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摘要 � 介绍一个操作简便、快速、经济、环保的柱色谱分离方法, 适用于分析化学 (仪器分析 )课程中的柱色

谱实验教学。通过该实验有助于学生理解柱色谱实验的基本操作及实验条件优化方法,了解不同浓度的洗

脱液对分离效果的影响,从而熟悉和掌握 (大孔吸附树脂 )柱色谱分离纯化中药包括天然产物活性成分的基

本原理及实验技能。
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� � 柱色谱是一种经典的色谱分析方法, 它具有简

便、经济、通用性强等优点, 能够大量地有效分离和

纯化中药包括天然产物以及有机化合物成分。从国

内外学术期刊上所发表的文章不难发现, 柱色谱仍

是目前应用最为广泛的色谱技术,在分析化学�仪器
分析实验中,柱色谱是药学专业本科生必须掌握的

内容。目前我国的高等院校使用的教材和实验指南

中一般采用硅胶作为柱色谱的固定相进行教学
[ 1 ]
。

这类实验方法耗时长,试剂消耗大,且使用的流动相

(洗脱剂 )通常为氯仿、甲醇等有毒、有害有机溶剂,

不但对环境造成污染, 还会对学生的身体具有较强

的毒副作用。

为解决以上问题,经过反复研究,并结合作者部

分科研工作成果
[ 2]
,我们对柱色谱实验进行了具有

针对性的教学改革, 选用大孔吸附树脂作为柱色谱

的固定相,从中药栀子中分离纯化其主要活性成分

栀子苷化合物。本实验使用的流动相 (洗脱剂 )为

对环境无污染的乙醇水溶液, 实验操作时间适宜 ( 3

~ 4学时 ) ,可在一般实验室内完成。该实验容易为

教师和学生所接受, 可作为高等院校生物医药及食

品等相关专业的分析化学�仪器分析柱色谱实验教
学内容。

1� 实验目的

掌握大孔吸附树脂柱色谱实验的基本原理;熟

悉影响实验结果的主要因素;掌握柱色谱法分离纯

化天然产物活性成分的操作步骤和方法。

2� 实验原理

大孔吸附树脂是一类不含交换基团且具有大孔

结构的高分子吸附剂。它具有较大的比表面积, 可

以通过物理吸附从水溶液中有选择的吸附有机物,

具有选择性好、解吸容易、机械强度好、可反复使用

和流体阻力小等优点。

本实验根据栀子苷在环烯醚萜苷类成分中相对

极性较弱的特点, 用大孔吸附树脂纯化栀子果实粗

提物时,先用大量水和 10%乙醇洗去杂质及极性大

的环烯醚萜苷类成分,再用 20% ~ 30%乙醇选择性

洗脱栀子苷以减少高浓度乙醇洗脱所引入的弱极性

杂质及其它环烯醚萜苷类成分。这种简单的制备方

法所获得的栀子苷纯度很高, 避免了借助其它方法

分离纯化而造成的环境污染。

3� 仪器和试剂

主要仪器:色谱柱 ( 3cm内径玻璃柱 ), 比重计。

药材与试剂:栀子 (江西产, 上海童涵春堂中药饮片

厂 ) , D101型大孔吸附树脂 (天津海光化工有限公

司 ) , 95%乙醇加水配至各种浓度。

4� 实验步骤

4. 1� 制备栀子果实粗提物 � 取干燥栀子果实药材

粗粉 500 g, 用 10倍量 50%乙醇回流提取 2次,每次

2 h,过滤,合并滤液, 60  减压浓缩至稀浸膏, 真空

干燥得栀子果实粗提物,得率为 26. 6%。该部分实

验由教员提前做好。

4. 2� 制备栀子苷 � 取上述栀子果实粗提物, 加水混

悬后总体积为 2 000 mL。加入到装有 1 500 g经预

处理过的 1300大孔吸附树脂层析柱上, 上样完毕后

吸附 2 h。用 6 000mL水洗脱 (弃去 )。再用 8 000

mL10%乙醇洗脱 (弃去 ) ,最后用 6 000 mL 20%乙

307药学实践杂志 � 2009年第 27卷第 4期



醇洗脱, 20%乙醇洗脱流份减压浓缩后, 真空干燥

( 60  ) ,得栀子苷棕色粉末 6. 42 g,得率为 1. 3%。

采用高效液相色谱 ( HPLC )法对该粉末进行纯度检

测 (峰面积归一化法 )测得栀子苷纯度为 98. 9%。

HPLC分析条件为色谱柱 L ichrospher C18 ( 4. 6mm !
250mm, 5 �m);流动相为乙腈 � 1%醋酸水溶液 =

10� 90; 流速 0. 9mL /m in;柱温 25  ,检测波长 238

nm。在此条件下栀子苷的高效液相色谱图见图 1,

峰 1为栀子苷。

图 1� 经大孔吸附树脂纯化的栀子苷高效液相色谱图
1�栀子苷

5� 实验记录

记录洗脱流速,流分的颜色变化。

6� 讨论

6�1� 可根据不同学校的实验学时数适当调整实验
内容, 如有条件的实验室可安排学生进行一次单独

的高效液相色谱法实验, 对所得洗脱液进行纯度检

测。或采用薄层色谱等不同检测手段对其进行分析

并比较分析结果。

6�2� 大孔吸附树脂一般含有未聚合的单体、制孔
剂、引发剂及其分解物、分散剂和防腐剂等脂溶性杂

质, 使用前应先预处理。一般选用甲醇、乙醇或丙酮

连续洗涤数次,洗至加适量水至无白色浑浊现象,再

用蒸馏水洗至无醇味即可。有条件的实验室可安排

学生对树脂进行预处理。

6�3� 树脂用久了吸附的杂质就会增多, 降低其吸附
能力,故使用一段时间后需要再生。树脂的再生通

常可以用溶剂来实现,通常采用 95%乙醇作为再生

剂。实验结束后可安排学生对树脂进行再生处理,

但需注意的是如直接以 95%乙醇洗脱树脂,有可能

会引起色谱柱的碎裂,需通过逐渐升高乙醇浓度梯

度洗脱才可。

6�4� 本实验采用大孔吸附树脂仅以水和低浓度乙
醇洗脱,对环境不造成污染, 在洗脱过程中通过水及

10%乙醇梯度洗脱,按极性大小依次除去极性强于

栀子苷的环烯醚萜苷类化合物及杂质,最后以不高

于 30%的低浓度乙醇选择性洗脱栀子苷, 减少弱极

性杂质的干扰,无需进一步纯化即可得到纯度高于

98%的栀子苷, 操作简单, 且树脂可再生后重复使

用, 实验成本较低。

实验结束后安排学生讨论洗脱液的选择、流速

控制等对柱色谱分离效果的影响。
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