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工业制备高效液相色谱法制备淫羊藿中的黄酮系列对照品
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摘要：淫羊藿甙和朝藿定Ａ、Ｂ、Ｃ是淫羊藿中重要的活性成分，本研究应用工业制备高效液相色谱从淫羊藿粗提物
中分离制备了这４个成分。淫羊藿粗提物经大孔吸附树脂粗分离获得相应的组分后，利用工业制备高效液相色谱
完成精制纯化。采用自装填Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ　Ｃ１８制备柱（２２０　ｍｍ×７７　ｍｍ，１０μｍ），乙腈－水（２６∶７４或３０∶７０，ｖ／ｖ）为
流动相进行洗脱，在３５　ｍｉｎ内，实现了这４种成分的基线分离及规模制备。从３００　ｇ粗提物（总黄酮含量约２０％）

中获得淫羊藿甙３３　ｇ、朝藿定Ｃ４．６　ｇ、朝藿定Ｂ３．７　ｇ和朝藿定Ａ０．６　ｇ，产品纯度均达到９８％以上。此方法通过
两步分离即可实现这４种成分的完全分离，具有快速高效、产品纯度高的特点，适于淫羊藿中淫羊藿甙、朝藿定Ａ、

Ｂ、Ｃ系列对照品的规模制备。
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　　中药化学对照品是药品检测中使用的参比物
质，用于确定中药的真伪和评价药品质量的优劣。
我国现行中药质量控制采用单一化合物含量测定的

方法进行质量控制；而更加符合中医药理论的多指
标成分的质量控制方法也在推广，如２００５年出版的
《香港中药材标准》中规定采用人参皂苷Ｒｂ１、Ｒｃ、

Ｒｆ、Ｒｇ１、Ｆ１１和Ｒｅ等６种活性成分进行人参质量控
制；采用黄芪皂苷ＩＶ等５个特征指纹峰进行黄芪指
纹图谱鉴别［１］。中药材单成分、多成分和指纹图谱
质量控制都需要大量的中药化学对照品。

　　淫羊藿是一味使用历史悠久的中药，具有补肾
阳、强筋骨、祛风湿的功效，其活性成分为黄酮类化
合物，包括淫羊藿甙（ｉｃａｒｉｉｎ）、朝藿定（ｅｐｉｍｅｄｉｎ）Ａ、

Ｂ、Ｃ（见图１）等。《中国药典》（２０１０年版）规定以淫
羊藿甙为对照进行总黄酮和淫羊藿甙含量的测定，
以朝藿定Ｃ为对照进行巫山淫羊藿含量的测定［２］。
目前，中国食品药品检定研究院仅可以提供含量测
定用的淫羊藿甙和朝藿定Ｃ对照品，缺少其他黄酮
类化学对照品用于系统的质量控制。淫羊藿中的黄
酮类成分可以通过硅胶柱色谱、逆流色谱等多种方
法制备［３－９］，其中反相液相色谱分离制备淫羊藿黄
酮类成分已有文献报道，但所得产物的纯度低，仅可
以作为定性鉴别用［８］，或仅进行单一化合物的制备，
不能同时完成系列对照品的制备［９］。本研究采用制
备型反相高效液相色谱法（ＲＰ－ＨＰＬＣ），在３５　ｍｉｎ的
分离时间内完成淫羊藿中４种黄酮类对照品的分
离，制备获得了纯度大于９８％的淫羊藿甙和朝藿定

Ａ、Ｂ、Ｃ对照品。本方法高效快速，所得产品纯度
高，适于淫羊藿黄酮系列对照品的制备。

图１　淫羊藿中４种黄酮类成分的结构
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｆｌａｖｏｎｏｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ

Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ　Ｍａｘｉｍ

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

　　Ｖａｒｉａｎ　Ｌｏａｄ　＆Ｌｏｃｋ动态轴向加压装柱系统；

Ｖａｒｉａｎ　２１８恒流泵（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；Ｗａｔｅｒｓ　４８６
紫外检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｒｈｅｏｄｙｎｅ　３７２５ｉ进
样阀（配２０　ｍＬ定量环）；Ｗａｔｅｒｓ　２６９５液相色谱仪
（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ　ＴＳＱ质谱仪

（美国Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ公司）；上海申生１００１型旋转
蒸发器。实验数据通过ＪＳ－３０７０工作站（大连江申
分离科学技术公司）采集并处理。

　　制备柱的装填：在５５０　ｇ　１０μｍ的Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ
Ｃ１８填料中加入甲醇配制成３００　ｇ／Ｌ的匀浆液，超声
脱气２次，每次１０　ｍｉｎ。超声脱气时摇动匀浆液避
免填料沉降。将处理好的匀浆液倒入预先安装好柱
头压缩活塞的柱管中，迅速安装柱尾密封后，在７
ＭＰａ（１　０００　ｐｓｉ）下压缩，即获得制备柱。

　　总黄酮类含量为２０％的淫羊藿提取物（西安小
草植物科技有限公司）；淫羊藿甙、朝藿定Ｃ对照品
（供含量测定用，中国食品药品检定研究院），乙腈
（色谱纯，美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司）；实验用水由

Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统制备。

１．２　样品分析

　　取少量淫羊藿提取物用甲醇溶解配制成质量浓
度为１　ｇ／Ｌ的溶液，采用高效液相色谱－紫外检测／
质谱法（ＨＰＬＣ－ＵＶ／ＭＳ）测定提取物的组成。

　　ＨＰＬＣ 条件：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ　Ｃ１８柱（２５０　ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ，大连依利特分析仪器有限公司）；流动
相：乙腈－水（３０∶７０，ｖ／ｖ）；流速：１　ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长：２５４　ｎｍ；进样量：１０μＬ。

　　ＭＳ条件：电喷雾电离（ＥＳＩ）源，正离子模式检
测；氮气作为夹套气和辅助气，夹套气压力为２７６
ｋＰａ（４０　ｐｓｉ），辅助气流量为２０　ａｕ，加热毛细管温度
为３００℃，雾化温度为４００℃，喷雾电压为４．５　ｋＶ，
粒子扫描范围为 ｍ／ｚ　３００～１　２００，进样分流比为１
∶４。

１．３　样品粗分离

　　将３００　ｇ淫羊藿提取物用乙醇溶解后，上样至

ＨＰＤ－１００大孔吸附树脂柱（８５０　ｍｍ×８０　ｍｍ）进行
样品粗分离，依次用水、３０％（ｖ／ｖ，下同）乙醇水溶
液、４０％乙醇水溶液、５０％乙醇水溶液洗脱；分别收
集４０％乙醇水溶液和５０％乙醇水溶液的洗脱液，减
压浓缩，获得组分Ⅰ和组分Ⅱ。将两组分分别用甲
醇溶解配制成质量浓度为３０　ｇ／Ｌ的溶液，经０．４５

μｍ微孔滤膜过滤后用于样品的精分离。

１．４　样品的精分离

　　组分Ⅰ的色谱制备条件　自装填的Ｃｈｒｏｍａｔ－
ｏｒｅｘ　Ｃ１８柱（２２０　ｍｍ×７７　ｍｍ）；流动相：乙腈－水（２６∶
７４，ｖ／ｖ）；流速：１６０　ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２７０　ｎｍ；进
样量：１０　ｍＬ。

　　组分Ⅱ的色谱制备条件　流动相：乙腈－水（３０∶
７０，ｖ／ｖ）；其他色谱条件同组分Ⅰ的制备。

　　多次进样，收集目标化合物所在流分，减压浓缩
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后，置于烘箱内干燥，获得目标化合物。

２　结果与讨论

２．１　样品分析

　　提取物的化学组成决定了中药化学对照品的制
备可行性和生产成本。理想的样品应具有获得容
易、价格适当、组成简单、目标成分含量高、杂质含量
少等特点。以原药材为原料可以保证样品的来源，
但需要大量简单的提取工作；以提取物为原料则可
以减少这种简单的提取工作，节省时间，提高效率。
比较了多家公司不同提取物的化学组成，其中西安
小草植物科技有限公司产的含量为２０％的淫羊藿
提取物含有全部４个目标成分，故选择其作为原料
进行后续的对照品制备工作。图２为含量为２０％
的淫羊藿提取物样品的ＨＰＬＣ－ＭＳ总离子流图，以
淫羊藿甙为对照，测得淫羊藿甙和朝藿定Ａ、Ｂ、Ｃ的
含量分别为１５％、２％、１．５％、０．３％。

图２　淫羊藿粗提物的总离子流图
Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌ　ｉｏｎ　ｃｕｒｒｅｎｔ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｒｕｄｅ

ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ　Ｍａｘｉｍ
　Ｐｅａｋ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：１．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ａ；２．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ｂ；３．ｅｐｉｍｅ－
ｄｉｎ　Ｃ；４．ｉｃａｒｉｉｎ．

２．２　样品粗分离

　　黄酮苷化合物为中强极性化合物，大孔吸附树
脂是此类成分常用的分离材料，具有吸附容量大、抗
污染能力强的特点，故实验选择ＨＰＤ－１００型大孔吸
附树脂柱进行淫羊藿黄酮苷的粗分离［１０］。

　　将２０％淫羊藿提取物上样后，用不同含量的乙
醇水溶液洗脱，ＨＰＬＣ分析各洗脱液的组成，发现：

４０％乙醇水溶液的洗脱液（组分Ⅰ）主要含有淫羊藿
甙和朝藿定Ａ、Ｂ、Ｃ，５０％乙醇水溶液的洗脱液（组
分Ⅱ）主要含有淫羊藿甙及朝藿定Ｃ，其他洗脱液中
为杂质成分。通过大孔吸附树脂柱可有效地将粗提
物分段，获得适宜的组分用于后阶段的精分离。

２．３　样品精分离

　　朝藿定Ａ、Ｂ、Ｃ和淫羊藿甙４个化合物的结构

非常接近，区别仅在于Ｂ环相连取代基的不同：朝
藿定Ａ只比淫羊藿甙多一个葡萄糖残基，与朝藿定

Ｂ、Ｃ也分别仅为一个单糖残基类型的差异。因此，
对这４个化合物的分离条件的要求较高，采用常规
的制备方法无法同时完成４个化合物的分离。实验
中对采用工业高效制备柱分离的色谱条件、收集区
间进行了优化，最终确定了１．４节中所述的制备型

ＨＰＬＣ条件，在此条件下，４个化合物达到了满意的
分离。通过连续进样，从３００　ｇ淫羊藿提取物中共
获得淫羊藿甙３３　ｇ、朝藿定Ｃ４．６　ｇ、朝藿定Ｂ３．７　ｇ
和朝藿定Ａ０．６　ｇ。

２．３．１　制备型色谱柱的制备

　　色谱柱是进行色谱分离的核心部件，采用高效
柱可以经过较少的分离步骤即可获得高纯度的产

品；反之，使用低性能的色谱柱可能经过多步分离也
难以获得满意的产品。实验中采用１０μｍ高效填
料装填内径为７７　ｍｍ的制备柱，对装填过程中的匀
浆溶剂、匀浆液浓度、装填压力等参数进行了优化。

　　高压匀浆法是高效柱的主要装填方法，异丙醇、
甲醇、丙酮等溶剂都可用来配制匀浆液。试验中比
较了异丙醇、甲醇、丙酮／二氧六环３种溶剂的匀浆
效果，其中丙酮／二氧六环配制匀浆液的稳定性最
好，匀浆液可在较长时间内呈混悬状态；而用异丙醇
和甲醇配制的匀浆液的稳定性稍差，沉降相同时间
后，异丙醇匀浆液较甲醇匀浆液更容易恢复至混悬
状态。比较３种匀浆液装填的色谱柱，发现不同匀
浆液装填的色谱柱的性能接近，但异丙醇、丙酮／二
氧六环所装填的制备柱在使用前需进行溶剂置换，
过程复杂，而用甲醇作为匀浆溶剂组成简单、价格低
廉，故本实验选择甲醇作为溶剂进行匀浆液装填。

　　分析型ＨＰＬＣ柱的装填过程中匀浆液的填料质
量浓度通常为７０～１４０　ｇ／Ｌ，在此浓度范围内，填料
颗粒可以均匀分散不聚集，装填过程阻力低，容易获
得高效柱。本实验中使用工业制备柱装柱系统，受
最大匀浆体积的固定限制，使用此类稀匀浆液所装
填的制备柱的柱长过短，无法满足实际分离的要求。
为了获得适宜的柱长，需要提高匀浆液的浓度。在
最大允许匀浆体积（１．９　Ｌ）范围内，比较了不同匀浆
液浓度对柱长、柱效的影响，发现采用３００　ｇ／Ｌ的匀
浆液可以装填获得满意柱长和性能的色谱柱。

　　装柱压力高有利于形成均匀紧密的柱床，但高
压会导致填料破碎，故反相色谱制备柱珍贵填料的
装填过程既要考虑柱床的均匀紧密性，又要考虑重
复装填对填料性能变化的影响。此外，工业制备色
谱柱的装填压力还与装柱系统的可耐受压力有关。
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本实验所使用的装柱机的最大装柱压力为７　ＭＰａ
（１　０００　ｐｓｉ），在此压力以下比较了不同装填压力对
所装填的色谱柱性能的影响，结果表明７　ＭＰａ压力
下所装填的色谱柱性能最好，且填料多次压缩后，破
碎很少，可以重复利用，故选择在此压力装填色谱
柱。采用１０μｍ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ填料先后装填两根内

径为７７　ｍｍ的制备柱，所装填的制备柱的性能与分
析柱的性能比较见表１。由此可见，采用相同的填
料所装填的制备柱与分析柱的色谱性能接近，有利
于从分析分离放大到制备分离。采用相同的装填方
法装填的制备柱１与制备柱２的性能没有明显的改
变，保证了分离过程的重复性。

表１　自制的制备色谱柱与分析色谱柱的性能比较
Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｆ－ｐａｃｋｅｄ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｏｌｕｍｎｓ　ａｎｄ　ａｎ　ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌｕｍｎ

Ｃｏｌｕｍｎ　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｉｚｅ／μｍ　 ｉ．ｄ．／ｍｍ　 Ｌｅｎｇｔｈ／ｍｍ　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／（Ｎ／ｍ） Ａｓ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌｕｍｎ　 １０　 ４．６　 ２５０　 ３７０００　 １．０８
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｏｌｕｍｎ　１　 １０　 ７７　 ２２０　 ３５０００　 １．１１
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｏｌｕｍｎ　２　 １０　 ７７　 ２２０　 ３５０００　 １．１６

２．３．２　制备色谱条件的优化

　　以朝藿定Ａ、Ｂ、Ｃ及淫羊藿甙为目标，在分析型

ＨＰＬＣ柱上进行制备分离方法的开发，优化固定相、
流动相、进样量和检测波长等参数，获得满意的分离
效果后放大到工业制备 ＨＰＬＣ柱上。在放大过程
中，将色谱填料、样品浓度、流动相洗脱方式、检测波
长等作为不变因素保持一致，将柱内径、样品量、流
动相流速、检测池体积等作为可变因素，根据制备规
模来调整，具体实验参数按照放大公式计算获
得［１１－１３］。

　　实验中使用的工业高效制备柱为自装填的色谱
柱，由用户根据填料对样品的选择性选择适宜的填
料装填。通过比较样品在 Ｍｉｃｒｏｓｏｒｂ、Ｃａｌｅｓｉｌ和

Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ分析柱上的分离情况选择填料。结果
显示样品在Ｃａｌｅｓｉｌ分析柱上的分离效果不好，朝藿
定Ｃ与淫羊藿甙没有达到基线分离；在 Ｍｉｃｒｏｓｏｒｂ
和Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ分析柱上的分离效果接近，４个化
合物都可以达到基线分离；由于Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ填料
的价格具有优势，故选择其作为填料装填制备柱。

　　甲醇－水流动相体系的成本低廉，是首选的反相
色谱制备流动相，但在甲醇－水体系下，４个化合物
在Ｃｈｒｏｍａｔｏｒｅｘ　Ｃ１８制备柱上无法获得满意的分离，
其中朝藿定Ａ、Ｂ峰重叠严重，小进样量下也无法达
到基线分离；而以乙腈－水作为制备流动相体系，４
个化合物可以实现分离。因此本实验选择乙腈－水
流动相体系。

　　制备色谱以分离获得大量的单成分为目的，通
过不断加大进样量来寻找保证分离效果前提下的最

大过载进样量。在样品质量浓度为３０　ｇ／Ｌ条件下，
考察了不同进样体积（５～１２　ｍＬ）对分离度的影响。
实验结果表明，５～１２　ｍＬ进样体积范围内，随着进
样体积的增大，目标成分与干扰成分的分辨率逐渐
降低，峰重叠加重；大于１０　ｍＬ后，目标成分与干扰
成分重叠严重，无法选取适当的切割位置确保目标

成分的纯度。因此，本实验选择进样体积为１０　ｍＬ。

　　与分析型色谱分离相比较，制备型色谱所选择
的检测波长并不一定是目标成分的最大吸收波长，
选择一个可以监测到目标成分和干扰成分分离的波

长更加合适，这样可以降低平头峰对观察流分收集
的影响。黄酮类化合物的最大紫外吸收波长为２５４
ｎｍ，但在该波长下，目标化合物在样品进样很少的
情况下即表现为平头峰，化合物监测困难，无法准确
地确定目标物流分的切割位置，所以本实验选择在

２７０　ｎｍ检测波长下监测完成制备分离。图３为组
分Ⅰ中黄酮类系列对照品的制备色谱图，图４为组
分Ⅱ中黄酮类系列对照品的制备色谱图。

图３　淫羊藿粗提物粗分离得到的组分Ⅰ的制备色谱图
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎⅠ

ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｃｒｕｄｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔ　ｏｆ　Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ　Ｍａｘｉｍ

１．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ａ；２．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ｂ；３．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ｃ；４．ｉｃａｒｉｉｎ．

２．３．３　流分收集区间的确定

　　产品的纯度除了受到色谱分离条件的影响外，
还受到流分收集区间的影响。宽的目标流分收集区
间可以提高回收率，但产物纯度可能受到影响；窄的
目标流分收集区间可以提高产物纯度但回收率低。
合理的收集区间应兼顾二者。实验中借助计算机模
拟流出曲线［１４］，结合具体的流分纯度的ＨＰＬＣ分析
结果，确定适宜的收集区间，以保证制备效果。本实
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图４　淫羊藿粗提物粗分离得到的组分Ⅱ的制备色谱图
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎⅡ

ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｃｒｕｄｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔ　ｏｆ　Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ　ｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ　Ｍａｘｉｍ

１．ｅｐｉｍｅｄｉｎ　Ｃ；２．ｉｃａｒｉｉｎ．

验确定的组分Ｉ中４个化合物的收集区间分别为

１８．５～２０．５　ｍｉｎ、２１．５～２３．５　ｍｉｎ、２４～２６．５　ｍｉｎ和

２７．５～２９．５　ｍｉｎ；组分Ⅱ中２个化合物的收集区间
分别为２０．５～２１　ｍｉｎ和２２．５～２５．５　ｍｉｎ。

２．４　纯度分析

　　精密称取本方法制备的４种产品和中国食品药
品检定研究院提供的朝霍定Ｃ和淫羊藿甙对照品
各１０．０　ｍｇ，用少量流动相分别溶解并定容至１０
ｍＬ，按照１．２节的样品分析条件分析，朝霍定Ａ和
朝霍定Ｂ采用面积归一化法测定，朝霍定Ｃ和淫羊
藿甙纯度检测采用外标法测定，测得朝霍定Ａ的纯
度为９９．４７％，朝霍定Ｂ的纯度为９８．９９％，朝霍定Ｃ
的纯度为９９．９４％，淫羊藿甙的纯度为９９．６３％。

３　结论

　　规模化制备系列中药化学对照品是中药现代化
的一个重要方面，中药化学对照品的生产客观上需
要高分辨、高通量的制备方法。本实验采用工业制
备高效液相色谱法进行了淫羊藿中黄酮类化学对照

品的生产，通过优化柱的装填条件及色谱分离条件，
单次运行在３５　ｍｉｎ内可完成４个化合物的基线分
离及规模制备；通过累计进样，从３００　ｇ粗提物（总
黄酮含量约２０％）中获得淫羊藿甙３３　ｇ、朝藿定Ｃ
４．６　ｇ、朝藿定Ｂ３．７　ｇ和朝藿定Ａ０．６　ｇ，且产品的

纯度均大于９８％。所建立的方法不仅具有快速、高
效、适用范围广的特点，而且由于高效液相色谱填料
能重复利用，单次运行获得多个化合物，降低了中药
化学对照品的分离成本，十分适于高纯度中药系列
化学对照品的规模制备。
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