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摘要：采用高效制备液相色谱法从荷叶（!"#$%&’ ($)*+",- .-",/(）中分离制备荷叶黄酮类化合物。用 )"8 乙醇
回流提取荷叶，粗提液浓缩后经 9-$"$ 柱及聚酰胺柱色谱分离，再在 :&..30%& ;%3<2= 6$&柱上分离，以水 -乙腈为
流动相进行梯度洗脱（流速为 %/ " .> ? ./#），得到了 + 种黄酮类化合物。经紫外光谱、红外光谱、核磁共振及质谱
分析，确定该 + 种物质分别为金丝桃苷、异槲皮苷和紫云英苷。所制备的 + 种化合物的纯度都在 (#8 以上，其中紫
云英苷为首次从荷叶中分离得到。
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, , 荷叶是睡莲属植物莲（ !"#$%&’ ($)*+",-
.-",/(）的叶片。莲，又名芙蕖、芙蓉等，是具有膨

大根茎的多年生水生植物［$］，原产于中国和印度，

现全世界皆有分布。中国的荷叶资源丰富，全国除
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青海、西藏外，各地均有，且主要分布在长江、黄河和

珠江等三大流域。荷叶呈圆形盾状，叶面为绿色，有

蜡质感，背面色淡，园林中常用来美化水面。据报

道，我国民间早就有用荷叶治疗肥胖症的记载。在

"##" 年 "" 月中华人民共和国卫生部的卫监发
（"##"）第 $% 号文件中，荷叶被列入第 & 批“既是食
品又是药品”的名单之中。现代医学研究发现，荷

叶具有调血脂、清除自由基、抑菌等作用，且毒性极

小［& ’ (］，其主要的药理活性成分为黄酮类物质。但

目前对荷叶中黄酮类化合物单体组分的研究及结构

鉴定的报道甚少［)］。为了有效利用荷叶资源，阐明

荷叶黄酮类物质的药理作用机理，本文采用制备型

高效液相色谱（!"#$"%&）分离纯化技术从荷叶中
制备分离出 * 种黄酮类化合物。* 种化合物经紫外
光谱（’(）、红外光谱（ )!）、核磁共振（*+!）以及
质谱（+,）等技术分析鉴定，确定它们为金丝桃苷
（-./0123，!）、异槲皮苷（ 245670180923，"）、紫云英
苷（:491:;:<23，#），其中紫云英苷为首次从荷叶中
分离获得。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与材料
! ! 日本 ,-2=:>?7 %&#"+@ 高效液相色谱仪（分析
型）；美国 A08B=:3 高效液相色谱仪（制备型），
A08B=:3 C5<>03 ,.490= 工作站，配 $)D@#&$) %#
,+++ 泵；日本 ,-2=:>?7 ’(#&%%+ 紫外检测器；美国
,/08917= CE FD#)! 红外光谱仪；日本 G&@*++、
G&@,++ 核磁共振仪，四甲基硅（D+,）为内标；美国
@;2<039 ""++ DHF +, 仪。
! ! 乙醇、甲醇、溴化钾、乙腈、二甲基亚砜、氘代甲
醇为色谱纯，醋酸、氢氧化钠、浓 $&<、硼酸、草酸、磷
钼酸为分析纯，均购自南开大学化工厂。柱色谱用

聚酰胺粉末（"++ - "&+ 目）。荷叶取自于湖南省湘
潭地区。

! ! #" 制备型高效液相色谱条件
! ! 制备色谱柱为美国沃特斯 ,.==091. "10/D+

&")柱（*++ == . (/ ) ==，"+ $=）；流动相为水和
乙腈，线性梯度洗脱程序：+ - *( =23，),I 水!(,I
水；*( - $& =23，(,I 水；$& - $( =23，(,I 水!),I
水；$( - ,+ =23，),I 水；流速为 %/ + =% J =23。流动
相在使用前需经 +/ $% $= 微孔滤膜抽滤，超声脱
气；进样量为 ,++ $%；柱温为 *+ K；检测波长为
*,+ 3=。
! ! $" 荷叶黄酮类化合物的提取纯化
! ! 准确称取干净、干燥的荷叶 " B;，用乙醇水溶
液回流提取 * 次（分别用 * %，* %，& % ,+I 乙醇水溶

液），合并提取液，真空浓缩。用已处理好的 L#"+"
树脂进行初步分离。先用蒸馏水冲洗至洗脱液无色

澄清（去除蛋白质和糖类化合物），然后以 (+I 的乙
醇水溶液洗脱（预备实验证实总黄酮类化合物主要

在该洗脱液中）。收集洗脱液，真空浓缩，冷冻干

燥，得荷叶黄酮粗提物 )/ $ ;。取荷叶黄酮粗提物 %
;，以 %+ =% 水溶解，将其缓慢倒入装有已处理好的
聚酰胺填料的柱色谱（"&+ 8= . ) 8=，聚酰胺粉 %++
;）中，充分吸附 *+ =23 后，依次用 "%I，*+I，$%I，
,+I，(%I，#+I 的乙醇水溶液洗脱，分别收集洗脱液
并用分析型高效液相色谱仪检测。合并相同组分。

从 $%I 乙醇水溶液的洗脱液中得到 F1#"（,)+ =;）。
! ! %" 荷叶黄酮类化合物的制备色谱分离
! ! 将 F1#" 组分真空浓缩后上样于制备液相色谱
柱。制备液相色谱的分离条件如“"/ &”节所述，分
别收集 @，A，& 组分（见图 "）。各组分溶液用制备
液相色谱进一步分离（分离条件同上），分别收集洗

脱液，真空浓缩，冷冻干燥后，从 @ 馏分中得到化合
物!（&$+ =;），从 A 馏分中得到化合物"（ &++
=;），从 & 馏分中得到化合物#（)+ =;）。

图 !" "#$! 组分的制备液相色谱图
"%&! !" ’(#)*+,)&#+* )- "#$! ./ 0#10+#+,%21 34$546’

@M -./0123；AM 245670180923；&M :491:;:<23M

! ! &" 荷叶黄酮类化合物的鉴定
! ! & ! !" 荷叶黄酮类化合物的色谱鉴定
! ! 将化合物!、"和#分别进行分析型高效液相
色谱和高效薄层色谱检测。

! ! 分析型高效液相色谱条件：分析色谱柱为大连
依利特公司生产的 N15=:42< &")柱（"%+ == . $/ ,
==，% $=）；流动相为水#乙腈（体积比为 )$ 0 ",；使
用前经 +/ $% $= 微孔滤膜抽滤，超声脱气），流速为
"/ + =% J =23；进样量为 &+ $%；柱温为 *+ K；检测波
长为 *,+ 3=。
! ! 高效薄层色谱条件：聚酰胺薄膜，展开剂为乙
醇#水（体积比为 * 0 %），显色剂为 "I @<&<*，于紫外
灯下观察。
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! ! " ! #$ 荷叶黄酮类化合物的结构鉴定
# # 分别对化合物!、"和#进行 !"、#$、%&、
’%$ 检测，确定其化学结构。

#$ 结果与讨论

# ! !$ 色谱鉴定
# # 图 ! 为化合物!、"和#的色谱分离图。经峰

面积归一法计算，$ 个化合物的纯度依次为 %%& $(，
%’& $(和 %(& )(；保留时间分别为 ’& %!"，%& $"’ 和
*+& *, )*+。高效薄层色谱分离结果见图 $，各化合
物均为单一斑点，! , 值分别为 +& "*，+& ,% 和 +& ,)。
$ 个化合物的熔点依次为 *%( - *%% -、*%’ - !++ -
和 *(+ - *($ -。上述结果表明各化合物均为单一
成分。

图 #$ （"）化合物!、（#）化合物"和（ $）化合物#的高效液相色谱分离图
%&’! #$ ()*+,"-+’*",. +/（"）$+,0+123 !，（#）$+,0+123 " "23（ $）$+,0+123 #

图 %$ 化合物!、"和#的高效薄层色谱图
%&’! %$ 4567( .08$-*" +/ $+,0+123. !，" "23 #

# ! #$ 结构鉴定
# # 经 !"、#$、%&、’%$ 等光谱鉴定，确定化合物
!、"和#分别为金丝桃苷、异槲皮苷和紫云英苷，
其中紫云英苷为首次从荷叶中分离得到。

# ! # ! !$ 化合物!
# # 外观为淡黄色粉末；熔点为 *%( - *%% -；溶于
乙醇、甲醇、稀碱溶液；./01%2 反应呈紫红色；醋酸
铅反应黄色加深，久放形成黄色沉淀；碱性试剂处理

后黄色加深，久放呈棕色；!" !%34.
)56（ +)）：!"(，$)+

78；#$（ 9:;）$)56（ <) . * ）：$ $%+（ 4.），* )"’
（ %%/ 4 ），* )+(，* ")$，* "**，* ,""，* $)"，* $+"，
* !+!，* *)%，* *$+，* +’)，* +)%，* +!+；*. ’%$（二
甲基亚砜（=%&4））"：(& ))（*.，>），(& "!（*.，7），
)& ’+（*.，>），)& ,+（*.，7），)& !+（*.，7），"& $(（*.，
>）；*$/ ’%$（=%&4）"：*((& "（/1,），*),& !（/1(），
*)*& !（/1"），*")& $（ /1%），*")& !（ /1!），*,’& "（ /1

!?），*,,& ’（/1$?），*$$& "（/1$），*!!& +（/1)?），*!*& *
（/1*?），**)& +（/1"?），**"& !（/1,?），*+$& %（/1*+），
*+*& ’（ @50：/1*），%’& (（ /1)），%$& "（ /1’），("& ’
（@50：/1"），($& !（@50：/1$），(*& !（@50：/1!），)(& %
（@50：/1,），)+& *（@50：/1)）；加钠 A4B %&（" # $）：
,’(& +’$ ,，显示相对分子质量为 ,),。其 *. ’%$ 、
*$/ ’%$ 和熔点数据与文献报道［% . *)］基本一致，鉴

定该化合物为 $ 1%1#1=1吡喃半乳糖基1槲皮素苷，即
金丝桃苷。

# ! # ! #$ 化合物"
# # 外观：黄色粉末；熔点为 *%’ - !++ -；溶于乙
醇、甲醇、稀碱溶液；./01%2 反应呈紫红色；醋酸铅
反应黄色加深，久放形成黄色沉淀；碱性试剂处理后

黄色加深，久放呈棕色；!" !%34.
)56（+)）：!"(，$"% 78

（%34.）；#$（9:;）$)56（<)
. *）：$ $%*（4.），* )"’

（ %%/ 4 ），* )+(，* "+"，* ,,!，* $)!，* $+"，* !(,，
* *%%，* *)%，* **$，* +)!，* +*!；*. ’%$（/=$4=）
"：(& (+（*.，>），(& ")（*.，7），)& ’"（ *.，>），)& $’
（*.，7），)& *%（ *.，7），"& !$（ *.，>）； *$/ ’%$
（/=$4=）"：*(%& "（ /1,），*))& *（ /1(），*)$& *（ /1
"），*"%& +（/1%），*"’& "（/1!），*,%& %（/1!?），*,"& %
（/1$?），*$"& )（ /1$），*!$& !（ /1)?），*!$& *（ /1*?），
**(& "（ /1"?），**)& +（ /1,?），*+"& (（ /1*+），*+,& $
（@0<：/1*），%%& %（ /1)），%,& (（ /1’），(’& ,（ /1"），
(’& *（/1$），("& (（/1$），(*& !（/1,），)!& )（/1)）；加
钠 A4B %&（" # $）：,’(& +’$ ,，显示相对分子质量
为 ,),。其 *. ’%$ 、*$/ ’%$ 和熔点数据与文献

·+%·
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报道［# $ "%］基本一致，鉴定该化合物为 & !!!!!"!吡喃
葡萄糖基!槲皮素苷，即异槲皮苷。
! ! ! ! "# 化合物!
! ! 外观：淡黄色粉末；熔点为 "’( ) "’& #；溶于乙
醇、甲醇、稀碱溶液；$%&!’( 反应呈紫红色；醋酸铅
反应黄色加深，久放形成黄色沉淀；碱性试剂处理后

黄色加深，久放呈棕色；)* "’+,$
-./（0-）：*+,，&%- 12

（’+,$）；34（567）"-./（8-
$ "）：& &-&（,$），" +%+

（ %%% , ），" +(’，" %("，" --&，" &+(，" *,&，" *(#，
" "’,，" (+#，" (+#，" ("*；"$ 9’4（%"&,"）#：,. (&
（*$，:），+. ,’（*$，:），+. -(（"$，:），+. *(（"$，:），
%. -%（"$，:）；"&% 9’4（%"&,"）#："’,. *（%!-），
"+-. ’（%!’），"+". ,（%!%），"+(. *（%!-;），"%’. ’（%!
*），"%’. *（%!#），"&-. "（%!&），"&(. #（%!*;），"&(. #
（%!+;），"*". %（%!";），""-. ’（%!&;），""-. ’（%!%;），
"(-. -（%!"(），"(*. ’（<&8：%!"），#,. %（ %!+），#&. -
（%!,），’’. "（<&8：%!%），’+. ’（<&8：%!&），’-. -（<&8：
%!*），’(. (（<&8：%!-），+". &（<&8：%!+）；加钠 =,>
’?（" # $）：-’". (,, "，显示相对分子质量为 --,。
其 "$ 9’4 、 "&% 9’4 和熔点数据与文献报
道［# $ "’］基本一致，鉴定该结晶体为 & !!!!!"!吡喃葡
萄糖基!山柰酚苷，即紫云英苷。此化合物为首次从
荷叶中分离得到。

! ! "# 讨论
! ! " ! $# 提取条件的选择与优化
! ! 黄酮类化合物是植物体内非常重要的一类次生
代谢产物，具有多种药理作用，是一类具有广阔开发

前景的天然药物。本文比较了以热水、碱液、乙醇和

丙酮为提取剂的提取效果，其中以丙酮的提取效果

最佳，其次为乙醇。考虑到丙酮对人体有害，不符合

健康食品要求，最后确定以乙醇作为提取溶剂。实

验采用 &(@，-(@，%(@，+(@，’(@，,(@ + 个浓度的
乙醇水溶液对荷叶中的黄酮类化合物进行提取。结

果表明，当乙醇浓度较低时，提取率也较低；随着乙

醇浓度加大，提取率逐渐上升；但当乙醇浓度太高

时，提取率又逐渐下降。这可能是由于在提取时荷

叶总是浮在液面上，而提取溶剂中乙醇浓度高而水

的含量少时，荷叶不能吸收足够的水分而膨胀，荷叶

中的黄酮类物质不能充分地溶出的缘故，所以实验

最后确定以提取率最高的 +(@ 的乙醇水溶液作为
提取溶剂。

! ! " ! !# 高效制备液相色谱条件的选择与优化
! ! 在对 >7!" 馏分进行制备分离时曾采用甲醇!水
作为流动相进行等度洗脱，虽然经过充分的优化，但

由于 A、6 两物质的结构非常相似（从鉴定结果可以
看出），A 和 6 两个峰几乎完全重叠，未能达到理想

的分离效果。采用乙腈!水系统作为流动相，& 个目
标成分基本达到基线分离，并且保留时间也适宜。

在采用高效制备液相色谱法进行物质的分离纯化

时，不但要求所分离的物质有较好的分离度，而且要

求进样量大、收率高、实验运行时间短，以降低运行

成本。利用高效液相色谱进行分析时常采用等度洗

脱法，但在进行制备分离时等度洗脱法存在分离时

间过长的缺陷，导致制备效率降低和溶剂消耗增加。

本文从提高效率、节约溶剂的角度考虑，选用梯度洗

脱方法来制备分离荷叶中的黄酮类物质。在液相色

谱分离中通常都是等所有组分都流出后再平衡色谱

柱，等色谱柱完全平衡后再进行下一次分离实验，因

此柱平衡时间的长短直接影响实验效率，这也是作

者建立本实验方法的重要考虑因素。本实验的柱平

衡时间较长（约为 "% -B0 左右），为提高实验效率，
作者通过多次的摸索发现在 -* -B0 也就是在 6 物
质的峰差不多出来后就开始降低乙腈的浓度，这样

不仅可以使各物质得到较好的分离，还可以缩短进

样前的柱平衡时间，从而达到提高效率、节约成本的

目的。

! ! 荷叶粗提物在聚酰胺柱色谱分离后还得到了另
一组分 >7!*。该组分经反复重结晶后得化合物#，
经紫外光谱、红外光谱、核磁共振以及质谱等技术的

分析鉴定，确定为槲皮素，纯度为 #,. &@。

"# 结论

! ! 高效制备液相色谱法分离制备化合物不仅能够
得到高纯度的化合物单体，而且产率高，操作方便，

便于收集，制备出的产品可作为对照品。该色谱分

离方法为在天然产物中分离高纯度的化合物单体提

供了参考。

! ! 本实验的荷叶原料来源于湖南省湘潭地区，因
为荷叶的品种很多，不同地区、不同采摘时间的荷叶

中的活性成分以及各成分的含量都会有差异，对这

些差异性的比较还有待进一步的研究。

致谢：清华大学化学系王义明教授、王玉莉博士、任

康宁博士、严诗楷博士、梁琼粼博士在化合物的 34、
’? 和 9’4 测定时给予了很大的帮助，在此表示真
诚的感谢。

参考文献：

［"］! C2.7-.8DED+B. %D--B11BD0 DF C+DE&+’1 4+EGH&B8 DF %2B0.I
C2.7-.8DED+B. DF C+DE&+’1 4+EGH&B8 DF %2B0.，C.7J " I 6+B!
KB0(：%2+-B8.& 30:G1J7L C7+11（国家药典委员会 I 中华人民
共和国药典，一部 I 北京：化学工业出版社），*(((：*&"

［*］! MG N O，<G.0 N ?，OB P，Q.0( P P，QG PI ?JG:L PDG70.& DF
=7.:BJBD0.& %2B0+1+ ’+:B8B0+（喻泽兰，关章顺，李洁，王俊

·"#·



色 谱 第 !" 卷

杰，吴俊 ! 中医药学刊），!##$，!%（"）：&&’
［$］( "# $ %，&#’ (，$) *，%)’ +，,# $ -! ./)’010 2345)6)7’48

4’5 (03948 "3#:1（杜力军，孙虹，李敏，金文，徐丽珍 ! 中草
药），!###，$%（)）："!&

［*］( ;# ; <，./0’ ( <，-0’: = ,! ./)’010 2345)6)7’48 4’5
(03948 "3#:1（余以刚，陈海光，曾庆孝 ! 中草药），!##%，$!
（+）：&’$

［"］( $) * ;，./0’ % >，=)4’ > <，(0 + (! ./)’010 %7#3’48 7?
&67@46787:A（李鸣宇，陈健芬，钱伏刚，何卫华 ! 中华口腔医
学杂志），!##$，$+（*）：!)*

［&］( 24’: ; >，-/4’: * $，;0 % >，-0’: ( ;! <#4’:B/7# >775
&C)0’C0 4’5 20C/’787:A（唐裕芳，张妙玲，叶进富，曾虹燕 !
广州食品工业科技），!##*，!#（!）：")

［)］( $) % (! >775 &C)0’C0（李敬华 ! 食品科学），!##*，!"（"）：
!%#

［+］( D80:4@) E E，F4601 .，<34A E G，*4CH4A & I，&H0880@ < <，
+4):/ J "! I/A67C/0@)163A，!##$，&$（&）：)!)

［’］( -/47 ; ,，&#’ , ;! 2/0 &K0C6348 G50’6)?)C46)7’ 7? L3:4’)C
*780C#843 &63#C6#30! F0)M)’:：&C)0’C0 I3011（赵瑶兴，孙祥
玉 ! 有机分子结构光谱鉴定 ! 北京：科学出版社），!##*：!*)

［%#］( -/47 2 -! %$. N#C8043 *4:’06)C J017’4’C0 &K0C6371C7KA!
-/0’:B/7#：(0’4’ &C)0’C0 4’5 20C/’787:A I3011（赵天

增 ! 核磁共振碳谱 ! 郑州：河南科学技术出版社），%’’$：
!!&

［%%］( (43973’0 % F! 2/0 >84O7’7)51! "4) $ P，634’18! F0)M)’:：
&C)0’C0 I3011（"酮类化合物 ! 戴伦凯，译 ! 北京：科学出
版社），%’+$："%

［%!］( >)8)KK7 G! ./0@)163A 4’5 G’5#163A，%’)’，*："!"
［%$］( <7’: ; (! 2/0 ./0@)C48 &/)?6 ?73 %$.QN*J 7? N46#348 L3Q

:4’)C .7@K7#’51! P#’@)’:：;#’’4’ &C)0’C0 4’5 20C/Q
’787:A I3011（龚运淮 ! 天然有机化合物的%$.核磁共振化学
位移 ! 昆明：云南科学技术出版社），%’+&：%+!

［%*］( ;# " =，;4’: % &! 2/0 (4’5977H 7? E’48A6)C ./0@)163A：
R78 ) ! !’5 05! F0)M)’:：./0@)C48 G’5#163A I3011（于德泉，
杨峻山 ! 分析化学手册：第 ) 分册 ! 第 ! 版 ! 北京：化学工业
出版社），%’’’：+!#

［%"］( ./0’ " .! 2/0 (4’5977H 7? ./0@)C48 J0?030’C0 &#9Q
164’C01! F0)M)’:：*05)C48 4’5 &C)0’6)?)C I#98)1/)’: (7#10
7? ./)’4（陈德昌 ! 中国化学对照品工作手册 ! 北京：中国
医药科技出版社），!##!：!)+

［%&］( *43H/4@ P J，20@4) F，&64’80A J，<0):03 (，*493A 2 %!
20634/0537’，%’)+，$*（’）：% $+’

［%)］( GS41/)’4 2，L764’) &! I/A67C/0@)163A，%’’#，!’（ %%）：

###########################################

$ &$’

#####

#####

$

$$

$

( 会 ( 讯

第二届华东地区色谱、质谱学术交流会暨仪器展览会

在南京成功举行

( ( 由江苏省分析测试协会色谱专业委员会、有机波谱专业委员会和长三角洲质谱学术交流会联合举办、江
苏省理化测试中心承办的第二届华东地区色谱、质谱学术交流会暨仪器展览会于 !##& 年 %%月 !日 , *日在
南京隆重召开。来自上海、浙江、安徽、江苏等华东地区及山东等省市从事色谱、质谱的科技工作者代表 $##
余人参加了会议。大会邀请了中国色谱学会理事长张玉奎院士，南京大学陈洪渊院士，中国色谱学会副理事

长兼秘书长许国旺教授，中国质谱学会副理事长钱小红教授，中国色谱学会常务理事关亚风教授以及华东地

区的知名色谱、质谱学者共 %! 位专家作了精彩的大会专题学术报告。更多的与会代表则以书面形式进行了
广泛的学术交流，会议出版了与会学者撰写的 )# 多篇学术交流论文集。大会期间有 %# 多家国内外仪器厂
商的代表与会并作了新产品应用方面的新方法、新技术报告。会议始终洋溢着浓郁的学术气氛，生动活泼、

富有新意。从事色谱、质谱学科的科技工作者首次聚集一堂，共同研讨华东地区色谱、质谱技术的结合与发

展，推动色谱、质谱技术的普及与提高。

（赵厚民、汤伟 供稿）
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