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摘 要：９５％乙醇提取五味子种子的粗提物，经过硅胶分离后的１犵粗品用高速逆流色谱首次分离得到１２２犿犵纯

度为９９９％的五味子酚，结构经犈犛犐犕犛，犕犛／犕犛鉴定。同时分离得到８６犿犵纯度为９８％的五味子甲素、９３犿犵纯

度为９７％的五味子乙素和１１４犿犵纯度为９９％的五味子酯甲。两相溶剂系统确定为正已烷甲醇水（体积比为７∶６∶

１）的三元溶剂系统，上相为固定相，下相为流动相，转速为８００狉／犿犻狀，流速为２０犿犔／犿犻狀。
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引 言

五味子（犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊（犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾）

为传统中药材，应用历史悠久。五味子中有多种活

性物质，有实验表明［１］五味子酚（犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾）对大

鼠离体心脏具有保护作用。五味子酚发挥心肌保护

作用的机制可能为：五味子酚能抑制犎２犗２，犖犗，犗
－
２

的产生而保护细胞膜系统免受氧自由基损害［２］，但

是具体的作用机制到目前还没有确定。随着对五味

子酚药理作用研究的深入，迫切需要大量高纯度五

味子酚。

高速逆流色谱（犎犛犆犆犆）是一种基于液液分配

的新型色谱技术，可以在短时间内实现高效分离和

制备，并且可以达到几千个理论塔板数［３］。与高效

液相色谱不同的是，它不使用固相载体作固定相，克

服了固相载体带来的样品吸附、损失、污染和峰形拖

尾等缺点［４］。鉴于犎犛犆犆犆的显著特点，此项技术

已被应用于生化、生物工程、医药、天然产物化学、有

机合成、环境分析、食品、地质、材料等领域［５］。但

至今还未见用逆流色谱分离五味子酚的报道。

本文用五味子种子作原料，利用硅胶层析和逆

流色谱联用的技术分离纯化五味子中的木脂素单体

成分。相比于前人［６９］用逆流色谱分离五味子一次

分离２种有效物质，第一次经一次逆流色谱得到了

五味子酚等４种活性木脂素成分。实验取得了满意

的结果。

１ 实验部分

１１ 实验原料和仪器

１１１ 原料

辽宁产五味子（鉴定为北五味子）；９５％乙醇、正

己烷、甲醇均为化学纯，北京市化学试剂公司；色谱

纯甲醇，美国犇犻犿犪公司；五味子甲素、五味子乙素、

五味子酯甲和北五味子粗提物对照品（中国药品生

物制品检定所）。２００～３００目硅胶，青岛海洋化工

厂。

１１２ 仪器

高速逆流色谱系统：多层螺旋管行星式离心分

离仪（犌犛１０犃）、８８２３犝犞紫外检测仪、犛１００７型数

控往复塞计量泵，北京新技术应用研究所；犢犗犓

犌犃犠犃０５７型记录仪，四川仪表厂；进样器，天津高

科技公司。半制备型犎犛犆犆犆半径１６犿犿，柱长９０

犿，柱体积２５０犿犔。

犔犆２０犃犞犘系列高效液相色谱仪，日本犛犺犻

犿犪犱狕狌公司；质谱仪，犃犞６００，德国犅狉狌犽犲狉公司；超声

波清洗器，犓犙１００犇犈，昆山市超声仪器有限公司。

１２ 五味子木脂素粗品的制备

取五味子乙醇超声提取浓缩浸膏１００犵（约含总

木脂素类成分１０％），用氯仿溶解，滤除不溶物，加

入５％碳酸钠溶液萃取１次，用水洗涤氯仿层２次，

氯仿层经无水硫酸钠脱水，回收氯仿得膏状物。将

此膏状物用石油醚溶解，上硅胶柱层析，用石油醚

丙酮（体积比１０∶１）４０犿犔／犿犻狀
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旋蒸脱除溶剂可得木脂素粗品２４１８犵。

１３ 高速逆流色谱分离

本文所用溶剂系统为正己烷甲醇水（体积比

为７∶６∶１），三种溶剂按比例配置于分液漏斗中，充

分振荡后静置，待平衡后分别得到上下两相，上相作

固定相，下相作流动相。

称取１犵样品充分溶解于上相５犿犔和下相６

犿犔的混合液，得到逆流色谱分离样品。

将固定相快速注满管柱。按８００狉／犿犻狀正转转

速启动主机。以２０犿犔／犿犻狀的流速将流动相泵

入。当主机出口流出流动相并且固定相体积不再变

化时，表明整个体系建立动态平衡。测得固定相的

保留率为４８５％。由进样阀（２０犿犔）进样，紫外检

测器设置波长２５４狀犿。根据紫外吸收谱图手动收

集各馏分。记录仪灵敏度范围１犃，量程１００犿犞，纸

速２犮犿／犺。收集到的各馏分用旋转蒸发仪蒸干。

待测。

１４ 液相色谱和质谱条件

液相条件：反相犆１８色谱柱（２５０犿犿×４６犿犿，５

μ犿，犇犻犪犿狅犱狊犻犾
犜犕）；流动相为甲醇与水的混合液，体

积比７５∶２５；８８２３犝犞紫外检测仪，检测波长２５４

狀犿；流速１０犿犔／犿犻狀；柱温３５℃；进样量１０μ犔。

质谱条件：电离方式，电喷雾电离源（犈犛犐＋）；

毛细管电压３５犽犞，锥孔电压３０犞，二级锥孔电压５

犞，６极杆透镜电压０５犞，电离源温度１１０℃。

２ 结果与讨论

２１ 溶剂系统的选择

高速逆流色谱法的应用中，最关键和最难解决

的问题是溶剂系统的选择。不同的溶剂系统具有不

同的上下相之比，并且黏度、极性及密度等差异均会

对相同的成分产生不同的溶解分配能力，形成分配

系数的差异，对分离效果产生显著的影响。根据文

献和溶剂选择软件给出的溶剂系统信息，选择了下

列几种不同的体积比配制的溶剂系统（２０℃），取五

味子酯甲标准品溶于各体系中，并用高效液相法测

定相应的分配系数犓，结果见表１。从表１可知正

己烷乙酸乙酯甲醇水（体积比２２∶８∶２０∶２０）和正

己烷甲醇水（体积比３５∶３０∶５）在理论上是可行的，

其犓值在０５～２之间。在接下来的试验中我们发

现，只有后者的分离情况比较理想。经过调整，正己

烷甲醇水（体积比７∶６∶１）作为溶剂系统最为理想。

固定相保留率为４８５％。从高速逆流色谱图（图１）

中看出，在４犺中分离出９个峰，对应收集到９个馏

分。

表１ 五味子酯甲在不同溶剂系统下的分配系数

犜犪犫犾犲１ 犜犺犲犓狏犪犾狌犲狊犳狅狉犛犮犺犻狊犪狀狋犺犲狉犻狀犃犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狑狅狆犺犪狊犲狊狔狊狋犲犿狊

溶剂系统 体积比 犓

乙酸乙酯甲醇水 １０∶１∶１０ １１７

正己烷乙酸乙酯甲醇水 ２２∶８∶２０∶２０ １３５

正己烷乙酸乙酯甲醇水 １０∶９∶９∶１０ ２８

正己烷甲醇水 ５０∶１０∶４０ ５８

正己烷甲醇水 ５０∶２５∶２５ ２６

正己烷甲醇水 ５０∶３０∶２０ １４

正己烷甲醇水 ５０∶４０∶１０ ５８

正己烷甲醇水 ５０∶５０∶１ ００１５

正己烷甲醇水 ３５∶３０∶５ ０１２

图１ 五味子提取物的高速逆流色谱图

犉犻犵．１ 犎犛犆犆犆犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲犮狉狌犱犲犲狓狋狉犪犮狋狅犳

犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊（犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾

２２ 分离物的鉴定

对五味子木脂素粗品和各馏分用犎犘犔犆检测

如图２所示。用峰面积归一法确定馏分４，５，８和９

号峰纯度较高，分别为９８％，９７％，９９９％和９９％。

与标准品（图２犫：１号峰为五味子酯甲，２号峰为五

味子甲素，３号峰为五味子乙素）保留时间对照，并

做质谱与文献［７］比对。得出馏分４为白色粉末８６

犿犵，高效液相（图２犮）保留时间２０３４犿犻狀，犕犛犿 ／

狕：４１７５（犕＋），为五味子甲素。馏分５为白色晶体

９３犿犵，高效液相（图２犱）保留时间３４３６犿犻狀，犕犛

犿 ／狕：４０１６（犕＋），为五味子乙素。馏分９是淡黄

色粉末１１４犿犵，高效液（图２犳）相保留时间１２６３

犿犻狀，犕犛犿 ／狕：５７６６（犕＋），为五味子酯甲。

·８７· 北京化工大学学报（自然科学版） ２００９
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图２ 五味子犎犘犔犆色谱图

犉犻犵．２ 犎犘犔犆犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊（犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾

馏分８为白色粉末１２２犿犵，高效液相（图２犲）保

留时间２６６２犿犻狀，犕犛犿 ／狕：４０２９（犕＋），由于没

有标准品对照，我们用串联质谱（犕犛／犕犛）对其进行

分析。对此物质峰进行质谱分析如图３所示，推导

其裂解过程如图４所示，各个离子峰能够完全对应，

可以确定为五味子酚。

图３ 逆流色谱８号峰串联质谱图

犉犻犵．３ 犈犛犐犕犛２狊狆犲犮狋狉犪狅犳犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾

图４ 五味子酚的裂解过程

犉犻犵．４ 犜犺犲犮狉犪犮犽犻狀犵狆狉狅犮犲狊狊狅犳犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾

犘犲狀犵
［７］利用高速逆流色谱法，从五味子中分离 五味子醇甲及戈米辛犃溶剂体系为正己烷乙酸乙

·９７·第２
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酯甲醇水（体积比为１∶０９∶０９∶１）。犎狌犪狀犵
［８９］则

利用高速逆流色谱分离纯化以石油醚为溶剂微波萃

取的五味子中的五味子丙素、五味子酯；溶剂体系为

正己烷乙酸乙酯甲醇水（体积比为２２∶８∶２０∶２０）。

而以溶剂体系为正己烷甲醇水（体积比为３５∶３０∶

３），对五味子中的脱氧五味子素及五味子乙素的分

离纯化。

本文经１次分离得到多达４种高纯度化合物也

得益于先期用乙醇提取保留了大部分活性化合物，

并经过硅胶分离得到了木脂素粗品。

３ 结论

逆流色谱法能有效分离中草药活性物质。首次

用正已烷甲醇水（体积比７∶６∶１）三元溶剂系统在

４犺内分离得到１２２犿犵纯度为９９９％的五味子酚。

同时分离得到了８６犿犵纯度为９８％的五味子甲素、

９３犿犵纯度为９７％的五味子乙素、１１４犿犵纯度为

９９％五味子酯甲。
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６０－６４．

［６］ 犎犲犡犌，犔犻犪狀犔犣，犔犻狀犔犣．犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犾犻犵狀犪狀犮狅狀

狊狋犻狋狌犲狀狋狊犳狉狅犿犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊犫狔犾犻狇犻犻犱犮犺狉狅犿犪狋狅

犵狉犪狆犺狔犲犾犲犮狋狉狅狊狆狉犪狔犿犪狊狊狊狊狆犲犮狋狉狅犿犲狋狉狔［犑］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犃，１９９７，７５７（１／２）：８１－８７．

［７］ 犘犲狀犵犑犢，犉犪狀犌犚，犙狌犔犘，犲狋犪犾．犃狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳

狆狉犲狆犪狉犪狋犻狏犲犺犻犵犺狊狆犲犲犱犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犳狅狉犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅犳狊犮犺犻狕犪狀犱狉犻狀犪狀犱犵狅犿犻狊犻狀犃

犳狉狅犿犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊［犑］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犆犺狉狅犿犪狋狅

犵狉犪狆犺狔犃，２００５，１０８２（２）：２０３－２０７．

［８］ 犎狌犪狀犵犜犎，犛犺犲狀犢犑，犛犺犲狀犘犖．犘狉犲狆犪狉犪狋犻狏犲狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀

犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狊犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀犪狀犱狊犮犺犻狊犪狀狋犺犲狉犻狀犳狉狅犿

犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 （犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾犫狔犺犻犵犺狊狆犲犲犱

犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔［犑］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犔犻狇狌犻犱

犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔 牔 犚犲犾犪狋犲犱 犜犲犮犺狀狅犾狅犵犻犲狊，２００５，２８

（１５）：２３８３－２３９０．

［９］ 犎狌犪狀犵犜犎，犛犺犲狀犘犖，犛犺犲狀犢犑．犘狉犲狆犪狉犪狋犻狏犲狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀

犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犲狅狓狔狊犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀犪狀犱γ狊犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀

犳狉狅犿犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 （犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾犫狔犺犻犵犺

狊狆犲犲犱犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔［犑］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犃，２００５，１０６６（１／２）：２３９－２４２．

犘狉犲狆犪狉犪狋犻狏犲狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅犳犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾犳狉狅犿犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊

犫狔犺犻犵犺狊狆犲犲犱犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

犠犃犖犌犔犲犻１ 犠犈犐犢狌狀２ 犢犝犃犖犙犻犘犲狀犵
１

（１犆狅犾犾犲犵犲狅犳犔犻犳犲犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔；２犛犮犺狅狅犾狅犳犛犮犻犲狀犮犲，犅犲犻犼犻狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犆犺犲犿犻犮犪犾犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犅犲犻犼犻狀犵１０００２９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犉狅犾犾狅狑犻狀犵犪狀犻狀犻狋犻犪犾狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊狋犲狆狅狀狊犻犾犻犮犪犵犲犾，狆狉犲狆犪狉犪狋犻狏犲犺犻犵犺狊狆犲犲犱犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅

犵狉犪狆犺狔（犎犛犆犆犆）狑犻狋犺犪狋狑狅狆犺犪狊犲狊狅犾狏犲狀狋狊狔狊狋犲犿犮狅犿狆狅狊犲犱狅犳狀犺犲狓犪狀犲犿犲狋犺犪狀狅犾狑犪狋犲狉（狏狅犾狌犿犲犳狉犪犮狋犻狅狀７∶６∶

１）狑犪狊狌狊犲犱狋狅犻狊狅犾犪狋犲犪狀犱狊犲狆犪狉犪狋犲犳犻狉狊狋狊犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾犪狀犱狋犺犲狀犱犲狅狓狔狊犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀，γ犛犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀犪狀犱狊犮犺犻狊犪狀狋犺犲狉犻狀

犃犳狉狅犿犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊狑犻狋犺狋犺犲狌狆狆犲狉狅狉犵犪狀犻犮狆犺犪狊犲狊狔狊狋犲犿犪狊狋犺犲狊狋犪狋犻狅狀犪狉狔狆犺犪狊犲犪狀犱狋犺犲犾狅狑犲狉狆犺犪狊犲

狊狔狊狋犲犿犪狊狋犺犲犿狅犫犻犾犲狆犺犪狊犲．犢犻犲犾犱狊狅犳１２２犿犵犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾，８６犿犵犱犲狅狓狔狊犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀，９３犿犵γ犛犮犺犻狊犪狀犱狉犻狀，犪狀犱

１１４犿犵犛犮犺犻狊犪狀狋犺犲狉犻狀犃狑犲狉犲狅犫狋犪犻狀犲犱．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犮狅狌狀狋犲狉犮狌狉狉犲狀狋犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔；犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊（犜狌狉犮狕．）犅犪犻犾犾；犛犮犺犻狊犪狀犺犲狀狅犾

·０８· 北京化工大学学报（自然科学版） ２００９
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