 4:1.!#1 3./0 7/1!1/ 84!;42

!56（ #）1-4 2/8!542/8 3./0 7/1!1/ 84!;42 "< $%&&&
’ * ,-./&0,-.*

! , #" 茄尼醇的质谱解析
! ! 对经 !"### 分离得到的纯度为 )*, ++ 的茄尼
醇做电喷雾电离质谱和大气压化学电离质谱检测。

在电喷雾电离质谱检测时看不到茄尼醇的分子离子

峰，而在能量较低的大气压化学电离质谱的谱图

（见图 ( 1/）中出现了一个很强的 ! " # #’( 峰，该峰
是茄尼醇分子失去一个羟基而形成的离子峰。! " #

#’( 峰的二级质谱（见图 ( 12）中出现了一系列碎片
峰，其中 ! " # &&* 峰为 ! " # #’( 失去一个 #"!# 得

到的碎片峰，! " # &(% 峰为 ! " # &&* 同时均裂和异
裂失去 ’ 个 #!% 和 #!( 后得到的碎片峰，其他峰的

质荷比均相差 ’" 或 ’" 的整数倍。这是直链烷烃特
有的断裂方式，是分子失去 $ 个 #!% 基团后得到的

碎片峰。

图 $" 从土豆叶中分离得到的茄尼醇的（!）一级和（"）二级质谱图
)*+, $" （!）=% !56（"）=% > =% 274#1.! /3 2/8!542/8 /"1!*546 3./0 7/1!1/ 84!;42
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