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摘  要：采用超临界CO2流体萃取中药前胡中总香豆素，以石油醚∶乙酸乙酯为洗脱系统，对提取物进行硅胶柱

初步分离，利用高效液相色谱确定石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶5∶4作为高速逆流色谱(HSCCC)分离的

溶剂体系，在主机转速为850 r/min、流动相流速为2.0 mL/min、254 nm波长检测条件下，根据色谱图手动收集各

色谱峰组分，分离所得化合物通过核磁共振(NMR)检测并确定其结构，得到4个单体化合物，分别是前胡香豆素

Ⅱ、北美芹素、白花前胡甲素、补骨脂素。 
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Abstract: With the extract obtained from radix peucedani by SFE(supercritical fluid extraction), coumarins were 
primarily purifed through silica-gel chromatography with solvent system of petroleum ether:ethyl acetate and further 
purification was processed by HSCCC(high speed counter current chromatography) with solvent system of petroleum 
ether:ethyl acetate:methanol:water(5∶5∶5∶4) at the flow rate of 2.0 mL/min under rotator speed of 850 r/min. 
Fractions were collected manually according to HSCCC chromatogram and then charaterized by NMR(nuclear magnetic 
resonance), which were peucedanocoumarin II, pteryxin, praeruptorin A and psoralen respectively. 
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对白花前胡(Peucedanum praeruptorum Dunn.)
功能成分的提取主要采用水煎煮、乙醇加热回流法

等，利用效率不高[1]，而对前胡提取物的分离则主

要采用硅胶柱层析、制备液相色谱分离等技术[2]，

成本较高，制备量小，过程复杂，不适合大规模的

分离制备。为了弥补上述方法的不足，笔者采用CO2

超临界流体萃取对样品所含香豆素类功能成分进

行初提后，用硅胶柱对初提物进行第一步分离，再

用高速逆流色谱(HSCCC)[3]对目标成分实现细分，

并得到单体化合物。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

前胡购自湖南省药材公司，经湖南省中医药大
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学于永秩教授鉴定确认为伞形科白花前胡。 
主要仪器：HPTLC 薄层色谱仪(德国 CAMAG

公司)；HL-1L/40-A型超临界萃取仪(杭州华黎泵业
有限责任公司)；EYELA旋转蒸发仪(上海爱朗仪器
有限公司)；岛津 Uvmini-1240 紫外分光光度计(日
本岛津公司)； TBE-300A 高速逆流色谱仪(上海同
田生化技术有限公司)；岛津 LC-20A高效液相色谱
仪(日本岛津公司)； Varian INOVA-300核磁共振仪
(瑞士 Broker公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  样品制备 

前胡洗净后自然阴干，机械粉碎。取粉碎的前

胡根茎 2.0 kg，以 1∶1的比例用无水乙醇浸泡 24 h，
采用 CO2超临界流体萃取其中的香豆素类成分，萃

取温度 60 ℃，萃取压力 35 MPa，萃取时间 60 min，
CO2动态流量 2 kg/h。 
精确称取前胡CO2 超临界萃取物10 g(相当于

前胡粉碎物200 g)，用丙酮溶解后，加入100 g硅胶
拌匀；硅胶柱柱径8 cm，柱长120 cm，硅胶1 500 g，
石油醚湿法装柱，装柱后反复用石油醚冲洗，湿法

上样。利用薄层层析色谱(TLC)试验确定石油醚∶
乙酸乙酯体系为硅胶柱分离的洗脱系统。 
收集分离组分：每100 mL收集1份，流速控制

在0.08 BV/h(100 mL/h)，分步收集，以薄层层析结
合5%三氯化铁甲醇溶液显色，监测柱层析各分离组
分中成分的变化，调整洗脱比例。 

1.2.2  高速逆流色谱分离 

1) 溶剂系统的选择。根据色谱理论，利用
HSCCC 分离样品的必要条件是样品在两相中具有
合适的分配系数(0.5<K<2.0) [6]，可用 HPLC、EC、
TLC 测定[7]。本试验选用 HPLC 测定，共考察了 7
个溶剂系统，分别是：正己烷∶乙酸乙酯∶甲醇∶

水=1∶1∶1∶1 ，正己烷∶乙酸乙酯∶乙腈∶甲醇
=5∶2∶5∶4，正己烷∶乙醇∶水=6∶5，正己烷∶
乙腈∶氯仿=5∶5∶1，正己烷∶乙腈=1∶1，石油
醚∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶5∶4，石油醚∶
乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶5∶2。 

2) 高速逆流色谱分离初提物。将待测溶剂加入
分液漏斗中，充分振摇后静置 24 h分相，上相为固

定相，下相为流动相，上、下相超声脱气 20 min，
测定其固定相保留率。考虑到样品浓度高固定相易

流失的因素，将样品用等体积的上相和下相溶解，

尽可能用大体积稀释样品进样。HSCCC 主机转速
为 850 r/min，流动相流速为 2.0 mL/min，254 nm波
长检测，根据色谱图手动收集各色谱峰组分。 

3) 检测各组分纯度。采用HPLC检测经HSCCC
分离后各组分的纯度。HPLC分析条件：流动相为
甲醇∶水，梯度洗脱：0 min、0 甲醇→70 min、100% 
甲醇；流速0.8 mL/min；检测波长为254 nm，柱温
30  ℃ 。 

1.2.3  鉴定单体化合物结构 

将分离所得单体化合物冷冻干燥，利用核磁共

振(NMR)检测并鉴定其结构。 

2  结果与分析 

2.1  初提物的初步分离 

超临界 CO2 萃取白花前胡甲素提取率平均为

2.66%，高于采用乙醇加热回流法 1.81%的提取率。
根据香豆素类化合物已知的各种理化特征，以石油

醚∶乙酸乙酯体系为洗脱系统，硅胶柱分离共收集

520个组分，经过 TLC检测，合并相同组分，用旋
转蒸发仪浓缩，共得到 14种分离组分，其中 A2、
A4、A6、A13组分在 365 nm紫外灯照射下呈亮蓝
色，具备香豆素类成分的显著特征[8]，将这 4 个组
分混合后作为样品(记为 B1)进行 HSCCC分离。 

2.2  高速逆流色谱分离结果 

2.2.1  溶剂系统的确定 

根据表1的K值结果，选择石油醚∶乙酸乙酯∶
甲醇∶水= 5∶5∶5∶4 作为溶剂体系进行 HSCCC
分离。该溶剂体系 HPLC色谱图见图 1、图 2。 

2.2.2  HSCCC 分离功能成分 

选择石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶
5∶4作为溶剂体系进行HSCCC分离，共得到4个组
分(图3)，通过HPLC检验，化合物 (12.0 mg)Ⅰ 、化

合物 (10.5 mg)Ⅱ 、化合物III(5.8 mg)、化合物IV(4.6 
mg)纯度分别达到了97.6%、98.1%、95.8%、95.2%，
可以用作单体化合物的结构鉴定。 
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表 1  各溶剂体系 K值 

Table 1  K values of different solvent system 

分配系数K 
溶剂系统 

1 2 3 4 5 

正己烷∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=1∶1∶1∶1 1.657 030 3.117 752 4.429 515 3.927 932 6.597 913 

正己烷∶乙酸乙酯∶乙腈∶甲醇=5∶2∶5∶4 0.001 870 0.042 161 0.146 494 0.053 558 0.025 221 

正己烷∶乙醇∶水=6∶5∶1 0.099 040 0.080 198 0.217 007 0.193 260 0.057 760 

正己烷∶乙腈∶氯仿=5∶5∶1 0.071 522 0.366 740 0.160 738 0.257 187 0.026 303 

正己烷∶乙腈=1∶1 0.009 722 0.195 635 0.142 557 0.118 647 0.020 160 

石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶5∶4 0.974 753 2.190 878 2.729 154 2.335 488 3.054 306 

石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇∶水=5∶5∶5∶2 0.364 241 0.411 474 1.176 355 0.714 664 0.953 283 
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图 1  上相溶解样品液相色谱 

Fig.1  Chromatogram of sample distribution in upper solvent used for 

HSCCC by HPLC 

图 2  下相溶解样品液相色谱 

Fig.2  Chromatogram of sample distribution in lower solvent used for 

HSCCC by HPLC 

 

图 3  HSCCC 分离效果 

Fig.3  HSCCC chromatogram 

2.3  结构鉴定 

通过核磁共振(NMR)对 4种化合物进行结构鉴
定，解析结果如下。 

化合物Ⅰ：1HNMR(300MHz，CDCl3) δppm:  
7.61 (1H，d，J=9.6Hz)，7.38(1H，d，J=8.7Hz)，
6.83(1H，d，J=8.7Hz)，6.28 (1H，d，J =5.1Hz)，

化合物Ⅰ 

化合物Ⅱ

化合物 III 
化合物 IV 
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6.23(1H，d，J=9.6Hz)，6.07(1H，br.q，J=7.2Hz)，
5.33(1H，d，J=5.1Hz)，2.11(3H，s)，2.01(3H，d，
q，J= 7.2，1.8Hz)，1.84 (3H，t，J=1.5Hz)，1.46(3H，
s) ，1.39(3H，s)；13CNMR(300 MHz，CDCl3)δ ppm: 
169.4，166.2，159.8，156.5，154.2，143.2，138.9，
129.1，127.1，114.5，113.2，112.5，106.7，77.1，
71.7，63.0，23.8，23.5，20.7，20.4，15.7。 

该化合物与已知化合物前胡香豆素Ⅱ的波谱

数据[9]一致，确定化合物Ⅰ为前胡香豆素Ⅱ。 
化合物Ⅱ：1HNMR(300MHz，CDCl3)δ ppm: 

7.61(1H，d，J=9.6Hz)，7.38(1H，d，J=8.4Hz)，6.82(1H，
d，J= 8.4Hz)，6.63 (1H，d，J=5.1Hz)，6.21 (1H，d，
J= 9.6Hz)，6.02(1H，br.，q，J=7.2Hz)，5.34(1H，d，
J= 5.1Hz)，2.09(3H，s)，2.00(3H，br.d，q，J=7.2，
1.8Hz)，1.87 (3H，m，J=1.5 Hz)，1.47(3H，s)，1.44 
(3H，s)；13CNMR (300MHz，CDCl3)δ ppm: 169.8，
166.9，159.7，156.6，154.0，143.2，137.7，129.2，
127.4，114.4，113.2，112.5，107.2，77.2，70.5，
60.1，25.3，22.1，20.7，20.3，15.5。综合分析化
合物Ⅱ为北美芹素[10-11]。 
化合物 III：1H-NMR(300MHz，CDCl3)δ ppm：

6.24(1H，d，J=9.6Hz，3-H)，7.60(1H，d，J=9.6Hz，
4-H)，7.35(1H，d，J=8.7Hz，5-H)，6.80 (1H，d，
J= 8.7Hz，6-H)，1.479 (3H，s，2’-CH3)，1.437 (3H，
s，2’-CH3)，5.41(1H，d，J= 4.8Hz，3’- H)，2.11 (3H，
s，2’’-CH3)，6.13(1H，m，3’’’-H)，1.87 (3H，m，
4’’’-CH3)，1.96(3H，d，q，5’’’- CH3)；13C-NMR(300 
MHz，CDCl3)δ ppm：159.8 (C-2)，113.1(C-3)，
143.2(C-4)，129.1 (C-5)，114.3 (C-6)，156.7 (C-7)，
107.0(C-8)，153.9 (C-9)，112.4 (C-10)，77.6(C-2’)，
69.7 (C-3’) ， 61.0(C-4’) ， 24.8(C-2’-CH3) ， 22.9 
(C-2’-CH3)，169.8(C-1’’)，20.6(C-2’’)，166.4 (C-1’’’)，
126.9(C-2’’’)，139.8(C-3’’’)，15.7 (C-4’’’)，20.4(C-5’’’)。
综合分析化合物 III为白花前胡甲素[12]。 

化合物 IV：1H-NMR(300MHz，CDCl3)δ ppm：
6.37 (1H，d，J=9.6Hz，3-H)，7.79(1H，d，J=9.3Hz，
4-H)，7.69(1H，s，5-H)，7.48(1H，s，8-H)，7.70(1H，
d，J=2.1Hz，2’-H)，6.83(1H，dd，J=2.4Hz，3’-H)； 
13C-NMR (300MHz，CDCl3) δ ppm：161.0(C-2)，
114.6(C-3)，144.0(C-4)，119.8(C-5)，124.8 (C-6)，

156.4(C-7)，99.8 (C-8)，152.0 (C-9)，115.4 (C-10)，
146.8(C-2’)，106.3(C-3’)。综合分析化合物 IV为补
骨脂素[13]。 
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