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摘要  目的: 利用 pH区带逆流色谱法 ( pH - zone- refin ing counte rcurrent chrom atog raphy)对三尖杉生物碱进行分离。方法:将

三氟乙酸加入乙酸乙酯 -石油醚 -水 ( 3B1B4)溶剂系统的上相 (固定相 )作为保留剂, 用含 10%氨水、中性和含三氟乙酸的下

相 (流动相 )依次进行梯度洗脱, 取得了较好的分离效果。结果: 1次分离可进样 500 m g,分离得到 4组三尖杉生物碱, 其中 2

组经核磁共振 ( NMR )分析为三尖杉碱和乙酰三尖杉碱。经 HPLC分析, 2种生物碱的纯度分别为 9514%和 9819%。结论: pH

区带逆流色谱法是一种较好的三尖杉生物碱分离方法。
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Separation of alkaloids from Cephalotaxus fortunine

by pH- zone- refining countercurrent chromatography

JIANG H ua, DU Q i- zhen, WANG Ku i- wu, X IU L i- li

( In stitute of Food B iological Engin eering, Zh ejiang Gongshang U n ivers ity, H angzhou, Zh ejiang 310035, Ch in a)

Abstract Objec tive: Separat ion o f cephalotax ine- type a lkalo ids in C ephalotaxus fortunine by pH - zone- ref-i

n ing countercurrent chrom atography w as studied in this paper.M ethod: Trifuoroacetic ac id w as added to the stat ion-

ary phase of a so lvent system composed of acetate- light petro leum- water( 3B1B4) as a retainer, cephalotax ine-

type alka lo ids w ere elu ted by step- gradient acetoelution w ith 10% ammonia w ater, w ater and trifuoroacetic ac id,

orderly. Result: In each separation, 500mg crude samp le can be successfu lly separated into 4 sections of cepha lo-

tax ine- type a lkalo ids in wh ich tw ow ere acety lcepha lotax ine and cephalotax ine identified by
1
H and

13
C NMR. The

purity o f the two alka lo ids w as 9514% and 9819%. Conclusion: It is a good w ay to separate the alka lo ids from

C ephalotaxus fortunine by pH - zone- refining countercurrent chroma tography.
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  生物碱是一类具有生理活性的物质, 是许多药

用植物的有效成分之一。三尖杉的枝、叶、根、种子

中均含有生物碱,其中三尖杉碱型生物碱与抗癌有

密切关系,含量也较高,是三尖杉中的主要成分。三

尖杉植物的主产国在我国,主要分布在云南、海南等

地。过度的砍伐和利用使我国的三尖杉资源几近匮

乏
[ 1]
。为了更有效地开发利用三尖杉资源, 本实验

采用 pH区带逆流色谱法 ( pH - zone- ref in ing coun-

tercurrent chrom atography )对三尖杉生物碱进行分

离,得到三尖杉碱 ( cepha lo tax ine)和乙酰三尖杉碱

( acety lcephalotax ine) 2种物质。这对提高有限资源

的利用,具有十分重要的意义。

1 试药与仪器
111 原料  三尖杉粗总生物碱, 总生物碱含量为

12% ~ 20% ,其中三尖杉碱约占总碱的一半。

112 试剂  甲醇, 德国默克 (M erck) ;石油醚、乙酸

乙酯、三氯甲烷 (分析纯 ) ,杭州汇普化工仪器有限

公司;水, 杭州娃哈哈集团有限公司。

113 仪器  高速逆流色谱仪 ( HSCCC- D390) , 浙

江工商大学; 泵 ( K - 1800 ), 德国 Knauer公司;

B�CH I Fract ion Co llector B- 684, 德国 B�CH I公司;

高效液相色谱仪 ( SPD - 20A ), 日本岛津; NMR仪

( AVANCE DMX 500) , 德国 Bruker公司; GF254铝

膜 TLC板, 20 cm @ 20 cm,德国 Merck公司。
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2 试验方法
211 总生物碱的制备  将三尖杉的枝叶根用氨水

碱化, 95%乙醇浸泡 24 h, 渗漉, 直至无色。把此渗

漉液减压过滤,并用旋转蒸发仪回收乙醇,得深褐色

浸膏。在浸膏中加入等体积 2%盐酸, 充分搅拌后

常压过滤,弃去不溶物。用氯仿萃取稀酸液,弃去氯

仿后的滤液用氢氧化钾溶液调 pH 为 916。再用氯
仿萃取此碱液,弃去碱水液。将氯仿液旋蒸浓缩,得

深褐色固体, 即为粗总生物碱。总生物碱含量为

12% ~ 20%, 其中三尖杉碱约占总碱的一半。

212 溶剂系统准备  溶剂系统以乙酸乙酯 - 石油

醚 -水 ( 3B1B4)的比例配制。在室温下,将其在分

液漏斗中混合均匀, 静置分层后即可使用。上相

(固定相 )主要为乙酸乙酯和石油醚, 下相 (流动相 )

主要是被上相饱和过的水。在固定相中加入

0105%三氟乙酸作为保留酸, 流动相则在下相的基

础上, 分别添加 10%氨水、不添加洗脱酸碱和添加

0101%三氟乙酸。
213 pH区带逆流色谱法

高速逆流色谱仪操作步骤: 在 20 mL流动相中

加入 500 mg样品,充分振荡,使样品完全溶解, 注入

三通进样阀。将固定相以一定的流速充满色谱柱,

然后将柱的首段与三通进样阀相接。开启速度控制

器,当转速达到 600 r# m in
- 1
时, 以 110 mL# m in

- 1

的流速泵入流动相,并通过三通进样阀进样。当流

动相从色谱柱流出时用部分收集器按每试管 8 mL

收集
[ 2]
。

更换 pH梯度流动相原则: 当某一梯度下所有

物质分离完成,即薄层层析点板后未显色,则换下一

梯度继续洗脱, 直至所有组分完全分离。样品分离

结束后,根据薄层层析的分析结果,将各单点组分分

别收集和浓缩干燥,用 HPLC测定单点组分的纯度。

214 薄层色谱 ( TCL)检测  展开剂: 氯仿 -水 ( 7B
015)。显色剂:碘蒸气。将各试管洗脱液在 TLC板

上展开,观察比较显色后的斑点颜色和展板高度。

215 HPLC条件  YMC- Pack ODS- AQ ( 250 mm

@ 416 mm, 5 Lm )色谱柱。流动相: 甲醇 - 010008
mo l# L

- 1
(NH 4 ) 2 CO 3溶液 ( 58B42)。柱温 35 e ;流

速: 018 mL# m in
- 1
; 检测波长: 290 nm。进样量 10

LL。

216 NMR条件  采用核磁共振 (
1
H

13
C- NMR)对

纯度较高组分进行光谱测试。样品以氘代氯仿

( CDC l3 )溶解。

3 结果与分析
311 pH区带逆流色谱法分离结果

三尖杉生物碱在碘蒸气中显色后, 呈紫红色。

经 pH区带逆流色谱法分离后,不同类型生物碱在

TCL板上呈现的高度和颜色不尽相同,结果见图 1。

图 1 pH区带逆流色谱法 TLC分离结果

F ig 1 TLC analysis of fractions from pH - zone coun tercurren t chro-

m atography separat ion

图中 1~ 40管为流动相中含 10%氨水的洗脱

液, 40~ 84为中性流动相洗脱液, 90~ 100管流动相

中含 0101%三氟乙酸的洗脱液。由图可以看出生
物碱重叠较少,得到了较好分离,且分离得到 4组三

尖杉生物碱。结果表明, pH区带逆流色谱法能够较

好地分离三尖杉生物碱。

312 HPLC分析  对 pH梯度高速逆流色谱法分离

得到的各单点组分用 HPLC进行纯度分析。由色谱

图可知, 所得 40~ 62管和 91~ 92管组分表现为单

一的色谱峰 (图 2), 且纯度很高, 分别达到 9514%
和 9819% (面积归一法 )。将收集的 40~ 62管和 91

~ 92管洗脱液浓缩干燥, 得到组分 A 3216 mg和组

分 B 1216 mg。

图 2 组分 A和 B的 HPLC谱图

F ig 2 HPLC chrom atogram s of compon ent A and B

313 NMR分析  表 1、表 2分别是组分 A和 B

的
1
H NMR、

13
C NMR归属。组分 A的

1
H NMR中,
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信号峰 DH 6167和信号峰 DH 6164为单峰 (各 1H ),为

苯环上的对位质子 ( H14和 H17 ); 信号峰 DH 5190为
单峰 ( 2H ), 为苯环上 - O - CH2 - O - 基团的 2个

H; DH 4192为单峰 ( 1H ) ,没有相邻 C上的 H与之耦

合,为双键 C- 1上的 H; DH 4175双峰 ( 1H )与 DH

3167双峰 ( 1H )耦合 ( J= 915), 分别归属 C- 3和 C

- 4。再由
13
C NMR图谱 (归属见表 2)及其他相关

谱可确定其为三尖杉碱。同样, 组分 B 的
1
H

NMR、
13
C NMR数据与乙酰三尖杉碱的数据

[ 4 ]
完全

吻合。三尖杉碱和乙酰三尖杉碱的化学结构如图 3

所示。

表 1 生物碱 A和 B的 1H NMR数据 ( 500MH z, CDC l3 )

Tab 1 1H NMR spectrum data of alka loids A and B

生物碱

( alka lo ids)

不同位置的 H的化学位移 [ chem ica l sh ift(D) ]

1 3 4 14 17 18 a 18 b 1p

A 4192 s 4175 d( 915) 3167 d( 915) 6167 s 61 64 s 5190 s 5190 s

B 4199 s 5173 d( 915) 3176 d( 915) 6156 s 61 53 s 5182 d( 8) 5182 d( 8) 1152 s

注 ( no te ):括号内为耦合常数 ( T he da tum in the brackets are the coup ling constants)

表 2 生物碱 A和 B的 13C NMR数据 ( 500MHz, CDC l3 )

Tab 2 13C NMR spectrum data of alka lo ids A and B

C

化学位移

[ chem ica l shift( D) ]

A B

C

化学位移

[ chem ica l shift( D) ]

A B

1 971 42 100197 12 127193 1311 95

2 1601 87 159148 13 134109 1261 77

3 731 30 74137 14 112163 1131 52

4 571 81 57154 15 146189 1471 14

5 701 99 72126 16 146109 1461 06

6 431 19 41174 17 110134 1091 79

7 201 22 19162 18 100192 1001 97

8 531 70 53136 19 57124 571 54

10 481 41 47189 1p 1701 12

11 311 48 30107 2p 201 09

图 3 三尖杉碱 ( A)和乙酰三尖杉碱 ( B)的化学结构

Fig 3 S tructu res of cephalotax ine ( A) and acetylcephalotax ine ( B )

4 讨论

411 三尖杉生物碱分离方法选择  三尖杉生物碱
具有抗肿瘤功能,且属于稀缺物种。因此,摸索高效

的三尖杉生物碱提纯分离技术, 对提高有限资源的

利用,具有十分重要的意义。但目前国内常采用的

分离方法一般为酸碱梯度分离、氧化铝 (或硅胶 )柱

层析, 结合逆流分配法反复分离
[ 5]
。该方法流程

长、操作烦琐, 分离效率较低, 而且大量有机溶剂难

以回收利用,易对环境造成污染。而本实验采用的

pH区带逆流色谱法是在普通制备型高速逆流色谱

的基础上发展起来的
[ 6]
。其利用待分离有机酸碱

的酸 (碱 )解离常数及疏水性的不同进行分离。其

分离容量大、分离纯度和效率高等优点,对天然产物

有效成分的分离具有很大的优势, 被广泛用于生物

碱的提取和分离。经实验证明, 利用 pH 区带逆流

色谱法对三尖杉提取物进行分离纯化后,得到了三

尖杉碱和乙酰三尖杉碱 2种高纯度的三尖杉碱类化

合物,这对三尖杉生物碱的有效开发利用有一定的

现实意义,是一种极具潜力的工业化生产三尖杉生

物碱的方法。

412 pH区带逆流色谱法溶剂系统选择  逆流色谱

分离效果主要取决于各组分的分配系数的差异。实

验尝试了用常规溶剂系统乙酸乙酯 -石油醚 -水溶

液 ( 3B1B4)进行分离, 结果发现生物碱种类重叠严

重, 分离效果很不理想。在此溶剂系统的基础上,改

变溶剂的比例及添加甲醇等组分均未能取得好的结

果。基于三尖杉生物碱的结构特点, 并根据各组分

的分配系数,采用 pH梯度进行洗脱,使得部分生物

碱在碱性条件下洗脱下来的同时, 有一部分生物碱

能被保留下来,从而得到较好的分离效果。因此,溶

剂系统最终为乙酸乙酯 - 石油醚 - 水 ( 3B1B4) , 上

)190) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 2)



相作固定相, 流动相则在下相的基础上依次添加

10%氨水、不添加和添加 0101% 三氟乙酸, 进行梯

度洗脱。
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药物非临床安全评价科研项目

获 2008年度国家科学技术进步二等奖

  2009年 1月 9日上午,中共中央、国务院在人民大会堂隆重举行 2008年度国家科学技术奖励大会,

奖励取得重大科技成果的科研人员。党和国家领导人胡锦涛、温家宝、李长春、习近平、李克强出席大会

并为获奖代表颁奖。

中国药品生物制品检定所为独立完成单位完成的 /符合国际 GLP标准的药物非临床安全评价平台

关键技术的建立与应用 0项目 (主要完成人:桑国卫, 王军志,李波,邢瑞昌, 王秀文, 沈连忠, 李佐刚,李

保文,霍艳,孟建华等 )获 2008年度国家科学技术进步二等奖。该项目负责人全国人大副委员长桑国卫

院士出席大会并在主席台就坐。项目主要完成人王军志研究员参加了颁奖大会。

该项目组历经十余年的潜心研究,通过国际合作,引进国际 GLP标准, 整合毒理、药理、病理、分析

等多学科技术力量, 率先在国内创建了符合国际 GLP标准的安全评价技术体系, 并先后通过国家 GLP

认证、日本 JICA认证和国际 AAALAC认证, 为目前国内唯一获得国际认可的安全评价机构。已按照

OECD、美国 FDA标准完成了 64项国外委托及国内一类药物的安全性研究, 改变了我国没有符合国际

GLP标准的药物安全评价技术体系的状况, 使我国在该领域的研究水平已基本与国际相一致。并在甲

氨蝶呤、鱼腥草、欣弗等重大药物不良事件的应对与技术处置中,发挥平台技术优势, 及时、准确确定药

害原因,为不良事件的科学分析及行政执法提供了重要依据,保障了公众用药安全。

(中国药品生物制品检定所科研处供稿 )
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