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摘要!研究了一种通过制备液相色谱从朝鲜蓟中分离得

到
&

种木犀草素糖苷的方法&朝鲜蓟与
$'b

乙醇浸提液

通过
FQ/%

型大孔树脂吸附!分别用
&'b

!

,'b

!

%'b

乙醇

洗脱!得到
,'b

乙醇洗脱部位
F&$

"
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8

#'

F&$

"

&-

用
@D/E"%

层析柱"
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0

#吸附!

分别用
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!

+%b

!

"''b

甲醇洗脱!得到
E"#

"

"-

目标组

分
':!&

8

!其 中 含 目 标 组 分
V/'"

"

"':+b

#和
V/'&

"

,:"b

#'以目标组分的分离度和峰形为优化条件!研究了

,

种不同流动相组合及
&

种流速对目标峰分离效果的影

响!基于最优条件制备!得到了纯度分别为
-$:%b

和

-#:,b

的
V/'"

和
V/'&

'通过质谱%

"

V/Z?@

和"!

E/Z?@

表征!确定
V/'"

和
V/'&

分别为木犀草苷
/$/

芸香糖苷和

木犀草素
$/X/

$

/M/

葡萄糖苷&该方法优化了木犀草素类

化合物的分离纯化生产工艺!并在保证高回收率的条件

下有效降低了杂质水平&

关键词!朝鲜蓟'木犀草素类化合物'制备'优化
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朝鲜蓟是一种高营养价值的保健蔬菜+

"U&

,

'被誉为

%蔬菜之皇&

+

!U+

,

'其提取物一直用于民间医药+

,

,

'在各种

药理试验中表现出促进消化+

#

,

-保肝+

$

,

-利胆+

%

,

-抗癌+

-

,

以及抑制低密度脂蛋白氧化+

"'

,的能力(临床试验表明'
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卷第
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期 总第
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朝鲜蓟具有降低血浆胆固醇+

""U"&

,

-降低肠易激综合

征+

"!

,

-减肥+

"+

,以及控制空腹血糖升高+

",

,等功效(

朝鲜蓟的次生代谢产物主要是多酚类化合物+

"#U"%

,

和具有苦味的愈创木烷倍半萜内酯类化合物(多酚类化

合物表现出抗氧化能力等活性'愈创木烷倍半萜内酯表

现出抗炎及抑制肿瘤等多种功效+

"-U&'

,

(

D17<27J
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,报道了
#

个品种朝鲜蓟的
!

个部位!包

括花托-外苞片和内苞片#的多酚含量'研究结果表明木

犀草素糖苷类化合物含量为
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品种的外苞

片#
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品种的花托#'其含

量比咖啡酰奎宁酸类化合物含量+
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P;01&'''

品种的

内苞片#
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_2J3;HHJ<2W2>2321

品种的内苞

片#,和芹菜素含量+
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品种的内苞片#
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品种的花托#,低(木犀草素

!

3=H;J327

#类化合物含量虽低于其他
&

类酚类化合物'但

由于其
Q

环具有邻二酚羟基结构'表现出强抗氧化活性-

抑制胆固醇合成-抑制糖尿病以及抗肿瘤活性等功效(
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,研究木犀草素及其衍生物的活性发现'木

犀草素-木犀草素
$/X/

糖苷在极低浓度下表现出明显的

抗氧化能力$

\;R61K<H

+

&!

,研究表明木犀草素类化合物的

木犀草素配苷主要负责抑制肝脏胆固醇的生物合成'而

绿原酸-咖啡酸-洋蓟素和其他二咖啡酰奎宁酸无显著影

响$且木犀草素亦能有效阻断胰岛素对胆固醇生物合成

的影响'从而验证了朝鲜蓟的降血脂作用(木犀草素对

表皮生长因子受体)酪氨酸激酶!

.\)@/P]

#具有明显

抑制作用(

@1620=<<27

等+
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,研究发现木犀草素及其糖

苷对
_̂F

导致的皮肤成纤维细胞脂质过氧化具有抑制

作用(

目前'中国种植的朝鲜蓟品种主要有"改良绿球-绿

宝石-帝王之星-

F"'#

-

F"'-

-洛尔卡和上海朝鲜蓟等+

&,

,

(

洛尔卡!

[JK>1

#是常德市于
&'',

年从法国引进的一个加

工型朝鲜蓟新品种'并通过常德市农业科学研究所-汇美

农业科技有限公司选育'经过多年试验与示范'目前已成

为湖南省的主要栽培品种+

&#

,

(课题组拟以洛尔卡朝鲜蓟

作为研究对象'开发木犀草素类化合物的分离纯化新

方法(
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材料与方法

":"

!

材料与试剂

朝鲜蓟!
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#花苞"洛尔卡!
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品种'常德汇美农业科技有限公司提供(

大孔树脂"

FQ/%

型'安徽三星树脂科技有限公司$

木犀草苷
/$/

$

/*/

芸香糖苷标准品"

VD[E

纯'纯度
'

-%:'b

'美国
W2

8

01/F3<K2>6

公司$

木犀草素
$/X/

$

/*/

葡萄糖苷标准品"

VD[E

纯'纯

度
'

-%:'b

'美国
W2

8

01/F3<K2>6

公司$

氘代试剂
EV

!

X*

"氘代率
'

--:%b

'美国
W2

8

01/

F3<K2>6

公司(
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仪器与设备

@D/E"%

层析柱"

W;

N

14\D/E"%

型'粒径
+'

"

#'

#

0

'

苏州赛分科技有限公司$

W;

N

14\D/E"%

柱"

+:#00c",'00

'

+'

"

#'

#

0

'

自制$

_;7=B23?DE"%

柱"

+:#00c&,'00

'

,

#

0

'天津博

纳艾杰尔科技有限公司$

_;7=B23?DE"%

柱"

"'00c&,'00

'

,

#

0

'天津博

纳艾杰尔科技有限公司$

7̂2H1K

I

E"%

柱"

+:#00c&,'00

'

,

#

0

'华谱新创

科技有限公司$

高效 液 相 色 谱 仪"

[E!'''

型 !配 备
Z;OBH

I

3;

Ẑ !'''W;K213B _̂

*

_AW

检测器#'北京创新恒通科技有

限公司$

高效液相色谱"

&#-,/&--#

型'美国
G1H;KB

公司$

质谱仪"

^VD[E/̀ PX)

*

"&-'/#,!'

型'美国安捷伦

科技有限公司$

核磁共振仪"

QK=S;KF_FZE./,''?V5

型'德国

QK=S;K

公司(
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方法
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!

朝鲜蓟粗提液的制备
!

将朝鲜蓟晒干'粉碎'得到

":"S

8

朝鲜蓟粉末(在室温下'将
":"S

8

朝鲜蓟粉末按

料液比
"

%

"'

!

8

*

0[

#的比例'用
$'b

乙醇浸提
$&6

(过

滤'得到
&[

粗提液(

":!:&

!

液相色谱条件
!

对朝鲜蓟粗提液进行液相条件摸

索"进样量
&'

#

[

'流动相为甲醇
U':"b

甲酸水'流速

"0[

*

027

'检测波长
&',70

时'峰的数量较多'为朝鲜

蓟提取液分析的较好条件'如无另外说明'将采纳该

条件(

":!:!

!

FQ/%

型大孔树脂对提取物进行粗分
!

采用大孔

树脂吸附法!

FQ/%

型#对朝鲜蓟粗提液!

"[

#进行分离纯

化(具体步骤"将
"[

柱体积的大孔树脂颗粒进行预处理

后装柱'用水冲至无醇味'上样过程中'接收流出液进行

液相色谱检测!分析上样量是否超载#'洗脱梯度为
'

"

!'027

'流动相
F

由
,b

增至
"''b

(待样品完全吸附

后'依次用水'

&'b

'

,'b

'

%'b

乙醇进行洗脱'洗脱至无

色或颜色较浅'将接收的流出液依次编号为"

F"

-

F&

-

F!

//'经高效液相色谱检测进行合并'洗脱梯度为
'

"

!'027

'流动相
F

由
,b

增至
"''b

(

":!:+

!

@D/E"%

对
F&$

"

&-

组分进行细分
!

用
W;

N

14\D/

E"%

填料!

+'

"

#'

#

0

#自制液相柱优化洗脱程序'以确定

@D/E"%

层析柱的洗脱程 序(将
+

8

冷 冻 干 燥 样 品

!

F&$

"

&-

组 分#用
,'b

甲 醇 完 全 溶 解'浓 度 为

+'0

8

*

0[

(根据分离度选择优化洗脱条件(将液相优

''!

"
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师明月等!朝鲜蓟中
&

种木犀草素类化合物液相制备条件优化



化程序用于柱层析洗脱程序(将接收的流出液依次编号

为"

E"

-

E&

-

E!

//(

":!:,

!

组分
E"#

"

"-

的液相半制备
!

由于半制备时液相

色谱采用的色谱柱的灵敏度和分离度都较低'故在进行

液相半制备之前'需对半制备条件进行摸索(试验以分

离度和峰型为优化目的'设置了
,

种流动相组成!体积

比#'流动相
"

-流动相
&

-流动相
!

-流动相
+

和流动相
,

分别为
#'

%

+'

的甲醇
U':"b

甲酸水-

+,

%

,,

的甲

醇
U':"b

甲酸水-

+'

%

#'

的乙腈
U':"b

甲酸水-

!'

%

$'

的乙腈
U':"b

甲酸水-

&!

%

$$

的乙腈
U':"b

甲酸水'比

较分析以获得最佳流动相分析条件(待条件优化后'采

用
_;7=B23?DE"%

!

"'00c&,'00

'

,

#

0

#半制备柱'

流速增至
!0[

*

027

进行放大制备(为避免样品浪费'缩

短制备时间'还需确定进样量'试验设置了
!'

'

,'

#

[

进

样量进行研究(

":!:#

!

质谱条件

!

"

#质谱工作站软件"

F

8

23;7H?1BBV=7H;KQ:'#:''

版(色谱工作站软件"

F

8

23;7H"&''

化学工作站(

!

&

#

[E/?W

工 作 条 件"

7̂2H1K

I

E"%

!

+:# 00c

&,'00

'

,

#

0

#色谱柱'洗脱剂乙腈)水!体积比
&,

%

$,

#'进样量
&

#

[

'检测波长
&,+70

$电喷雾离子源'正-

负离子检测(

":!:$

!

核磁共振检测条件
!

溶剂为
EV

!

X*

'

Z?@

的工

作频率分别为"

V

谱
,'' ?V5

'

"!

E

谱 为
"&, ?V5

(

"

V/Z?@

谱采样脉冲宽度
-'m

'累加
!&

次$

"!

E/Z?@

谱

采样脉冲宽度
-'m

'累加
&'''

次(

&

!

结果与分析
&:"

!

FQ/%

型大孔树脂对样品进行粗分

根据
VD[E

图的峰型和出峰时间进行合并'

F&$

"

&-

组分出峰相对简单!如图
"

所示#'

!

个组分出峰相似'

合并'浓缩'冷冻干燥'得到
+

8

目标组分
F&$

"

&-

(

&:&

!

@D/E"%

对
F&$

"

&-

组分进行细分

优化的洗脱条件见表
"

'此条件下分离效果较好(将

此条件用于
F&$

"

&-

组分的洗脱'即"依次用
!'b

'

+%b

'

"''b

甲醇进行洗脱(通过计算'

!'b

甲醇用量为
#[

'

图
"

!

F&-

组分的
VD[E

分析图

)2

8

=K;"

!

VD[E>6KJ01HJ

8

K10JMB;>H2J7F&-

+%b

甲醇用量为
+[

'

"''b

甲醇用量为
&[

(根据液相检

测结果合并为
E"

-

E&

"

+

-

E,

"

"'

-

E""

"

",

-

E"#

"

"-

//'分别减压浓缩'冷冻干燥'得到
E"#

"

"-

组分

':!&

8

(图
&

中'组分
E"#

"

"-

出峰较为简单'能够分离

出纯化合物'考虑对
E"#

"

"-

组分进行液相半制备(

表
"

!

VD[E

洗脱程序

)2

8

=K;"

!

VD[E;3=H2J7

N

KJ>;<=K;

时间*
027

流动相
F

*

b

流动相
Q

*

b

流速*!

0[

.

027

U"

#

初始
!':'' $':'' ":'''

+':'' !':'' $':'' ":'''

+,:'' +%:'' ,&:'' ":'''

$':'' +%:'' ,&:'' ":'''

$":'' "'':'' ':'' ":'''

%':'' "'':'' ':'' ":'''

图
&

!

E"#

"

"-

组分的
VD[E

分析图

)2

8

=K;&

!

VD[E>6KJ01HJ

8

K10JM

N

1KH2J7E"#

"

"-

&:!

!

组分
E"#

"

"-

的液相半制备

&:!:"

!

液相条件的优化

!

"

#流动相的优化"对
,

个不同流动相进行比较'得

到乙腈
%

':"b

甲酸水!体积比#

k&!

%

$$

!流动相
,

#为最

优流动相(

由图
!

!

1

#可知'在流动相
"

条件下'甲醇浓度为

#'b

'由于甲醇浓度过高'造成各峰一起被洗脱'且未达

到基线分离'故需要降低甲醇浓度(图
!

!

R

#中'在流动相

&

条件下'降低甲醇浓度'分离效果仍不太理想'故改用乙

腈作为流动相'

+'b

乙腈浓度!流动相
!

#色谱图如
!

!

>

#'

峰一下被洗脱'需降低乙腈浓度'故改用流动相
+

!

!'b

乙

腈#'出峰如图
!

!

<

#'各峰集中'较快被洗脱'说明
!'b

乙

腈浓度过高'将乙腈浓度降低到
&!b

!流动相
,

#'如图
!

!

;

#所示'各峰的分离效果比较好(故优化的液相分析条

件"流动相
F

为乙腈!

&!b

#'

Q

为
':"b

甲酸水!

$$b

#$优

化的洗脱条件见表
&

(

!!

!

&

#分离度比较"为判断物质在色谱柱中的分离情

况'常用分离度作为柱的总分离效能指标'分离度越大则

表明物质在色谱柱中的分离效果越好(对上述的
,

种不

同的流动相分析条件所得的图谱进行分离度比较!以色

('!

提取与活性
.aP@FEPAXZ Y FEPA_AP(

总第
&'-

期
"

&'"-

年
!

月
"



谱图中第一-第二
&

个峰之间的分离度计算#'结果如表
!

所示(

!!

从图
&

!

;

#-表
!

可知'在乙腈
%

':"b

甲酸水为
&!

%

$$

!体积比#的条件下'分离度较大'分离效果最好'且峰

图
!

!

E"#

"

"-

组分在
,

种不同流动相下的
VD[E

分析图

)2

8

=K;!

!

VD[E>6KJ01HJ

8

K10JM

N

1KH2J7E"#

"

"-

表
&

!

优化的
E"#

"

"-

组分
VD[E

洗脱程序

P1R3;&

!

X

N

H2025;<;3=H2J7

N

KJ>;<=K;MJK

N

1KH2J7E"#

"

"-

时间*
027

流动相
F

*

b

流动相
Q

*

b

初始
&!:'' $$:''

+':'' &!:'' $$:''

+,:'' "'':'' ':''

,,:'' "'':'' ':''

表
!

!

,

种分离条件下的分离度

P1R3;!

!

@;BJ3=H2J7B=7<;KM2L;B;

N

1K1H2J7>J7<2H2J7B

流动相条件!体积比# 分离度

甲醇
%

':"b

甲酸水
k#'

%

+' &:",

甲醇
%

':"b

甲酸水
k+,

%

,, +:"!

乙腈
%

':"b

甲酸水
k+'

%

#'

未分开

乙腈
%

':"b

甲酸水
k!'

%

$' &:!+

乙腈
%

':"b

甲酸水
k&!

%

$$ +:!#

形尖锐'保留时间合适'对环境有害的有机相使用比例

更少(

!

!

#制备条件的确定"利用上述优化的条件'除将柱

子改为半制备柱+

_;7=B23?DE"%

!

"'00c&,'00

'

,

#

0

#'流速改为
!0[

*

027

,外'其他条件不变'即洗脱程

序为表
&

所示(将
E"#

"

"-

组分用
&!b

乙腈溶解'分别

对进样量
!'

'

,'

#

[

进行优化'所得制备图!

,'

#

[

进样量

色谱见图
+

#差异较小'为节省溶剂'缩短试验时间及损

耗'本试验选择进样量为
,'

#

[

(

图
+

!

E"#

"

"-

组分的
VD[E

半制备图"

,'

#

[

#

)2

8

=K;+

!

W;02/

N

K;

N

1K1H2L;VD[E>6KJ01HJ

8

K10

"

,'

#

[

#

JM

N

1KH2J7E"#

"

"-

!!

综上所述'半制备条件为"流速
!0[

*

027

'进样量

,'

#

[

'流动相
F

为乙腈'流动相
Q

为
':"b

甲酸水'洗脱

程序如表
&

所示!

+'027

后的梯度为冲洗色谱柱#(

&:!:&

!

液相半制备
!

将
':!&

8

E"#

"

"-

组分用
&!b

乙腈

溶解'浓度为
&''0

8

*

0[

'按优化的条件制备(如图
+

所

示'峰
A

-

AA

分离效果较好'分别收集峰
A

-

AA

(将收集液减

压浓缩'冷冻干燥后'称重'液相色谱测定纯度'并得到纯

度较高的
&

个化合物'记为
V/'"

-

V/'&

'其质量分别为

)'!

"

_J3:!,

$

ZJ:!

师明月等!朝鲜蓟中
&

种木犀草素类化合物液相制备条件优化



!'

'

",0

8

'提取得率分别为
,+:,

'

&$:!0

8

*

S

8

'纯度分别

为
-$:%b

'

-#:,b

(

&

个样品纯度均符合核磁检测条件(

&:+

!

化合物的结构解析

&:+:"

!

V/'"

!

.WA/?W

给出"正离子模式下'质谱数据

:

*

O,-,:"#,$

+

?jV

,

j

$负离子模式下'质谱数据
:

*

O

,-!:"+-&

+

?/V

,

U

'推 测 其 分 子 式 为
E

&$

V

!'

X

",

(

"V/Z?@

"

#:,&

!

"V

'

B

'

V/!

#'

#:+#

!

"V

'

<

'

4k& V5

'

V/#

#'

#:#!

!

"V

'

<

'

4k& V5

'

V/%

#'

$:!!

!

&V

'

0

'

V/&l

'

#l

#'

#:%%

!

"V

'

B

'

V/,l

#'

,:''

!

"V

'

0

'

V/"v

#'

!:#+

!

"V

'

0

'

V/#v1

#'

+:',

!

"V

'

<

'

4k-:$ V5

'

V/#vR

#'

+:$!

!

"V

'

B

'

V/"

:

#'

!:-!

!

"V

'

B

'

V/&

:

#'

!:$#

!

"V

'

<

'

4k-:+ V5

'

V/!

:

#'

":&'

!

!V

'

<

'

4 k,:% V5

'

V/#

:

#(

"!E/Z?@

"

"##:$!

!

E/&

#'

"'+:"+

!

E/!

#'

"%!:%,

!

E/+

#'

"#&:$#

!

E/,

#'

"'":'$

!

E/#

#'

"#+:,$

!

E/$

#'

-#:"#

!

E/%

#'

",%:#$

!

E/-

#'

"'$:''

!

E/"'

#'

"&!:!$

!

E/"l

#'

""#:%,

!

E/&l

#'

"+#:%+

!

E/!l

#'

",":'#

!

E/+l

#'

""+:&-

!

E/,l

#'

"&':#&

!

E/#l

#'

"'&:',

!

E/"v

#'

$+:$"

!

E/&v

#'

$$:$!

!

E/!v

#'

$":!"

!

E/+v

#'

$$:'-

!

E/,v

#'

#$:+$

!

E/#v

#'

"'":,+

!

E/"

:

#'

$&:!$

!

E/&

:

#'

$&:'!

!

E/!

:

#'

$+:'!

!

E/+

:

#'

#-:$$

!

E/,

:

#'

"$:-"

!

E/#

:

#(

综合所 有 核 磁 谱 图 及 质 谱 结 果'

V/'"

鉴 定 为

[=H;J327$/X/

#

/F/@6107JB

I

3

!

"/#

#

/

$

/M/\3=>JB2<;

!木犀

草素
$/X/

#

/F/

鼠李糖!

"/#

#

/

$

/M/

葡萄糖苷#'将其
"V/

Z?@

-

"!E/Z?@

以及质谱数据与文献+

&$

,报道的化合

物
!

对照'基本一致(

&:+:&

!

V/'&

!

质谱数据
:

*

O++-:"'-+

+

?jV

,

j

-碎片

离子
&%$:',$,j

'推测其分子式为
E

&"

V

&'

X

""

'含有一个

黄酮骨架和一个葡萄糖糖苷(

"V/Z?@

"

#:,#

!

"V

'

B

'

V/!

#'

#:+,

!

"V

'

B

'

V/#

#'

#:$+

!

"V

'

B

'

V/%

#'

$:!$

!

"V

'

B

'

V/&l

#'

#:%-

!

"V

'

<

'

4k%:'V5

'

V/,l

#'

$:!%

!

"V

'

<

'

4k

%:'V5

'

V/#l

#'

,:'$

!

"V

'

<

'

4k$:'V5

'

V/"v

#'

!:,'

"

!:#'

!

&V

'

0

'

V/&v

'

V/!v

#'

!:+'

!

"V

'

0

'

V/,v

#'

!:-#

!

"V

'

<

'

4k"&:&V5

'

V/#v1

#'

!:$&/!:$,

!

"V

'

<<

'

4k"&:&

'

,:#V5

'

V/#vR

#(

"!E/Z?@

"

"##:%&

!

E/&

#'

"'$:'%

!

E/!

#'

"%!:--

!

E/+

#'

"#+:$+

!

E/,

#'

"'":"#

!

E/#

#''

"#&:%&

!

E/$

#'

-#:'$

!

E/%

#'

",%:-!

!

E/-

#'

"'+:"%

!

E/"'

#'

"&!:+%

!

E/"l

#'

""+:!"

!

E/&l

#'

"+$:'!

!

E/!l

#'

",":"#

!

E/+l

#'

""#:%'

!

E/,l

#'

"&':,!

!

E/#l

#'

"'":#+

!

E/"v

#'

$+:$,

!

E/&v

#'

$$:%#

!

E/!v

#'

$":&-

!

E/+v

#'

$%:!-

!

E/,v

#'

#&:+-

!

E/#v

#(

综合所 有 核 磁 谱 图 及 质 谱 结 果'

V/'&

鉴 定 为

[=H;J327$/X/

$

/M/\3=>JB2<;

!木犀草素
$/X/

$

/M/

葡萄糖

苷#'将其"

V/Z?@

-

"!

E/Z?@

及质谱数据与文献+

&%

,报

道的化合物
"

对照'基本一致(

&:,

!

E"#

"

"-

组分中木犀草素含量的确定

采用表
&

优化的液相条件'将木犀草苷
/$/

芸香糖苷

和木犀草素
$/X/

$

/M/

葡萄糖苷标准样品分别用乙腈溶

解'进行液相分析(采用外标法'对
E"#

"

"-

组分中的木

犀草苷
/$/

芸香糖苷和木犀草素
$/X/

$

/M/

葡萄糖苷进行

定量'结果表明'

&

个化合物在
E"#

"

"-

流分中的含量分

别为
"':+b

'

,:"b

'

E"#

"

"-

流分中
V/'"

和
V/'&

制备的

得率分别为
-':"b

'

-":-b

'说明该液相制备方法的优化

合理'可应用于类似组分的分离制备(

!

!

结论
本研究以洛尔卡!

[JK>1

#为研究对象'开发了木犀草

素类化合物的分离纯化新方法'得到纯度分别为
-$:%b

和
-#:,b

的木犀草苷
/$/

芸香糖苷和木犀草素
$/X/

$

/M/

葡

萄糖苷'其总提取得率分别为
,+:,

'

&$:! 0

8

*

S

8

'与

D17<27J

等+

&"

,研究的朝鲜蓟相比'本试验中所采集的样

品木犀草素类化合物含量中等'若能选择木犀草素类化

合物含量高的样品'可制备更多的纯品(木犀草素糖苷

由于
Q

环具有
!

3'

+

3邻二酚羟基结构'其具有较强的抗氧

化功能'分离和纯化木犀草素糖苷具有非常重要的意义(
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