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·技术方法·

反相高效液相制备色谱法分离淡豆豉中的大豆苷、黄豆苷、染料木苷

曲丽萍，范国荣，宓鹤鸣，孙　亮
（第二军医大学药学院药物分析学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：建立一种快速、高效地从淡豆豉的乙醇提取物中分离３种大豆异黄酮苷的方法。方法：采用索氏提取除去脂

溶性成分，再经１３００型大孔吸附树脂初步分离纯化，分别用水、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、７０％、９５％乙醇梯度洗脱，其中对

４０％乙醇洗脱流分采用反相高效液相色谱法制备，色谱条件：ＹＷＧＣ１８柱（１０．０ｍｍ×２００ｍｍ，１０μｍ），进样量７５０μｌ，乙腈

水冰醋酸（２５７５１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为流动相，流速３．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长２６０ｎｍ。结果：快速分离得到大豆苷、黄豆苷和染料木苷，

经外标法检测，所得化合物纯度均达到９９％以上。结论：该方法操作简便，可重复进样，适用于高纯度大豆异黄酮苷的制备。

［关键词］　色谱法，高效液相；淡豆豉；大豆苷；黄豆苷；染料木苷

［中图分类号］　Ｒ２８２．７１　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０３０３２５０２

ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｆｒｏｍＳｅｍｅｎＳｏｊａｅＰｒａｅｐａｒａｔｕｍｂｙｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｄｐｈａｓｅｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ＱＵＬｉｐｉｎｇ，ＦＡＮＧｕｏｒｏｎｇ，ＭＩＨｅｍｉｎｇ，ＳＵＮＬｉａｎｇ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，Ｓｅｃ

ｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｅａｒｃｈｆｏｒａｒａｐｉｄａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ３ｋｉｎｄｓｏｆｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｆｒｏｍｔｈｅ

ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆＳｅｍｅｎＳｏｊａｅＰｒａｅｐａｒａｔｕｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｃｒｕｄｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙ７５％ａｑｕｅｏｕｓｅｔｈａｎｏｌａｆｔｅｒｒｅ

ｍｏｖｉｎｇｔｈｅｏｉｌｂｙＳｏｘｈｌｅｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｎ１３００ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎ，ｗａｔｅｒａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｑｕｅｏｕｓｅｔｈａｎｏｌ
（１０％，２０％，３０％，４０％，５０％，７０％，ａｎｄ９５％）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｅｐａｒａｔｅａｎｄｅｌｕｔｅｔｈｅｃｒｕｄｅｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ．Ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｅｌｕｔｅｄｂｙ
４０％ａｑｕｅｏｕｓｅｔｈａｎｏｌｗａｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＡＹＷＧＣ１８（１０．０ｍｍ×

２００ｍｍ，ｉ．ｄ．１０μｍ）ｃｏｌｕｍｎｗａｓｕｓｅｄ；ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｔｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｆ２５７５

１（Ｖ／Ｖ／Ｖ）ａｎｄａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ３．０ｍｌ／ｍｉｎ；ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ７５０μｌ；ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ２６０ｎｍ．

Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｄａｉｄｚｉｎ，ｇｌｙｃｉｔｉｎａｎｄｇｅｎｉｓｔｉｎｗｅｒｅｒａｐｉｄｌｙｓｅｐａｒａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｕｒｉｔｉｅｓｏｖｅｒ９９％ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

ＨＰＬＣ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｄａｉｄｚｉｎ，ｇｌｙｃｉｔｉｎａｎｄｇｅｎｉｓｔｉｎｆｒｏｍＳｅｍｅｎＳｏｊａｅ

Ｐｒａｅｐａｒａｔｕｍ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ；ＳｅｍｅｎＳｏｊａｅＰｒａｅｐａｒａｔｕｍ；ｄａｉｄｚｉｎ；ｇｌｙｃｉｔｉｎ；ｇｅｎｉｓｔｉｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（３）：３２５３２６］

［基金项目］　上海市科技发展基金（０２ＤＺ１９１１１）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕ

ｎｉｃｉｐａｌＧｏｖｅｒｎｍｅｎｔ（０２ＤＺ１９１１１）．
［作者简介］　曲丽萍，硕士．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｍｉｘｉａｏ０５１９＠ｍｓｎ．ｃｏｍ

　　淡豆豉（ＳｅｍｅｎＳｏｊａｅＰｒａｅｐａｒａｔｕｍ）为常用中药，为《中

国药典》收载药材，具有解表除烦、宣发郁热等功效。大豆异

黄酮（ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ）是其主要活性成分之一，具有防癌

抗癌、防治心血管疾病、治疗妇女更年期综合征等多种药理

作用［１～３］。基于其多种药理活性，大量的制备其单体化合物

是非常有必要的。研究者从天然产物中分离纯化大豆异黄

酮的方法主要有硅胶柱色谱法、聚酰胺色谱法和高速逆流色

谱法等［４～６］，本研究采用制备型反相高效液相色谱法（ＲＰ

ＨＰＬＣ）从淡豆豉中分离异黄酮苷单体，得到了大豆苷、黄豆

苷和染料木苷，该法简便易行，产物纯度高。

１　仪器和试剂

　　Ｗａｔｅｒｓ制备型高效液相色谱仪，包括５１５泵和２４８７检

测器。ＳＨＩＭＡＤＺＵ１０Ａ分析型高效液相色谱仪，包括ＬＣ

１０ＡＤＶＰ泵、ＳＰＤ１０ＡＶＰ检测器、ＴＯ１０ＡＳＶＰ柱温箱，所

用色谱工作站均为Ｎ２０００型（浙江大学智能信息研究所）。

　　大豆苷、黄豆苷和染料木苷对照品含量均≥９９％（中国

药品生物制品检定所）。甲醇和乙腈为色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ
公司），其余所用试剂均为分析纯。大孔树脂为１３００型（上

海医药工业研究院）。

２　方　法

２．１　色谱条件

２．１．１　分析色谱　ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８（６．０ｍｍ×１５０ｍｍ，５

μｍ）分析色谱柱，甲醇水冰醋酸（４０６０１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为流

动相，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，进样量２０μｌ，检测波长２６０ｎｍ。

２．１．２　制备色谱　ＹＷＧＣ１８柱（１０．０ｍｍ ×２００ｍｍ，１０

μｍ）制备色谱柱，乙腈水冰醋酸（２５７５１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为

流动相，流速３．０ｍｌ／ｍｉｎ，进样量７５０μｌ，检测波长２６０ｎｍ。
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２．２　粗提物的制备　淡豆豉药材烘干至恒重，粉碎后过筛，

称取５００ｇ置于索氏提取器中，用２０００ｍｌ石油醚水浴回流

抽提８ｈ，除去其中脂溶性成分。取脱脂烘干的药材，用

７０００ｍｌ７５％的乙醇回流提取３次，每次２ｈ，过滤，合并提

取液，减压浓缩得浸膏２００ｍｌ。浸膏加水２００ｍｌ混悬后，进

行１３００大孔树脂（树脂量药材量＝１１）柱层析。依次用

水、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、７０％、９５％乙醇梯度洗脱，

每个梯度洗脱体积为１０００ｍｌ，收集各梯度洗脱液并按

２．１．１分析色谱条件进行 ＨＰＬＣ检测，经标准品对照显示：水

和低浓度乙醇洗去极性较强的杂质成分；４０％乙醇洗脱流分

中含有目标化合物，分离良好，适合液相色谱制备（见图

１Ａ）；７０％乙醇洗脱流分中主要有游离型大豆异黄酮苷元；

９５％乙醇洗脱主要用于解析树脂吸附的弱极性组分。

２．３　纯度分析　制备所得流分减压浓缩后真空干燥，得白

色和浅黄色粉末。取各粉末适量甲醇溶解后按２．１．１分析

色谱条件进行 ＨＰＬＣ分析，结果与标准品大豆苷、黄豆苷和

染料木苷对照色谱保留行为完全一致，外标法检测纯度均高

于９９％（图１Ｂ、１Ｃ、１Ｄ）。

图１　淡豆豉粗提物及制备流分纯度检测ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔａｎｄ

ｐｕｒｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｒａｃｔｉｏｎｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣ
Ａ：Ｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｏｆ４０％ａｑｕｅｏｕｓｅｔｈａｎｏｌ；Ｂ：ＦｒａｃｔｉｏｎⅠ；Ｃ：Ｆｒａｃ

ｔｉｏｎⅡ；Ｄ：ＦｒａｃｔｉｏｎⅢ ；１：Ｄａｉｄｚｉｎ；２：Ｇｌｙｃｉｔｉｎ；３：Ｇｅｎｉｓｔｉｎ

３　结果和讨论

　　在制备分离过程中，考察了不同流动相组成包括甲醇
水、乙腈水对分离效果的影响；此外也考察了不同流速

（２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｍｌ／ｍｉｎ）和不同进样量（２５０、５００、

７５０、１０００μｌ）对分离效果的影响。结果表明：流速较低时，

虽然分离较好，但出峰时间较长（＞６０ｍｉｎ），流速过高，大豆

苷和黄豆苷峰不能达到良好分离。进样量较少时，虽然可以

达到较好分离，但一次制备量少，需多次进样；进样量过大，

由于大豆苷相对含量较高，峰形容易扩展而引起交叉干扰。

流动相中加少量醋酸可以明显改善峰形。因此本研究中以

乙腈水醋酸（２５７５１）为流动相，流速３．０ｍｌ／ｍｉｎ，进样

７５０μｌ时大豆苷、黄豆苷和染料木苷能达到较好分离，制备

色谱图见图２。

图２　淡豆豉中异黄酮苷的ＨＰＬＣ制备色谱图

Ｆｉｇ２　ＰｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ

ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｆｒｏｍＳｅｍｅｎＳｏｊａｅＰｒａｅｐａｒａｔｕｍ
１：Ｄａｉｄｚｉｎ；２：Ｇｌｙｃｉｔｉｎ；３：Ｇｅｎｉｓｔｉｎ

　　本研究建立了用反相制备高效液相色谱法从淡豆豉中

分离纯化异黄酮苷的方法。制备的３种异黄酮苷纯度均达

到９９％以上，符合标准物质的质量要求。
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