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摘  要：以徐薯 18 型甘薯茎叶为原料，建立了高速逆流色谱法制备分离甘薯茎叶中化合物的方法．以正己烷 -

乙酸乙酯-甲醇 -水(0.5%乙酸)(体积比 0.5∶5∶1∶5)为溶剂系统，上相为固定相，下相为流动相，流速 2 mL/min，
转速 900 r/min，进行 2 次分离，并结合 1 次制备高效液相，共分离得到 7 个高纯度化合物．结合化学显色反应、
紫外扫描、高效液相色谱等，初步鉴定 4 个为黄酮类化合物，其中 1 个为芦丁，1 个为槲皮苷． 
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Abstract：Leaves of Xushu-18 was used as raw material to have established a method for isolation and preparation of 
chemical compositions from sweet potato stalk by high speed counter-current chromatography-high performance liquid 

chromatography (HSCCC-HPLC). N-hexane-ethyl acetate-methanol-water(0.5% acetic acid) (0.5∶5∶1∶5, V/V) was 
used as the two-phase solvent system. The upper one was used as the stationary phase, while the lower phase was used 

as the mobile one. Separation was performed twice at a flow-rate of 2 mL/min and a revolution speed of 900 r/min. 
Seven compounds were got and HSCCC was separated in the same solvent system and preparation high performance 

liquid chromatography. The structures were identified primarily by colour reaction, UV spectrometry and HPLC. The 
results showed one of them was rutin and the other was quercitrin. 
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甘薯叶除具有较高的营养价值外，还具有抗
菌、抗肿瘤、提高免疫力、降血脂、降胆固醇、抗
氧化等生理作用，其主要活性成分之一为黄酮类化
合物[1]．目前对甘薯叶中化学成分[2-4]的分离多采用

硅胶色谱、凝胶色谱等方法，存在操作繁琐、重现
性差、制备量小等缺点．高速逆流色谱法
(HSCCC)[5-9]是近年来发展起来的一种新型的天然
化合物分离制备方法，它采用液体溶剂作为固定相
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和流动相，通过溶剂的选择可分离多种天然化合
物，同时具有操作简单、制备量大、重现性好、可
获得多种高纯度化合物等优点．笔者尝试建立甘薯
茎叶中化学成分的高速逆流色谱制备方法，并获得
7 个高纯度化合物，现将结果报道如下． 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

徐薯 18 型甘薯茎叶，2008 年 7 月中旬购于湖
南长沙某市场．芦丁、槲皮素、槲皮苷标准品，购
于中国药品生物制品检定所．正己烷、石油醚、甲
醇、乙酸乙醋、冰醋酸等均为分析纯(天津市博迪化
工有限公司)，色谱甲醇(天津市大茂化学试剂厂)，
色谱乙腈(国药集团化学试剂有限公司)． 

1.2  主要仪器 

TBE-300A型高速逆流色谱仪(上海同田生化技
术有限公司)，配有TBD-2000 外检测仪、LX-300 恒
温器、TBP-50A 恒流泵(北京长流科技仪器公司)；
LC10 AT-VP Plus高效液相色谱系统(日本岛津公
司)，C18

1.3  方  法  

反相色谱柱(150 mm×4.6 mm，5 µm)；Lab 

Tech可见-紫外分光光度计(北京莱伯泰科仪器有限
公司)；LC-8A制备型高效液相色谱仪(日本岛津公
司)，Shin-pack PRC-DOC色谱柱． 

1.3.1  甘薯茎叶粗提物的制备 

将新鲜的甘薯茎叶于室内晾干，置烘箱 60 ℃

干燥，粉碎，取 100 g 加 1 000 mL 60%乙醇，70 ℃

回流提取 2 次，每次 1.0 h，滤液减压浓缩，加入蒸
馏水至 200 mL，过滤，滤液用等量乙酸乙酯萃取 3

次，滤渣用乙酸乙酯洗涤，合并乙酸乙酯层，减压
浓缩后水浴蒸干，得乙酸乙酯粗提物 5.8 g． 

1.3.2  分析型 HPLC 方法的建立 

采用C18 

1.3.3  HSCCC 溶剂体系的选择 

色谱柱，分别用甲醇-水、甲醇-水(0.5%

冰醋酸)、乙腈-水(0.5%冰醋酸)为HPLC流动相，采
用梯度洗脱模式对甘薯茎叶粗提物甲醇溶液进行
分析，建立HPLC分析方法． 

通过测定分配系数K值来选择HSCCC的溶剂
体系．将不同溶剂按比例配制，充分混匀，静置平
衡后取适量粗提物用下相溶解，过 0.45 µm膜，取
10 μL溶液经HPLC检测，各峰面积记录为A1；再取
该下相 2 mL加入等体积的上相充分混合，取下相
10 μL经HPLC检测，各峰面积记录为A2，按公式计
算K值：K=(A1－A2)/A2

1.3.4  HSCCC 的制备分离及分离条件的优化 

．选择K值适合的溶剂体系
作为HSCCC的溶剂体系． 

称取粗提物 200 mg，用 10 mL 下相溶解，从进
样口加入．检测波长 254 nm，温度 28 ℃，进样 1 h
后进行图谱采集．根据峰形分别收集流出液，减压
浓缩干燥，并取少量样品供 HPLC 分析．分别考察
转速、流速、进样量对分离效果的影响． 

将流分Ⅱ、Ⅳ合并，浓缩后在相同的条件下进
行第 2 次分离，流出液根据峰形接收并检测，减压
浓缩干燥． 
1.3.5  制备型 HPLC 分离 

将流分Ⅰ浓缩后至干，用少量甲醇溶解，过 0.45 
µm 膜，采用制备型高效液相色谱进行分离，10%乙
腈等梯度洗脱，流速 15 mL/min，检测波长 254 nm．根
据峰形分别收集流出液，流出液减压浓缩干燥． 
1.3.6  单体化合物的初步定性 

取适量分离得到的单体化合物，用甲醇溶解，
在 200~400 nm扫描得紫外吸收图谱，再取适量样品
进行黄酮类化合物显色反应(Mg-HCl、NaOH、AlCl3

2  结果与讨论 

反应)，对显色结果为阳性的化合物与芦丁、槲皮素、
槲皮苷标准品进行HPLC分析，以保留时间和样品
加标方法定性． 

2.1  HPLC 检测条件的确定 

通过对不同流动相组成及洗脱梯度的摸索，发
现在以下条件下粗提物中各组分分离较好：A 泵，
水(0.5%冰醋酸)；B 泵，甲醇梯度洗脱：0 min 
32%→30 min 60%，波长 254 nm，流速 1 mL/min，
柱温 35 ℃，进样量 10 µL，结果见图 1，由图 1 可
见，其中至少含有 7 种组分． 
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图 1  甘薯茎叶乙酸乙酯粗提物 HPLC 图谱 
Fig.1  HPLC chromatogram of ethyl acetateextractive form pomoea 

batatas lam leaves 
 

2.2  HSCCC 溶剂体系 

HSCCC 不同溶剂体系的 K 值如表 1 所示．由
于粗提物中组分较多，其中一些组分的 K 值较为接
近，因此要一次分离得到多种高纯度组分比较困
难，考虑进行二次分离． 

表 1  不同溶剂体系各峰 K 值 
Table 1  K-values of the compounds in different two-phase solvent 

systems 

溶剂系统(V/V) 
K 值 

峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 峰 6 峰 7 

①: EA-M-W(5∶1∶3) 3.33 0.57 1.55 1.49 0.92 2.32 2.12 
②: EA-M-W(7∶1∶5) 2.79 0.46 1.99 1.78 1.14 3.49 2.33 
③:H-EA-M-W(0.25∶5∶0.25∶5) 2.82 0.49 2.03 1.10 1.44 2.38 2.06 
④: H-EA-M-W(0.5∶5∶2∶5) 2.91 0.17 0.65 0.98 0.23 1.84 1.94 
⑤: H-EA-M-W(0.25∶5∶1∶5) 5.02 0.08 1.38 0.95 0.61 2.38 1.59 
⑥: H-EA-M-W(0.5∶5∶1∶5) 4.02 0.43 1.17 0.79 0.67 2.08 1.22 

H  正已烷；EA  乙酸乙酯；M  甲醇；W  水． 
 
对上述溶剂体系进行 HSCCC 分离，结果表明，

系统⑥的分离效果最好，但峰 1 保留时间太长．由
于在色谱中加入少量的酸可以改善峰的分离度，因
此用 0.5%的乙酸水溶液替代水进行溶剂体系的配
制，结果发现峰 1 的保留时间大为缩短，确定正己
烷-乙酸乙酯-甲醇-水(0.5%乙酸)=0.5∶5∶1∶5 作为
HSCCC 分离的溶剂体系． 

2.3  HSCCC 分离条件的优化及分离结果 

结果表明，转速分别为 800、850、900 r/min
时，转速越高固定相的保留率越高,分离效果越好；
当流动相流速分别为 1、1.5、2.0、2.5 mL/min 时，
流速较低，则分离时间过长，峰形扩展，流速较大
时，分离效果差，以流速 2 mL/min 最为合适；当

进样量大于 200 mg 时，分离度降低．最终选择
HSCCC 的分离条件为：转速 900 r/min、流速 2 
mL/min、进样量 200 mg．在该条件下固定相保留
率为 53%，HSCCC 图谱见图 2．经 HSCCC 第 1 次
分离后共有 5 个流分，经 HPLC 检测发现：流分Ⅰ
为图 1 中的 4 号峰，流分Ⅱ为 6、7 号峰，流分Ⅲ
为 2 号峰、流分Ⅳ为 1、5 号峰，流分Ⅴ为 3 号峰．流
分Ⅱ、Ⅳ经 HSCCC 第 2 次分离，得到 1、5、7 号
峰，6 号峰由于量少未能得到． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  甘薯茎叶乙酸乙酯粗提物 HSCCC 图谱 
Fig.2  HSCCC chromatogram of ethyl acetate extractive form sweet 

potato stalk and leaf 
 

2.4  制备型 HPLC 分离流分Ⅰ 

流分Ⅰ经 HPLC 检测发现峰形不对称，疑为 2
个未分离的化合物，用制备型 HPLC 分离，10%乙
腈等度洗脱，在 90 min 内分离得到流分 4-Ⅰ、4-Ⅱ，
见图 3，推测 2 物质在结构上有较大的相似性． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  流分Ⅰ的制备 HPLC图谱 

Fig.3  Preparative HPLC spectrum of factionⅠ  
 
经上述分离，共得到 7 个化合物，见图 4，面

积归一法计算其纯度为：化合物 1，99.7%(1 号峰，

Ⅱ 

Ⅲ 

4-Ⅱ 
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2 mg)；化合物 2，96.7%(2 号峰，2 mg)；化合物 3，
96.6%(3 号峰，6 mg)；化合物 4-Ⅰ，98.9%(峰 4-Ⅰ，

2 mg)；化合物 4-Ⅱ；99.6%(峰 4-Ⅱ，4 mg)；化合物
5：90%(峰 5，2 mg)、化合物 7，93.7%(峰 7，1 mg)． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  7 种化合物的 HPLC 图谱 
Fig.4  HPLC of seven compounds 

 

2.5  化合物类型的初步鉴定 

显色反应结果表明，化合物 4、5、7 在Mg-HCl
反应中呈阳性，且紫外光谱具有黄酮类化合物特有
的吸收带I(300~400 nm)和带Ⅱ(240~280 nm)，推测
为黄酮类化合物；化合物 3 与NaOH、AlCl3溶液反
应呈阳性，但在Mg-HCl反应中呈阴性，紫外光谱带
Ⅱ在 245~270 nm，且带I以肩峰出现，推测其可能
为异黄酮类化合物；化合物 1、2、6 的类型需进一
步研究． 

将化合物 4、5、7 与标准品进行 HPLC 对照分
析，结果化合物 4-Ⅰ与芦丁的保留时间一致，且二
者混合溶液的 HPLC 峰为一对称单峰，推测该化合
物为芦丁；化合物 7 与槲皮苷的保留时间一致，且
二者混合溶液的 HPLC 峰为一对称单峰，推测该化
合物为槲皮苷． 
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