
的提取物活性 o以前者的活性较为明显 ≈{  ∀乙醇提取法是中

草药提取的常用方法 o含水醇提取既能溶出极性较大的水溶

性成分 o也能溶出极性较小的成分 ∀我们正进一步用不同极

性的有机溶剂将高活性提物作分配处理及跟踪分离有效部

位的成分 ∀

比较相同提取物对标准菌和耐药菌的活性强度发现 o对

标准菌活性较大的提取物对耐药菌也具有较大的活性 o说明

中草药的抗菌机制可能与现有抗生素不同 ∀有研究者认为

中草药除直接抗菌外 o还可增强机体的免疫力 o这可能是中

草药不易产生耐药性的原因之一 ∀至于这些中草药提取物

在体内的抗菌活性如何 o尚需进一步研究 ∀
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高速逆流色谱技术制备石杉碱甲单体
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摘要 }目的  从千层塔植物提取物中分离制备石杉碱甲单体 ∀方法  利用高速逆流色谱技术 o通过寻找合适的两相溶剂体系

及工艺参数 o研究及讨论石杉碱甲分离制备的新方法 ∀结果  以 ±2� ¬̈¤± r̈±2�∏�� r�u � kwΒtΒxo∂ r∂ r∂ l为两相溶剂体系 o在

优化的工艺参数条件下 o利用高速逆流色谱技术 o获得了单体纯度为 |{qyh k� °�≤l的石杉碱甲单体 ∀结论  利用高速逆流

色谱技术成功地从千层塔植物提取物中分离制备了纯度高于 |{h的石杉碱甲单体 ∀
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·̈¦«±²̄²ª¼ ²©� ≥≤≤≤o µ̈¶̈¤µ¦«¤±§§¬¶¦∏¶¶¤± º̈ ³µ̈³¤µ¤·¬√¨° ·̈«²§²©�∏³̈ µ½¬±¨� ¥¼ ¶̈¤µ¦«¬±ª¤¶∏¬·¤¥̄¨·º²2³«¤¶̈ ¶²̄√ ±̈·¶¼¶·̈°

¤±§µ̈ ¤̄·¬√¨·̈¦«±¬¦¤̄ ³¤µ¤° ·̈̈µ¶q Ρ ΕΣΥΛΤΣ �¶¬±ª±2� ¬̈¤± r̈±2�∏�� r�u � kwΒtΒxo∂ r∂ r∂ l ¤¶·«̈ ·º²p ³«¤¶̈ ¶²̄√ ±̈·¶¼¶·̈°o

�∏³̈ µ½¬±¨� º¬·«·«̈ ³∏µ¬·¼ ²©|{qyh k� °�≤l º¤¶¶∏¦¦̈¶¶©∏̄ ¼̄ ²¥·¤¬± §̈∏±§̈ µ·«̈ ²³·¬°¬½̈ §� ≥≤≤≤ ¦²±§¬·¬²±¶q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  

� ≥≤≤≤ º¤¶¶∏¦¦̈¶¶©∏̄ ¼̄ ∏¶̈§©²µ·«̈ ³µ̈³¤µ¤·¬²± ²©�∏³̈ µ½¬±¨� ©µ²° Ηυπερζια σερρατα Τηυνβ. (Τρεϖ. ) ¤·²√ µ̈|{h ³∏µ¬·¼q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: �¬ª«2¶³̈ §̈ ≤²∏±·̈µ¦∏µµ̈±·≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ k � ≥≤≤≤ l~ �∏³̈ µ½¬±¨ �~ ±¬¤±¦̈±ª ×¤ k Ηυπερζια σερρατα ×«∏±¥q

k×µ̈√ql~ °µ̈³¤µ̈ °²±²° µ̈©µ²° �¤·∏µ¤̄ � µ̈¥

  高速逆流色谱 k�¬ª«2¶³̈ §̈ ≤²∏±·̈µ¦∏µµ̈±·≤«µ²°¤·²ªµ¤2

³«¼o简称 � ≥≤≤≤l技术是一种较为新型的无固体支撑的液 2

液分配色谱技术 o由美国国立健康研究院 k�¤·¬²±¤̄ �±¶·¬·∏·̈

²©� ¤̈̄·«o�q≥q�l�·²博士最先研制开发 ∀它利用螺旋管分

离柱在做行星式运动时形成的单向性流体动力平衡体系 o使

得互不混溶的两相溶剂不断混合 o同时保留其中的一相作为

色谱分离的固定相 o而另一相在恒流泵的作用下连续输入作

为色谱分离的流动相 o从而在螺旋管柱内形成固定相与流动

相连续的两相分割与对流趋势 o实现连续 !高效的液 2液分配

过程 ≈t  ∀目前此项技术已被应用于生化 !生物工程 !医药 !天
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然产物化学 !有机合成 !环境分析 !食品 !地质 !材料等领

域 ≈u  ∀ us世纪 |s年代以来 o高速逆流色谱技术被广泛地应

用于天然药物成分的分离制备与分析鉴定中 ≈v  ∀

石杉碱甲是从中国特有植物千层塔 k蛇足石杉 l中提取

的一种生物碱 o是中国独创的一种世界级新药 o属于可逆性

胆碱酯酶抑制剂 o是目前治疗良性记忆障碍和早老性痴呆症

最为安全有效的药物之一 ≈w2x  ∀石杉碱甲单体在千层塔植物

干燥全草中的含量约为 sqsuh o且常伴有成分复杂 !结构相

似的共生生物碱 o应用常规的分离方法难以大量获得 ≈y  ∀目

前采用的生产方法为溶剂法 o产品得率低 o生产周期长 ≈z2tt  ∀

有机合成石杉碱甲由于技术问题 o目前尚未获得突破 ≈tu2tv  ∀

利用现代高新分离技术 ) ) ) 高速逆流色谱 o以千层塔植

物提取物为原料 o对石杉碱甲单体的制备进行研究 o获得重

大突破 o取得一种分离周期短 !产品纯度高 !分离量大且稳定

的工艺路线 ∀本论文将对这一研究成果作一简要的介绍 o而

与本课题相关的分项研究 o如高速逆流色谱溶剂体系的选

择 !分离样品的预处理 !高速逆流色谱主要工艺参数 k温度 !

转速及流速 l的优化及工艺的产业化拓展研究 k上样量及两

相溶剂体系的单独配制 l等将在其他论文中陆续发表 ∀

1  仪器及试剂

高速逆流色谱系统 }×�∞vss�高速逆流色谱主机 n ��2

×� °µ¬° 系̈统 k主要含泵 !检测器及收集器等 l n � ∏̄·¬× °̈³

¶恒温水浴 n °µ¬°¨∂ ¬̈º uqs色谱工作站 o上海同田生化技

术有限公司 n �° µ̈¶«¤° °«¤µ°¤¦¬¤ �¬²·̈¦«~高效液相色谱系

统 }� °ttss n � ° ≤«̈ °≥·¤·¬²±o� ° ≤²µ³²µ¤·¬²±∀千层塔植物

提取物 }约 xh石杉碱甲含量 o宁波立华制药有限公司 ~石杉

碱甲对照品 }||qth石杉碱甲含量 o宁波立华制药有限公司 ~

±2� ¬̈¤± ö±2�∏�� o ×µ¬̈·«¤±²̄¤°¬±¨均为分析纯 ~ � ·̈«¤±²̄}

� °�≤色谱纯 ~双蒸水及反渗透水均为自制获得 ∀

2  高速逆流色谱分离实验

2q1  实验步骤

取 ±2� ¬̈¤± ö±2�∏��及 �u �按 wΒtΒx的比例配制约 u sss

°�的两相溶剂体系 o并于室温下平衡过夜 ~根据石杉碱甲的

结构特性 o利用一定的方法把千层塔植物提取物处理成石杉

总碱 ~取少量石杉总碱用高速逆流色谱溶剂体系配制样品溶

液 ~按如下 / uqu0的工作流程进行高速逆流色谱分离实验 ∀

2q2  工作流程

图 1  高速逆流色谱实验的工作流程

Φιγ 1  ƒ ²̄º ¦«¤µ·²©�≥≤≤≤ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·

  图 t表示出了本研究工作所采用的高速逆流色谱系统

的工作流程 ∀实验过程中 o溶剂在泵的作用下经过六通上样

阀 o按一定的通路 o进入水平行星式高速旋转的螺旋管分离

柱中 o样品在其中进行分配分离 o流分通过紫外检测器等进

行检测 o并通过分布收集器收集 o实验过程的参数及实验结

果通过色谱工作站监控并记录 ∀本研究工作根据选定溶剂

体系的特性 o首先采用正向洗脱方式把目标组分及其周围的

组分洗脱出分离管柱 o之后把仪器的运作方式切换为反向洗

脱 o以把存留在管柱里的易溶于固定相的组分洗脱出来 o这

种操作方式即有利于缩短分离时间又有利于降低多次实验

间的相互影响 ∀

2q3  分离结果

利用选定的溶剂体系 ) ) ) ±2� ¬̈¤± 2̈±2�∏�� 2�u � kwΒtΒ

xl及优化后的高速逆流色谱工艺参数 k螺旋管柱转速 zssµr

°¬±正向洗脱 ~流动相流速 uqs°�r°¬±~恒温水浴循环水温度

wxε ~紫外检测波长 u{s±°~另外反向洗脱时螺旋管柱的转

速依然为 zssµr°¬±l上样 v{y°ª石杉总碱进行高速逆流色谱

分离实验 o其结果如图 u所示 o其中实线为紫外检测分离的

色谱图结果 !点画线为电导检测分离的色谱图结果 !虚线为

上相溶剂的体积百分率曲线 ∀

图 2  石杉总碱在选定条件下的 � ≥≤≤≤分离谱图

Φιγ 2  ≥ ³̈¤µ¤·¬²± µ̈¶∏̄·²©·²·¤̄ «∏³̈ µ½¬± ¶̈¥¼ � ≥≤≤≤ ¬± ·«̈ ¶̈2

¯̈ ¦·̈§¦²±§¬·¬²±¶

3  分离结果的高效液相色谱分析测试

图 u中第 v部位流份经高效液相色谱分析 o其结果如图

v2¤所示 ∀另外往这一流份中加入少量的石杉碱甲对照品在

同样的色谱条件下进行高效液相色谱分析 o其结果如图 v2¥

所示 ∀分析所用的色谱条件为 }色谱柱 k� ¼³̈ µ¶¬̄ �⁄≥ xΛ°o

wqy°° ≅ uxs°°o�ª¬̄̈ ±·l~流动相 k� ·̈«¤±²̄ r�u � r×µ¬̈·«¤±²2

¤̄°¬±¨� ysΒwsΒsqsuo ∂ r∂ r∂ l~流动相流速 ktqs°�r°¬±l~柱

温 kwsqsε l~紫外检测波长 kvts±°l~样品溶媒 k� °�≤流动

相 l~样品溶液经 sqwxΛ°微孔滤膜过滤 ∀
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图 u中石杉碱甲流份的确定

Φιγ 3  ≤²±©¬µ°¬±ª©µ¤¦·¬²± ³¤µ·²©«∏³̈ µ½¬±¨� ¬± ƒ¬ªqu

¤q第 v部位流份的 �°�≤色谱图 ~¥q第 v部位流份稀释液 n石杉碱甲

对照品叠加的 �°�≤色谱图

  以上的分析结果说明图 u中对应的第 v部位流份的主

成分为石杉碱甲 o且其在相应的 � °�≤色谱条件下 o除主成

分峰外在 us°¬±内未显示出杂质峰并与对照品在相同的色

谱条件下具有相同的高效液相色谱峰特性 ∀另外经过对照

品外标法定量测定 o本实验所得的石杉碱甲产品纯度为

|{qyh且高速逆流色谱工艺的目标成分回收率为 {tqvh ∀

4  结论

利用选定的溶剂体系 ) ) ) ±2� ¬̈¤± 2̈±2�∏�� 2�u � kwΒtΒ

xl及优化后的高速逆流色谱工艺参数 kzss� °� 正向洗脱 !

u°�r°¬±及 wxε lo在分析与半制备型高速逆流色谱仪上 o从

千层塔植物提取物中分离制备获得了石杉碱甲单体 ∀工艺

的分离周期较短 !产品纯度高 !分离量较大 o而且经实验验证

工艺的稳定性较高 ∀
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¤¦̈·¼¦«²̄¬± ¶̈·̈µ¤¶̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ±²√¨̄ ©̄∏²µ¬±¤·̈§ «∏2

³̈ µ½¬±¨ � ¤±¤̄²ª∏̈ ¶≈ � q × ·̈µ¤«̈ §µ²±o t||{o xwkutl}xw{x2

xxsyq

收稿日期 }ussx2sx2us

k上接第 u{y页 l

≈16  • ¶̈·³«¤̄ ��o ≥¦«±∏¦« �o ≥¦«∏̄½ ×�o ετ αλq �²°²½¼ª²∏¶ª̈ ±¨

§̈ ¯̈·¬²±¶²©·«̈ ª̄∏·¤·«¬²±¨≥2·µ¤±¶©̈µ¤¶̈¶� t ¤±§×t ¤µ̈ ¤¶¶²¦¬¤·2

§̈ º¬·« ·«¬° µ̈²¶¤̄ ¶̈±¶¬·¬½¤·¬²± ≈ � q �±·�µ¦« �¦¦∏³ ∞±√¬µ²±

� ¤̈̄·«o ussso zvkyl} v{w2v{{q

≈17  �¤º¤ª¬¶«¬≠ o� ¬·¤� o×¤±¬ª∏¦«¬� oετ αλq�̈∏®²·µ¬̈±¨≤w ¶¼±·«¤¶̈

³µ²°²·̈µ³²̄¼°²µ³«¬¶° ¬± �¤³¤± ¶̈̈ ³¤·¬̈±·¶º¬·« ¤¶³¬µ¬±2¬±§∏¦̈§

¤¶·«°¤≈� q�¯̄ µ̈ª¼ ≤ ¬̄± �°°∏±²̄o ussuots|kyl}|vy2|wuq

≈18  °¬µ°²«¤° §̈� o �¬± �o ≤«¤§º¬¦® ⁄o ετ αλq ×�ƒ2¤̄³«¤³µ²°²·̈µ

µ̈ª¬²± ª̈ ±¨ ³²̄¼°²µ³«¬¶°¶¬± ¦¤µ¥¤°¤½̈ ³¬± 2̈«¼³̈ µ¶̈±¶¬·¬√¨ ³¤2

·¬̈±·¶≈� q�̈ ∏µ²̄²ª¼o ussto xykzl}{|s2{|yq

≈19  �∏�≠ o °¤²̄²½½¬�o ⁄¨̄ ¦̈²̈ ∏¬̄̄ µ̈¬̈ �o εταλq � ³²¶¶¬¥̄¨ ¬̄±®¤ª̈ ²©

��� 2⁄� � «¤³̄²·¼³̈ ¶º¬·«×¬²³µ²±¬± ¬±·²̄ µ̈¤±¦̈ ¬± µ«̈ ∏°¤·²¬§¤µ2

·«µ¬·¬¶≈� q≤ ¬̄± ∞¬³ � «̈ ∏°¤·²̄o t||wotukvl}uw|2uxwq

≈20  � ¤̄ ¤̄̄ ≥o �²̄¤± ⁄o • ¬··≤o ετ αλq �¶¶²¦¬¤·¬²± ¥̈ ·º¨̈ ± ³µ̈¶̈±¦̈

²©��� 2�3 xzsto ��� 2⁄� zo ¤±§��� 2⁄±v ¤±§«¼³̈ µ¶̈±¶¬·¬√¬2

·¼ ·² ��∂ 2t µ̈√ µ̈¶̈2·µ¤±¶¦µ¬³·¤¶̈ ¬±«¬¥¬·²µ¤¥¤¦¤√¬µ≈� q �¤±¦̈·o

ussu ovx|k|vs{l}zuz2zvuq

≈21  �¤¬¶¥¬··⁄�o ƒ¤µµ̈¯̄ �o • ²±ª�o ετ αλq ≤«¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²©§µ∏ª2

¶³̈ ¦¬©¬¦× ¦̈¯̄¶¬± ¤̄°²·µ¬ª¬±¨«¼³̈ µ¶̈±¶¬·¬√¬·¼ ≈� q �¯̄ µ̈ª¼ ≤ ¬̄±

�°°∏±²̄o ussvotttkyl}tv|v2twsvq

≈22  ≠ ¤º¤̄®¤µ�o �∏±ª̈ µ� ∞o �∏µ¬≤o ετ αλq � ¦²°³¤µ¤·¬√¨¶·∏§¼ ²©

·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©¦¼·²·²¬¬¦³µ²·̈¬±¶¬± ¤̄¯̈µª¬¦¦²±·¤¦·§̈ µ°¤·¬·¬¶

¤±§³¶²µ¬¤¶¬¶} ¶³²±ª¬²·¬¦¶®¬± ¯̈¶¬²±¶¬± ¤̄¯̈µª¬¦¦²±·¤¦·§̈ µ°¤·¬·¬¶

¤µ̈ «¬ª«̄¼ ¬±©¬̄·µ¤·̈§¥¼ × ¦̈¯̄¶ ¬̈³µ̈¶¶¬±ª ³̈ µ©²µ¬± ¤±§ªµ¤±½¼°¨

� ≈� q °¤·«²̄o usstotx{kvl} {sv2{s{q

≈23  °²¶¤§¤¶≥�o °¤§¬¤̄ �o ×²µµ̈¶� �o ετ αλq ⁄¨̄¤¼̈ § µ̈¤¦·¬²±¶·²

§µ∏ª¶«²º ¯̈ √¨̄¶²©³̈ µ©¬±¶o ªµ¤±½¼°¨�o ¤±§ƒ¤¶2�·² ¥̈ µ̈ ¤̄·̈§

·²§¬¶̈¤¶̈ ¶̈√ µ̈¬·¼ ≈� q �¯̄ µ̈ª¼ ≤ ¬̄± �°°∏±²̄o ussuots|}txx2

tytq

≈24  �¥̈ � o ≥«¬°¬½∏×o ≥«¬¥¤®¬�o ετ αλq ×²¬¬¦ ³̈¬§̈ µ°¤̄ ± ¦̈µ²̄¼¶¬¶

¤±§≥·̈√ ±̈¶2�²«±¶²± ¶¼±§µ²°¨¤µ̈ ¬±§∏¦̈§¥¼ ¶²̄∏¥̄¨ ƒ¤¶ ¬̄ª¤±§

≈� q °¤·«²̄o ussvotyukxl}txtx2txusq

≈25  °¬¦«̄ µ̈• �q °µ̈§¬¦·¬√¨§µ∏ª ¤̄¯̈µª¼ ·̈¶·¬±ª} ¤± ¤̄·̈µ±¤·¬√¨ √¬̈º2

³²¬±·≈� q×²¬¬¦²̄²ª¼o usstotx{kt2ul}vt2wtq

≈26  �¤¬¶¥¬··⁄�o ∂ ¬̄¤µ�o ≥·¤̄©²µ§�o εταλq ° ¤̄¶°¤¦¼¶·̈¬±¨§̈ ©¬¦¬̈±¦¼

¤±§§̈ ¦µ̈¤¶̈§µ̈§∏¦·¬²± ²©±¬·µ²¶²¶∏̄³«¤° ·̈«²¬¤½²̄¨º¬·«��∂ ¬±2

©̈¦·¬²± ≈� q��⁄≥ � ¶̈�∏° � ·̈µ²√o usssoty}t|u|2t|v{q

收稿日期 }ussx2st2t|

#z|u#中国现代应用药学杂志 ussy年 {月第 uv卷第 w期                ≤«¬± �� �°oussy �∏ª∏¶·o∂ ²̄quv �²qw




