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［摘要］　目的：采用高速逆流色谱（ＨＳＣＣＣ）技术对藜芦中的甾体类生物碱进行分离鉴定。方法：以石油醚乙
酸乙酯甲醇水（５∶５∶３∶７，Ｖ／Ｖ）为溶剂系统，在转速为８５０ｒ·ｍｉｎ－１、流速为２０ｍＬ·ｍｉｎ－１、检测波长为２８０ｎｍ的
实验条件下进行分离。结果：从３００ｍｇ粗提物中分离得到２１ｍｇ的藜芦酰棋盘花胺（ｖｅｒａｔｒｏｙｌｚｙｇａｄｅｎｉｎｅ）和９３ｍｇ
的介芬胺（Ｊｅｒｖｉｎｅ），经ＨＰＬＣ分析，其纯度分别为９１３４％、９８１０％。结论：该方法简便、重现性好、分离量大，
适合于甾体类生物碱的分离纯化。

［关键词］　高速逆流色谱；藜芦；甾体类生物碱

ＳｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｔｅｒｏｉｄａｌＡｌｋａｌｏｉｄｓｆｒｏｍＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍｂｙＨｉｇｈｓｐｅｅｄＣｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ＪＩＡＮＧＪｉａｏｊｉａｏ１，２，ＹＡＮＨｕｉｊｉａｏ２，ＷＥＮＬｅｉ１，２，ＺＨＥＮＧＸｉｕｈｕａ１，２，ＷＡＮＧＸｉａｏ２，ＣＨＥＮＹａｎｐｉｎｇ３

（１ＳｈａｎｄｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｉｎａｎ２５０３５５，Ｃｈｉｎａ；
２ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴＣＭＱｕａｌｉｔｙＣｏｎｔｒｏｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｄｏｎｇＡｎａｌｙｓｉｓａｎｄＴｅｓｔＣｅｎｔｅｒ，Ｊｉｎａｎ２５００１４，Ｃｈｉｎａ；

３ＹａｎｔａｉＥｎｔｒｙＥｘｉｔＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＱｕａｒａｎｔｉｎｅＢｕｒｅａｕ，Ｙａｎｔａｉ２６４０００，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｅｐａｒａｔｅａｎｄｐｕｒｉｆｙｓｔｅｒｏｉｄａｌａｌｋａｌｏｉｄｓｆｒｏｍｔｈｅｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍＬｂｙ
ＨＳＣＣＣＭｅｔｈｏｄｓ：Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（５∶５∶３∶７，Ｖ／Ｖ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍＳｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔａｒｏｔａｔｉｎｇｓｐｅｅｄｏｆ８００ｒ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ２０ｍＬ·ｍｉｎ－１ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ
２８０ｎｍＲｅｓｕｌｔｓ：２１ｍｇｖｅｒａｔｒｏｙｌｚｙｇａｄｅｎｉｎｅａｎｄ９３ｍｇｊｅｒｖｉｎｅｗｅｒｅｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍ３００ｍｇｏｆｔｈｅｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｗｉｔｈｔｈｅｐｕｒｉ
ｔｙｏｆ９１３４％ ａｎｄ９８１０％ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｇｏｏｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅａｎｄｅｆ
ｆｉｃｉｅｎｔｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｔｅｒｏｉｄａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍＬ．；ｓｔｅｒｏｉｄａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７．５．０１１

藜芦 Ｖｅｒａｔｒｕｍ ｎｉｇｒｕｍ Ｌ为百合科藜芦属植
物［１］，多年生草本，主要生长在海拔较高的山坡林

下或草丛中，主产于中国的东北、华北、贵州、陕

西等地区［２］。藜芦又名黑藜芦、山葱，在 《神农本

草经》、《别录》和 《本草纲目》中均有记载，其味

辛、苦，性寒，具有祛痰、催吐、杀虫等作用［３］，

通常用于治疗中风、癫痫、虐疾、跌打损伤、头癣

等疾病，此外还可灭蛆、蝇［４］，其主要药效成分有

藜芦生物碱、
!

类、二肽类、黄酮类及其他化

合物［５］。

近年来，研究发现藜芦中有效成分藜芦生物碱

还具有强心降压、改善脑循环、抗癌等生理活

性［６７］，但是目前国内对藜芦生物碱的研究还比较

少。藜芦生物碱主要为甾体类生物碱，其基本母核

为胆甾烷类化合物，特点是没有紫外吸收，且含量

较低，为藜芦生物碱的分离纯化增加了很大的难度。

传统的分离方法主要包括柱色谱法［８］、薄层色谱

法［９］、高效液相色谱法［１０］等。这些方法不仅耗费时

间长、效率低，还容易对被分离成分产生死吸附、

变性等影响。为了进一步研究藜芦生物碱的生理活

·８４６·
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性，更好地开发利用藜芦生物碱，本文研究建立一

种高效的分离制备藜芦生物碱的方法，制备了纯度

较高的藜芦酰棋盘花胺和介芬胺两个单体化合物（化

学结构式见图１）。

图１　藜芦酰棋盘花胺和介芬胺的化学结构

１　仪器与材料

ＴＢＥ３００Ａ高速逆流色谱仪（上海同田生物技术
有限公司），该系统由 ＴＢＰ５００２泵、多层聚四氟乙
烯螺旋管、８８２３Ｂ紫外检测器（上海胜斯贸易有限
公司）、３０５７１１记录仪（上海精科实业有限公司）组
成；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱系统 ［配有蒸发光散

射检测器（ＥＬＳＤ），美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司］；旋转蒸发仪
（上海况胜科技有限公司）。

样品前处理以及高速逆流色谱中所用到的石油

醚、乙酸乙酯、甲醇均为分析纯（邹平鲁岳化工有限

公司），水为过滤蒸馏水；高效液相色谱所用乙腈为

色谱纯（美国天地公司），实验用水为过滤蒸馏水及

娃哈哈纯净水。

藜芦药材购于哈尔滨三棵树药材专业市场，经

山东中药医药大学李佳教授鉴定为百合科植物藜芦

ＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍＬ的干燥根茎。

２　方法

２１藜芦生物碱粗提物的制备

将藜芦药材５ｋｇ粉碎，过４０目筛，将其平均置
于３个１０Ｌ的圆底烧瓶中，分别加入 ９５％的乙醇
６Ｌ回流提取３次（提取时间分别为３、２、２ｈ），过
滤，合并滤液，减压浓缩至无乙醇味道，得浓缩液

１２００ｍＬ。在浓缩液中慢慢加入１０％ＨＣｌ溶液，调节
溶液ｐＨ值达到 ３，然后加入等体积的石油醚萃取
３次，将石油醚萃取后的水相加入氨水调节溶液至

ｐＨ值达到１０，得沉淀１０５ｇ。将１０５ｇ沉淀溶于 ｐＨ
值为１０的碱水溶液中，超声振荡后用乙酸乙酯萃
取，回收溶剂得乙酸乙酯萃取物，将其用酸水溶解

后，再加入氨水调节 ｐＨ值为１０，过滤得较纯样品
３０ｇ，用于进一步分离。

２２两相溶剂系统和样品溶液的制备

实验所采用的溶剂体系为石油醚乙酸乙酯甲醇
水（５∶５∶３∶７，Ｖ／Ｖ），将上述溶剂按比例置于２０００ｍＬ
的分液漏斗中，充分振荡，静置，使其分层。使用

前分出上下相，将上层溶液作为固定相，下层作为

流动相，放于不同容器中，然后超声脱气 ５ｍｉｎ，
待用。

取４００ｍｇ纯化后的样品，因其溶解性差，在上
相中稍好，故取上述溶剂系统的上相溶解样品，作

为样品溶液。

２３分离和鉴定

２３１ＨＳＣＣＣ的分离制备过程　将预先准备好的上
相，以２０ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速泵入 ＨＳＣＣＣ的螺旋管
中，待上相充满ＨＳＣＣＣ的螺旋管时，启动仪器，顺
时针缓慢调节转速至８５０ｒ·ｍｉｎ－１，转速稳定后，以
２ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速泵入下相，当在出口观察到有下
相流出时，说明上下相已经建立了动态平衡。将样

品溶液通过进样阀注入分离柱中，然后开启紫外检

测器（检测波长２８０ｎｍ）和记录仪，根据 ＨＳＣＣＣ图
谱手动收集馏分。

２３２ＨＰＬＣ分析　根据ＨＳＣＣＣ图谱将分离得到的馏
分及吹出液用 ＨＰＬＣ进行分析。色谱柱为 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ
ＯＤＳＳＰ（２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，５μｍ）；柱温为２５℃；
检测波长为２６５ｎｍ；流动相为乙腈（Ａ相）、０１％三
氟乙酸水溶液（Ｂ相），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，２０％ Ａ；
５～３０ｍｉｎ，２０％ Ａ～４０％ Ａ；３０～４０ｍｉｎ，４０％ ～
１００％ Ａ；４０ ～ ４５ ｍｉｎ，１００％ Ａ）；流 速 为

１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：２０μＬ。

３　结果与讨论

３１ＨＰＬＣ条件的优化

本实验考察了甲醇水、乙腈００５％甲酸水溶
液、甲醇０１％三氟乙酸水溶液和乙腈０１％三氟乙
酸水溶液等作为流动相时样品中各组分的分离效果，

也考察了等度洗脱和梯度洗脱的影响。结果发现当

采用乙腈０１％三氟乙酸的水溶液进行梯度洗脱时，
样品中的各组分具有较好的分离效果，如图３所示。

·９４６·
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３２ＨＳＣＣＣ分离条件的优化

ＨＳＣＣＣ分离效果的好坏关键在于所选择的溶剂
系统是否合适，而溶剂系统是根据两相溶剂中的分

配系数（ＫＤ）为指标来决定的。通常，ＫＤ值范围是
０５～２０时说明此溶剂系统较好［１１］。本实验利

用ＨＰＬＣ测定了在不同比例的石油醚乙酸乙酯甲
醇水中目标化合物的 ＫＤ值。结果发现，当溶剂
体系石油醚乙酸乙酯甲醇水的比例为 ５∶５∶３∶７
时，样品中的两个生物碱具有合适的 ＫＤ值，
见表１。

表１　样品中的２个生物碱在不同溶剂系统中的ＫＤ值

石油醚乙酸乙酯甲醇水
（Ｖ／Ｖ）

分配系数 （ＫＤ）

化合物１ 化合物２

６∶４∶６∶４ ０２８ ０６７

５∶５∶４∶６ ０５４ ０８３

５∶５∶３∶７ ０７９ １２５

４∶６∶４∶６ １１２ ２３４

从表１中的数据可以看出，样品中的２个生物
碱在石油醚乙酸乙酯甲醇水（６∶４∶６∶４，Ｖ／Ｖ）的溶
剂系统中ＫＤ值较小，使用这个溶剂系统能够很快洗
脱样品中的２个生物碱，因此两组分将得不到较好
的分离。当溶剂系统为石油醚乙酸乙酯甲醇水
（４∶６∶４∶６，Ｖ／Ｖ）时，化合物１、２的ＫＤ值分别为１１２
和２３４，可以看出此时的ＫＤ偏大，需要较长的时间
才能使两个组分洗脱出来。而溶剂系统为石油醚乙
酸乙酯甲醇水５∶５∶４∶６和５∶５∶３∶７时，两个目标化合
物的ＫＤ值基本符合要求。通过实验发现，当石油醚
乙酸乙酯甲醇水体积比为５∶５∶３∶７更为合适，两组
分的分离效果更好，且分离时间较短。

３３ＨＳＣＣＣ分离纯化

利用上述优化的溶剂系统石油醚乙酸乙酯甲
醇水（５∶５∶３∶７，Ｖ／Ｖ）进行化合物的分离。一次进样
３００ｍｇ藜芦生物碱粗提物，在５５ｈ内完成一次分
离，根据图２进行馏分的手动收集，最终得到藜芦
酰棋盘花胺（峰１）２１ｍｇ和介芬胺（峰２）９３ｍｇ，
分离制备的化合物经 ＨＰＬＣ进行分析，其纯度分别
为９１３４％和９８１０％（见图３）。

３４化合物的结构鉴定

化合物１：无色针状结晶，碘化铋钾试剂显黄
色，１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），δ：１０６（３Ｈ，

注：１藜芦酰棋盘花胺峰；２介芬胺峰。

图２　藜芦中甾体生物碱的的ＨＳＣＣＣ图谱

注：Ａ藜芦粗提物；Ｂ藜芦酰棋盘花胺；Ｃ介芬胺；１藜芦

酰棋盘花胺峰；２介芬胺峰。

图３　藜芦粗提物及得甾体生物碱的ＨＰＬＣ图

ｓ，Ｈ１９），１０８（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７０Ｈｚ，Ｈ２７），１２５
（３Ｈ，ｓ，Ｈ２１），３２９（１Ｈ，ｓ，ＯＨ２０），３８１
（３Ｈ，ｓ，ＯＭｅ４′），３８４（３Ｈ，ｓ，ＯＭｅ５′）；１３Ｃ
ＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：３２６４（Ｃ１），２６７６
（Ｃ２），７５４７（Ｃ３），１０４１５（Ｃ４），４６６４（Ｃ５），
１９１７（Ｃ６），１７０２（Ｃ７），４３９２（Ｃ８），９５４１
（Ｃ９），４３９２（Ｃ１０），９５４１（Ｃ１１），４６９２（Ｃ１２），
３２８５（Ｃ１３），８０５２（Ｃ１４），６９５８（Ｃ１５），７０３０
（Ｃ１６），４５５６（Ｃ１７），６３５２（Ｃ１８），１９５１（Ｃ１９），
７２０６（Ｃ２０），１９７１（Ｃ２１），７０７５（Ｃ２２），１７５９
（Ｃ２３），３０９３（Ｃ２４），２６７６（Ｃ２５），６２５２（Ｃ２６），
１７４２（Ｃ２７），１６５３０（Ｃ１′），１２２７０（Ｃ２′），１１１５７
（Ｃ３′），１４８９１ （Ｃ４′），１５３４８ （Ｃ５′），１１２２２
（Ｃ６′），１２３６３ （Ｃ７′），５６１４ （ＣＯＭｅ４′），５５９５
（ＣＯＭｅ５′）。以上数据与文献对比

［１２１３］，数据基本一

致，鉴定为藜芦酰棋盘花碱（ｖｅｒａｔｒｏｙｌｚｙｇａｄｅｎｉｎｅ）。

·０５６·
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化合物２：无色针状结晶，碘化铋钾试剂显黄
色，１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），δ：０９３（３Ｈ，
ｄ，Ｊ＝６４Ｈｚ，Ｈ２７），１１２（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７１Ｈｚ，Ｈ
２１），１０９（３Ｈ，ｓ，Ｈ１９），２０６（３Ｈ，ｓ，Ｈ１８），
２５０（１Ｈ，ｍ，Ｈ８），２５２（１Ｈ，ｍ，Ｈ１４），３０５
（１Ｈ，ｍ，Ｈ２２），３２８（１Ｈ，ｍ，Ｈ２３），３５２
（１Ｈ，ｍ，Ｈ３），５３３（１Ｈ，ｍ，Ｈ６）；１３ＣＮＭＲ
（１５０ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），δ：３６９５ （Ｃ１），３１２６
（Ｃ２），７０４８（Ｃ３），４１８２（Ｃ４），１４２７５（Ｃ５），
１２０７９（Ｃ６），３０４２（Ｃ７），３８３７（Ｃ８），６２０９
（Ｃ９），３８１７（Ｃ１０），２０６８８（Ｃ１１），１３７０５（Ｃ１２），
１４５７５（Ｃ１３），４４０９（Ｃ１４），２４５１（Ｃ１５），３０６１
（Ｃ１６），８５１（Ｃ１７），１２０８（Ｃ１８），１８５１（Ｃ１９），
４１２３（Ｃ２０），１１１３（Ｃ２１），６６３９（Ｃ２２），７５５８
（Ｃ２３），３８９４（Ｃ２４），３２０７（Ｃ２５），５４０６（Ｃ２６），
１９０８（Ｃ２７）。以上数据与文献对比

［１４１５］，数据基本

一致，鉴定为介芬胺（ｊｅｒｖｉｎｅ）。

４　结论

藜芦具有广泛的药用价值，为了进一步筛选出

具有药理活性的化学成分，需要高纯度的单体化合

物，因此高效快速地分离纯化技术显得尤为重要。

本研究采用酸溶碱沉的方法对藜芦中生物碱进行提

取，然后将粗提物作为样品，以石油醚乙酸乙酯甲
醇水（５∶５∶３∶７，Ｖ／Ｖ）为溶剂系统，经一次高速逆流
色谱分离，在５ｈ内从３００ｍｇ藜芦粗提物中得到藜
芦酰棋盘花胺（２１ｍｇ）和介芬胺（９３ｍｇ），纯度分
别为９１３４％和９８１０％。该方法简便易操作，且所
得单体纯度高，为甾体类生物碱制备及分离提供了

一种新思路。
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