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丁公藤系旋花科植物丁公藤 Erycibe obtusifolia Benth.或

光叶丁公藤E. schmidtii Craib的干燥藤茎[1]。东莨菪内酯是丁

公藤的主要有效成分之一[2-3]，具有祛风、抗炎、止痛等功效[4]，

因此建立东莨菪内酯的分离纯化方法具有十分重要的意义。

东莨菪内酯属于香豆素类化合物，目前香豆素类化合物的分

离主要采用柱层析法和薄层色谱法，但这两种方法操作烦琐、

费时 [5]。高速逆流色谱（High-speed counter-current chromato-

graphy，HSCCC）是近年来发展起来的一种液-液分配色谱，它

不需要任何固体支撑体或载体，具有样品回收率高、分离能力强、

分离量大等优点，被广泛应用于天然药物成分的分离制备[6]。笔

者在前期工作基础上，采用HSCCC法从丁公藤中分离纯化出

东莨菪内酯，为香豆素类化合物的高效、快速分离提供参考。

1 材料
TBE 300B HSCCC 仪（上海同田生物技术有限公司）；

N2000色谱数据工作站（浙江大学智达信息工程有限公司）；

HX 1050恒温循环器（北京博医试验仪器有限公司）；AKTA

prime泵及检测系统（美国通用电器医疗集团）；LC-20AT高效

液相色谱（HPLC）仪、FTIR 8400S红外光谱（IR）仪（日本岛津

公司）；Avance 400核磁共振（NMR）仪（瑞士 Bruker 公司）；

Premier XE超高效液相色谱（UPLC）-质谱（MS）联用仪（美国

Waters公司）；9312A电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医疗器械

厂）；C3860超声波清洗器（河南省巩义市英峪予华公司，功率：

200 W，频率：40 kHz）；Milli-Q Academic 超纯水器（法国密理

博有限公司）。

东莨菪内酯对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110768-200504）；甲醇（色谱纯，美国 Fisher 公司）；水为超纯

水，其他试剂均为分析纯。

丁公藤购自安徽省亳州市药材总公司，经哈尔滨医科大

学大庆校区药学院申志英副教授鉴定为旋花科植物光叶丁公

藤的干燥藤茎。

2 方法与结果

2.1 样品制备

称取干燥的丁公藤粗粉300 g，置具塞锥形瓶中，加入甲醇
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500 ml，放置过夜。室温下超声提取 30 min，滤过，滤渣再用

500 ml甲醇提取2次，滤过。合并提取液，40 ℃减压浓缩至膏

状，110 ℃的鼓风干燥箱中干燥0.5 h，得干浸膏5.40 g，冰箱中

贮藏，备用。

2.2 对照品溶液的制备

准确称取干燥至恒质量的东莨菪内酯对照品适量，用甲

醇溶解并制成质量浓度为140 μg/ml的对照品溶液。

2.3 HSCCC法分离丁公藤中东莨菪内酯

2.3.1 溶剂体系的选择 HSCCC法分离的关键在于溶剂体系

的选择，要求上、下相溶液不能互溶，理想分配系数值应在

0.5～1.5之间。根据文献[7]，本试验采用HPLC法测定分配系

数（K）。选定溶剂体系后，配制溶剂20 ml，静置过夜。称取丁

公藤粗提物 2 mg，置于 5 ml试管中，加入达到分配平衡的上、

下相溶剂各2 ml，超声振荡混匀，使粗提物充分溶解。待分配

达到平衡后，分别取上、下相液体，用HPLC法检测东莨菪内酯

的峰面积积分值，根据上相（固定相）和下相（流动相）的峰面

积积分值比，求出K。丁公藤的极性较弱，按照相似相溶原理，

本试验选择中等极性的溶剂体系，即正己烷-乙酸乙酯-甲醇-

水，考察不同体积配比对东莨菪内酯K值的影响。不同两相溶

剂体系下东莨菪内酯的K值见表1。

表1 不同两相溶剂体系下东莨菪内酯的K值

Tab 1 Distribution coefficients of E. schmidtii under differ-

ent two-phase solvent systems

序号
1

2

3

4

溶剂体系
正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水
正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水
正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水
正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水

体积比
3 ∶5 ∶2.5 ∶5
3 ∶5 ∶3 ∶5

3 ∶5 ∶3.5 ∶5
3 ∶5 ∶4 ∶5

K

28.68

1.28

0.62

0.14

从表 1可知，随体系中甲醇与水比例增加，K值出现下降

趋势。当正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水体积比为3 ∶ 5 ∶ 2.5 ∶ 5时，K

值为28.68，流动相的洗脱能力差，目标产物需要很长时间才能

洗脱出来；体积比为3 ∶ 5 ∶ 4 ∶ 5时，K值为0.14，流动相的洗脱能

力过强，分离效果不好；体积比为 3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5和 3 ∶ 5 ∶ 3 ∶ 5时，K

值分别为 0.62和 1.28，满足理想分配系数范围，故选择溶剂体

系为正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水（3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5或3 ∶ 5 ∶ 3 ∶ 5，V/V/V/

V）。

2.3.2 分离效果考察 称取干浸膏 200 mg，共 2份，分别用体

积比为 3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5和 3 ∶ 5 ∶ 3 ∶ 5的正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水溶

剂体系的上、下相各 10 ml充分溶解，在转速 850 r/min、流速 2

ml/min、检测波长 280 nm和柱温 25 ℃的条件下，按照HSCCC

操作程序进样，分离效果见图 1。从图 1可看出，当正己烷-乙

酸乙酯-甲醇-水的体积比为 3 ∶ 5 ∶ 3 ∶ 5时（图 1中的B），组分Ⅰ

和Ⅱ的分离效果不好，分离时间长；而体积比为 3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5时
（图1中的A），固定相保留率为70％，180 min内有2个尖锐的

峰出现，组分Ⅰ基本是在组分Ⅱ完全流出后才出峰，分离效果

良好，所以选用体积比为3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5的正己烷-乙酸乙酯-甲醇-

水为溶剂系统。用试管收集 123～140 min的Ⅰ号峰流出物，

浓缩干燥，得到白色结晶性粉末35.6 mg。

2.4 结构鉴定

样品Ⅰ为白色结晶性粉末，易溶于氯仿和甲醇，熔点

202～205 ℃，UV365 nm下可观察到蓝紫色荧光，三氯化铁反应呈

阳性。分子式为C10H8O4。UPLC-MS测得样品Ⅰ的分子质量

为192.164。IR分析采用溴化钾压片法，对样品Ⅰ从波数4 000

cm－1扫描到400 cm－1。结果，3 340 cm－1处有尖锐峰出现，说明

有缔合的－OH存在；2 990 cm－1和1 377 cm－1处两峰为－CH3

的特征峰；3 030 cm－1、1 609 cm－1和 1 502 cm－1处三峰的出现

证实有苯环的存在；1 628 cm－1处强吸收峰为羰基的特征峰；

1 162 cm－1处的吸收峰对应于酯中的C－O－C基团。1H-NMR

（400 MHz，CDCl3）数据如下：δ6.268（1H，d，J＝9.0 Hz，H-3），δ7.596

（1H，d，J＝9.5 Hz，H-4），δ6.926（1H，s，H-5），δ6.852（1H，s，

H-8），δ6.152（1H，s，7-OH），δ3.961（3H，s，6-CH3O）；13C-NMR

（100 MHz，CDCl3）数据如下：δ161.501（C-2），δ107.418（C-3），

δ 143.344（C-4），δ 113.395（C-5），δ 143.988（C-6），δ 149.670

（C-7），δ103.186（C-8），δ150.220（C-9），δ111.475（C-10），δ56.380

（6-CH3O），与参考文献[8]的数据基本一致。综合以上数据，确

定样品Ⅰ为东莨菪内酯。样品Ⅰ的 IR见图2；东莨菪内酯分子

结构式见图3。

2.5 纯度分析

纯度分析采用HPLC法。

2.5.1 色谱条件 色谱柱：Inertsil-ODS-SP（150 mm×4.6 mm，

5 µm）；检测波长：347 nm；流速：1.0 ml/min；进样量：10 μL；流

动相：水（A）-甲醇（B），梯度洗脱（0～5 min，20％～40％ B；5～

7 min，40％～50％B；7～12 min，50％～55％B；12～15 min，

55％～20％B；15～20 min，20％～10％B；20～30 min，10％～

5％B）。
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图1 丁公藤粗提物的HSCCC图
A. 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水（3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5，V/V/V/V）；B. 正己烷-乙酸乙

酯-甲醇-水（3 ∶5 ∶3 ∶5，V/V/V/V）

Fig 1 HSCCC chromatograms of the crude extract from E.

schmidtii
A.n-hexane- ethyl acetate-methanol-water（3 ∶ 5 ∶ 3.5 ∶ 5，V/V/V/V）；B.

n-hexane- ethyl acetate-methanol-water（3 ∶5 ∶3 ∶5，V/V/V/V）
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图2 样品Ⅰ的 IR图

Fig 2 FT-IR spectrogram of

sampleⅠ

图3 东莨菪内酯结构式

Fig 3 The structure of

scopoletin

透
射

比
，％

··225



China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 3 中国药房 2013年第24卷第3期

0 5 10 15
t，min
A

0 5 10 15
t，min
B

11
.82

7

11
.86

5

图4 高效液相色谱图
A.样品Ⅰ；B.东莨菪内酯对照品

Fig 4 HPLC chromatograms
A. samplesⅠ；B. scopoletin control

2.5.2 纯度分析 称取样品Ⅰ1.3 mg，用甲醇溶解并定容至 5

ml 量瓶中，0.45 μm 微孔滤膜滤过，得到纯化后的供试品溶

液。将此供试品溶液与“2.2”项下对照品溶液分别按“2.5.1”项

下色谱条件进样测定，得样品Ⅰ纯度为 97.89％，保留时间在

11.8 min左右，与东莨菪内酯对照品溶液的保留时间接近。色

谱见图4。

3 讨论
本研究考察了加热回流法和甲醇超声法两种提取方法对

东莨菪内酯含量的影响。相对于加热回流法来说，甲醇超声

法操作简单，得到的东莨菪内酯含量高，可能是超声有利于丁

公藤粗粉在溶剂中充分分散，促使样品与溶剂接触，便于东莨

菪内酯的溶出。

采用HSCCC法分离目标物时，要注意转速和流速选择。

适当增加转速，可以提高固定相的保留率，使样品分离达到较

好的效果。在相同转速的情况下，流速越小，分离效果越好，

但是分离时间会变长，试剂的损耗相应增加。通常，HSCCC的

转速控制在 800～900 r/min 范围内，流速控制在 2～3 ml/min

之间。

笔者利用HSCCC法成功分离出了东莨菪内酯和Ⅱ号产

物，但Ⅱ号产物到底是什么，有待于进一步研究。
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卫生部副部长黄洁夫出席中俄卫生合作分委会第13次会议并访问波兰

本刊讯 应俄罗斯、波兰卫生部邀请，2012年12月3—12

日，卫生部副部长黄洁夫率团访问上述两国。

中俄卫生合作分委会是中俄人文合作委员会下设的分委

会之一，每年召开 1次会议，轮流在中、俄两国举行。12月 4

日，中俄卫生合作分委会第 13次会议在俄罗斯莫斯科召开。

会议由黄洁夫副部长与俄联邦卫生部副部长卡格拉曼扬共同

主持。黄洁夫表示，近年来两国卫生领域的合作不断深化，中

俄卫生合作分委会是人文委员会的重要组成部分，也是历史

最久、形式最稳定、最富成效的卫生合作机制。在双边合作、

上海合作组织以及世界卫生组织等框架下，中俄两国卫生部

门相互协作支持。会上，双方就边境地区传染病防控、灾害卫

生应急、医疗产品监管领域的合作及康复疗养和传统医学领

域的合作等进行了深入磋商，一致同意在互信互利的基础上，

大力促进卫生医学领域合作的进一步发展。双方于会后签署

了会议纪要。中俄双方有关部门就传统医药合作专门召开会

议，并签署了合作意向书。中方来自卫生部国际司、保健局、

国家食品药品监督管理局、国家中医药管理局、北京市卫生局

以及驻俄使馆代表参加了上述会议。

访问波兰期间，黄洁夫与波兰卫生部副国务秘书克里斯

托夫·西勒斯举行了会谈，重点就波兰转轨时期的医疗卫生体

制改革、卫生筹资和器官移植等问题进行了友好交流。代表

团还参观了波兰内务部中央临床医院，该院与我北京医院一

直保持友好交流，黄洁夫对双方合作给与了高度赞赏和充分

肯定，希望两所医院进一步开展广范围的合作交流。
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