
     2011, Vol. 32, No. 24 食品科学 ※分析检测274

高速逆流色谱分离制备胡椒中的胡椒碱

钱登勇 1，李 博 1，蒋志国 2，应晓国 1，杜琪珍 1 ,*
(1.浙江工商大学食品与生物工程研究所，浙江 杭州      310035；2.海南大学食品学院，海南 海口      570228)

摘   要：采用高速逆流色谱(high-speed countercurrent chromatography，HSCCC)法从胡椒中分离制备胡椒碱。HSCCC

的溶剂系统条件为正己烷 -乙酸乙酯 -甲醇 -水(1:1:1:1，V/V)。从 5g粗提物中可一次分离得到纯度为 98.72%的胡椒

碱单体 1.58g，分离得到的胡椒碱结构经电喷雾质谱以及核磁共振氢谱(1H NMR)和碳谱(13C NMR)进行鉴定。该法

制备量大、分离效率高，对胡椒碱在食品医药领域的应用具有重要意义。
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Abstract ：Piperine was separated from crude ethanolic pepper extract by high-speed countercurrent chromatography (HSCCC)

with a solvent system composed of n-hexane-acetic ether-methanol-water (1:1:1:1, V/V). The method allowed the separation of

1.58 g of individual piperine with a purity of 98.72% from 5 g of crude ethanolic pepper extract. The separated piperine was

structurally identified by ESI-MS, 1H NMR and 13C NMR. The method is of high sample loading capacity, high separation

efficiency, and great importance for piperine applications in the food and medical fields.
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高速逆流色谱( h i g h - s p e e d  c o u n t e r c u r r e n t

chromatography，HSCCC)技术是一种无固体载体的连续

液 -液分配色谱技术，其固定相通过重力场和离心力场

作用被保留在分离柱内[1-2]，可避免固体载体与样品发生

化学反应而变性及不可逆吸附，样品回收率高，可从

粗制样品中规模制备高纯度单体化合物，现已广泛用于

生化工程、医药、天然产物、食品等领域 [ 3 - 4 ]。在分

离天然产物方面具有一般色谱技术所无法比拟的优势[5]。

胡椒有“香料之王”的美称，是世界上古老而著

名的香料作物，广泛用作厨房烹饪调味料。此外，在

食品加工业上，胡椒可用作防腐剂来延长食品的保存

期；在医学上，胡椒可以作为驱风剂与退热剂用来治疗

消化不良与普通感冒并有微弱的抗疟作用[ 6 ]。胡椒碱

(piperine)化学名为(E,E)-1-[5-(1,3-苯并二氧戊环 -5-基)-1-

氧代 -2,4-戊二烯基]-哌啶(图 1)，是胡椒的主要活性

成分之一，属于桂皮酞胺类生物碱 [ 7 - 8 ]，具多种药理

学活性[ 9 - 1 0 ]，对人体内一些药物代谢的酶类有抑制作

用，可以提高药物的生物利用率[ 1 1 - 1 3 ]，具有抗惊厥作

用，对电休克、戊四唑、印防己毒素、士的宁、筒

箭毒碱和谷氨酸钠引起的大鼠和小鼠惊厥均有不同程度

缓解作用，此外还有镇静作用和加强其他中枢神经系统

制药的中枢抑制作用，以及杀虫、利胆、升压、抗

氧化[14- 15]等作用。

近些年对胡椒碱的生物活性和药理作用研究非常活

跃[16-17]，但是目前胡椒碱的分离纯化方法主要是采用制

备液相色谱法。该法操作成本高、制备量有限，建立

相关的高效分离纯化方法至关重要。本实验运用HSCCC

技术对胡椒提取物中的胡椒碱进行分离纯化，能够一次
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性分离得到大量高纯度的单体，对其在医药食品领域的

研究具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

胡椒(杭州本地市场购买)；20cm× 20cm Sillca gel

60 F254薄层层析色谱板    德国Merck公司。

正己烷、甲醇、乙酸乙酯、氯仿、乙醇   华东

医药股份有限公司；甲醇(HPLC纯)；纯净水    杭州娃

哈哈集团有限公司；其余所用试剂均为分析纯。

HSCCC-D1200制备型高速逆流色谱仪    浙江工商大

学逆流色谱研究室；K-1800恒流泵    德国 Knauer公

司；B-684自动收集器、R-215旋转蒸发仪    瑞士Bu
..

chi

公司；AY-120电子天平、LC-20A高效液相色谱仪    日

本 Shimadzu公司；Bruker Avance 500 II 核磁共振波谱仪

德国 Karls ruhe公司；LCQFLeet电喷雾质谱    美国

Thermo Fisher Scientific公司。

1.2 方法

1.2.1 样品预处理

称取胡椒6kg烘干粉碎，以1:10(g/mL)的比例用95%

乙醇 55℃渗漉提取 3次，合并提取液并减压浓缩至基本

无乙醇，以适量水溶解后用氯仿萃取 3次，减压浓缩萃

取液，得到氯仿相 9 4 g。

1.2.2 HSCCC分离

1.2.2.1 溶剂系统选择

挑取少量氯仿相样品溶解于不同溶剂系统中，剧烈

振荡后静置分层，用毛细管取近似等量的上下两相溶液

进行薄层色谱分析。通过上下相中浓度的差异观察各个

组分的分配系数的差异，从而选择合适的溶剂系统。然

后通过小型逆流色谱仪分离试验选定溶剂系统。优化的

溶剂系统为正己烷 -乙酸乙酯 -甲醇 -水(1:1:1:1，V/V)。

上相为固定相，下相为流动相。

1.2.2.2 HSCCC操作步骤

首先将选好的溶剂系统按比例配制于分液漏斗中，

将其充分混合后，静置分层。取上相作为固定相，下

相作为流动相，超声脱气后备用，准确称取 5g氯仿相

样品，用上、下相各 5 0 m L 溶解，超声脱气后备用。

然后将固定相注满制备型高速逆流色谱仪的螺旋管后开

启直流电机，转速调至 700r/min，并以 4mL/min的流速

从首端泵入流动相，在色谱柱尾端用量筒收集流出的固

定相；待色谱柱尾端不再有固定相流出时，表明系统已

动态平衡，根据流出的固定相体积，计算在此条件下

的固定相保留率，然后进样 100mL，出口端用自动收集

器收集，通过 TLC 检测。TLC 展开剂：乙酸乙酯 -正

己烷(3:2，V/V)，显色剂：体积分数 10%的浓硫酸 -乙

醇溶液。

1.2.3 纯度检测

采用高效液相色谱( h i gh  pe r f o rm a nc e  l i q u i d

chromatography，HPLC)检测分离后的样品纯度。色谱

条件：色谱柱为YMC-Pack ODS-AQ(150mm× 4.6mm，

3μm)；检测波长为 280nm；进样量：10μL；流动相

为甲醇 -水(70:30，V/V)；流速：0.25mL/min；柱温：

2 5℃。

1.2.4 电喷雾质谱分析

取少量化合物溶解在色谱纯甲醇中进行质谱分析。

离子源：电喷雾电离(electron spray ionization，ESI)；

干燥气：氮气；干燥气流速：5.0L/min；干燥气温度：

270℃；喷雾压力：5 .0ps i。

1.2.5 核磁共振鉴定单体结构

样品以氘代氯仿溶解，以 TMS溶剂峰为内标，1H-

NMR和13C-NMR的工作频率分别为500MHz和125MHz。

2 结果与分析

2.1 胡椒碱的HSCCC分离

图 2是 5g胡椒粗提物氯仿相经 1200mL分离柱高速

逆流色谱仪分离、薄层色谱检测获得的分离图谱。10～

57管检出多个斑点，58～144管(组分A)检出一个斑点。

合并 58～144管，浓缩干燥后得样品A为 1.58g。

2.2 高效液相色谱检测

高速逆流色谱分离得到的化合物A用HPLC分析检

测其纯度，结果显示纯度为 98.72%(图 3)。

图 1 胡椒碱的化学结构式

Fig.1   Chemical structure of piperine
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图 2 HSCCC分离氯仿相的薄层色谱图

Fig.2   Thin layer chromatogram of chloroform phase resulting from

HSCCC separation
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展开剂为乙酸乙酯 -正己烷(3 :2，V/V)；显

色剂为 10%浓硫酸 -乙醇溶液。15mL/管。
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2.3 胡椒碱结构解析

采用 EMI-MS、1H NMR、13C NMR 技术鉴定化

合物 A 的结构。EMI-MS 图谱显示，信号峰(m /z )为

308.22[M+Na]+、593.08[2M+Na]+、286.27[M+H]+和 571.03

[2M+H]+，提示其相对分子质量为 285。其 1H NMR谱

和 13C NMR谱数据如表 1所示，对照文献[12-13]，鉴

定该化合物为胡椒碱。

               13C (CDCl3)                                                                 1H (CDCl3)

所在位置 化学位移 所在位置 化学位移

C-1 165.4 — —

C-2 119.97 H-2 6.41(1H，d，J＝ 14.8Hz)

C-3 142.45 H-3 7.39(1H，dd，J＝ 10.4、14.8Hz)

C-4 125.28 H-4 6.73(1H，dd，J＝ 9.7、14.3Hz)

C-5 138.18 H-5 6.75(1H，d，J＝ 15.6Hz)

C-1' 130.9 — —

C-2' 108 H-2' 6.95(1H，d，J＝ 1.7Hz)

C-3' 148.13 — —

C-4' 148.07 — —

C-5' 105 H-5' 6.85(1H，d，J＝ 8.0Hz)

C-6' 122.44 H-6' 6.87(1H，dd，J＝ 1.6、8.0Hz)

C-7' 101.24 H(－O－CH2－O－) 5.94(2H，s，－O－CH2－O－)

C-2'' 43.19 H-2'' 3.50(2H，m)

C-3'' 25.58 H-3''、H-5'' 1.56(4H，m)

C-4'' 24.58 H-4'' 1.64(2H，m)

C-5'' 26.68 — —

C-6'' 46.84 H-6'' 3.61(2H，m)

表 1 化合物 A的 1H NMR和 13C NMR数据

Table 1   1H NMR and 13C NMR data of compound A

注：“－”表示在此处没有氢原子和化学位移。

制备技术，为功能食品或医药产品开发提供必需的样

品 。
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3 结  论

本研究采用高速逆流色谱方法，一次性从胡椒中制

备出高纯度(98.72%)的胡椒碱，该方法制备量大、分离

效率高、节约成本，有望发展为工业级规模的胡椒碱

图 3 化合物 A 的高效液相色谱分析图谱

Fig.3   HPLC chromatogram of compound A
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