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制备型高效液相色谱法制备巴利森苷 B 对照品 
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摘要：目的  制备用于含量测定的巴利森苷 B 对照品。方法  采用大孔吸附树脂柱和硅胶柱色谱结合制备型高效液相色

谱分离获得巴利森苷 B，并通过紫外、红外、质谱、核磁共振波谱数据鉴定其结构，薄层色谱法和高效液相色谱法检测

其纯度，最后在温度、光照等变化下考察其稳定性。结果  从天麻中分离制备了符合含量测定用要求的巴利森苷 B 对照

品，HPLC 检测质量分数>99.0%。结论  本研究制备的巴利森苷 B 可作为对照品，用于含有该成分的天然产物及其制剂

的质量评价和药效物质基础研究。 
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Preparation of Parishin B Reference Substance by Preparative HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare parishin B reference substance for quantitative analysis. METHODS  Parishin B was 
isolated and purified by macroporous resin column chromatography, silica gel column chromatography, and preparative HPLC. 
Its structure was identified by UV, IR, ESI-MS and NMR spectral techniques. The purity was determined by HPLC and TLC. 
Finally, the stability was investigated under different temperature and illumination. RESULTS  The reference substance of 
parishin B was prepared for Gastrodia elata and its purity was >99.0% in line with the standard of quantitative analysis. 
CONCLUSION  Parishin B prepared by this method can be used as reference substance to the quality control for natural 
product and their preparations, as well as the research of pharmacodynamic material basis. 
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天 麻 来 源 于 兰 科 多 年 生 草 本 植 物 天 麻

Gastrodia elata B1.的块茎，广泛分布于我国大部

分地区及日本、韩国，主产于云南、贵州、四川、

陕西及河南等地，是一味常用而名贵的中药[1-2]。

临床常用于头痛眩晕、肢体麻木、小儿惊风、癫

痫抽搐、破伤风等疾病的治疗[3-4]。此外，天麻还

具有增智、健脑、延缓衰老的作用，对老年性痴

呆症也有一定的疗效[5]。据中国药典 2015 年版可

知，衡量天麻质量优劣的指标成分为天麻素、对

羟基苯甲醇[6]。其中，对羟基苯甲醇为天麻素的苷

元部分，评价天麻质量优劣的指标成分实质上只

有天麻素一种[6-7]。关于天麻素药理作用的多项研

究报道也表明[7-9]，天麻素并没有表现出与其传统

药效相关的药理活性。由此可见，仅用天麻素及

其苷元作为评价天麻药材质量的依据并不准确。 

巴利森苷 B 是天麻的有效成分之一，具有镇

静、镇痛、安眠和神经保护的作用[10]，结构见图 1。

其结构式由 2 分子天麻素和 1 分子柠檬酸组成，

在蒸煮加热过程中，易发生降解反应，从而使炮

制后天麻素的含量增加。在不同产地及贮存条件

下，巴利森苷 B 的含量约为 1.2~6.9 mg·g1[10-11]。

采用传统的提取分离方法难以从天麻中获得巴利

森苷 B 纯品，且由于巴利森苷 B 对照品匮乏，以

致围绕该成分研究天麻的报道较少。本试验旨在

研究从天麻中提取、分离和纯化巴利森苷 B 的方

法，成功制备了巴利森苷 B 对照品，为进一步研
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究天麻奠定了物质基础。 

 

图 1  巴利森苷 B 的化学结构 

Fig. 1  Chemical structure of parishin B 

1  仪器与试药 

FW100 型高速万能粉碎机(泰斯特仪器有限

公司)；HZT-B5000 电子天平(福州华志科学仪器有

限公司)；HH-4 数显恒温水浴锅(上海浦东物理光

学仪器)；RE-52AA 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪

器)；SHB-IIIS 循环式多用真空泵(郑州长城科工有

限公司)；101-1 型电热鼓风干燥箱(北京科伟永兴

仪器有限公司)；1200 型高效液相色谱仪、1200

型制备液相色谱仪均来自美国 Agilent；COMOSIL 

5C18-MS-Ⅱ色谱柱(Waters 公司，5.0 cm×250 mm)；

WRS-1B 型数字熔点仪(上海精密科学仪器有限公

司)。 

天麻购于贵阳药材公司，经贵州大学熊源新

教授鉴定为兰科植物天麻(Gastrodia elata B1.)的

干燥块茎。柱色谱硅胶(青岛海洋化工厂，批号：

20160512)；Diaion HP20 型大孔吸附树脂(日本三

菱公司，批号：5H501)；GF254 硅胶板(青岛海洋

化工厂分厂，批号：20080121)；乙腈(赛默飞世尔

科技公司，批号：150942，色谱纯)，其他试剂均

为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  提取分离 

取天麻粉 2 kg用 70%乙醇 20 L回流提取 3次，

时间分别为 3，3，2 h，合并 3 次提取液，减压浓

缩后加石油醚萃取脱脂，水层用 Diaion HP20 型大

孔吸附树脂分离，乙醇-水梯度洗脱，收集 30%乙

醇部分，再经硅胶柱层析分离，以(氯仿∶甲醇

(50∶1→1∶1)梯度洗脱，在氯仿∶甲醇=3∶1 部

分获得巴利森苷 B 粗品。 

取适量巴利森苷 B 粗品用色谱甲醇溶解经制

备型高效液相色谱分离纯化，流动相为乙腈∶水= 

15∶85，收集液经冷冻干燥后的白色粉末状结晶即

为巴利森苷 B 对照品。 

2.2  结构鉴定 

白色粉末，易溶于水及甲醇，难溶于乙醇、

乙腈、乙酸乙酯、丙酮、三氯甲烷、石油醚，硫

酸显色为紫红色，熔点 125~126 ℃。UV λmax 

(AcCN-H2O)：222.1 nm；IR(KI)：3 400，2 920 ，

1 740，1 620，1 520，1 080，830，240 cm1；ESI-MS 

m/z：727[M-H]；1H-NMR(CD3OD，400 MHz) δ：

7.25 (2H，d，J=8.6 Hz，H-2，6)，7.21(2H，d，

J=8.6 Hz，H-2’，6’)，7.05(2H，d，J=8.6 Hz，H-3，

5)，7.03 (2H，d，J=8.6 Hz，H-3’，5’)，5.01(2H，

br.s，H-7a，7b)，4.99(2H，br.s，H-7’a，7’b)，4.88(1H，

d，J=7.5 Hz，H-8)，4.86(1H，d，J=7.5 Hz，H-8’)，

3.87(2H，dd，J=11.7，1.5 Hz，H-13a，13’a)，3.68 

(2H，dd，J=11.7，4.8 Hz，H-13b，13’b)，2.95(1H，

d，J=15.3 Hz，H-15a)，2.91(1H，d，J=15.3 Hz，

H-15’’a)，2.79(1H，d，J=15.3 Hz，H-15b)，2.75(1H，

d，J=15.3 Hz，H-15’’b)；13C-NMR(CD3OD，100 MHz) 

δ：173.6(C-14’)，170.9(C-14’’)，170.8(C-14)，158.4 

(C-4，4’)，130.2(C-2，2’，6，6’)，130.1(C-1，1’)，

116.9(C-3，3’，5，5’)，101.2(C-8，8’)，77.0(C-10，

10’)，76.8(C-12，12’)，73.9(C-9，9’)，73.7(C-15’)，

70.3(C-11，11’)，67.1(C-7)，66.4(C-7’)，61.6(C-13，

13’)，43.5(C-15)，43.2(C-15’’)。以上波谱数据与

文献[10]报道的基本一致，故确定所得化合物为巴

利森苷 B。 

2.3  纯度检查 

2.3.1  薄层检视  取巴利森苷 B 对照品，加甲醇

配制成 1 mg·mL1 对照品溶液，按薄层色谱法试

验，取上述溶液 2，5，10，15，20，25 μL 点于同

一硅胶 G 薄层板上，分别以氯仿∶甲醇∶冰醋酸= 

2∶1∶0.05、丙酮∶甲醇∶冰醋酸=6∶1∶0.02、

乙酸乙酯∶丙酮∶甲醇∶冰醋酸=4∶2∶1∶0.03

为展开剂展开，分别经紫外灯 254 nm 下观察、碘

显色以及硫酸显色后观察。结果显示斑点清晰，

除巴利森苷 B 显色单一斑点外没有其他斑点，自

制的巴利森苷 B 对照品溶液随着浓度增加，仍呈

现单一斑点且圆整性好，说明对照品纯度较高。

结果见图 2。 

2.3.2  HPLC 检测纯度 

2.3.2.1  色谱条件  参考文献[10-11]的条件，以十

八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，乙腈-水(15∶85)

为流动相，检测波长为222 nm，理论塔板数按巴

利森苷B峰计算>8 000，对称因子>0.9，说明采用

上述方法制备的巴利森苷B具有较高纯度。 

2.3.2.2  供试品溶液的制备  分别精密称取巴利
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森苷B对照品适量，加甲醇制成1 mg·mL1溶液，

即得。 

 

图 2  巴利森苷 B 不同展开剂及不同显色剂的薄层色谱图 
A展开剂为氯仿∶甲醇∶冰醋酸=2∶1∶0.05；B展开剂为丙酮∶甲

醇∶冰醋酸=6∶1∶0.02；C展开剂为乙酸乙酯∶丙酮∶甲醇∶冰醋

酸=4∶2∶1∶0.03。 

Fig. 2  Thin layer chromatogram of different conditions of 
parishin B  
Adeveloper is CHCl3∶MeOH∶AcOH=2∶1∶0.05; Bdeveloper is 

Acetone ∶ MeOH ∶ AcOH=6 ∶ 1 ∶ 0.02; Cdeveloper is EtOAc ∶

Acetone∶MeOH∶AcOH=4∶2∶1∶0.03. 

2.3.2.3  含量测定  分别精密吸取对照品的供试

品溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，测定，面积归

一化法计算，巴利森苷 B 对照品的含量为 99.37%。

色谱图见图 3。 

 
图 3  巴利森苷 B 的 HPLC 色谱图 
Fig. 3  HPLC chromatogram of parishin B 

2.4  稳定性考察 

将巴利森苷 B 对照品置棕色玻璃瓶中，于温

度、光照条件的干涉下，分别在 0，3，5，7，10 d

对其含量进行测定，结果见表 1。由于制备的对

照品很容易吸潮结块，所以未对其湿度试验进行

考察。 

2.4.1  温度稳定性考察   根据前期工作经验得

出，巴利森苷 B 对温度比较敏感，容易分解，所

以考察条件选择为室温、冷藏、冷冻。巴利森苷 B

在室温下贮存 10 d，其含量变化不明显。结果见

表 1。 

表 1  不同温度下样品含量测定结果 

Tab. 1  Results of determination under different temperature 

时间/d 室温/% 冷藏/% 冷冻% 

0 99.37 99.37 99.37 

3 99.31 98.55 98.43 

5 98.85 98.52 98.15 

7 98.83 97.85 96.89 

10 98.12 96.45 95.42 

2.4.2  光照稳定性考察  为考察巴利森苷 B 在照

度 4 500 lx、25 ℃条件下分别存放 0，3，5，7，

10 d 后的纯度。采用上述含量测定的方法分别测

得巴利森苷 B 的纯度依次为 99.37%、98.55%、

98.35%、98.23%、98.10%。说明巴利森苷 B 在照

度为 4 500 lx、25 ℃的条件下贮存 10 d，其含量

仍可达到 98%以上。 

3  讨论 

巴利森苷 B 是天麻的有效成分和特征成分之

一，是由柠檬酸分别与 2 分子天麻素通过酯键缩

合形成的一种化合物，以游离天麻素、巴利森苷 B

和总天麻素(游离天麻素和结合天麻素总量)为指

标能更全面地控制天麻药材的质量。但由于结构

中含有 2 个羧酸酯结构，在水溶液或较高温度条

件下容易发生裂解[12]，给巴利森苷 B 的制备带来

极大的困难。本研究 初采用传统方法进行分离，

结果发现普通硅胶对巴利森苷 B 的吸附性很差，

获得巴利森苷 B 粗品极少，难以纯化得到纯品，

进而采用大孔树脂进行分离纯化。 

在预实验中，曾采用 AB-8、D-101、聚酰胺、

NKA-9、Diaion HP20 等不同类型的大孔树脂进行

分离纯化。结果表明，D-101、聚酰胺、NKA-9 

3 种型号的大孔吸附树脂对巴利森苷 B 的吸附性

很差；AB-8 大孔树脂吸附巴利森苷 B 以后的解吸

附效果不好；Diaion HP20 型大孔吸附树脂对巴利

森苷 B 的吸附与解吸附均较好，采用 20%乙醇基

本可实现全部解吸附，而且该馏分含有的杂质较

少。因此，选择 Diaion HP20 型大孔树脂进行巴利

森苷 B 的分离纯化。但获得的巴利森苷 B 在经硅

胶柱层析进一步精制时发现，其薄层色谱 Rf 值几

乎相同位置含有一杂质，经多次正、反相硅胶柱

层析和凝胶柱层析分离纯化后仍然无法分离，

后采用制备型高效液相色谱法才将其分离纯化。
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此外，通过制备液相收集的巴利森苷 B 收集液，

经减压浓缩后再次进行纯度检查，发现其纯度下

降严重，且多次重复试验依然如此。导致该现象

的原因可能是巴利森苷 B 的酯键结构在较高温度

条件下发生了裂解[10]。为此，本研究 终采用冷

冻干燥的方式获得了纯度>99.0%的巴利森苷 B。 

综上，本研究制备的巴利森苷 B 对照品纯度

符合国家标准，路线相对简单、可靠、易得，并

通过研究确定了巴利森苷 B 在生产、储存、运输

过程中的条件为干燥、密闭、室温。 
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