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ｐＨ 区带精制逆流色谱法分离制备越南槐中
具有抑制 α－糖苷酶活性的生物碱
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摘　 要: 越南槐(Ｓｏｐｈｏｒａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ)为豆科(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)灌木ꎬ广泛分布于中国西南地区ꎮ 其根为中药“山豆

根”ꎬ常被用于治疗胃、牙龈、咽喉、肺等部位的炎症ꎮ 为了充分利用越南槐药用植物资源ꎬ该研究建立了 ｐＨ 区

带精制逆流色谱法分离制备越南槐地上部位中生物碱的方法ꎮ 以二氯甲烷－甲醇－水(５ ∶ ３ ∶ ２ꎬ Ｖ / Ｖ)为溶剂系

统ꎬ上相添加 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１盐酸作为固定相ꎬ下相添加 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１三乙胺作为流动相对越南槐地上部位中的总

生物碱进行分离制备ꎮ 分离得到的化合物结构经高分辨质谱ꎬ核磁共振数据分析鉴定ꎮ 同时用 ＰＮＰＧ 法对分离

得到的化合物进行 α－葡萄糖苷酶的抑制活性的测试ꎮ 结果表明:从 １.２ ｇ 总生物碱中一次分离制备得到 １８３ ｍｇ
苦参碱和 ４０４ ｍｇ 氧化苦参碱ꎬ用高效液相检测其纯度分别为 ９８.７％和 ９８.２％ꎮ α－葡萄糖苷酶的抑制活性的测试

结果显示苦参碱和氧化苦参碱对 α－葡萄糖苷酶都具有较弱的抑制作用ꎬ其 ＩＣ５０值分别为(７２４.６０±９０.９３) ｍｇ􀅰

Ｌ￣１和(１１５.９０±１４.０５ )ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 该研究结果表明ꎬ尽管寻找到一个合适的溶剂系统比较耗时ꎬ但 ｐＨ 区带精制逆

流色谱法仍是一种简单且能有效分离越南槐地上部位中生物碱的方法ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐＨ￣ｚｏｎｅ￣ｒｅｆｉｎｉｎｇ ｃｏｕｎｔｅｒ￣ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ Ｓｏｐｈｏｒａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓꎬ ｍａｔｒｉｎｅꎬ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅꎬ α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

　 　 山 豆 根 为 豆 科 植 物 越 南 槐 ( Ｓｏｐｈｏｒａ
ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ)干燥的根和根茎(陈兴广等ꎬ ２０２０)ꎬ主
要分布于广西、云南、贵州等地(中华人民共和国

药典ꎬ２０１０)ꎬ具有清热解毒、消肿利咽的功效ꎬ用
于治疗胃部、牙龈、咽部、肺部等部位的炎症(Ｈｏｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 山豆根药材中的生物碱具有毒性

(田雪松ꎬ ２０１６)ꎬ也有抗炎(Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)、抗
病毒(戴五好等ꎬ ２０１２)、抑菌(Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)等
多种生物活性ꎬ其中苦参碱和氧化苦参碱(李丰

等ꎬ ２０２０)等喹诺里西啶类生物碱为主要的生物

碱成分(陈影等ꎬ ２０１７)ꎮ 由于山豆根生长环境较

为特殊ꎬ家种栽培模式尚处于探索阶段ꎬ近年来山

豆根产量下滑趋势明显ꎬ而越南槐的地上部分作

为山豆根非药用部位富含生物碱ꎬ但尚未得到开

发利用ꎮ 因此ꎬ为了提高药用植物的利用率ꎬ创建

快速分离制备山豆根非药用部位中的生物碱的方

法显得尤为必要ꎮ

高速逆流色谱(ＨＳＣＣＣ)是近数十年发展起来

的液－液分配色谱(步知思等ꎬ ２０１８)ꎬ具有无柱污

染、无不可逆吸附、进样量大ꎬ同一根逆流色谱柱

既可用于分析ꎬ也可用于制备等的优点 (刘倩ꎬ
２０１６)ꎮ ｐＨ 区逆流色谱由高速逆流色谱发展而

来ꎬ利用待分离物质的酸碱解离常数和疏水性的

不同进行分离ꎬ目前被广泛应用于离子型化合物

如有机酸(徐敏和修彦凤ꎬ ２０１６)、生物碱(马涛

等ꎬ ２０１４)等的分离ꎮ 本研究利用 ｐＨ 区带精制逆

流色谱法对越南槐地上部分总生物碱进行分离制

备ꎬ共得到两个高纯度的生物碱化合物:苦参碱和

氧化苦参碱(化学结构见图 １)ꎮ 该方法简单ꎬ高
效ꎬ分离纯度高ꎮ

随着生活水平的提高ꎬ糖尿病这一代谢性疾

病的发病率逐年升高ꎬ对糖尿病的研究也因此成

为中内外学者近年来所关注的热点(宋彤彤等ꎬ
２０１９)ꎮ 本研究也报道了越南槐地上部分总提取

０６４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



物、总生物碱及分离得到的两个生物碱的 α－葡萄

糖苷酶抑制活性ꎮ

图 １　 苦参碱和氧化苦参碱的化学结构式
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｍａｔｒｉｎｅ ａｎｄ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ

１　 仪器与材料

ＴＢＥ￣３００Ｃ 高速逆流色谱仪(上海同田生物技

术股份有限公司)、ＴＢＰ５００２ ＴＡＵＴＯ 恒流泵(上海

同田生物技术股份有限公司)、ＵＶ１００ 紫外检测器

(赛谱锐思科技有限公司)、ＧｅｎｅＶａｃ ｍｉＶａｃ 真空离

心浓缩仪(英国 ＧｅｎｅＶａｃ 公司)、ＴＣ－１０５０ 恒温循

环器(上海同田生物技术股份有限公司)、ＣＢＭ－
２０Ａ 系统控制器(日本岛津公司)、ＤＧＵ－２０Ａ５ 脱

气机(日本岛津公司)、ＬＣ－２０ＡＴ 高效液相色谱仪

(日本岛津公司)、Ｂｒｕｃｋｅｒ Ａｖａｎｃｅ Ш ＨＤ￣５００ ＭＨｚ
超导核磁共振波谱仪(瑞士ꎬＢｒｕｃｋｅｒ 公司)、ＳＰＤ￣
Ｍ２０Ａ 光电二极管阵列检测器(日本岛津公司)、
ＸＳ２０５ ＤｕａｌＲａｎｇｅ(瑞士苏黎世的梅特勒－托利多

集团) 分析天平、ＢＲＵＫＥＲ ＨＣＴ 电喷雾质谱 (美

国ꎬ布鲁克道尔顿公司)和 ＭＡＴ ９５ＸＰ 高分辨质谱

(美国ꎬＴｈｅｒｍｏ)、ＡＤＰ４４０＋ 旋光计(德国ꎬ优莱博

有限公司)、ＯＳＢ－２１００ 油浴锅(上海爱朗仪器有

限公司)、ＳＰ －ＭＡＸ３５００ＦＬ 多功能荧光酶标仪(上
海闪谱生物科技有限公司)ꎮ

阿卡波糖、α－葡萄糖苷酶、对硝基苯酚－α－Ｄ－
吡喃葡萄糖苷均购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ
２０×ＰＢＳ(北京索莱宝科技有限公司)ꎻ无水碳酸钠、
乙腈、二氯甲烷、甲醇(西陇化工股份有限公司ꎬ分
析纯)ꎻＨＰＬＣ 分析用水为实验室自制超纯水ꎮ

越南槐 ( Ｓｏｐｈｏｒａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ) 的地上部分于

２０１８ 年 １１ 月采自广西百色市那坡县ꎬ由广西大学

黄荣韶教授鉴定ꎬ标本(编号:２０１８１１０３)保存于广

西植物功能物质与资源持续利用重点实验室ꎮ

２　 实验方法

２.１ 越南槐的地上部分总生物碱的制备

取越南槐的地上部分干燥的茎叶 １ ｋｇꎬ粉碎后

用 ９５％乙醇浸泡一周ꎬ将滤液浓缩旋干得浸膏ꎬ取
部分浸膏用 ＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ３ꎬ离心后将上清液减压

旋干后用适量水溶解过 ＡＢ－８ 大孔树脂柱ꎬ顺次加

入水ꎬ２０％氨水ꎬ７０％甲醇－水进行洗脱ꎬ收集 ７０％
甲醇－水洗脱馏分ꎬ旋干即得到总生物碱ꎮ
２.２ 样品溶剂系统及样品溶液的制备

２.２.１ 样品溶剂系统的制备 　 选取二氯甲烷－甲

醇－水(５ ∶ ３ ∶ ２ꎬＶ / Ｖ)为溶剂系统进行试验ꎬ量取

１ ０００ ｍＬ 二氯甲烷、６００ ｍＬ 甲醇、４００ ｍＬ 水置于

分液漏斗中ꎬ剧烈震荡后静置半小时ꎬ取出下相和

上相ꎬ在上相中加入 ＨＣｌ ( １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１) ０. ３４４
ｍＬ 作为固定相ꎬ在下相中加入 ＴＥＡ (１０ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１) ０. ４４４ ｍＬ 作为流动相ꎬ超声脱气 ３０ ｍｉｎ 后

备用ꎮ
２.２.２ 样品溶液的制备　 取 １.２ ｇ 总生物碱放于试

管中ꎬ加入 ７.５ ｍＬ 含有 ＨＣｌ 的上相和 ７.５ ｍＬ 未添

加 ＴＥＡ 的下相ꎬ超声震荡使其充分溶解ꎬ准备用于

ｐＨ 区带逆流色谱分离ꎮ
２.３ 分离及鉴定

２.３.１ ｐＨ 区带逆流色谱分离过程 　 将超声脱气过

的上相以 ２０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的速度泵入高速逆流主机

中作为固定相使用ꎬ１５ ｍｉｎ 后观察到出口有液体

流出ꎬ说明固定相已完全充满螺旋管ꎮ 样品溶液

用等量的已加入酸的上相和未加入碱的下相溶

解ꎬ在 ｌｏａｄ 模式中将样品溶液注入进样环ꎬ旋转进

样口旋钮至 ｉｎｊｅｃｔ 档位ꎬ将主机旋转方向调为顺时

针后ꎬ慢慢调节主机转速至 ８５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ待转速稳

定后ꎬ以 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的速度泵入流动相ꎬ同时开启

紫外检测器及记录仪ꎬ设置紫外检测波长为 ２１０
ｎｍꎬ通过观察色谱图的出峰情况手动收集馏分ꎬ分
离完成后ꎬ将主机内液体用压缩空气吹出ꎬ使用

５００ ｍＬ 量筒收集并计算固定相保留率ꎮ
２.３.２ ＨＰＬＣ 分析　 用 ＨＰＬＣ 分析越南槐地上部分

生物碱粗提物和分离后的各组分ꎮ 液相色谱柱为

１６４１９ 期 梁森林等: ｐＨ 区带精制逆流色谱法分离制备越南槐中具有抑制 α－糖苷酶活性的生物碱



Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ￣Ｃ１８(４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相

为乙腈－０.１％磷酸水(５ ∶ ９５)ꎬ进样量为 ２０ μＬꎻ流
速设定为 ０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ检测波长为 ２１０ ｎｍꎬ柱温

为室温ꎮ
对 ｐＨ 区带逆流色谱分离到的结构采用高分

辨质谱、核磁共振氢谱、核磁共振碳谱分析进行

鉴定ꎮ
２.３.３ 化合物结构鉴定

化合物 １ 　 白色粉末ꎬ ( ＋) ＨＲ￣ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:
２４９.１９６ ６７ [ Ｍ ＋ Ｈ ] ＋ ( 计 算 相 对 分 子 质 量 为

２４９.１９６ ６２)ꎬ 其对应 的 分 子 式 为 Ｃ１５ Ｈ２５ Ｎ２ Ｏ＋ꎮ
１Ｈ ＮＭＲ (５００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ: ４.３８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝
１２.５ꎬ ４.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７ｅ)ꎬ ３.８０ (１Ｈꎬ ｄｔꎬ Ｊ ＝ ９.５ꎬ ６.１
Ｈｚꎬ １１￣Ｈ)ꎬ ３.０３ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ １２.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７ａ)ꎬ
２.８０ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １１. ６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１０ｅꎬ Ｈ￣２ｅ)ꎬ ２. ４１
(１Ｈꎬ ｄｔꎬ Ｊ ＝ １７.０ꎬ ４.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣１４ｅ)ꎬ ２.２３ (１Ｈꎬ ｍꎬ
Ｈ￣１４ａ)ꎬ ２.０７ (２Ｈꎬ ｍ)ꎬ １.９０ (３Ｈꎬ ｍ)ꎬ １.７９ (１Ｈꎬ
ｍꎬ Ｈ￣９ａ)ꎬ １. ７３ ~ １. ３４ (１１Ｈꎬ ｍ)ꎮ１３ Ｃ ＮＭＲ(１２５
ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３)δ: １６５.９８ (Ｃ￣１５)ꎬ ６３.９３ (Ｃ￣６)ꎬ ５７.４３
(Ｃ￣２)ꎬ ５７. ３６ (Ｃ￣１０)ꎬ ４３. ３７ (Ｃ￣１７)ꎬ ４１. ６０ ( Ｃ￣
７)ꎬ ３５. ４９ (Ｃ￣５)ꎬ ３２. ９７ (Ｃ￣１４)ꎬ ２７. ９０ (Ｃ￣１２)ꎬ
２７.２８ (Ｃ￣４)ꎬ ２６.６０ (Ｃ￣８)ꎬ ２１.３２ (Ｃ￣３)ꎬ ２０.９１ (Ｃ￣
９)ꎬ １９. １１ ( Ｃ￣１３)ꎮ 将数据与文献 (董刘宏等ꎬ
２０１０)比较ꎬ确定其为苦参碱ꎮ

化合物 ２ 　 无色粉末ꎬ ( ＋) ＨＲ￣ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:
２６５.１９１ ６１ [ Ｍ ＋ Ｈ ] ＋ ( 计 算 相 对 分 子 质 量

２６５.１９１ ６０)ꎬ其对应的分子式为 Ｃ１５Ｈ２５Ｎ２Ｏ２
＋ꎮ １Ｈ

ＮＭＲ ( ５００ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δ: ５. ０７ ( １Ｈꎬ ｄｔꎬ Ｊ ＝
１０.４ꎬ ６.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣１１)ꎬ ４.３８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ １２.０ꎬ
５.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣１７ｅ)ꎬ ４.１５(１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ １２.０ꎬ Ｈ￣１７ａ)ꎬ
３.０７ (５Ｈꎬ ｍ)ꎬ ２.６４ (２Ｈꎬ ｍ)ꎬ ２.４２ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣
１４ｅ)ꎬ ２.２０(２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１４ａꎬ Ｈ￣１２ｅ)ꎬ ２.０２ (１Ｈꎬ
ｍꎬ Ｈ￣８ｅ)ꎬ １.８５ ~ １.５０ (９Ｈꎬ ｍ)ꎬ １.２３ (１Ｈꎬ ｍꎬ
Ｈ￣１２ａ)ꎮ１３Ｃ ＮＭＲ(１２５ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３) δ: １７０.２６ (Ｃ￣
１５)ꎬ ６９.６７ (Ｃ￣１０)ꎬ ６９.３２ (Ｃ￣２)ꎬ ６７.３２ (Ｃ￣６)ꎬ
５３. １０ ( Ｃ￣１１ )ꎬ ４２. ８６ ( Ｃ￣７)ꎬ ４１. ８４ ( Ｃ￣１７ )ꎬ
３４. ７１ ( Ｃ￣５)ꎬ ３３. ０５ ( Ｃ￣１４ )ꎬ ２８. ６７ ( Ｃ￣１２ )ꎬ
２６.２９ (Ｃ￣４)ꎬ ２４.８５ (Ｃ￣８)ꎬ １８.７８ (Ｃ￣１３)ꎬ １７.３７
(Ｃ￣３)ꎬ １７.３２ (Ｃ￣９)ꎮ 将数据与文献(郭依俐和刘

庆ꎬ２０１９)比较ꎬ确定其为氧化苦参碱ꎮ
２.４ 阿卡波糖 ＩＣ５０值的测定

２.４.１ ＰＢＳ 溶液的配制　 将 ２０×ＰＢＳ 溶液用蒸馏水

稀释 ２０ 倍即得ꎮ

２.４.２ １ Ｕ􀅰ｍＬ￣１ α－葡萄糖苷酶溶液的配制　 准确

称取 １ ｍｇ α－葡萄糖苷酶ꎬ溶于 ２５.４ ｍＬ ＰＢＳ 中ꎬ现
配现用ꎮ
２.４.３ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＰＮＰＧ 溶液的配制 　 称取 ３ ｍｇ
ＰＮＰＧ 加入 １０ ｍＬ ＰＢＳ 溶液中超声溶解ꎬ现配

现用ꎮ
２.４.４ ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｎａ２ＣＯ３溶液配制 　 称取 ２.１６ ｇ
Ｎａ２ＣＯ３于烧杯中ꎬ加蒸馏水定容至 １００ ｍＬꎮ
２.４.５ 实验步骤　 采用 ＰＮＰＧ 法进行测定(李古月

等ꎬ２０１５)ꎬ反应在 ９６ 孔板中进行ꎬ按照顺序加入

５０ μＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ２０ μＬ 不同浓度的阿卡波糖溶

液ꎬ１０ μＬ α－葡萄糖苷酶溶液ꎬ置于 ３７ ℃ 油浴锅

中预热 ５ ｍｉｎꎬ然后加入 ２０ μＬ ＰＮＰＧ 溶液ꎬ于 ３７
℃油浴锅中继续加热 ２５ ｍｉｎ 后取出ꎬ加入 ５０ μＬ
Ｎａ２ＣＯ３终止反应ꎮ 实验平行 ３ 次ꎬ于波长 ４０５ ｎｍ
处测定吸光度ꎮ 通过 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔ ａｎｄ Ｓｅｒｖｉｃｅ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ 软件计算出其 ＩＣ５０值ꎮ

将待测样品代替阿卡波糖按照上述步骤操

作ꎬ得到待测样品 ＩＣ５０值ꎮ 实验平行 ３ 次ꎬ将测得

结果与阳性对照品阿卡波糖的 ＩＣ５０值对比ꎮ
α－葡萄糖苷酶抑制率公式:
抑制率 ＝ [１－(Ａ１－Ａ２ / Ｂ１－Ｂ２)] ×１００％ꎮ
式中: Ａ１、Ａ２、Ｂ１、Ｂ２分别代表 ４０５ ｎｍ 下测得

的样品组、背景组、阴性对照组、空白对照组的吸

光值ꎮ

表 １　 α－葡萄糖苷酶反应体系 (单位: μＬ)
Ｔａｂｌｅ １　 α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ (Ｕｎｉｔ: μＬ)

试剂
Ｒｅａｇｅｎｔ

样品组
Ｔｅｓｔ
ｇｒｏｕｐ

背景组
Ｂａｃｋ￣
ｇｒｏｕｎｄ
ｇｒｏｕｐ

阴性
对照组
Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｇｒｏｕｐ

空白
对照组
Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

ＰＢＳ ５０ ６０ ７０ ８０

样品 Ｓａｍｐｌｅ ２０ ２０ ０ ０

酶液 Ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １０ ０ １０ ０

ＰＮＰＧ ２０ ２０ ２０ ２０

Ｎａ２ＣＯ３ ５０ ５０ ５０ ５０

３　 结果与分析

３.１ ＨＰＬＣ 的条件优化

实验优化了液相色谱条件以确保各组分达到
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基线分离ꎬ对流动相:甲醇 －水、乙腈 －水、甲醇 －
０.１％ ＴＥＡ 水、乙腈－０.１％ ＴＥＡ 水、甲醇－０.１％ 磷酸

水、乙腈－０.１％ 磷酸水的分离效果进行了比较ꎬ结
果显示ꎬ当选用乙腈－０.１％ 磷酸水(５ ∶ ９５)作为流

动相ꎬ流速为 ０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１时ꎬ越南槐地上部分总

生物碱中各成分能实现基线分离ꎬ分离效果见图 ２ꎮ

１. 苦参碱ꎻ ２. 氧化苦参碱ꎮ
１. Ｍａｔｒｉｎｅꎻ ２. Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ.

图 ２　 总生物碱的 ＨＰＬＣ 色谱图
Ｆｉｇ. ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

３.２ ｐＨ 区带精制逆流色谱色谱条件的优化

在分离生物碱的经典 ｐＨ 区带精制逆流色谱

正向置换模式下ꎬ总生物碱中的各类化合物依据

其解离常数及疏水性不同ꎬ在保留酸的前方形成

一系列的溶质区带ꎬ达到平衡后ꎬ每个溶质区带和

保留酸以相同的速率移动ꎮ 以本实验为例ꎬ固定

相水相位于管道的上半部分ꎬ有机流动相位于下

半部分ꎬ保留酸形成了一个陡峭的边界ꎬ如图 ３ 所

示ꎬ在边界右侧ꎬ碱性待分离物质从保留酸中获得

质子并进入固定相中(位置④)ꎬ当保留酸边界向

前推移时ꎬ溶质正离子被置于高 ｐＨ 值范围内(位
置①)ꎬ被夺去质子后回到疏水性的非离子形式迅

速进入流动相中(位置②)ꎬ溶质穿过边界后重新

置于低 ｐＨ 值范围内(位置③)ꎬ获得质子而回到固

定相中(位置④)ꎬ这一过程不断重复直至保留碱

流出色谱柱ꎮ 会出现具有最小重叠的矩形平台峰

(Ｃａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎬ物质被高度浓缩在平台内(Ｔｏｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)而杂质被有效祛除并集中在平台两侧

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 本实验首先使用了二氯甲

烷－甲醇－水(５ ∶ ３ ∶ ２ꎬＶ / Ｖ)(上相加入 １０ ｍｍｏｌ􀅰

Ｌ￣１ ＨＣｌꎬ下相加入 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＴＥＡ)为溶剂系统

对总生物碱进行 ｐＨ 区带精制逆流色谱分离ꎬ其结

果如图 ４:Ａ 所示ꎬ ４９ ~ ９８ ｍｉｎ 馏分经 ＨＰＬＣ 检测

为化合物 １ꎬ１６２ ~ １７８ ｍｉｎ 馏分为化合物 ２ꎬ但化合

物 ２ 中夹杂有化合物 １ꎬ未能实现完全分离ꎮ 由于

待分离物质的解离常数在一定的条件下为常数ꎬ
其解离程度主要由保留酸决定ꎮ 调整保留酸的浓

度ꎬ会导致矩形峰的宽度及出峰时间发生改变ꎮ
因此ꎬ为了获得更好的洗脱效果ꎬ加 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

ＨＣｌ 于固定相中ꎬ流动相中 ＴＥＡ 的浓度不变ꎬ用
ｐＨ 区带精制逆流色谱分离总生物碱的效果如图

４:Ｂ 所示ꎬ６８ ~ １１３ ｍｉｎ 出现了化合物 １ꎬ１４８ ~ ２００
ｍｉｎ 出现了化合物 ２ꎬ经 ＨＰＬＣ 分析ꎬ其纯度分别为

９８.７％和 ９８.２％ꎮ

图 ３　 ｐＨ 区带精制逆流色谱分离原理图
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ＰＺＲＣＣＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

３.３ 样品对 α－葡萄糖苷酶抑制活性的影响

以样品浓度和抑制率作图ꎬ求得各样品的 ＩＣ５０

值如表 ２ 所示ꎮ 结果表明ꎬ越南槐地上部分总提

取物及总生物碱对 α－葡萄糖苷酶抑制作用微弱ꎬ
而苦参碱和氧化苦参碱均对 α－葡萄糖苷酶有一定

的抑制活性ꎬ且氧化苦参碱的抑制作用明显强于

苦参碱ꎮ

表 ２　 样品的 α－葡萄糖苷酶抑制活性
Ｔａｂｌｅ ２　 α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

ＩＣ５０±ＳＤ
(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

总提取物 Ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔ —

总生物碱 Ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ —

苦参碱 Ｍａｔｒｉｎｅ ７２４.６０±９０.９３

氧化苦参碱 Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ １１５.９０±１４.０５

阿卡波糖 Ａｃａｒｂｏｓｅ ０.１５±０.０１

３６４１９ 期 梁森林等: ｐＨ 区带精制逆流色谱法分离制备越南槐中具有抑制 α－糖苷酶活性的生物碱



１. 苦参碱ꎻ ２. 氧化苦参碱ꎮ 溶剂系统: 二氯甲烷－甲醇－水
(５ ∶ ３ ∶ ２ꎬ Ｖ / Ｖ)ꎮ Ａ. 上相添加 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１盐酸ꎬ下相添

加 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１三乙胺ꎻ Ｂ. 上相添加 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１盐酸ꎬ下
相添加 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１三乙胺ꎮ
１. Ｍａｔｒｉｎｅꎻ ２. Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ. Ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ: ＣＨ２Ｃｌ２－ＭｅＯＨ－Ｈ２Ｏ
(５ ∶ ３ ∶ ２ꎬ Ｖ / Ｖ). Ａ. １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ ｉｎ ｕｐｐｅｒ ｐｈａｓｅ ａｎｄ １０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＴＥＡ ｉｎ ｌｏｗｅｒ ｐｈａｓｅꎻ Ｂ. ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ ｉｎ ｕｐｐｅｒ
ｐｈａｓｅ ａｎｄ １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＴＥＡ ｉｎ ｌｏｗｅｒ ｐｈａｓｅ.

图 ４　 越南槐的地上部分生物碱 ｐＨ 区带精制逆流色谱
Ｆｉｇ. ４　 ＰＺＲＣＣＣ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ

ａｅｒｉａｌ ｐａｒｔ ｏｆ Ｓｏｐｈｏｒａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ

４　 讨论与结论

生物碱是天然产物中药理活性较好和成药性

较高的一类化合物ꎬ对这类化合物使用传统的柱

色谱法往往存在拖尾严重和收率低的问题ꎬ因此

生物碱的分离一直是分离科学与技术领域中的一

个研究热点和难点问题ꎮ ｐＨ 区带精制逆流色谱

法是近年来由高速逆流色谱的基础上发展而来一

种分离方法ꎬ由于其依据物质的解离常数( ｐＫａ)和
疏水性的不同而实现分离ꎮ 本实验以选定的二氯

甲烷－甲醇－水为溶剂系统ꎬ采用化学手段ꎬ根据待

分离样品的酸碱特性ꎬ通过增加上层水相中 ＨＣｌ
浓度、下层有机相中 ＴＥＡ 浓度保持不变ꎬ使样品的

色谱分离过程呈现按 ｐＨ 区带聚集的特征ꎬ组分的

洗脱过程变成了类似置换色谱的洗脱过程ꎬ其色

谱图为按 ｐＨ 值的大小排列的边界陡峭的矩形峰ꎬ
同时杂质被集中在峰的两侧ꎬ其结果是分离容量

增大、分离效率提高ꎮ 因此ꎬｐＨ 区带精制逆流色

谱法目前广泛用于生物碱、有机酸的制备性分离ꎮ
然而ꎬ溶剂系统的选择是一大难点ꎬ一个合适的溶

剂系统往往需要经过较长时间的摸索ꎬ而且是决

定试验成败的关键因素ꎮ 本研究利用 ｐＨ 区带精

制逆流色谱法从山豆根非药用部位中快速高效地

分离制备苦参碱及氧化苦参碱ꎬ为其他生物碱的

分离制备提供了参考ꎮ α－葡萄糖苷酶抑制活性实

验结果显示总提物的最大抑制率数倍于总生物碱

的最大抑制率ꎬ提示总提取物中可能含抑制活性

更强的成分ꎬ这些成分有待进一步的挖掘ꎮ 同时ꎬ
越南槐的茎叶作为中药———山豆根的一个副产

物ꎬ 资源丰富ꎬ富含苦参碱和氧化苦参碱等生物碱

成分ꎬ开发潜力巨大ꎬ能否成为山豆根替代资源仍

亟待进一步的研究ꎮ
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