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高速逆流色谱分离制备陈皮中的黄酮类化合物
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摘要：应用高速逆流色谱法分离制备了陈皮中 $ 种黄酮类化合物。以石油醚 ,乙酸乙酯 ,甲醇 ,水（体积比为 ! - & - $ -
$）为两相溶剂系统，在主机转速 *." # 7 -.3、流动相流速 )/ % -8 7 -.3、检测波长 !*" 3- 条件下进行分离制备，+ %
内从 &/ " 4 陈皮粗提物中一步分离制备得到橙皮苷 )"/ ) -4、桔皮素 &#/ * -4 和 . ,羟基 ,+，%，*，$9，&9,五甲氧基黄酮
."/ + -4，纯度均达 #%/ ": 以上，各化合物结构经质谱和核磁共振氢谱、碳谱鉴定。利用该方法可以对陈皮中的黄
酮类化合物进行快速的分离和纯化。
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, , 陈皮（:%)12/);13+ "14)1 <%4123$/4/%）为芸香
科植物橘 "14)37 )%4123$/4/% S("3$’ 及其栽培变种
的干燥成熟果皮，具有理气、燥湿、化痰等作用［)］。

橙皮苷（GB/LB#.0.3）是陈皮中含量较高的特征性成
分，具有维持血管正常渗透压、降低血管脆性、缩短

流血时间等作用。此外，陈皮中尚有陈皮素、川陈皮

素、新陈皮苷、桔皮素、. ,羟基,+，%，*，$9，&9,五甲氧
基黄酮等生理活性物质［! 0 &］。

, , 高速逆流色谱（ %.4%,/LBB0 $’13MB#,$1##B3M

$%#’-"M’4#"L%6，简称 G=NNN）是一种液,液分配色
谱技术。与其他色谱分离方法相比，G=NNN 不用任
何固体载体或支撑体作为固定相，样品只是通过互

不混溶的两相溶剂间分配的不同而在短时间内实现

高效分离和纯品的制备，因而近 )" 年来在天然产物
领域得到了关注和应用［. 0 *］。

, , 为了建立陈皮标准品的快速制备方法，为陈皮
的质量评价提供参考，作者对陈皮中的黄酮类成分

进行了研究。文献［.］已报道应用 G=NNN 分离陈
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皮有效成分的方法，本文简化了实验步骤，优化了色

谱条件，用 !"### 一步分离制备得到橙皮苷 #$% #
$%（组分!）、桔皮素 &’% ( $%（组分"）和 ) &羟基&
*，+，(，,’，&’&五甲氧基黄酮 )$% * $%（组分#）。,
种产物的纯度经检测均达 ’+% $( 以上。其结构（见
图 #）经电喷雾电离质谱（)"*&+"）、核磁共振氢谱
（ #!&,+-）和核磁共振碳谱（ #,#&,+-）鉴定。

图 !" # 种黄酮类化合物的化学结构
!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’, 01 # 1+*203’ )0(40/35,

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂
! ! ."#$/ 半制备型高速逆流色谱仪（北京天宝物
华生物技术有限公司），包括 "#$$+/ 泵，((",0&12
紫外检测器（"($ 3$），04&"$$" #5## 信号采集单
元，!6"$$$ 工作站；采用多层聚四氟乙烯螺旋管
（直径 "% * $$，分离体积 ",$ $7，! 值为 $% ) -
$% (），"$ $7 进样圈。689:;< *$$) 高效液相色谱
（!=7#）仪（美国 689:;< 公司），包括 *$$) 四元梯
度泵，"’’* 光电二极管阵列（ =>/）检测器，中文
)$?@A:; 色谱管理系统，四通道脱气机。"B&’, 自
动双重蒸馏水器（上海亚荣生化仪器厂）；46#++ 型
中草药粉碎机（天津泰斯 特 仪 器 有 限 公 司）；

CD)"$$> 数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限
公司）；0>&") 十万分之一电子天平（北京赛多利斯
仪器系统有限公司）；,&#$$$ 旋转蒸发仪（上海爱朗
仪器有限公司）。

! ! 石油醚（沸程为 *$ - ’$ E）、乙酸乙酯、甲醇、
乙醇为分析纯试剂，!=7# 所用甲醇为色谱纯试剂，

均为天津永大试剂厂生产；水为自制二次蒸馏水。

! $ $" 陈皮粗提取物的制备
! ! 取陈皮药材（购于泰安市龙潭大药店），样品经
粉碎机粉碎，过 &$ 目筛。称取干燥的陈皮粉末
"$ %，加入 &$$ $7 乙醇，超声波提取 ,$ $F3，过滤
后提取上清液。将残渣重复提取 , 次，合并上清液，
减压浓缩至浸膏后真空干燥，得黄色粉末，放置于冰

箱中备用。

! $ #" 溶剂体系和样品溶液的配制
! ! 在分液漏斗中配制石油醚&乙酸乙酯&甲醇&水
（体积比为 ". ,. , . ,）两相溶剂体系，充分振摇后在
室温下静置过夜。使用前分别取上下两相，超声脱

气 ,$ $F3。取 &% $ % 陈皮粗提物，用溶剂体系的上
相和下相各 #$ $7 溶解样品，备用。
! $ %" 67%%% 分离制备过程
! ! 用最大流速（’% ’’ $7 G $F3）将上相注入 !"#&
## 分离管中，待上相充满整个管路后调整主机转
速为 ()$ ; G $F3，再以 #% + $7 G $F3 流速注入下相；
待流动相从柱出口流出，两相在分离管中达到动态

平衡后，由进样阀注入 "$ $7 样品溶液。"($ 3$ 波
长下检测，记录色谱图，根据色谱图收集目标成分。

! $ &" 689% 分析条件
! ! 色谱柱："H$$:9;H&##(柱（&% * $$ / ")$ $$，)
$$）。流动相 /：甲醇，0：水；梯度程序：$ - +$
$F3，流动相 / 由 ,)( 升至 ($(；流速 $% ( $7 G $F3。
测定温度 ,$ E；检测波长 "($ 3$。

$" 结果与讨论

$ $ !" 样品前处理方法的选择
! ! 对比了使用甲醇和乙醇为提取剂的超声提取效
果。实验结果显示，乙醇的提取率明显高于甲醇，这

可能是由于乙醇能使大部分糖类等物质形成沉淀而

不易被溶出，因此选用乙醇为提取剂。另外还考察

了不同固液比（即陈皮粉末（ %）与提取剂乙醇的体
积（$7）之比）对 , 种黄酮物质提取率的影响：取适
量的干燥陈皮粉末，按照固液比 #. #$，#. #)，#. "$ 和
#. ") 分别进行超声波提取处理，各提取液经液相色
谱分析。实验结果表明，在固液比为 # . "$ 时，, 种
黄酮目标化合物的提取率最高。

$ $ $" 67%%% 分离条件的选择
! ! 在高速逆流色谱中，溶剂系统的选择至关重要，
合适的溶剂系统是其分离的关键。本研究中根据所

分离化合物的特性，考察了溶剂体系石油醚&乙酸乙
酯&甲醇&水在不同体积配比下的分配系数（依据文
献［’，#$］计算分配系数），以此来优选陈皮中黄酮
类成分最佳分离溶剂体系的配比，结果见表 #。实

·)&"·
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验结果表明：石油醚!乙酸乙酯!甲醇!水（体积比为 !
# $# %# %）溶剂体系对橙皮苷、桔皮素和 & !羟基!’，"，
(，%"，$"!五甲氧基黄酮有较合适的分配系数，因此被
用来分离目标成分。

表 !" # 种黄酮类化合物在不同溶剂系统中的分配系数
!"#$% !" !&% !（’"()*)*+, -+%..*-*%,)）/"$0%1 +. # .$"/+,%1

（! $"）*, 1%/%("$ 1+$/%,) 121)%31

#$%&’() *+*)’,
（-# .# /# 0，& 1 & 1 & 1 &）

! &2%3’*

! " #
!# (# %# ’ " 4 )& *! 4 )% *$ 4 !*
*# (# %# $ & 4 ’% " 4 "" ( 4 ()
*# ’# %# % * 4 +& % 4 $% $ 4 "&
!# $# %# % ) 4 (’ * 4 !% * 4 ’%

, -：5’)6$%’3,；.：’)7+% 28’)2)’；/：,’)72($%；0：92)’64
/$,5$3(:* ! -#：*’’ ;<=4 * 4

, , 实验中还对流动相的流速进行了优化。流速太
慢，浪费时间；流速太快，分离效果不好，尤其是橙皮

苷很容易和前后的杂质峰混合。本文最终选择流速

为 *. " ,> 1 ,<(。
% 4 #" 56777 分离制备的结果
, , 按照“*. $”节所述步骤对“*. %”节得到的陈皮
粗提物溶液进行分离，固定相保留率为 "(?，分离时
间为 ’ 7，@#/// 色谱图见图 !。根据 @#/// 图谱
手动分段收集，得到 % 个组分（见图 ! 中的!、"和
#）。将组分! / #减压浓缩干燥，其质量依次为
*). *，$+. (，&). ’ ,=。将组分! / #分别通过
@A>/ 检测（见图 % !B，8，:），面积归一化法测定其
纯度依次为 +". +?，+". )? 和 +(. $?。此结果表明，
利用高速逆流色谱对陈皮活性成分进行大量制备分

离的方法切实可行。

图 %" 陈皮粗提物的高速逆流色谱图
8*94 %" 56777 -&(+3")+9("3 +. )&% -(0:% %;)("-)

;$6 5’2C* ! -#，*’’ ;<=4 * 4

% 4 &" 5<=7 条件的优化
, , 采用 A0- 检测器在 !*) / $)) (, 范围内比较
各波长下 % 种组分的吸收光谱，发现 % 种组分的最
大吸收波长有较大的差异。组分!在 !() (, 左右
有很大吸收，在 !&$ (, 下吸收非常弱；而化合物"

和#在 !&$ (, 和 !() (, 下吸收都比较强。另外，
虽然 % 种物质在 !*) / !!) (, 下都有很强吸收，但
在此波长处，流动相有较强的末端吸收，基线不够平

稳。综合考虑 % 个化合物检测波长选择为 !() (,。
在此条件下可在有效消除背景干扰的同时保证检测

的灵敏度。陈皮粗提物及分离得到的 % 个组分的
@A>/ 谱图见图 %。

图 #" （"）陈皮粗提物及从图 % 中分离得到的（#）橙皮苷、
（ -）桔皮素和（ :）’ >羟基>(，)，*，# ?，& ?>五甲氧基黄
酮的 5<=7 谱图

8*94 #" 5<=7 -&(+3")+9("31 +.（"）)&% -(0:% %;)("-)，
（#） &%1’%(*:*,，（ -） )",9%(%)*, ",:（ :） ’ >
&2:(+;2>(，)，*，# ?，& ?>’%,)"3%)&+;2.$"/+,%

% 4 ’" 组分!、#和"的结构鉴定
, , 组分! , 白色粉末（D’E@）。FG!D#：" # $ %)!
（［D - H72 - I%8］0），" # $ !(&（［D - H72 - I%8 -
/@%］

0，相对丰度为 *))?）。 *@!JDH（’)) D@K，
0D#E）!：*. )+（%@，:，% 1 ’. &@K，’$!/@%），&. &)
（*@，::，% 1 % @K，*!. & @K，@!!），!. "’（*@，::，% 1
% @K，*" @K，@!%），%. !"（*@，::，% 1 *! @K，*" @K，
@!%），%. ""（%@，*，$"!E/@%），% / %. (&（*)@，,，糖
上质子），$. &!（*@，*，@!*$），$. +(（*@，:，% 1 ". &
@K，@!*""），’. *!（*@，:，% 1 ! @K，@!’），’. *$（*@，
:，% 1 ! @K，@!(），’. +%（%@，,，@!!"，&"，’"），+. *)
（*@，*，%"!E@），*!. )（ *@，*，& !E@）。 *% /!JDH
（0D#E）!："(. %+（/!!），$!. )&（/!%），*+". )"（/!
$），*’%. )&（/!&），+’. %"（/!’），*’&. *$（/!"），+&. &%
（/!(），*’!. &*（ /!+），*)). &&（ /!*)），*%). ()（ /!

·’$!·
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#!），##$% #（"#"!），#$&% ’(（"#)!），#$(% $*（ "#$!），
##"% ++（"#*!），##&% ’&（"#(!），**% (&（"#&!），’’% $"
（"##!!），&"% ’,（ "#"!!），&(% "(（ "#)!!），&+% "&（ "#
$!!），&*% *#（"#*!!），((% +)（"#(!!），#+)% )"（"##!），
&+% (’（ "#"!），&"% +(（ "#)!），(’% *&（ "#$!），(,% )"
（"#*!），#&% ,*（"#(!）。以上波谱数据与文献［##］
报道一致，故鉴定为橙皮苷。

! ! 组分" ! 浅黄色针状结晶（$%&’）。()#$*：
! " # )&"（［$］-），! " # )*&（［$ . "’)］

-，相对丰

度为 #+++）。 #’#,$-（(++ $’.，"/"0)）!：)% ,’
（(’，1，" / &"’)），)% ’(（)’，1，&"’)），$% +"（)’，
1，&"’)），$% ##（)’，1，&"’)），(% ($（#’，1，’#)），
&% +)（"’，2，$ 0 ’% ( ’.，’#)!，*!），&% ’+（"’，2，$ 0
,% $ ’.，’#"!，(!）。以上波谱数据与文献［#"，#)］报
道一致，故鉴定为桔皮素。

! ! 组分# ! 黄色针状结晶（$%&’）。()#$*：
! " # ),,（［$］-），! " # )&)（［$ . "’)］

-，相对丰

度为 #+++）。 #’#,$-（(++ $’.，"/"0)）!：)% ’(
（)’，1，&"’)），)% ’&（)’，1，&"’)），)% ’,（(’，3，"
/ &"’)），$% #"（)’，1，&"’)），(% ("（#’，1，’#)），
&% ++（#’，2，$ 0 "% $ ’.，’#*!），&% $"（#’，2，$ 0 #% ,
’.，’#"!），&% *,（#’，22，$ 0 #+% $ ’.，#% , ’.，’#
(!）。以上波谱数据与文献［#"，#)］报道一致，故鉴
定为 * #羟基#(，&，,，)!，$!#五甲氧基黄酮。

!" 结论

! ! 应用高速逆流色谱法从陈皮粗提取物中一步分
离制备了 ) 种黄酮类成分，分别为橙皮苷，桔皮素和
* #羟基#(，&，,，)!，$!#五甲氧基黄酮。橙皮苷是我国
药典规定的陈皮中标志性成分，其标准物质的制备

对于陈皮的质量标准评价和后续的药理研究都具有

非常重要的实用价值。另外，通过预试验发现后两

种黄酮物质在陈皮中的含量非常高，如何简便、快速

制备中药中含量较高的有效成分，并利用多组分对

原药材进行质量规范已经成为全面评估中药品质的

一个重要的发展方向。所建立的高速逆流色谱法具

有简便、快速、节省溶剂等特点，具有较好的实际应

用价值。
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共和国药典，一部 B 北京：化学工业出版社），"++*

［"］! G5%AE H I，G57A H -，J7AE H 6B $:2%8A "5<A%1% $%2<9<A%

（郑小吉，詹晓如，王小平 B 中国现代中药），"++&，’（#+）：

)+

［)］! K<7A * ’，J7AE L H，M7AE * ’，%= 70B "5<A7 I:?8A70 :> "5<#

A%1% $7=%8<7 $%2<97（钱士辉，王佾先，亢寿海，等 B 中国中

药杂志），"++)，",（#"）：# #(&

［$］! K<7A * ’，"5%A NB I:?8A70 :> "5<A%1% $%2<9<A70 $7=%8<701

（钱士辉，陈廉 B 中药材），#’’,，"#（(）：)+#

［*］! L?7A N $，O< 6，"5%A H H，%= 70B I N<E "58:37=:E8 -%07=

4%95，"++"，"*（(）：,,’

［(］! ’? I L，N<7AE L，H<% L，%= 70B "5<A%1% I:?8A70 :> "58:37#

=:E87;5F（胡江涌，梁勇，谢亚，等 B 色谱），"++&，"*（$）：

*",

［&］! N<? L，"5:? P HB "5<A%1% I:?8A70 :> "58:37=:E87;5F（刘

云，侴桂新 B 色谱），"++&，"*（*）：&)*

［,］! ’?7AE / Q，"7: H N，G57: ’，%= 70B "5<A%1% I:?8A70 :>

"58:37=:E87;5F（黄丹凤，曹学丽，赵华，等 B 色谱），"++(，

"$（#）：$"

［’］! N? ’ 4，I<7AE L，"5%A QB I "58:37=:E8 O，"++$，# +"(：#,*

［#+］! P%AE L N，N<? I ’，NR - $，%= 70B *%; 6?8<> 4%95A:0，

"++&，*&：")&

［##］! L7AE G I，G5%AE L ,，H<7AE NB I:?8A70 :> "5<A%1% $%2<9<#

A70 $7=%8<701（杨子娟，郑毅男，向兰 B 中药材），"++&，)+

（#+）：# "$,

［#"］! G57: H $，L% H K，H< L Q，%= 70B "5<A%1% 4872<=<:A70 7A2

’%8@70 /8?E1（赵雪梅，叶兴乾，席屿芳，等 B 中草药），

"++)，)$（#）：##

［#)］! "5%A I，$:A=7A78< O $，J<23%8 J JB I OE8<9 Q::2

"5%3，#’’&，$*：)($

·&$"·




