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　　摘要：采用高速逆流色谱（ＨＳＣＣＣ）技术分离制备决明子粗提物中的蒽醌类化合物。首先用石油醚－乙酸乙酯－
甲醇－水（体积比３∶２∶３∶２）的溶剂体系，进一步分离，从决明子粗提物中得到５种化合物Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ和混合
组分Ａ（含有化合物Ⅱ和Ⅳ）。将组分Ａ用石油醚－乙酸乙酯－甲醇－水（体积比３∶７∶５∶５）的溶剂体系进行进一
步分离，得到２种化合物Ⅱ和Ⅳ。经 ＨＰＬＣ检测，化合物Ⅰ ～Ⅶ的纯度分别为９９．７％、９６．４％、９１．０％、９５．３％、９８．
７％、９７．９％、９５．８％。根据ＥＳＩ－ＭＳ和１ＨＮＭＲ所提供的数据，化合物Ⅰ～Ⅶ分别鉴定为橙黄决明素、ａｌａｔｅｒｎｉｎ、１－甲
氧基－２－羟基大黄素、黄决明素、１－Ｏ－甲基大黄素、决明素、大黄素。表明高速逆流色谱分离技术是一种快速有效
的分离蒽醌类化合物的方法。
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　　决明子是豆科植物决明（ＣａｓｓｉａｏｂｔｕｓｉｆｏｌｉａＬ．）或小决明
（ＣａｓｓｉａｔｏｒａＬ．）的干燥成熟种子［１］，具有清肝明目、润肠通

便、调压降脂、增强免疫力、抗氧化和抗衰老等作用［２－４］，是一

种药食同源的中草药植物。研究表明，决明子中的主要有效

成分是蒽醌及其苷类，例如橙黄决明素、黄决明素、决明素、美

决明子素和大黄素等。橙黄决明素是决明子中的一个重要蒽

醌成分，对低密度脂蛋白受体基因转录水平有增强作用，能显

著降低高脂血症大鼠的胆固醇、甘油三脂和低密度脂蛋白胆

固醇［５］，也是决明子中控制患者血脂水平的主要有效成

分［６］；决明子中的另一个蒽醌成分大黄素，具有保护肝细胞

和胆管细胞、抗癌、消炎、抗血管生成和抑制蛋白质糖化及醛

糖合成酶的作用［７－９］。基于以上药理作用，建立一种快速有

效分离纯化决明子中蒽醌类化合物的方法非常必要，对进一

步研究阐明决明子的药理作用非常有意义。

传统的决明子中蒽醌类化合物的主要分离方法是柱色谱

法［１０－１２］。柱色谱法的固定相一般是固态物质，会对被分离样

品中的成分产生不可逆吸附作用。而 ＨＳＣＣＣ是一种液 －液
分配色谱技术，其固定相是液体，不存在不可逆吸附现象。并

且ＨＳＣＣＣ相较于柱色谱法还具有进样量大、成本小、操作简
单、回收率高等优点。Ｙａｎｇ等用６次 ＨＳＣＣＣ分离从决明子
乙酸乙酯部位中分离到９种化合物［１３］，分离次数多，操作繁

琐。本研究对决明子中乙酸乙酯部位进行了碱液萃取的操

作，除去更多的杂质，然后再应用 ＨＳＣＣＣ技术分离决明子中
的蒽醌类物质，利用２次 ＨＳＣＣＣ方法得到了７种化合物，７
种化合物结构式见图１，实现了快速分离。

１　材料与方法

１．１　原料与试剂
决明子，购自济南市中鲁医院；用于制备决明子粗提物用

的乙醇为工业乙醇，萃取和逆流色谱分离用的试剂如石油醚、

乙酸乙酯、氢氧化钠、甲醇等均为分析纯；高效液相色谱用甲

醇为色谱纯，美国天地公司生产；水为娃哈哈纯净水。

１．２　主要仪器与设备
ＴＢＰ３００Ａ型高速逆流色谱仪，包括多层聚四氟乙烯螺旋

管（直径２．３ｍｍ，分离体积３００ｍＬ，β值为０．５～０．８），上海
同田生物技术有限公司生产；ＴＢＰ５００２泵、８８２３Ｂ－紫外检测
器，北京宾达英创科技有限公司生产；３０５７－１１记录仪，重庆
川仪总厂有限公司生产；Ｗａｔｅｒｓ６００－９９６高效液相色谱系
统，配有光电二极管阵列检测器（ＰＤＡ），美国Ｗａｔｅｒｓ公司生产。
１．３　试验方法
１．３．１　决明子原材料的鉴定　取决明子粉末 １ｇ，加甲醇
１０ｍＬ，浸渍１ｈ，过滤；滤液蒸干，残渣加水１０ｍＬ使溶解，再
加盐酸１ｍＬ，置水浴锅上加热３０ｍｉｎ，立即冷却，用乙醚提取
２次，每次２０ｍＬ；合并乙醚液，蒸干，加三氯甲烷２ｍＬ溶解残
渣，得到供试品溶液。取大黄素、大黄酚对照品，分别加甲醇

制成每１ｍＬ各含０．２５、１．００ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。
展开剂为石油醚（３０～６０℃）－乙酸乙酯 －甲酸（体积比
１５∶５∶１）的上层溶液，点板展开，结果见图２。决明子样品
中与对照品有相同的 Ｒｆ，结合决明子的性状等特征，鉴定该
决明子药材是决明子（ＣａｓｓｉａｏｂｔｕｓｉｆｏｌｉａＬ．）。
１．３．２　决明子粗提物的制备　取决明子药材 ０．７ｋｇ，粉碎，
置于５０００ｍＬ圆底烧瓶中，加入１０倍量９５％的乙醇，加热回
流提取３次，每次２ｈ。抽滤后合并滤液，减压浓缩，得稠浸
膏，用水复溶。用等量的石油醚萃取３次，弃去石油醚相。再
用等量乙酸乙酯萃取３次，合并萃取液，减压浓缩至８００ｍＬ，
将浓缩液用５％的 ＮａＯＨ溶液萃取３次，萃取液用盐酸调节
ｐＨ值为２～３。再用乙酸乙酯萃取酸水液３次，将萃取液减压
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浓缩至浸膏状，得到１７．３ｇ决明子粗提物，置于４℃冰箱内
用于进一步分离。

１．３．３　两相溶剂体系及样品溶液的制备　ＨＳＣＣＣ所用的溶
剂体系为石油醚－乙酸乙酯－甲醇－水（体积比３∶２∶３∶２
和３∶７∶５∶５），按比例分别置于２Ｌ分液漏斗中，剧烈振荡
使充分混合，于室温下静置分层。使用前分出上下相，超声脱

气１０ｍｉｎ。
ＨＳＣＣＣ样品溶液的制备：取决明子粗提物２００ｍｇ，加入

体系为石油醚－乙酸乙酯－甲醇－水（体积比３∶２∶３∶２的
上下相各５ｍＬ，超声使其完全溶解即得。取含有成分Ⅱ和Ⅳ
的混合组分 Ａ２０ｍｇ，加入体系为石油醚 －乙酸乙酯 －甲
醇－水（体积比３∶７∶５∶５）的上下相各５ｍＬ，超声将其全
部溶解即得。

１．３．４　分配系数 ＫＤ的测定　溶剂系统的选择是根据目标
化合物的分配系数（ＫＤ）确定的，当两相溶剂体系达到平衡
后，将适量的粗样溶解在１ｍＬ下相中。经ＨＰＬＣ测定目标化
合物在下相中的峰面积，记录为 Ａ１。然后加等量的上相，完
全混合均匀，平衡后经 ＨＰＬＣ再次测定目标化合物在下相中
的峰面积，记录为Ａ２。分配系数（ＫＤ）由下列公式确定：ＫＤ＝
（Ａ１－Ａ２）／Ａ２。
１．３．５　ＨＳＣＣＣ的分离过程　将已超声脱气的上相（固定相）
以２０ｍＬ／ｍｉｎ的流速泵入螺旋管中直至有上相流出，以保证
固定相充满分离螺旋管，打开主机，使色谱仪螺旋管柱按顺时

针方向旋转，当转速达到８５０ｒ／ｍｉｎ并稳定后，以２．０ｍＬ／ｍｉｎ

的流速将下相（流动相）泵入分离螺旋管中，待流出的上相体

积恒定（即下相流出时）平衡完毕，进样，打开紫外检测仪和

记录仪。检测波长为２８０ｎｍ。
１．３．６　ＨＰＬＣ分析　ＨＰＬＣ分析条件：色谱柱：ＩｎｔｅｒｓｉｌＯＤＳ－
ＳＰ（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。流动相：Ａ：乙腈，Ｂ：水。梯度
洗脱：０～１５ｍｉｎ，Ａ：４０％ ～７０％，１５～２５ｍｉｎ，Ａ：７０％，２５～
３０ｍｉｎ，Ａ：７０％～１００％，３０～４０ｍｉｎ，１００％；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ。
检测波长：２８５ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。

２　结果与分析

２．１　溶剂体系的选择
溶剂体系的选择是ＨＳＣＣＣ分离的难点，也是最关键的部

分。ＨＳＣＣＣ分离的溶剂体系必须在充分混匀后快速地分层
（不超过３０ｓ）；有较高的样品溶解量和固定相保留量；而成
功的ＨＳＣＣＣ溶剂体系还要求各目标化合物在溶剂体系中有
合适的分配系数。所以溶剂体系的选择可通过分配系数 ＫＤ
值的测定来确定。一般来说，ＫＤ值的最适范围是０．５～２．０。
若ＫＤ≤０．５，说明目标化合物的保留值偏低，出峰太快，各组
峰之间的分离度较差。若 ＫＤ≥２．０，说明目标化合物的保留
值较高，虽然能够实现分离，但出峰时间较长，且峰形较宽。

若０．５＜ＫＤ＜２．０，且 ＫＤ１／ＫＤ２＞１．５（ＫＤ１＞ＫＤ２），通常可以在
合适的时间内出峰，而且能得到分离度较高的峰形。Ｓｈｕ等
认为对于极性大的物质ＫＤ在１～４范围内也能实现很好的分
离［１４］。在本试验中，根据目标成分的特性（主要是溶解性和

极性大小）、查阅文献和试验经验，选择 ＨＳＣＣＣ溶剂体系时
优先考虑石油醚－乙酸乙酯 －甲醇 －水 （ＨＥＭＷａｔ）溶剂体
系。不同体积比的溶剂体系中目标化合物的分配系数 ＫＤ值
见表１。在体积比为３∶２∶３∶２和１∶１∶１∶１溶剂体系中，
目标化合物的ＫＤ值较合适，比较这２个体系发现，这２种体
系中化合物Ⅱ和Ⅳ的ＫＤ值很接近，即这２种体系都不能将这
２种化合物分开，而体系３∶７∶５∶５中这２个化合物的ＫＤ值
之比大于１．５，可将这２种物质分开，体系 １∶１∶１∶１中化
合物Ⅶ的 ＫＤ 值大于 ４，出峰太慢，耗时长，故选择体系
３∶２∶３∶２和１∶１∶１∶１相结合的分离方法。
２．２　ＨＳＣＣＣ分离决明子粗提物

用选定的溶剂体系石油醚 －乙酸乙酯 －甲醇 －水（体积
比３∶２∶３∶２），按照“１．３．４”节所述的方法对大黄蒽醌提取
物进行分离纯化。称取０．２ｇ提取物，按照“１．３．２”节中所述
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的样品溶液制备方法对样品进行处理。根据“１．３．４”节所述
的方法进行分离，结果得到化合物Ⅰ２６ｍｇ、化合物Ⅲ１１ｍｇ、
混合组分Ａ２０ｍｇ（主要含化合物Ⅱ和Ⅳ）、化合物Ⅴ ２３ｍｇ、
化合物Ⅵ１９ｍｇ、化合物Ⅶ９ｍｇ。决明子粗提物ＨＳＣＣＣ分离
见图３。图中每个阴影与所标出的成分相对应，而馏分 Ａ中
主要含有化合物Ⅱ和Ⅳ，有待进一步进行ＨＳＣＣＣ分离。用选
定的溶剂体系石油醚 －乙酸乙酯 －甲醇 －水（体积比
３∶７∶５∶５），按照“１．３．４”节所述的方法对混合组分Ａ进行
分离纯化。将２０ｍｇ混合组分Ａ，按照“１．３．２”节中所述的样
品溶液制备方法对样品进行处理。根据“１．３．４”节所述的方
法进行分离，结果得到化合物Ⅱ９ｍｇ和化合物Ⅳ２ｍｇ。混合
组分Ａ的ＨＳＣＣＣ分离见图４。

表１　目标化合物在不同溶剂体系中的ＫＤ

ＨＥＭＷａｔ
ＫＤ值

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ
１∶１∶１∶１ ０．７９ １．５３ ０．９８ １．５６ ４．０３ ２．９２ ４．３０
３∶２∶３∶２ ０．５３ １．０１ ０．６９ １．０５ ２．４７ １．５３ ３．５６
３∶７∶５∶５ ０．９９ １．２７ １．８４ ２．３１ ３．１６ ４．７４ ５．９０
２∶１∶２∶１ ０．１０ ０．３５ ０．１３ ０．３２ ０．４８ ０．４２ ０．５４

２．３　化合物的纯度检测和结构鉴定
为分析决明子粗提物中各成分的 ＨＰＬＣ图谱，分别测试

了不同浓度和组成的流动相，包括甲醇－水、乙腈－水 、乙腈
－０．１％磷酸水溶液系统以及梯度洗脱等。结果表明，流动相
用乙腈－水和乙腈－０．１％磷酸水溶液相似且效果最佳。本
试验选用乙腈－水体系，梯度洗脱的方法如“１．３．６”节所述。

决明子粗提物和化合物Ⅰ ～Ⅶ的 ＨＰＬＣ见图５，经测定分离
得到的各组分的纯度分别为 ９９．７％、９６．４％、９１．０％、
９５３％、９８．７％、９７．９％、９５．８％。

化合物Ⅰ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：３２９［Ｍ －Ｈ］－，分子式：
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．３３（３Ｈ，ｓ）、３．９０（３
Ｈ，ｓ）、３．９７（３Ｈ，ｓ）、４．９０（３Ｈ，ｓ）、７．１６（１Ｈ，ｓ）、７．７９（１Ｈ，
ｓ）。以上数据与文献报道结果［１４－１７］基本一致，确定化合物Ⅰ
为橙黄决明素。

化合物Ⅱ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：２８５［Ｍ －Ｈ］－；分子式：
Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：３．１６（３Ｈ，ｓ）、６．４６
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４）、７．０６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４）、７．５２（１Ｈ，ｓ）。以上
数据与文献报道结果［１４］基本一致，确定化合物Ⅱ为ａｌａｔｅｒｎｉｎ。

化合物Ⅲ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：２９９［Ｍ －Ｈ］－；分子式：
Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．３３（３Ｈ，ｓ）、３．７０（３
Ｈ，ｓ）、６．５６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４）、６．９５（１Ｈ，Ｊ＝２．４）、７．７６（１Ｈ，
ｓ）、１３．２５（１Ｈ，ｓ）。以上数据与文献报道结果［１１］基本一致，

确定化合物Ⅲ为１－甲氧基－２－羟基大黄素。
化合物Ⅳ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：３５７［Ｍ－Ｈ］－，３２７［Ｍ－

ＯＣＨ３］
－；分子式：Ｃ１９Ｈ１８Ｏ７；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．２７
（３Ｈ，ｓ，３－ＣＨ３）、３．８０、３．８６、３．８７、３．９８（各３Ｈ，ｓ，１，６，７，８－
ＯＣＨ３）、７．５０（１Ｈ，ｓ，Ｈ－５）、７．７３（１Ｈ，ｓ，Ｈ－４），以上数据与
文献报道结果［１６－１７］基本一致，确定化合物Ⅳ为黄决明素。

化合物Ⅴ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：２８３［Ｍ －Ｈ］－；分子式：
Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．３０（３Ｈ，ｓ）、３．８２（３
Ｈ，ｓ）、７．３１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１．２）、７．６３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１．２）、７．７２
（１Ｈ，ｓ）、７．８（１Ｈ，ｓ）、１２．８２（１Ｈ，ｓ）。以上数据与文献报道
结果［１５］基本一致，确定化合物Ⅴ为美决明子素。

化合物Ⅵ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：３４３［Ｍ－Ｈ］－；１Ｈ－ＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．２７（３Ｈ，ｓ，３－ＣＨ３）、３．３４、３．８０、３．９８
（各３Ｈ，ｓ，１，６，７－ＯＣＨ３）、７．３１（１Ｈ，ｓ，Ｈ－５）、７．８０（１Ｈ，ｓ，
Ｈ－４）、１３．０８（１Ｈ，ｓ，８－ＯＨ）。以上数据与文献报道结
果［１６－１７］基本一致，确定化合物Ⅵ为决明素。

化合物Ⅶ：ＥＳＩ－ＭＳ，ｍ／ｚ：２６８．８［Ｍ－Ｈ］－；分子式：
Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５；

１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）：２．４４（３Ｈ，ｓ）、６．５６
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４）、７．１０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２．４）、７．１０（１Ｈ，ｓ）、７．５７
（１Ｈ，ｓ）。以上数据与文献报道结果［１５，１８］基本一致，确定化

合物Ⅶ为大黄素。

３　结论

应用ＨＳＣＣＣ分离方法，可从决明子中成功地分离出７种
高纯度的蒽醌类成分，其纯度分别为 ９９．７％、９６．４％、
９１．０％、９５．３％、９８．７％、９７．９％、９５．８％。高速逆流色谱操作
简单，快速高效，重现性好。特别是多种溶剂体系相结合以及

ＨＳＣＣＣ和多种分离方法相结合的思路，对天然植物资源中活
性成分分离纯化具有很好的应用价值，也可为具活性植物特

别是中草药质量控制所需要高纯度物质对照品的制备提供一

种高效实用的方法。
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银叶树果壳木质素提取及抗氧化性

庞庭才１，熊　拯１，胡上英２，廖燕青１

（１．钦州学院食品工程学院，广西钦州５３５０９９；２．钦州学院电子与信息工程学院，广西钦州５３５０９９）

　　摘要：采用碱液提取法对银叶树果壳木质素进行提取分离，以单因素试验和正交试验法研究提取温度、ＫＯＨ浓
度、料液比、提取时间对银叶树果壳木质素提取效果的影响，并对所提取木质素进行紫外光谱分析和抗氧化性研究。

结果发现，银叶树果壳木质素最佳提取工艺参数为：提取温度６０℃、ＫＯＨ浓度０．５ｍｏｌ／Ｌ、料液比１ｇ∶５５ｍＬ、提取时
间２ｈ，在此条件下木质素得率达到１０．７８％。银叶树果壳木质素浓度对羟基自由基、超氧阴离子自由基和对ＤＰＰＨ自
由基均有明显的清除作用，且清除率随木质素浓度增加而增大。
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　　银叶树（Ｈｅｒｉｔｉｅｒａｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ）属梧桐科植物，是热带、亚热
带海岸红树林中的乔木树种，主要分布于我国广东、广西和台

湾等地区，是比较典型的水陆两栖红树植物种类［１］。银叶树

的根为板状根，茎高而大，叶背银白色，果实形状奇特，为近心

形或近椭圆形或扁圆形，果皮木质化，外果皮坚硬［２］。有关

银叶树的研究主要集中在地理分布与形态特征［３－４］、生物化

学与遗传多样性［５－６］、抗性生理［７－８］、育苗造林技术［９－１０］、资

源利用［１１－１２］等方面，而对于银叶树果壳的研究还比较少。目

前银叶树果壳常常在果实被采摘之后当作垃圾遗弃，这不仅

造成资源的浪费，还对环境造成了一定的危害。因此，为了高

效利用银叶树资源，有必要开展银叶树果壳木质素的研究。

木质素是一种在酸作用下难以水解、具有复杂空间网状结构

的聚芳基化合物，主要存在于木质化植物的细胞中，是工业上

唯一能从可再生资源中获取的芳香族化合物［１３］，具有较高地

利用价值。但是由于木质素自身理化性质不均一、结构复杂、

分离提取困难等因素，使得木质素至今没有被很好的利用。

近年来，随着研究的深入，从花生壳、核桃壳、造纸废液中提取

木质素的研究开始增多［１４－１６］，但从银叶树果壳中提取木质素

的研究国内外尚未见报道。本研究采用一般碱法提取银叶树

果壳中的木质素，并对所提取木质素进行紫外光谱分析和抗

氧化性研究。通过对银叶树果壳木质素的研究，为提高银叶

树的综合利用价值，进一步开发和利用红树资源提供一定的

理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
银叶树果实外种壳，产自广西防城港北仑河口红树林保

护区。

试验用氢氧化钾、盐酸、乙醇等试剂均为 ＡＲ，１，１－二苯
基 －２苦肼基为 ＢＲ。主要仪器有紫外可见分光光度计
（ＵＶ－３２００），上海美谱达仪器有限公司；电子天平（ＥＬ２０４）
梅特勒－托利多（上海）有限公司；高速离心机（Ｈ１８５０），湖
南湘仪实验仪器开发有限公司；旋转蒸发器（ＲＥ－３０００），上
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