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高速逆流色谱法分离纯化丹参并尝试制订中药指纹图谱

顾 铭" 欧阳藩 苏志国
（中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，北京 !%%%5%）

摘 要 用国产高速逆流色谱（BCDDD）分离纯化中草药———丹参，选用正己烷1乙醇1水体系，固定相保留率达到

35E5F。采用分步洗脱，& 个产地丹参各分离得到 !$ 个洗脱组分，经高效液相色谱仪和紫外光谱仪检测证明 & 张

BCDDD 洗脱图谱中对应洗脱峰为同一组分。BCDDD 洗脱图谱不包含非共有峰，并且对应洗脱峰保留时间的相对标

准偏差 GCH I &F，符合国家标准关于制订指纹图谱方法学考察资料的技术参数。因此，BCDDD 作为制订指纹图谱

的方法之一具有可行性。
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高速逆流色谱（B;>K1CL--M D(N<O-01DN00-<O DK0(1
.7O(>07LKP，BCDDD）是一种基于液1液多级逆流萃取

建立的色谱体系，没有固相载体，避免了待分离样品

与固相载体表面产生化学反应而变化和不可逆吸

附［!］；高速逆流色谱可以直接纯化粗制样品；尤其适

于分离极性较大的组分［$］；BCDDD 的仪器及试剂成

本明显低于高效液相色谱（B;>K Q-0R(0.7<A- S;TN;M
DK0(.7O(>07LKP，BQSD），适用于制备高纯度、高附加

值的化合物。

中药材的主要活性成分是次生代谢物，对后天

的生长环境依赖性很强，使得活性成分的种类和含

量因地域、气候和采收期有较大的差异，迫切要求建

立中药材的质量标准。中药指纹图谱是近年来被广

泛采用的质控方法，最常用的分析手段是色谱和光

（波）谱。光谱和波谱指纹图谱由于选择性的限制，

不能表达中药这样的混合体系中各种不同化学成分

浓度分布的整体状况，因此色谱指纹图谱成为首选

方法［2］。4SD 操作简便、成本低廉，但精密度较差；

BQSD 精密度高，重现性好，适用范围较广，但需要

有严格的样品预处理，很难分析，易造成固定相吸附

的样品和高粘度的样品。因此本文提出使用高速逆

流色谱（BCDDD）作为制订中药指纹图谱的方法之

一。

选用丹参作为模式物。丹参具有活血通经、去

瘀止痛、清心除烦等功效，近来也被用于糖尿病的辅

助治疗［9］。在以往的研究报道中，利用逆流色谱分

离纯化丹参最多得到 5 种组分［#，3，5］。本文一方面摸

索分离丹参适宜的溶剂体系和仪器参数，分离得到

尽可能多的组分，使洗脱图谱中包含充分的化学信

息，为制订指纹图谱打下基础；另一方面探索使用高

速逆流色谱制订中药指纹图谱的可行性。

! 材料与方法

!"! 仪器

!"!"! 4U:1&%% 半制备型高速逆流色谱仪（深圳同

田生化技术有限公司，中国）。聚四氟乙烯管缠绕在

& 个水平轴上形成螺旋管（管直径 $E#..，分离体积

&%%.S），进样圈 $%.S。高速逆流色谱配备了柱塞式

泵（C 系列，北京圣益通技术开发有限责任公司，中

国），紫外检测仪（55$&J，北京新技术应用研究所，中

国），记录仪（&%93 型，四川记录仪器厂，中国）。

!"!"# 高效液相色谱（!%J,L 系列，岛津，日本）：双

泵系统（SD1!%J4,L），紫外检测仪（CQH1!%J,L），柱温

箱（D4V1!%JC,L），系统控制器（CDS1!%J,L），控制软

件（D)7@@1,L），$%!S 进 样 圈；色 谱 柱：反 向 D!5 柱

（!9%.. W 2E#.. X*H*，9!.）。

!"# 试剂

!"#"! 高速逆流色谱试剂采用分析纯（天津化学试

剂一厂）。水是通过反渗透 Y;);1Z（!5Y"，Y;));L(0-，
[CJ）制备。



!"#"# 高效液相色谱试剂采用一级色谱纯（!"#$%&
’("%)*"+"( ,-. /0.，12）。 将 反 渗 透 处 理 过 的 水

（345!，5"66"7-&%，1’8）通过 9:;<"= 滤膜减压过滤

后使用。标准对照品用高速逆流色谱的流动相配制

成 3=>?=/，经 9:;<"= 滤膜过滤使用。

!"#"$ 丹参：来自 @ 个产地：河北、山东、江苏。

!"#"% 标准对照品：国家药品监督管理局，中国药

品与生物制品检定所提供。

!"$ 丹参粗提物的制备

将丹参根或根茎粉碎成粗粉或细粉；A9 > 丹参

粉溶于 <9 =/ 溶剂（正己烷 B乙醇 C 3 B 3，! ?!），充分

搅拌 ;< =")，沉降后取上清；沉淀再溶于 A< =/ 溶

剂，充分搅拌 ;< =")，沉降后取上清；离心39 999 > D
39 =")，弃沉淀，留上清，定容；按 3 B A（! ?!）的比例

加水，在分液漏斗中摇匀，静置过夜，分相；取上相

（有机相），定容；用 A 倍于有机相体积的 @9E乙醇

洗至下相（水相）接近无色；取上相（有机相），在真空

干燥器内充分干燥成干粉；分离前称量 399 => 用溶

剂体系 8 的下相溶解，并通过超声振荡提高溶解

度；离心39 999 > D A =")，取上清上样［4］；粗提品收

率约为 AE。

!"% 高速逆流色谱流动相的配制

溶剂体系 8：正己烷 B乙醇 B水 C 39 B <:< B ;:<（! ?
!），溶剂体系 F：正己烷 B乙醇 B水 C 39BG B@（! ?!）。

!"& 高效液相色谱分析

标准品、洗脱组分均采用高效液相色谱分析。

二元梯度洗脱：溶剂 8（9:3E三氟乙酸，H!8），溶剂

F（9:3EH!8 I 乙腈）。洗脱方式如下：9 J <=")，9E
F；< J A<=")，9E J G9E F；A< J ;9=")，G9E F；;9 J
;3=")，G9E J 9E F。 流 速 3=/?=")，检 测 波 长

A49)=。每检测 3 个样品，以乙腈清洗色谱柱。

!"’ 紫外(可见分光光度计分析

标准品和洗脱组分采用紫外K可见分光光度计

进行扫描，扫描波长：L99 J A99)=。

# 结果与讨论

#"! 高速逆流色谱分离纯化丹参粗提品

丹参的有效成分主要分为两类：脂溶性化合物

和水溶性化合物，大多数的活性成分集中在脂溶性

化合物中，因此本文仅限于研究丹参中脂溶性化合

物的分离和纯化［L］。

用 M’,,, 分离纯化河北产丹参，研究溶剂体系

和仪器参数。提高 M’,,, 转速、降低流动相流速有

助于提高固定相保留，使系统的分辨率得到保证，同

时兼顾运行时间，确定 M’,,, 转速为 L99&?=")，流动

相流速为 A=/?=")，固定相保留率达到 G4:4E；从进

样阀进样 N =/，399 =>；洗脱过程中紫外检测仪在

A49 )= 连续监测；根据记录仪显示的洗脱峰收集洗

脱组分。（3）采用一步法洗脱，即自始至终用溶剂

系统 8 的下相，整个洗脱过程耗时 34$，各洗脱峰分

离度较好，但最后 A 个峰的峰宽增大，灵敏度下降；

（A）采用分步洗脱：在 A39=") 前用溶剂系统 8 的下

相作为流动相，之后换为系统 F 的下相，运行时间

缩短至 L$，更换流动相后的 A 个洗脱峰分离度明显

下降 "# O 9:4；（@）为改善分离度调整分步洗脱的条

件：在 ;G9=") 更换流动相为体系 F 的下相，运行时

间为 3A$，分离度 "# P 3:A<。在达到较好分离度的

基础上，尽量缩短运行时间，因此采用方法 @，即 9 J
;G9=") 以溶剂体系 8 的下相为流动相，;G9=") 后以

体系 F 的下相为流动相。采用以上条件对另 A 个产

地的丹参粗提物进行了分离纯化。图 3 显示了 @ 个

产地的丹参样品经高速逆流色谱分离纯化的洗脱曲

线，各得到洗脱峰 3A 个，利用国产 M’,,, 可以有效

地分离纯化丹参。

图 3 @ 个产地丹参的高速逆流色谱洗脱曲线

!">.3 ,$&-=Q*->&Q=# -+ (&R0% # . $%&’%())*%+, -./01
-+ 0"++%&%)* 6-(Q6"*"%#
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表 ! "#$$$ 洗脱组分在 "%&$
反相层析检测中的保留时间

’()*+ ! ,+-+.-/0. -/1+2 03 "#$$$ +*4+.-2 03
! 5 "#$%#&’’(#)* +,-./ /. 6+7+62+89:;(2+ "%&$ (.(*<2/2

!"#$ %&#’()*+,
-*.

/"("+()*+ ()0"10)+

2")3") 45#+6*+7 8)#+7,9 :;"&#7"

< =>?@@A =>?@B> =>?@CA =>?@@B
= =>?DA> =>?@EB =>?@EF =>?@==
E =B?AAD =B?AAB =A?FFD =B?AAA
C =B?=A= =B?=BF =B?=>< =B?=B<
D =A?<=@ =A?<CC =A?<=A =A?<EE
@ EF?A<= EF?AE@ EF?AFF EF?A<@
> EF?>BB EF?>>= EF?>AC EF?>BD
B =A?C@F =A?C=< =A?CEE =A?CEB
A E<?F@> E<?=FD E<?=<F E<?<@<
<F E=?=AC E=?=B> E=?E<< E=?=A>
<< EC?@B@ EC?@CC EC?@DB EC?@@E
<= ED?DCC ED?D=A ED?D=F ED?DE<

=>= ? 张洗脱图谱中洗脱峰的对应性

E 个产地的丹参经 24GGG 纯化，各得到 <= 个洗

脱峰，峰的数目一致，但必须确定 E 张洗脱图谱中对

应的洗脱峰是否为同一组分。对各洗脱峰进行分

析：依方法 <?D 测定各洗脱峰在反相高效液相色谱

（2!HG）上的保留时间；依方法 <?@ 在紫外I可见分光

光度计 AFF J =FF+0 范围对各洗脱峰进行全波长扫

描，得到吸收光谱。由表 < 和 = 可见，E 条 24GGG 洗

脱曲线中的洗脱峰 < 和 = 的保留时间及吸收波长相

似，但没有足够的证据认为洗脱峰 < 和 = 为同一物

质。从 2!HG 保留时间和紫外吸收光谱还可判定，E
个产地丹参洗脱曲线中的第 +（+ 为 < J <=）个洗脱

峰为同一组分。也就是说，E 个产地丹参的 24GGG
洗脱图谱，不但洗脱峰个数一致，而且对应洗脱峰为

同一组分。

表 = "#$$$ 洗脱组分的紫外吸收峰

’()*+ = @A ()206:-/0.2 03 "#$$$ +*4+.-2 03
! 5 "#$%#&’’(#)* +,-./

!"#$ -*. :3,*&K()*+ K"#$
:3,*&K()*+ L#;"M"+7(51+0

2"3") 45#+6*+7 8)#+7,9

< < =>@?D =>>?C =>B
= < =>D?A =>@?= =>@?>
E < =EE =EE?= =EE?@

= =@A?D =@A?D =@A?<
C < =CF?D =CF?= =CF?@

= =A< =A= =A=?@
E EE=?D EED?C EE@
C C<>?D C<> C<@?B

D < ==E?D ==C?@ ==E?@
= =>A?D =>@?@ =>B?@

@ < ==<?D ==F?C ==F?B
= =DE?D =D=?B =DE?B
E =>F =>< =@A?B

> < =<A?D =<A =<A
= =@C?D =@C?C =@C?=
E E@E E@E?= E@<?@
C CD= CD> CDC

B < =C@?D =C@ =C@?=
= C=D C=D C=C?C

A < =C> =C>?= =C@?B
= E=@ E=D?C E=D?B
E E=@ E=D?C E=D?B
C E@D?D E@D?= E@>?C

<F < ==> ==@?B ==@?@
= =AE?D =A=?C =AE?C
E D<= D<= D<=?C

<< < ==C ==E?B ==E?B
= =DE =D=?@ =D=?@
E =>F?D =@A?@ =@A?@
C ED@ ED@?B ED>?=
D C@B C@B C@B?@

<= < =>D =>@?B =>C?=

分别与 E 个标准品比对 2!HG 保留时间和紫外

吸收光谱，判定洗脱组分的化合物类型。由表 E 和

C 可以看出，洗脱峰第 >、B、<< 分别为隐丹参酮、丹

参酮!和丹参酮":，结构式如图 = 所示。

表 ? ? 个洗脱组分与相应标准品的 "%&$ 保留时间对照

’()*+ ? ,+-+.-/0. -/1+2 03 1(B06 C01:0.+.-2 /. :46/3/+8 ! 5 "#$%#&’’(#)* +,-./ (.8 -;+ 2-(.8(682 )< "%&$ (.(*<2/2
!9&)%)"6 ,#0KM", #+6 ,(#+6#&6,

-*.> G&NK*(*(#+,5)+*+" -*.B O#+,5)+*+" ! -*.<< O#+,5)+*+" ":
/"("+()*+ ()0"10)+ EF?>BD EF?>AE =A?CEB =A?CD= EC?@@E EC?@D<

表 D ? 个洗脱组分与相应标准品的紫外吸收峰对照

’()*+ D @A ()206:-/0. 03 1(B06 C01:0.+.-2 /. -;+ :46/3/+8 2(1:*+2 (.8 2-(.8(682
P#Q*& ’*0K*+"+(, )+ ,#0KM", #+6 ,(#+6#&6,1+0

-*.> G&NK*(*(#+,5)+*+" -*.B O#+,5)+*+" ! -*.<< O#+,5)+*+" ":
RH< =<A?= =<A =C@?= =CD ==E?A ==C
RH= =@C?C =@C C=C?B C==?A =D=?> =DE
RHE E@=?@ E@F =@A?A =>F
RHC CDC?E CD<?D ED@?> ED>
RHD C@B?= C@>
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图 ! 隐丹参酮、丹参酮!和丹参酮"" 的结构式

#$%&! ’()*$+,- ./01+/10). 23 +0452/2/,6.($626)，
/,6.($626) ! ,67 /,6.($626) ""

!"# 高速逆流色谱作为制订指纹图谱的方法之一

从 8 个产地丹参的 9:’’’ 洗脱图谱可以计算

出，对应洗脱峰虽为同一组分但峰面积的百分比不

同，也就是组分的相对含量不同，如表 ; 所示。以洗

脱峰 < 为例，河北的丹参相对百分含量为 ;=!>?，山

东的为 !@=A<?，江苏的为 B=@<?。含量因产地、气

候、采摘期等原因有了较大的区别，由此可见建立中

药指纹图谱控制中药质量、监测中药有效成分是十

分必要的。

中药指纹图谱的建立通常依赖高效液相色谱法

和薄层层析法，本文提出将 9:’’’ 作为建立指纹图

谱的方法之一。在 !=! 中已得出结论：8 个产地丹

参的 9:’’’ 洗脱图谱，不但洗脱峰个数一致，而且

对应洗脱峰为同一组分，这是利用 9:’’’ 建立指纹

图谱的基础。因不存在非共有峰，且 A! 个洗脱组分

分别对应，初步将这 A! 个洗脱组分定义为共有指纹

峰。由表 C 可见，9:’’’ 法建立的指纹图谱各共有

指纹峰保留时间的相对标准偏差（D)-,/$E) ./,67,07
7)E$,/$26，D:F）最大为 !=>>?，平均为 !=G>?，符合

国家标准关于方法学考察资料技术参数对 D:F!
8?的要求。因此，9:’’’ 作为制订指纹图谱的方

法之一具有可行性。

表 $ 高速逆流色谱洗脱峰相对峰面积

%&’() $ *)&+ &,)&- ./ 01222 )(3)45-
H),I J2& 9)K)$L? :(,6726%L? M$,6%.1L?

A A=B; !=<B A=G@
! @=!> @=AA @=A8
8 @=G; @=AA @=@G
G A=B> !=GC !=!B
; !=8> A=@ A=BA
C @=G> @=>G @=8G
< AB=; A!=B A;=8
> ;=!> !@=A< B=@<
B >=B; A=C! G=!8
A@ A@=C <=BB A8=;<
AA 8B=B; G>=CC G>=G;
A! >=!! A=8G 8=!C

在制订指纹图谱的实践中，适宜使用内容积

;@*N 的分析型 9:’’’，并控制运行温度，可以大大

缩短运行时间，并提高精密度。本研究因实验条件

所限选用半制备型 9:’’’，它可以在制订出指纹

图谱的同时，制备足量样品供结构鉴定及活性鉴

定用。

表 6 01222 制订指纹图谱的精密度

%&’() 6 7)(&589) -5&4:&,: :)98&58.4 ./
,)5)458.4 58;) ./ 01222 )(3)45-

H),I J2&
D)/)6/$26 /$*)L*$6

9)K)$ :(,6726% M$,6%.1

D:F 23
0)/)6/$26 /$*)L?

A <> >@ <C !=;C
! >B B8 BG !=>>
8 A@! A@; A@> A=AC
G AAC A!A A!A !=GA
; A8< AG; AGA !=>G
C A;B AC> AC; !=<B
< AB@ ABB AB! !=GG
> !C8 !<8 !C@ !=;<
B 8A! 8!C 8A; !=8!
A@ G@@ GA< 8B> !=;>
AA ;<> CA@ ;BC !=<@
A! C>> <!8 <@A !=;A

# 结 论

不同产地、气候、收获期对中药材有效成分的含

量甚至种类有一定的影响，所以需要建立指纹图谱

来控制中药材质量。以丹参为模式物，利用国产高

速逆流色谱有效地进行了分离纯化，得到 A! 个洗脱

组分。比较各洗脱组分在反相层析中的保留时间和

吸收光谱峰值，认为 8 条 9:’’’ 洗脱曲线中各组分

依次对应。8 条洗脱曲线中不存在非共有峰，初步

将这 A! 个洗脱组分定义为共有指纹峰，各指纹峰相

对保留时间的相对标准偏差 D:F 均 O 8?，符合国

家建立指纹图谱方法学考察资料的技术参数。如果

采用分析型 9:’’’，并对温度进行控制，9:’’’ 的

精密度有望得到明显提高。

将 9:’’’ 用于制订中药材指纹图谱的实际操

作中还须依照国家标准，建立检测方法的方法学考

察资料，包括：供试品的稳定性实验，仪器的精密度，

实验方法的重现性等等。

9:’’’ 对高粘度样品和易造成填料吸附的化

合物的分离有较大优势，其仪器及常用试剂十分廉

价易于推广，作为建立指纹图谱的方法具有可行性。
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