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葛根组 介 库的 构 建
“

口张 岩 徐 青 薛兴亚 章飞 芳 梁鑫森

中国科学院大连化学物理研究所 大连

摘 要 本文采 用 组分 中药的研究模式
,

以发展构建中药组分库 为核 心
,

选取葛根为研究对 象
,

探讨了组分的分 离与表征方 法
。

应 用 工业 色谱及相关技术
,

发展 了高效的规模组分制备分 离方法
,

获

取 了 个正丁 醇部位的制备组分
。

利 用 高效液相 色谱
,

获取 了 个组分化 学指 纹谱
,

与标 准品 对

照
,

对组分进行 了初步表征
。

关键词 葛根 组分库 葛根色谱图 工业 色谱 高效液相 色谱

一
、

引 言

世 界各 国的药物研 究者在经过长期艰苦 的工作

后
,

已经认识到通过化学合成手段 寻找新药
,

不仅盲

目
,

而且难度越来越大
,

因此对天然化合物 的研 究将

成为新药开发 的热点之一
。

新药开发 的核心是药效

组分 的发现
,

拥有 大量的化合物资源
,

将在新 药研究

中占据极为有利的地位
。

一般来说
,

一种新药从发现

到上市 费时 费 力
,

要 经 过 一 年 的时 间
,

为 了加 速

新药研发 的速度
,

欧美制药公 司不 间断 的采用 和开

发先进技术
。

例如
,

采用组合化学方法快速生产建立

包含成 千上 万化合物 的库 采用各种快速高效 的筛

选检测方法去 发现药物前体
。

我 国 的 中药 资源种类

繁多
,

历史悠 久
,

为 了加快 中药现代化进 程
,

尽快促

进 中药 国际市场化进程
,

应结合 中医药 自身特点
,

建

立高效 的药物研发新模式
。

收稿 日期 一 一

修回 日期 一 一

在现代 中药 系统研 究 中
,

既 不能采用 单
一
成 分

的西药模式
,

也不能采用不经任何去 粗存精 的粗放

式传统模式
,

应该在这 两 者之 间创 建一 个新 的研 究

模式
,

而这种模式 首 先必 须符合 多成 分
、

多靶 点
、

整

合调节 的中医药基本思想
,

又 能 以 现代技 术进行有

效 的科学表征
。

对此
,

我们提 出了组分 中药 的研究模

式
’ ,

即 以组分 为切 入 点
,

以标准组 分替代 中药材 饮

片
,

以组分配伍替代饮片配伍 的现代 中药创制模式
。

中药组分库的构建
,

可以 为创新 中药的持续 发

展提供物质资源 和信息资源
。

中药组 分被赋 予 了化

学特征和 生物学特征后
,

将化学 指纹谱 图库 与生物

指纹谱图库进行相 关性分析
,

进一步重组
、

优化组

分
,

形成功能组 分库
。

在 中医 药理论指 导下
,

用化学

与生物学技术和方法 阐明组分 中药药效物质基础

当组分实现标 准化后
,

不 仅库 中的数据 可 以实

现共享
,

大大加快 中药理 论的基础研究 和 中药现代

化 的研究进程
,

而且可 以提供药 材和组分的质 量标

准
、

实验室研究 的规范化标准
、

可与生产 工 艺相对接

国 家 自然科学基金重点项 目 中药药效组分指纹 图谱分析方 法 的研究
,

负责人 梁逸曾 中国科学院知识创新 工程 重要 方 向项

目沐 一 一 , 基于现代理论和技术的复方 中药系统研究
,

负责人 粱鑫森
。

联 系人 梁鑫森
,

博士
,

研究 员
,

主要从事组分 中药的研究
,

卜 一 , 一 ,

群 山叩
, ·

,
、

犯 〔 山汉泛 》乃致 口汉 以 〕
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的标准化方法
,

进而开创现代中药研究 的新途径
。

葛根是我 国的传统 中药
,

为豆科葛属植物 的干

燥根
。

葛根 中含有多种有效成分
,

主要 为异黄酮
,

包

括葛根 素
、

大 豆 贰 元
、

大 豆 昔
、

染 料 木 昔
、

染 料 木 素

等
,

其 中又 以 葛根 素 的含量 最高
,

具有 降低 血管 阻

力
,

改善心
、

脑血液循环
,

减慢心率
,

降低心肌耗氧量

等药理作用‘网
。

本 文构建 了 葛根 醇 提 物 的正 丁 醇部 位 组 分库
。

中药可 以 看作是不 同极 性组 分组 成 的复杂 混合 物
,

可 以根据极性不同
,

选择性的差异进行分级精制
。

利

用不 同极性溶剂对粗提物进行萃取
,

是 中药 中常用

的粗分离方法
,

简便快速
。

精分离主要 由工业级反相

高效液相色谱按 照一定 的时间间隔进行组分切 割完

成
。

获取 的组分利用各种分析手段和生物检测手段

分别进行化学表征和 生物学表征
,

则建立 了葛根 的

组分信息库
。

本 文 主要 介绍 了葛根正丁醇部位组分

的制备方法并建立 了组分的化学指纹 图谱库
,

为各

种生物活性 的筛选模型提供 了大量 的组分资源及信

息资源
。

二
、

实验部分

仪器与试剂
一 纯净水

,

甲醇为 级 沈 阳联邦
,

乙

睛 为 级 美 国
,

乙 酸 为 级 美 国
,

葛根购于大连群益药房
,

产地广西
。

大豆

昔
,

染 料 木 昔 购 自 葛根 素

购于 中国药品生物制 品检定所
。

高效 液 相 色谱 仪
,

工

作站
,

检测器
。

高效液相制备仪 包

括 工作站
, 一 泵

,

紫外检测器
,

控制

模块
。

里工醇自至位的制查
将葛根 乙 醇提取物混悬在适量水 中

,

依 次

用石油醚
、

乙酸 乙 酷
、

正丁醇萃取 一 次
。

将正丁醇

部位旋转蒸发待用
。

垂工醇部丝丝圣夔丝丝

将 湿法装柱 无定型
, 一 卜

,

, ,

取约 正 丁醇部位样品用 甲醇溶解
,

上样
,

减压洗脱
。

用 水 冲洗
,

接着用 甲

醇洗脱
。

旋转蒸发 甲醇洗脱液
,

干燥后 待用
,

记作
。

优化分析型液相 色谱条件

色谱分析在 高效 液 相 色谱仪 上 进

行 色谱柱为 柱
,

一

林 美 国 梯度洗脱条件为 甲醇浓度 以线性

梯 度 在 以 内从 升 到
,

保 持
,

梯度升到 后保持
,

流速 为

检测波 长 样品浓度 经

卜 滤膜过滤 柱温为室温
。

制备色谱分 离条件

组分的分离 制备在 高效液相 制备仪上进

行
,

色谱柱为 肠 柱
,

卜 美 国 梯度洗脱条件 同

流 速 为 检 测 波 长 样 品 浓 度

经 林 滤膜过滤 进样体积

柱温为室温
。

制备组分的收集

前 每 收集 一 个组 分
,

至

之间每 收集一个组分
,

依次记作 一 ,

一 ⋯ 一 , 一 每 收集一个组

分依次记作 一 , 一 , 一 , 一

收集成一个组分
,

记作 一 。

减压浓缩至 左

右
,

氮气吹干
。

制备组分的 分析

制备组分 的 分析在 高效液相

色谱仪上进行
,

色谱 柱 为 柱
,

林 流动相为 乙睛 水体 系
,

两相均含

有 乙 酸 梯度洗脱条件见表
。

二极管阵列检测

器 扫描范围 一 。

表 制备组分的 分析条件

飞︸气︸

一︸勺

,且,、︶

〔 比 。 肌 。 女 ’口 以 几夕 〕 匆
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三
、

结果与讨论
备型色谱 系统 中的线性放大因子

、

上样量 和洗脱 液

的流速

放大因子

份二弓
·

几
· 。

其中
, 二放大因子 ‘ 制备型色 潜柱 的 半径

,

分析

型色谱 柱 的半径 与二制 备型 色谱柱 的长度
“ 二 分析

型色谱柱 的长度
。

上样量

殊
。 ·

其 中
,

叭 制 备型 色谱 上 样 量
。

分析 型 色谱 卜样

量
。

流速

凡二
·

场

肠肠么以住
口

正丁 醇部位的预 处理

粗提物 中一般含有数量较 多 的干扰杂质
,

例如

多糖或脂溶性 成分等
,

一般采取顺序提取
、

液 一液分

配或固相萃取 的方法除去
一 。

正丁醇部位经过 了顺

序提取 即对葛根总提物按照石油 醚 一 乙 酸 乙 醋 一正丁

醇等不 同极性溶剂进行 了萃取
,

已经去 除 了脂溶性

成分
。

通过 自制 的 预处理柱
,

多糖等杂质可通过

水 的洗脱而除去
,

从而可 以减少对后续 工作 的干扰
,

并且减少 了对制备型色谱柱的污染
。

分析条件的优化

在 固定相填料没有差别 的情况下
,

制备色谱 的

性能容易从分析柱到制备柱放大
,

即在分析柱上 获

得 的优化条件 同样 能在制备柱上重现
,

因此
,

在使用

制备色谱前
,

充分优化 和利用 已建立 的分析方法
,

将

大大提高工作效率
,

减少投入
,

加快进度
。

因此
,

对分

析条件优化时使用与制备柱相 同填料和粒度 的

柱
。

从经济成本考虑
,

流动相采用 甲醇 水体

系
。

由于分离对象成分较为复杂
,

因此采用梯度洗脱

方式
。

由于制备色谱上流速较大
,

在分离度 比较好 的

情况下分离时间应尽可能缩短
,

本实验在 内

完成
。

在样 品配制上
,

尽可 能配制成 高浓度 的样 品
,

则在制备色谱柱上样量一定 的情况下
,

减少 了上样

体积
,

从而减少了溶剂扩散对柱效 的影响
。

在浓度一

定 的情 况下
,

在分析柱上逐步加大进样体积
,

在分离

度较好 的情况下确定最大上样量
。

在上样体积为

闪 时
,

分离度较好 见 图
,

闪 时开始超载
,

但分

离度 尚可
,

因此在分析型液相色谱上选择最大上样

体积为 闪
。

线性丝大到生些备型色谱
线性放大技术 的发展是分析型 的液相色谱与制

备型的液相色谱联系的桥梁
。

线性放大的基本条件是

分析柱和制备柱具有相 同的填料型号和填料粒度
。

在

柱高
、

单位体积担体 的上样量
、

洗脱剂梯度 的分级 幅

度等参数恒定的情况下
,

即可将经过优化的分析型分

离条件直接线性放大至制备色谱的分离卜
。

在上述

条件下
,

可 用下 面 的公式
、

和 分别计算制

刀

寻 刀

力 加
招

加 刀

图 正丁醇部位 在不同上样体积条件下的液相色谱

《流速
,

检测

刀

一

一一

、、、 、、‘‘‘

一 一 厂 一 一 一 一一「 一 一 一 一一

一一一一一一
、、 」」

卜 一 一 一 卜 一 一 一 卜 一 一 一一
】】

一一一 一 一 ,, ———
一一 一一

一一 一一

口口口口口口口
〔〔〔〔〔〔 二二二二二 」到到 」」

甘 ,,

尸 ,,,

卜日日十十

图 正丁醇部位 的液相色谱 一紫外制备色谱图

流速 一
,

检测

〔 份 。 。邵邓么〕 记 以 亡功之才材 对己 〕
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其 中
,

凡 制 备 型 色谱 流

速 二分析型色谱流速
。

由公 式
,

和 可

以 计算在 本 实 验 中 由分 析 柱

到 制 备 柱 的 放 大 因 子 约 为

巧
,

因此
,

制备色谱的流速从

分 析 柱 的 上 升 到
,

上 样 量 由 林

加大到
,

梯 度洗脱条

件不变
。

由图 和 图 可 以看

出
,

制备色谱 图与分析谱 图极

为相似
,

说明制备色谱的柱效

很高
。

同时可 以说明从分析条

件 到制备条件 的线 性 放大 是

可行 的
。

从 图中可 以看 出
,

二

者在保 留时间上略有差异
,

这

可能是 由于梯度延迟造成 的
,

另外 室 温 的差 别 也 可 能 引起

这种差异
。

组分收集

按照 时间顺序
,

在

内共收集 个组分 一

一 。

每个组分均在毫克

级
,

可 供生 物 筛选 和 化 学 分

析
。

葛根正 丁 醇部位 制备

组分的化学指纹谱

正 丁醇部位制备 的 个

组分
,

在 统 一 的色谱 条件 下

表 进行 了液相 色谱 的分

析
,

各组分 的色谱 图如 图 一

所示
。

从 图中可 以看 出
,

正丁

醇部 位 主要 含 有 的是 异 黄 酮

昔类化合物
,

与标准 品进行对

照
,

峰
, ,

分别为葛根素
、

大豆昔和染料木昔
。

葛根素在

组分 一 和 一 的含

量很 高
,

分别 高达 和

二 】

一

〕

一

, 一 叫

一
目

一

一

一一一 、

一

一

节 下 节吕解 声暇口目户阅户闷

沦︸﹄

图

寻 。 。

吸】〕

正 醇制备组分 一 一 一 的 一 在 处的色谱图 葛根素

遥
】

泥 ,

一

一 ,

翻弓目 二 目二翻二‘弓翻留留

一

图 正 醇制备组分 一 一 一 的 一 在 处的色谱图 大豆昔 染料木普

卜卜 一一讨、 一一一一

一
一

润润 一 , 。

一一
’

一

一

一
一 沪一 气

一一 一
, 尹、一 , ‘一 一 、 产 沪‘ 产 一

一一咋一一

一
一一一 止造上一一 妇妇

图 正丁醇制备组分 一 一 一 的 一 在 处的色谱图

〔 , 。 。邵 众 对 〕 必
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,

可作为标 准 品使用 大豆 有 在组 分 一

中的含量可达到
。

其它化合物 的鉴定还需 要借助质谱等其它分析

手段
,

我们下一 步的工作将不 断的充 实组分库 的信

自

霍斯 泰特曼
,

马斯顿
,

霍斯 泰特曼 制 备色谱技 术一 在 天然 产

物分离 中的应用 科学 出版社
,

张 晓哲
,

基于 构库思 想 的中药 分离与表征 方法 的研 究 ,川 间科 学 院

化学物理研 究所博士学位论 文
,

责任编辑 王 璃

四
、

小 结

建之了葛步医正工醇鉴卫位的组全生

首先采用溶剂分配 的方法对葛根粗提物进行 了

粗 分离
,

选定葛根 的正 丁醇部位作为精分离 的研究

对象
。

以线性放大技术为基础
,

将优化后 的分析条件

直接放大至制备级高效液相色谱进行制备
,

通过 时

间段切割的方法
,

在 内
,

将正 丁醇部位共切割

成 个组分
,

将 各组分进行浓缩
,

干燥后称重
,

均在

毫克级
,

可供生物活性筛选和化学分析用
。

建宾二葛枢丝 全鱼谱值皇生

利用 的 自动进 样 系统
,

对 以上

个 组 分 在 总 提 物 的 优 化 条 件 下 进 行 了 高 通 量 的

分析
,

获取 了化学指纹谱
,

通过对照标准品
,

可

以对组分 中的主要 色谱峰进 行 初步 的化学 表 征
,

由

此建立 了葛根组分色谱信息库
。

葛根 的组分库的建立
,

为各种生物模型 的筛选

提供 了样 品 资源
,

葛根组分库 的化学信息
,

为说 明活

性组分的物质基础提供 了一定 的理论依据
,

随着分

析手段 的不断加强
,

对葛根成分 的不断挖掘与认识
,

将会逐步的充实组分库的信息资源
。
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运输
。

种子运输 时
,

注 意不能与其他种 子混杂 运输

具必须清洁
、

干燥
,

具有较好的通气性
。

除保持 于燥

外
,

须有防晒
、

防潮等措施
。

三
、

小 结

通过对黄茂栽 培特点 以 及种子生产 中存在 的 主

要 问题 的调查研究
,

查 阅技术 资料
,

深人产 区 总结经

验 等
,

初 步制订 了黄茂种 子 的 和 质量标 准
。

为

黄蔑种子规范化生产提供 了操作 规程
。

随着科研 的

进展
,

黄蔑种子规范化生产 的操作 规程也将逐 步完

善和充实
。
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