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前　　言

枟天然药物化学枠是运用现代科学理论与技术研究天然产物中生物活性物质的

一门学科，是药学专业学生必修的一门重要的专业课。 本课程以有机化学、分析化

学、波谱学、药用植物学及生药学等课程为基础，重点研究天然产物中生物活性物

质的化学结构、生理活性、理化性质、提取分离、结构鉴定、天然药物的开发等。 这

门课程内容繁多，涉及的知识面较宽，学生学习起来有一定的难度，为了帮助学生

更好地理解和掌握这门课程，我们特编写了这本实验及学习指导书。
由于天然药物化学课程是一门理论与实践结合很紧密的学科，我们根据教学

大纲和实验大纲要求，将理论教学内容与实验教学内容编排在一起，使学生在掌握

天然药物化学基本理论的前提下，再进一步结合实践，理论联系实际，从而可帮助

学生熟悉和掌握这门课程的基本内容，同时也可以培养学生的动手能力、自学能

力、分析问题与解决问题的能力以及创新能力。
本书在理论教学内容方面，我们针对该学科特点，按照教材的内容和章节顺

序编排，每章由“学习要求”、“重点难点解析”和“强化训练”三部分组成。 “学
习要求”按掌握、熟悉、了解三级教学要求列出，使学习者明确目标，有的放矢；
“重点难点解析”针对本章的重点、难点进一步透彻讲解，并在学习方法上给予提

示、点拨，可使学生对学习内容融会贯通，抓住重点，攻克难点；“强化训练”采用

选择题、名词解释、填空题和问答题等题型，Ａ １ 型题、Ａ ２ 型题、Ｂ 型题突出枟天然

药物化学枠的知识要点，难易度相宜，适用于高等医学院校药学专业、中药学专业

本、专科学生使用，也可作为成人教育或自学用参考书，对报考天然药物化学研

究生的学生也有裨益。
本书在实验教学内容方面，为了能适应不同的实验条件和药学专业的需要，

共选编了 ６ 个实验。 前 ５ 个实验主要涉及几个重要的天然药物成分类型的提

取、分离和结构鉴定；第 ６ 个实验是一个设计性的实验。 每一实验内容以提取、
分离为主，鉴定为辅，在提取方面列举了几种方法，希望学生能举一反三，灵活

运用。
本书附录中摘编了一些实验中相关内容，如：常用溶剂性质表、常用溶剂回收

及精制方法等，有利于学生查阅。
本教材各部分分别由以下人员分工编写而成：实验须知、实验一、第一章、第二

章、第九章由王新玲编写；实验二、实验五、第三章、第四章、第七章由王晓梅编写；
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实验三、实验四由 堵年生 、王新玲编写；实验六、第五章、第六章及第八章由王小

青、热娜· 卡斯木编写；附录由各编委联合完成。
尽管我们作了种种努力，但因编者水平及能力有限，不当及谬误之处在所难

免，敬请广大师生和读者予以指正，以便不断改正、补充和完善。

编　者

２００６ 年 ８ 月
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　　 实 验 须 知

一、 实 验 规 则

（１） 进实验室前，必须首先预习实验内容，明确实验目的和要求，了解实验的

基本原理、内容和方法。
（２） 实验室中应保持安静，不许抽烟，不许大声喧哗，精力要集中，不得擅自离

开操作台。
（３） 爱护公物。 公用仪器及药品用完后要放回原处，损坏仪器应填写破损单，

注明原因交给指导老师。
（４） 保持室内卫生，学生轮流做值日，做到桌面、地面、水槽、仪器四净，实验完

毕，清倒垃圾箱和废物缸，离开实验室前一定要检查门、窗、水、电是否关闭。
（５） 在实验室内，必须树立“安全为了实验，实验必须安全”思想。 有关安全问

题，可参阅下面安全常识介绍。

二、 实验室安全常识

进行天然药物化学实验，经常要使用易燃、易爆溶剂，如甲醇、乙醇、乙醚、苯
等；有些溶剂也有一定的毒性，如苯、ＣＨＣｌ ３ ；有些无机酸、碱也有一定的腐蚀性，所
以在操作过程中，必须树立安全第一的思想，绝不允许马虎大意，一旦草率操作，发
生事故，轻则损伤衣服、皮肤，重则着火爆炸，既影响人身安全又损坏公物，严重者

还要被追究责任。
为了避免不应发生的事故，除了思想上高度重视外，我们还必须有如何预防和

处理事故的一般常识。
（一） 事故和预防

（１） 实验前必须明确实验原理，细心检查玻璃仪器是否有裂缝、破损等。 实验

装置必须安全、稳当，严格遵守操作规程。
（２） 严禁在实验室内吸烟、吃食物。
（３） 易燃、易爆的有机溶剂必须注意远离火源、电源。 多余的或回收的有机溶

媒切勿倒入废物缸中。 浓缩溶剂时，切勿直接加热挥发于空气中，这样既易着火，
又不利于健康。 常用易燃溶剂蒸气爆炸极限量见表 １。



· 4　　　　 · 　天然药物化学实验及学习指导　 　　　　　　　　　　　　　　　
表 1　常用易燃溶剂蒸汽爆炸极限表

名　称 ＢＰ（℃） 闪燃点 （℃） 爆炸范围（体积％）
甲醇 ６４９６ １１ ６７２ ～３６５０
乙醇 ７８５ １２ ３２８ ～１８９５
乙醚 ３４５１ －４５ １８５ ～３６５
丙酮 ５６２ －１７５ ２５５ ～１２８０
苯 ８０１ －１１ １４１ ～７１０

（４） 实验中如出现有毒或有腐蚀性气体的操作应在通风橱内进行。
（二） 事故的处理和急救

倘若出现事故应立即采取适当措施并报告指导教师，下面着重介绍火灾的

处理。
（１） 一旦发生了火灾，应保持沉着镇静，不要惊惶失措，首先应立即熄灭火源，

如切断电炉电源，关闭煤气等，并移开附近的易燃物质。
（２） 小量溶剂（几毫升）着火，可用湿布盖熄。 锥形瓶内溶剂着火，可用石棉网

或湿布盖熄，切不可乱扔，使火焰蔓延。 稍大的火焰可用黄沙或湿拖把盖灭。
（３） 发生大火，应用灭火器扑灭，实验室内均有灭火器备用，平时就要了解各

种灭火器的性能和使用方法，以防临阵慌乱，不知所措。
（４） 无论何种灭火器，皆应自火的四周向中心扑灭。
（５） 有机溶剂着火绝对不能用水浇，因为这样反而会使火焰蔓延开来。
（６） 若衣服着火，切勿奔跑，用厚的外衣包裹使熄，较严重者应躺在地上滚动

（以防火焰烧向头部），用自来水冲淋熄灭。
（７） 严重受伤者应立即送医院治疗。
常用的灭火器有以下几种：
（１） 四氯化碳灭火器：用以扑灭电器内或电器附近之火。 ＣＣｌ ４ ，本身有毒；且

在高温下生成光气（剧毒），故不能在不能通风的实验室内使用。
（２） 二氧化碳灭火器：是化学实验室常用的一种，也可扑灭电器发生的火灾，

注意使用时压缩的 ＣＯ２ 。 液体不要喷在手掌上，以免温度聚降造成手冻伤。
（３） 泡沫灭火器：内分别装有 ＮａＨＣＯ３溶液和硫酸铝溶液，使用时将筒身颠倒，

二溶液反应生成 ＮａＨＳＯ４ 、Ａｌ（ＯＨ）３及大量 ＣＯ２ ，所以灭火机制仍然是 ＣＯ２泡沫。 因

为后处理麻烦，故一般在大火时使用。
任何事故的发生不仅造成实验失败，而且影响人身安全及公共财物的损坏。

只有时时处处小心，消除产生事故的一切隐患，才能防患于未然！



· 5　　　　 ·

实验一　芦丁的提取和鉴定

芦丁（Ｒｕｔｉｎ）亦称芸香苷（Ｒｕｔｏｓｉｄｅ），广泛存在于植物界中，其中以槐花米和荞

麦叶含量较高，可作为提取芦丁的原料。
槐花米系豆科植物 Ｓｏｐｈｏｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｌ的花蕾，自古作为止血药。 槐花米中所

含主要成分芸香苷，有减少毛细血管的通透性作用，临床上主要用为防治原发性高

血压病的辅助治疗药物。 此外，芦丁对于放射线伤害所引起的出血症亦有一定

作用。

一、 目 的 要 求

（１） 根据提取成分的极性度和溶解性能，选择提取溶剂的方法、比较各种方法

的优缺点。
（２） 提取过程中防止或减少苷水解的方法。
（３） 黄酮苷和黄酮苷元的分离。
（４） 熟悉黄酮苷的鉴定：包括酸水解后层析鉴定苷元和糖；衍生物的制备；苷

和苷元的化学性质试验，以及 ＵＶ、ＩＲ 光谱鉴定等内容。

二、 槐花米中已知主要成分的理化性质

槐花米中芦丁的含量可高达 ２０％，另含少量皂苷，皂苷水解后，可得到桦皮醇

（Ｂｅｔｕｌｉｎ、Ｃ ３ ０ Ｈ５ ０ Ｏ２ ）及槐二醇 （Ｓｏｐｈｏｒａｏｄｉｏｌ，Ｃ３ ０ Ｈ ５ ０ Ｏ２ ） 。
１芦丁（芸香苷 Ｒｕｔｉｎ）　本品为淡黄色细小针状结晶，Ｃ２ ７ Ｈ３ ０ Ｏ１ ６ · ３Ｈ ２ Ｏ，熔

点（ｍｐ）１７７ １７８℃，无水物熔点 １９０℃（不完全），２１４ ２１５℃发泡溶解。 芦丁溶

于热水（１∶２００），难溶于冷水（１∶８０００），溶于热甲醇（１∶７），冷甲醇（１∶１００）；热乙醇

（１∶３０），冷乙醇（１∶３００），难溶于乙酸乙酯、丙酮；不溶于苯、氯仿、乙醚及石油醚等

易溶于碱液中呈黄色，酸化后又析出。

ＯＨ

ＨＯ Ｏ

Ｏ Ｏ
ｇｌｃｒｈａ

ＯＨ
ＯＨ

２槲皮素（Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）　即芸香苷苷元，为黄色结晶，Ｃ１ ５ Ｈ １０ Ｏ７ · ２Ｈ２ Ｏ， ｍｐ ３１３
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３１４℃，无水物 ｍｐ ３１６℃。

槲皮素溶于热乙醇（１∶２３），冷乙醇（１∶３００）。 可溶于冰醋酸、吡啶，乙酸乙酯、
丙酮等溶剂。 不溶于石油醚、苯、乙醚、氯仿和水中。

３皂苷　易溶于水、吡啶，能溶于甲醇。 经酸水解后得桦皮醇及槐二醇，均溶

于苯、乙醚、氯仿、丙酮、乙酸乙酯、乙醇、甲醇中。

三、 自槐花米中提取芦丁

１提取方法

（１） 碱溶酸析法：取槐花米 ４０ｇ（未压碎），置于 １００ｍｌ 烧杯中，用冷水快速清

洗去泥沙等杂质，沥干水。 加 ０４％硼砂水溶液 ４００ｍｌ，ｐＨ ６ ７ 左右，在搅拌下以

石灰乳调至 ｐＨ ８，加热微沸 ３０ 分钟。 补充失去的水分，并保持 ｐＨ ８，静置约 ５
１０ 分钟，倾出上清液，用尼龙布过滤。 重复提取一次，合并滤液。 将滤液用盐酸调

至 ｐＨ ５左右，再加 ０５ｍｌ 尼泊金，放置过夜，抽滤，沉淀用水洗 ３ ４ 次，放置空气

中自然干燥得粗芦丁，计算得率。
（２） 醇提法：取槐花米 ２０ｇ，置于 ５００ｍｌ 圆底烧瓶中，加乙醇 １５０ｍｌ 加热回流 １

小时，稍冷后抽滤，滤渣再加乙醇 １００ｍｌ 回流 １ 小时，合并乙醇提取液，放冷，析出

絮状沉淀，过滤，滤液浓缩至约 ５０ｍｌ，放置过夜，滤取析出结晶，母液继续浓缩一

半，放置又析出结晶。 合并结晶。 用乙醚 ３０ ５０ｍｌ 分次洗去脂溶性成分（油脂、
叶绿素等），再用丙酮 １０ｍｌ洗涤一次，得粗芦丁，计算得率。

（３） 直接水提法：取槐花米 ２０ｇ，研碎，置 １０００ｍｌ 烧杯中加沸水 ６００ｍｌ，煮沸 ３０
分钟（烧杯上盖一表面皿以防水分蒸发），趁热过滤（四层纱布加脱脂棉），滤渣再重

复用沸水提取二次（每次用水 ３００ｍｌ，煮沸 ２０ 分钟，再过滤，三次滤液合并，静置 ２４ 小

时，析出沉淀，然后抽滤，并用少量水洗涤 ２ ３ 次，得芦丁粗品，在实验室中自然干

燥，计算得率。
２重结晶法

（１） 方法一：取粗芦丁 ２ｇ，加乙醇 ５０ ６０ｍｌ加热溶解，趁热抽滤，将溶液浓缩

至约 ２０ ３０ｍｌ放置，析出结晶，母液再浓缩一半，又析出结晶。 合并结晶再用乙醇

重结晶一次。
（２） 方法二：取粗芦丁 ２ｇ，加去离子水或蒸馏水 ４００ｍｌ，加热煮沸，趁热抽滤

（以滑石粉助滤），放置过夜析晶（或放冷析晶）。 抽滤，得精制芦丁。
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四、 鉴 定 方 法

（一） 苷的水解———苷元和糖的鉴定

　　 １酸水解和苷元的分离　称取芦丁（芸香苷）１ｇ，加 ２％Ｈ２ ＳＯ４ ８０ｍｌ，小火加

热微沸回流 ３０ 分钟至 １ 小时，开始加热 １０ 分钟为澄清溶液，逐渐析出黄色小针状

结晶，即槲皮素，抽滤之结晶（保留滤液 ２０ｍｌ，以检查其所含单糖）。 加 ５０％乙醇

（按 １ｇ 用 ９０ｍｌ量）加热回流使槲皮素粗晶溶解，趁热抽滤，放置析晶。 抽滤得精制

品，在减压下 １１０℃干燥可得槲皮素无水物。 测熔点，进行纸层析鉴定。
２糖的鉴定

（１） 纸层析鉴定：取上述滤除槲皮素时保留的水解滤液 ２０ｍｌ，加 Ｂａ（ＯＨ） ２ 的
细粉（约 ２６ｇ）中和至 ｐＨ ７，滤除生成的 ＢａＳＯ４ 沉淀（可用滑石粉助滤），滤液浓缩

至约 １ｍｌ，供纸层析点样用。
展开剂：正丁醇∶醋酸∶水 ＝４∶１∶５ 上层溶液或 ４∶１∶１。
对照品：葡萄糖、鼠李糖水溶液。
显色剂：苯胺邻苯二甲酸盐试剂喷后 １０５℃烘 １０ 分钟，显棕色或棕红色斑点。
（２） 糖脎的制备及鉴定：余下水解母液小心用 ５％ＮａＯＨ中和，滤去棕红色沉淀

物，滤液减压浓缩至 ３０ｍｌ左右。 加入盐酸苯肼 １ｇ。 醋酸钠 ２ｇ，沸水浴中加热半小时，
析出黄色的混合糖脎，停止加热，从水浴上取出烧瓶，冷却，取结晶少许置于载玻片上

显微镜下观察，鼠李糖脎为菊花形聚针晶，葡萄糖脎为扫帚状聚针晶，吸滤取出糖脎

结晶，用水洗涤。 干燥后，使溶于丙酮（约用 ５ ７ｍｌ丙酮）。 滤过，滤液加水适量使

成 ３０％丙酮液，葡萄糖脎即析出，抽滤后以少量丙酮重结晶一次，ｍｐ ２０９℃。 滤去葡

萄糖脎后的母液，再加水稀释；鼠李糖脎即析出，以稀乙醇重结晶，ｍｐ １８５℃。
（二） 芦丁和槲皮素的层析鉴定

１纸层析鉴定　点样：取新华滤纸（１ 号）１５ｃｍ 长，宽度视需要而定，在离一端

８ ｃｍ 处画一线，每隔 １５ｃｍ点一样品。
（１） 样品

１） 芦丁（自制）
２） 芦丁（标准品）
３） 槲皮素（自制）
４） 槲皮素（标准品）
（２） 展开剂：用下列溶剂系统之一。
１） 正丁醇醋酸水（４∶１∶５ 上层或 ４∶１∶１）
２） ２５％醋酸水溶液
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（３） 显色

１） 可见光下观察黄色斑点。 紫外光下观察荧光斑点。
２） 经氨气熏后再观察。
３） 喷三氯化铝试剂后再观察。
２芦丁和槲皮素的聚酰胺薄层

（１） 样品

１） 芦丁（自制）
２） 芦丁（标准品）
３） 槲皮素（自制）
４） 槲皮素（标准品）
（２） 展开剂：乙醇水（７∶３）
（３） 显色

１） 可见光下观察黄色斑点。 紫外光下观察荧光斑点。
２） 经氨气熏后再观察。
３） 喷三氯化铝试剂后再观察。
（三） 衍生物的制备

１槲皮素五酰化物的制备　取槲皮素 ２００ｍｇ，置于 ５０ｍｌ 圆底烧瓶内，加入

４ｍｌ无水吡啶，上接空气冷凝管，于水浴上加温，振摇使其完全溶解，再加入 ５ｍｌ 醋
酐，摇匀，于水浴上加热反应 ３０ 分钟，放冷，将反应液在搅拌下倾入 １５０ｍｌ 冰水中，
一直搅拌至油滴消失，固体沉淀析出，抽滤析出的白色沉淀，用水洗至中性，干燥，
用 ９５％乙醇重结晶，得细针状结晶，测定其熔点，并与文献记载的五乙酰基槲皮素

的熔点（１９３ １９５℃）对比。 恒温干燥器内干燥后，送做红外吸收光谱与标准图谱

对照。 图 １ 为槲皮素红外光谱图，图 ２ 为五乙酰基槲皮素红外光谱图。
２槲皮素五甲醚的制备　取槲皮素结晶 ４００ｍｇ，置于 １５０ｍｌ 的三颈瓶中，加

５０ｍｌ无水丙酮，装上电动搅拌器、冷凝管及温度计。 加热回流搅拌，每间隔一适当

时间加入无水碳酸钾 ０２ ｇ 和硫酸二甲酯 ０２ｍｌ，大约在 １５ 小时左右加完 ４ 克无

水碳酸钾和 ４ｍｌ硫酸二甲酯，继续加热回流搅拌直至溶液黄色完全消退为止，约需

４ ５ 小时。 停止加热，取下烧瓶，反应液经过滤，沉淀用热丙酮洗涤数次，合并洗、
滤液，蒸馏回收部分丙酮，留存 １０ １５ｍｌ，放置，渐渐析出无色结晶，母液浓缩，复
得一批结晶，如母液浓缩后呈糖浆状不能析出结晶，表示过量的硫酸二甲酯存在。
应加 ５％的 ＮａＯＨ 数滴，振摇使硫酸二甲酯水解，此时又可析出一小部分结晶（检
查所析出结晶对 １％ＦｅＣｌ ３的反应，甲基化完全者应呈负反应），合并，以乙醇重结

晶，得槲皮素五甲醚（ｍｐ １５２ １５３℃）。 甲基化不完全时对三氯化铁呈正反应，主
要产物为槲皮素 ３，７，３′，４′四甲醚， ｍｐ １６１ １６１５℃。
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图 １　槲皮素红外光谱图

（固相，溶剂 ：ＫＢｒ 浓度 １％ ，厚度 ０５ｍｍ，扫描时间 ６′）
ＩＲ ν ＫＢｒｍａｘＣｍ

－１ ：３６００ ～２８００ （ｂｒｏａｄ．—ＯＨ） ，１６４０ （ Ｃ Ｏ ） １５００、１６００（芳环）

图 ２　五乙酰基槲皮素红外光谱图

（固相，溶剂，ＫＢｒ 浓度 １％，厚度 ０５ｍｍ，扫描时间 ６′）
ＩＲ ν ＫＢｒｍａｘＣｍ

－１ ：１７６０（—Ｃ—ＣＨ３ ），１６００（芳环） ，１４２０ （Ｗ） １３６０（ Ｓ） （酰基特征峰 ）

（四） 苷和苷元的性质试验

１Ｍｏｌｉｓｈ反应　取试料数毫克置小试管中，加乙醇 ０５ｍｌ，加 α萘酚数毫克，
振摇使溶解。 斜置试管沿管壁注入浓 Ｈ ２ ＳＯ４约 ０５ｍｌ，静止，观察两层溶液的界面

变化。 出现紫红色环者为阳性反应，是试样为糖或分子中含糖基的结构。 比较芦

丁与槲皮素的不同。
２盐酸镁粉试验　取样品（芦丁、槲皮素）１ｍｇ 置于试管内，加 ５０％乙醇 ２ｍｌ，

在水浴上加热溶解，加镁粉约 ５０ｍｇ，再滴加浓盐酸 ２ 滴，溶液由黄色变为红色。
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３硼氢化钾（钠）反应　专门还原二氢黄酮而呈现红至紫色。
取橙皮苷溶于 ５０％乙醇液 ５滴，置于试管内，加硼氢化钾一粒（米粒大），再滴

加浓盐酸，观察呈现颜色变化。
４锆枸橼酸反应　取槲皮素，黄芩素各 ０１ｍｇ，分别置于试管内，加甲醇加热

溶解，再分别加 ２％二氯氧锆 ３ ４ 滴，具有 Ｃ ３ＯＨ 或 Ｃ５ ＯＨ 的黄酮即呈鲜黄色，
然后分别加 ２％枸橼酸甲醇溶液 ３ ４ 滴，具有 Ｃ３ ＯＨ 的黄酮黄色不褪，具有

Ｃ ５ＯＨ的黄酮黄色减退。
５三氯化铝反应　取一样品数毫克，溶于甲醇，加 １％三氯化铝甲醇溶液，黄

酮类应呈鲜黄色并有荧光。
６醋酸镁反应　取样品（芦丁、橙皮苷）数毫克，溶于 ５０％乙醇中，在试管中或

点样于滤纸片上，加 １％醋酸镁甲醇液，黄酮类（芦丁）呈黄色荧光，二氢黄酮类（橙
皮苷）呈天蓝色荧光。

７醋酸铅沉淀反应　取葛根的水浸液、芦丁水溶液各 １ ２ｍｌ，分别置于试管

内，各滴加醋酸铅试剂数滴观察其有无沉淀，一般应将水溶液加醋酸铅试剂产生沉

淀，滴加至不再产生沉淀时，过滤或离心除去沉淀，取其上清液，再加碱式醋酸铅数

滴，观察有无沉淀发生。
或：取少量样品溶于热水或稀甲醇，加入 ５％中性醋酸铅溶液数滴，观察有无

沉淀，再加碱式醋酸铅溶液数滴，观察有无沉淀产生。
８三氯化铁反应　取样品数毫克溶于水或乙醇中，加 １％ＦｅＣｌ ３溶液 １ 滴。 注

意呈色变化，一般对黄酮类化合物 ３羟基呈绿色，３，５双羟基呈深绿色，８羟基也呈

绿色，而对 ４，６，７羟基不呈色，试比较芦丁与槲反素的呈色反应。
９浓 Ｈ２ＳＯ４和浓 ＨＣｌ的反应　取芦丁数毫克置于白色有孔磁板上，滴加浓硫酸应

成盐，呈橙色，待加酸溶解后，加较多量水稀释后转为浅黄色，并析出芦丁黄色沉淀。
１０对不同强度碱度的溶解度试验　取小试管四只一组，每管中加入试料数

毫克。 分别加稀氨溶液、５％ＮａＨＣＯ３水溶液、５％Ｎａ２ ＣＯ３水溶液和 １％ＮａＯＨ 水溶液

各 １ｍｌ。 振摇后观察溶解情况，溶解的溶液应呈黄色，再加 ＨＣｌ数滴酸化，黄色褪

去或变浅并有沉淀或混浊析出。
（五） 槲皮素的紫外光谱鉴定

１原理　利用紫外吸收光谱，测定黄酮化合物在加入各种电解质或络合剂后

吸收峰的位移，根据位移的情况，以判断该化合物羟基的位置。
２试剂配制

（１） 无水甲醇：用分析纯的甲醇，加入 １０％ＣａＯ，放置 ２４ 小时后并加热回流 １
小时。 回流时，冷凝管顶端应安装 ＣａＣｌ２干燥管，然后蒸馏得无水甲醇。

（２） 甲醇钠溶液：取 ０２５ｇ 金属钠，剪碎，小心的加入无水甲醇 １０ｍｌ 中，此溶
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液储存在玻璃瓶中，用橡皮塞密封。

（３） 氢氧化钠溶液：用 ２５ｇ氢氧化钠，加 １０ｍｌ水溶解。
（４） 三氯化铝溶液：２５ｇ 无水三氯化铝（显黄绿色）小心地加入无水甲醇 ５０ｍｌ

中，放置 ２４ 小时后全溶。
（５） 醋酸钠：用无水粉状醋酸钠。
（６） 硼酸饱和液：将无水硼酸加入适量无水甲醇，配成饱和溶液。
依照上述方法制备的储备液可放置 ６ 个月。
３测定方法

（１） 黄酮羟基位置的测定：精密称取黄酮样品（槲皮素）约 １２ｍｇ，用无水甲醇

溶解，再稀释至 １００ｍｌ。
１） 黄酮光谱：取样品溶液约 ３ｍｇ 置于石英杯中（１ｃｍ），在 ２００ ５００ｎｍ 波段

内进行扫描。 重测一次，观察光谱的再现性。
２） 氢氧化钠光谱：取样品溶液 ３ｍｌ 置于石英杯中，加 ＮａＯＨ ２ ３ 滴立即测

定。 放置 ５ 分钟后，再进行测定。
３） 甲醇钠光谱：取样品溶液约 ３ｍｌ 置于石英杯中，加入甲醇钠溶液 ５ ７ 滴

后，立即进行测定。 放置 ５ 分钟后，再测定一次。
４） 三氯化铝光谱：在盛有约 ３ｍｌ样品溶液的石英杯中，加入 ＡｌＣｌ３ 溶液 ６ 滴，

放置一分钟后进行测定。 测定后，加入 ３ 滴盐酸溶液（浓盐酸∶水 ＝１∶１），再测定

一次。
５） 醋酸钠光谱：取样品溶液约 ３ｍｌ 置于石英杯中，加入适量的无水醋酸钠固

体，摇匀；杯底剩有约 ２ｍｌ的醋酸钠时，两分钟内进行测定。
槲皮素加上述位移试剂后测定的 ＵＶ 光谱图分别见图 ３ 图 ５。

图 ３　槲皮素加位移试剂
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图 ４　槲皮素加位移试剂

图 ５　槲皮素加位移试剂

（２） 克分子吸收系数的测定：根据已测定的黄酮光谱，测量吸收峰的波长和

吸收峰前后 ２０ｎｍ 的波长范围。 然后取样品溶液约 ３ｍｇ，置于 １ｃｍ 长的石英杯中；
用紫外光谱仪，仔细测量在上述波长范围内各波长的吸收值。 反复测定三次。

记录：
１） 位移测定的结果。
２） 测定克分子吸收系数在吸收峰前后 ２０ｎｍ 波长范围内，依次测定波长和吸

收值，用方格纸作图，精确地测出吸收峰的波长和吸收值，记录测定结果（见表 ２）。
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表 2　槲皮素（ＭｅＯＨ）加位移试剂结果表（λｎｍｍａ ｘ）

加入试剂 编　号 Ⅱ峰 Ⅰ峰 位移值 羟基位置

无水甲醇 １ ２５６ ３７１
氢氧化钙 ２ ４３０ Ⅰ峰△５９ ４′ＯＨ
ＮａＯＨ ５′ ２′ 分解 分解 ３ ，′４′ＯＨ
ＭｅＯＮａ ５′ ３ ４１６ Ⅰ峰△４５ ３ＯＨ
ＭｅＯＮａ ５′ ３′ 分解 分解 ３４′ＯＨ
ＡｌＣｌ３ ４ ２７０ ４５０ Ⅰ峰△７９ ３，５ 及３′，４′ＯＨ

ＡｌＣｌ３ ／ＨＣｌ ４′ ２６５ ４２５ Ⅰ峰△５４ ３′，４′ＯＨ
ＮａＯＡｃ ５ ２７７ ３８７ Ⅱ△２１ ７ＯＨ

ＮａＯＡｃ／Ｈ３ ＢＯ ３ ６ ２５９ ３８５ Ⅰ峰△１４ ３′，４′ＯＨ
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　　 实验二　虎杖中羟基蒽醌的

　　　 提取与分离

虎杖为蓼科植物虎杖 polygonum cuspidatum Ｓｉｅｂｅｔ Ｚｕｃｃ 的根茎及根，习称斑

根、阴阳莲。 中医用为清热利湿，活血通经药。 民间用以治风湿关节痛、筋骨痛、跌
打损伤。 近年来用于治疗慢性支气管炎（多用复方），高血脂病及烧伤有效。

一、 目 的 要 求

（１） 掌握用乙醇回流提取中草药的方法和注意点。
（２） 掌握用乙醚分出脂溶性成分的方法。
（３） 掌握 ｐＨ梯度萃取的操作方法。
（４） 熟悉蒽醌类成分的性质鉴定方法。

二、 虎杖中已知成分的物理性质

虎杖中含有羟基蒽醌类化合物约 ０１％ ０５％，其中以大黄素为最多，大黄

素６甲醚、大黄酚８βD葡萄糖苷及大黄素６甲醚８βD葡萄糖苷含量均较少，
另含芪三酚及其苷约 １％。

１大黄素（Ｅｍｏｄｉｎ）　本品为橙黄色长针晶（丙酮），Ｃ１ ５ Ｈ １ ０ Ｏ５ ，其 ｍｐ ２５６
２５７℃，几乎不溶于水，对于下列溶剂溶解度为：四氯化碳 ００１％，苯 ００４１％，氯仿

００７１％， 乙醚 ０１４％；溶于乙醇及 ＮａＯＨ，Ｎａ２ ＣＯ３ ，ＮＨ ３ · Ｈ２ Ｏ 溶液中。
２大黄素６甲醚（Ｐｈｙｓｉｏｎ）　本品为黄色针状结晶，ｍｐ ２０７℃，能升华不溶于

水，溶于苯，氯仿、乙醚、乙醇、冰醋酸，很难溶于石油醚，易溶于 ＮａＯＨ水溶液。
３大黄酚（Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ）　本品为六角形片状结晶，或针状结晶，ｍｐ １９６℃，

能升华，不溶于水，溶于苯、氯仿、醚、乙醇、冰醋酸，很难溶于石油醚，可溶于 ＮａＯＨ
水溶液及热的 Ｎａ２ＣＯ３水溶液。

４大黄素８βD葡萄糖苷（ Ｅｍｏｄｉｎ８βDｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）　本品为淡黄色针晶，
ｍｐ １９０ １９１℃（乙醇水）。
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大黄素　　　　　
ＨＯ

ＯＨ Ｏ

Ｏ ＣＨ３

ＯＨ

大黄酚　　　　　
Ｈ

ＯＨ Ｏ

Ｏ ＣＨ３

ＯＨ

大黄素６甲醚　　　　　
ＣＨ３ Ｏ

ＯＨ Ｏ

Ｏ ＣＨ３

ＯＨ

大黄素８βDＧＩＣ苷　　　　　
ＨＯ

Ｏ
ｇｌｃ

Ｏ

Ｏ ＣＨ３

ＯＨ

５大黄素６甲醚８βD 葡萄糖苷（Ｐｈｙｓｃｉｏｎｅ８βDｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）　本品为黄色

针晶，ｍｐ ２３０ ２３２℃（甲醇水）。
６芪三酚 （ Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ） 　本品又 称白藜芦醇，为无 色片状结晶 或针晶，

ｍｐ ２５６ ２５７℃，２６１℃升华（２２５℃开始升华），易溶于乙醚、氯仿、丙酮、乙醇、甲
醇等。

７芪三酚苷（Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ Ｐｅｅｅｉｄ）　又称白藜芦醇苷，为无色针状簇晶，含一分子

结晶水者在 １３８ １４０℃融熔，继续加热又固化，至 ２２５ ２２６℃全融。
芪三酚苷难溶于乙醚，可溶于乙醚乙酯，易溶于丙酮、乙醇、甲醇、热水（稍溶于

冷水），亦溶于 Ｎａ２ ＣＯ３和 ＮａＯＨ 的水溶液中。

大黄素６甲醚８βD葡萄糖苷　　　　
ＣＨ３ Ｏ

Ｏ
ｇｌｃ

Ｏ

Ｏ ＣＨ３

ＯＨ

芪三酚　　　　　 ＨＯ ＣＨ ＣＨ
ＯＨ

ＯＨ

芪三酚苷　　　　　 ＨＯ ＣＨ ＣＨ
ＯＨ

Ｏ
ｇｌｃ
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８鞣质　为缩合鞣质，可深于醇及水，不溶于苯、乙醚、氯仿等。

三、 提 取 方 法

１乙醇总提取物的制备　称取虎杖根茎粗粉 ５０ｇ，置于容积 ５００ｍｌ 的圆底烧

瓶中，加 ９５％乙醇以约高于生药面为度，安上球形冷凝管。 置水浴上加热回流，保
持乙醇微微沸腾 ２ ３ 小时，取下圆底烧瓶，趁热滤出乙醇提取液。 滤渣再以 ９５％
乙醇热提二次，最后一次残渣倒在布氏漏斗上抽干后弃去。 合并三次乙醇提取液，
放冷，观察有无物质析出，如有再滤一次。

乙醇提取液分次移入 ５００ｍｌ的蒸馏烧瓶中，每次置入量勿超过瓶内容积的二

分之一。 在常压下进行蒸馏，回收乙醇，至全部乙醇提取液浓缩成浆状勿太稠厚，
将浓缩液趁热转移入 １５０ｍｌ容积的三角烧瓶中，蒸馏烧瓶以少量（数毫升）热乙醇

洗涤后并入，得乙醇总提取物。
２总游离蒽醌的提取，亲脂性成分与亲水性成分分离　在盛有乙醇总提取物

的三角烧瓶中，加乙醚 ３０ｍｌ冷浸，时时振摇，注意勿使内容物外溅，将上层乙醚溶

液倾泻入另一三角瓶中（容积 ５００ｍｌ 中），瓶内糖浆状物再以乙醚每次 ２０ｍｌ（内加

丙酮 ０８ｍｌ）同法冷浸振摇抽提数次，直至乙醚呈色较浅时为止，约需 ５ ６ 次，合
并乙醚抽提液。 如显混浊，经析滤一次，乙醚溶液含有总游离蒽醌。 乙醚提过的糖

浆状物留存按本实验 ３（５）项下继续分离。
３蒽醌单体的分离

（１） 强酸性成分———游离蒽醌的分离：将含有游离蒽醌的乙醚溶液移置 ２５０ｍｌ
的分液漏斗中。 加 ５％ＮａＨＣＯ３ 水溶液 ２０ｍｌ，振摇提取。 （ＮａＨＣＯ３ 水溶液先用 ｐＨ
试纸测定其 ｐＨ）放置待分层，放出下层 ＮａＨＣＯ３溶液，置于另一三角烧瓶中，上层乙

醚溶液留存在分液漏斗中，再加 ５％ＮａＨＣＯ３溶液 １５ｍｌ 萃取一次，每次振摇提取后，
放置分层时间应稍久，以免乙醚溶液混在下层水液中，影响分离效果。 提取过程

中，如乙醚挥发，可酌量补加。 合并 ＮａＨＣＯ３ 提取液，注意其颜色，在搅拌下小心滴

加 ＨＣｌ到呈酸性反应，观察酸化过程中的颜色变化，酸化时有大量的 ＣＯ２ 气体产

生，小心防止气体产生时使内容物溢出，抽滤用水洗涤沉淀至洗液不呈酸性，沉淀

移置表面皿上，得沉淀Ⅰ。 进行薄层析鉴定，观察其中主要成分的斑点位置与Ⅰ、
Ⅱ部分有何区别。

（２） 中等酸度成分———大黄素的提取：留存在分液漏斗中的乙醚溶液，用 ５％
Ｎａ２ ＣＯ３水溶液每次 １５ ２０ｍｌ如上法相同提取数次，直至提取液呈色较浅时为止，
约需 ６ ７ 次（ Ｎａ２ ＣＯ３ 水液先用 ｐＨ 试纸测定其 ｐＨ，与 ＮａＨＣＯ３水溶液的 ｐＨ 比较

有何不同）。 合并 Ｎａ２ ＣＯ３提取液，小心滴加盐酸酸化，放置待沉淀，抽滤收集析出

物经水洗涤中性，抽干移置表面皿上，干燥后称重，得沉淀Ⅱ。
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沉淀Ⅱ主要含大黄素，经丙酮或甲醇重结晶数次，可得橙黄色长针晶，测 ｍｐ，

并进行薄层层析鉴定。 纯化后只显示一个斑点（丙酮母液中含白藜芦醇）。
沉淀Ⅱ利用硅胶柱层析分离大黄素，硅胶（１００ ２００ 目用量为样品的 １００ 倍，

湿法上柱），沉淀Ⅱ以丙酮热溶后加少量硅胶拌匀，挥去丙酮，加于柱顶，样品上再

加少量硅胶。 洗脱剂：环己烷醋酸乙酯（７∶３）洗脱至淡黄色后改用环己烷醋酸乙

酯（６∶４）洗脱，最后当柱顶只有红色色带时改用 ９５％乙醇→６０％乙醇→４０％乙醇

梯度洗脱。 记录柱层析结果，并绘出薄层层析图谱。 测定大黄素单体的熔点，计算

得率。
薄层层析条件：硅胶 ＣＭＣＮａ 板。
展示剂：环己烷醋酸乙酯（７∶３）
显色：先在紫外分析灯观察后用氨熏显色。
（３） 弱酸性成分———大黄酚和大黄素 ６甲醚的提制：留存在分液漏斗中的乙

醚溶液，以 ２％ＮａＯＨ 水溶液每次 １５ｍｌ提取 ３ ４ 次。 ＮａＯＨ 水溶液先以 ｐＨ 试纸

测定其 ｐＨ，与 ＮａＨＣＯ３ 、Ｎａ２ ＣＯ３溶液的 ｐＨ 又有何不同？ 乙醚溶液再以蒸馏水提取

２ ３ 次，以洗涤去碱液，合并 ＮａＯＨ 和水的提取液。 滴加 ＨＣｌ 酸化，放置，抽滤收

集沉淀，经水洗、抽干，移置表面皿上，干燥后称重，得沉淀Ⅲ。
沉淀Ⅲ主要含大黄酚和大黄素 ６甲醚，以甲醇氯仿或苯氯仿（１∶１）重结晶

后，测熔点进行薄层层析鉴定。
［附注］ 大黄酚和大黄素 ６甲醚两者分离较为困难。 上述的薄层层析条件下

在几乎同一位置出现斑点，进一步分离可用磷酸氢钙柱层析，以石油醚展开，下层

黄色带洗脱后以甲醇重结晶可得大黄酚，上层黄色带洗脱后以甲醇重结晶可得大

黄素 ６甲醚。
（４） 中性成分———甾醇类化合物：经过碱液萃取并经水洗涤的乙醚熔液，置于

分液漏斗中静置，分去下层残留水液，然后倾入三角烧瓶中，加无水硫酸钠或无水

硫酸镁数克，放置半天（时时振摇以脱去水分）。 过滤除去脱水剂，滤液移置干燥

的圆底烧瓶中，在水浴上蒸馏回收乙醚（勿用明火），得残留物Ⅴ、Ⅳ。 加少量甲醇

加热使残留物溶解，滤入小三角烧瓶中放置，如有结晶析出，过滤收集，用少量石油

醚洗涤。 结晶或Ⅴ、Ⅳ部分进行浓硫酸醋酐的甾醇反应（所得结晶应是 β谷甾醇

ｍｐ １３７℃）。
（５） 苷的提取———芪三酚苷：取乙醚提取过的糖浆状物，加蒸馏水 ２００ｍｌ，加热

煮沸并搅拌约 １５ 分钟，吸滤分取滤液。 残渣移入三角烧瓶中加水 １０ｍｌ 同法加热

抽提二次。 将水液合并，静置，在室温中冷却。 经吸滤一次，将此澄清液加活性炭

１ ２ｇ 后，煮沸 １５ 分钟以脱色，趁热吸滤除去炭末，滤液置蒸发，皿中，在水浴上用

小火缓缓蒸发浓缩至约 ３０ｍｌ 左右时移置三角烧瓶中，冷却后加乙醚 １０ｍｌ，加瓶塞

后放置冰箱中。 当结晶析出完全后，取出三角烧瓶。 先将上层乙醚液用吸管移置
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另一三角烧瓶中回收乙醚。 下层水液经吸滤取出结晶。 用少量水洗涤，得粗芪三

酚苷。 称重，再以 ３０％甲醇重结晶 １ ２ 次。 测熔点，进行纸层析鉴定。

四、 鉴 定 方 法

１ＴＬＣ 法

（１） 吸附剂：硅胶板

（２） 点样：①大黄酚及大黄素６甲醚；②大黄素；③乙醚总提取物；④白藜

芦醇。
（３） 展开剂：苯甲酸乙酯甲酸（７５∶２４∶１）或环己烷醋酸乙酯（７∶３）。
（４） 显色：①先在可见光下观察，记录有色斑点出现的位置。 ②用浓氨溶液熏

或喷以 ２％稀氨溶液后观察斑点的色泽变化，再在紫外光下观察荧光斑点的出现。
［附注］游离蒽醌类在可见光下呈黄色，紫外光下橙色。 蒽醌苷在可见光下呈

黄色，紫外光下呈红色。 喷稀氨溶液后均呈红色。 白藜芦醇及其苷在紫外光下出

现紫色荧光，喷稀氨溶液后呈亮蓝色荧光。
２蒽醌类鉴定反应

（１） 碱液试验：分别取各蒽醌化合物结晶 １ ２ｍｇ，置于有穴板孔穴中加 ２％
ＮａＯＨ 水溶液数滴，观察呈色变化（凡具有邻位或对位羟基的蒽醌加碱液后呈紫蓝

色；其他羟基蒽醌呈红色）。
（２） 醋酸镁试验：分别取蒽醌化合物结晶 １ ２ｍｇ，置于白瓷孔穴板孔穴中，各

加乙醇数滴使溶解，滴加 ０５％醋酸镁乙醇溶液数滴，观察颜色变化（几乎有邻位

或对位羟基的蒽醌呈红紫→蓝色，有两个 α羟基的或与之互成间位羟基的蒽醌呈

橙红→红色，只有一个 α羟基或一个 β羟基，或两个羟基互为间位的蒽醌呈黄

橙→橙色）。
（３） 三氯化铁反应：取试料数毫克，使溶于乙醇 ０５ｍｌ。 滴加 １％ＦｅＣｌ ３溶液 １

滴。 有酚羟基者常呈黄、绿、紫、红等色。
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　　 实验三　大孔树脂吸附法分离

肉苁蓉中苯乙醇总苷成分

一、 实 验 目 的

（１） 了解大孔树脂吸附法分离肉苁蓉中苯乙醇总苷的原理和基本操作程序。
（２） 了解大孔树脂的预处理方法，掌握大孔树脂吸附、解吸附的方法。
（３） 了解紫外分光光度法测定苯乙醇总苷的原理和方法。
（４） 了解大孔树脂吸附法在中药现代化中的意义。

二、 基 本 原 理

大孔树脂是一类不带交换基团的多孔性交联聚合物，理化性质稳定，不溶于

酸、碱及有机溶剂。 它能从中药或天然药物的水溶液中吸附或筛选有机物，其吸附

原理是基于范德华引力或氢键，筛选原理是基于树脂本身的多孔性结构。 如果有

一群结构类似的水溶性成分，那么被大孔树脂吸附的物理性能也将类似。 通过适

当的解吸附手段，能有效提取分离或富集这类水溶性成分。
大孔树脂根据其组成的骨架材料不同，可分为非极性、中等极性与极性吸附树

脂三类。 一般地说，非极性化合物在水中可以被非极性树脂吸附，极性化合物在水

中可以被极性树脂吸附。
使用大孔树脂分离天然药物中水溶性成分有以下特点：
（１） 大孔树脂稳定，不受 ｐＨ 影响，可以反复使用。
（２） 脱盐、脱色、脱臭。
（３） 大孔树脂吸附量大，一般高于活性炭。
（４） 大孔树脂吸附的有机化合物可以被解吸附，操作方便。

三、 实 验 内 容

１肉苁蓉水溶性成分提取液的制备　称取小块状肉苁蓉或肉苁蓉饮片（和田

地区的管花肉苁蓉）药材 ３０ ｇ，加 ８０％乙醇适量进行回流提取 ３ 次（每次 １ 小时），
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合并乙醇提取液，于旋转薄膜蒸发仪中回收乙醇至稠膏状，加水适量混悬，用乙酸

乙酯萃取 ３ 次，脱去脂溶性成分，水层部分过滤或高速离心除去沉淀物，水层澄清

后备用。
２大孔树脂对肉苁蓉中苯乙醇苷类成分的吸附与解吸附　将上述水溶液加

到预先处理好的 ６０ｍｌ 大孔树脂 ＡＢ８ 柱的顶端，先用 １００ ２００ｍｌ 蒸馏水洗脱，再
用 ５０％ ６０％乙醇洗脱，观察富集的苯乙醇总苷成分徐徐下移。 当色带下移到色

谱柱下端时开始单独收集，直至色带全部被洗脱，回收乙醇洗脱液中的乙醇直至稠

膏状，置蒸发皿中减压真空干燥，干燥后称重，计算收率。
大孔吸附树脂再生：当用 ５０％ ６０％乙醇洗脱苯乙醇总苷后，再用 ９５％乙醇

洗涤大孔树脂，然后再用水洗去乙醇后又可继续上样分离总苷。 如果 ９５％乙醇洗

涤大孔树脂后，树脂颜色过深，此时可用稀碱，稀酸和水反复再生处理，以恢复树脂

的吸附力。
３苯乙醇总苷成分的分析鉴定

（１） 定性分析：①Ｍｏｌｉｓｈ 反应；②ＦｅＣｌ３反应；③ＴＬＣ 鉴定。
称取总苷成分约 ２ｍｇ，加甲醇 ５ｍｌ 溶解作为薄层层析供试液。 另取 １％ＣＭＣ

Ｎａ 配制成的硅胶 Ｇ 荧光薄层板一板，照药典薄层色谱法在薄层板上点 １０μｌ 供试

液，用 ＣＨＣｌ３ ＭｅＯＨＨ ２Ｏ（６∶４∶０５）液展开。 展开剂临近前沿时取出薄层板，晾干，
于 ２５４ｎｍ 紫外灯下观察荧光斑点。

（２） 定量分析：称取松果菊苷约 ４ｍｇ，精密置 １０ｍｌ量瓶中，用 ８０％甲醇溶解并

定溶至刻度，摇匀。 分别吸取 ０２，０４，０６，０８，１０ｍｌ，置 ２５ｍｌ 量瓶中，用甲醇稀

释至刻度，摇匀，在 ３３３ｎｍ 波长处，以 ８０％甲醇作空白，按紫外分光光度法测定吸

收度，以浓度对吸收度做回归方程，得标准曲线。
精密称取肉苁蓉苯乙醇总苷约 ５ｍｇ，置 ２５ｍｌ 量瓶中，加 ８０％甲醇溶解并稀释

至刻度，摇匀，再吸取其中适量，稀释 １０ 倍后测紫外吸收值后带入标准曲线方程，
计算含量。

四、 注 意 事 项

（１） 大孔树脂有多种型号，每一种中药或天然药物的成分提取分离所用树脂

必须经过筛选，其理想的树脂必然是吸附量大，且易解吸附，并且脱盐、脱糖、脱色

素及脱其他杂质效果好。
（２） 市售大孔树脂必须经过预处理后方可应用，方法可参考有关资料。
（３） 大孔树脂可用高浓度的乙醇、甲醇或丙酮处理后再生。 使用过的大孔树

脂一般保存在 ７０％乙醇浓度以上的溶液中，以防霉变。
（４） 肉苁蓉中苯乙醇苷类成分的结构通式可写为：
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其中：Ｒ１ 、Ｒ２常为 ＯＨ 或 ＯＣＨ３ ；Ｒ３常为 Ｈ 或乙酰基；Ｒ４常为 Ｈ 或鼠李糖基；Ｒ５ 为 Ｈ
或咖啡酰基、阿魏酰基；Ｒ６常为 Ｈ 或葡萄糖基。

当 Ｒ１ ＝Ｒ２ ＝ＯＨ， Ｒ３ ＝Ｈ， Ｒ４ ＝Ｒｈａ， Ｒ５ ＝咖啡酰基， Ｒ６ ＝ｇｌｃ 时，此结构称松

果菊苷（ ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ）， 它是肉苁蓉中含量最高的一个成分，另一个主要成分为毛

蕊花糖苷（ ａｃｔｅｏｓｉｄｅ），亦称麦角甾苷，它的结构与松果菊苷类似，差别就是通式中

Ｒ６ ＝Ｈ 时称毛蕊花糖苷。
（５） 对照品松果菊苷的提取分离及结构鉴定：对照品松果菊苷的提取分离较

为 复 杂， 将 实 验 所 得 的 苯 乙 醇 总 苷， 可 用 硅 胶 反 复 柱 层 析 分 离， 用

ＣＨＣｌ３∶ＭｅＯＨ∶Ｈ ２ Ｏ＝７∶３∶０５液洗脱，先得类叶升麻苷等二糖苷，然后得松果菊苷。
由于松果菊苷是三糖苷，无定型粉末，不易通过重结晶等手段纯化，只能采用葡聚

糖凝胶 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ２０ 纯化或制备 ＨＰＬＣ 等手段，具体方法可参阅有关文献。



· 22　　　 ·

　　 实验四　皂苷、香豆素、强心

苷定性

一、 实 验 目 的

熟悉皂苷、香豆素、强心苷的鉴别方法。

二、 香　豆　素

１荧光　羟基香豆素类的极稀水溶液发生蓝色荧光，若加入氨水后，呈显著

的黄色荧光（用秦皮的浸出液）。
２三氯化铁溶液　秦皮的水浸液，加入 １％三氯化铁溶液数滴呈蓝绿色。 若

再加入氨水转为污红色。
３异羟肟酸反应　取 １ｍｏｌ／Ｌ 的盐酸羟胺甲醇液 ０５ｍｌ，置于小试管中，加香

豆素数毫克振摇使其溶解，加 ２ｍｏｌ／Ｌ ＫＯＨ 甲醇溶液，使溶液呈碱性，在水浴上加

热煮沸 ２ 分钟有气泡产生，冷却后，加 １％三氯化铁溶液 １ ２ 滴，然后滴加 ５％盐

酸使溶液呈酸性，若有紫红色呈现表明含有香豆素或其他内酯化合物和酯类化

合物。
４Ｇｉｂｂ 反应　Ｇｉｂｂ反应必须有酚羟基，但酚羟基的对位无取代基时才能呈阳

性反应。 本试剂在弱碱性条件下与酚羟基对位活性氢缩合成蓝色物。
试剂：① ０５％的 ２，６二氯苯醌４氯亚胺的乙醇液；② 硼酸氯化钾氢氧化钠

缓冲液，ｐＨ ９４。
ｐＨ ９４缓冲液是用 ０１ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ ３２ｍｌ和 １／５ｍｏｌ／Ｌ硼酸氯化钾 ２５ｍｌ 加新

鲜煮沸的蒸馏水至 １００ｍｌ配成（其中 １／５ｍｏｌ／Ｌ 硼酸氯化钾溶液为 ６２０２ｇ 硼酸和

７４５６ｇ 氯化钾溶于水中稀释成 ５００ｍｌ）。 用毛细管将试液滴在滤纸上，喷洒试剂

甲，待干，再喷洒试剂乙，即呈深蓝色至蓝色。

三、 强　心　苷

显色反应可由苷元及 ２，６二去氧糖两部分产生。
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１苷元反应　强心苷苷元具有甾体母核反应，也具有不饱和五元内酯的反

应。 甲型强心苷在碱性醇溶液中能与活性亚甲基试剂作用而呈色。
（１） Ｌｅｇａｌ 反应：取试样数小粒于孔穴白磁板中，加乙醇 ０２ｍｌ 溶解后，加

０３％亚硝酰铁氰化钠溶液 ２ 滴，１０％氢氧化钠乙醇溶液 ２ 滴，呈紫色。
（２） Ｋｅｄｄｅ 反应：将乙酸乙酯提取液点于滤纸片上，喷洒碱性二硝基苯甲酸

（３，５二硝基苯甲酸的氢氧化钾甲醇液）试剂，如呈现红色或紫红色斑点，示可能有

五元不饱和内酯环的强心苷存在（有些萜类也有此反应，如穿心莲等，不可凭此断

然决定）。
（３） Ｂａｌｊｅｔ 反应： 取样品的纯溶液于试管中，加入碱性苦味酸试剂（１％苦味酸

乙醇溶液和 ５％氢氧化钠水溶液等量混合）数滴，呈现橙或橙红色。 该反应有时发

生较慢，需放置 １５ 分钟后才显色。
２２，６去氧糖的颜色反应　ＫｅｌｌｅｒＫｉｌｉａｎｉ 反应：取样品 １ｍｇ 溶于 ５ｍｌ 冰醋酸

中，加 １ 滴 ２０％三氯化铁水溶液置试管中，注入 ５ｍｌ 浓硫酸，观察界面和醋酸层的

颜色变化，如有 ２，６去氧糖存在，醋酸层渐呈绿色、蓝绿色至蓝色。

四、 皂　　苷

１泡沫试验　取穿山龙的水浸出液 ２ｍｌ置小试管中，用力振摇 １ 分钟，如产生

多量泡沫，放置 １０ 分钟，泡沫没有消失，即表明有皂苷。
２醋酐浓 Ｈ２ ＳＯ４ 反应（ ＬｉｅｂｅｒｍａｎｎＢｕｒｃｈａｒｄ 反应）　薯蓣皂苷元结晶少许，

置试管或白磁板上，加浓 Ｈ ２ＳＯ４ 醋酐试液 ２ ３ 滴，观察颜色由红→紫→蓝，放置

后变污绿色。
３溶血试验　取清洁试管二支，其中一支加入蒸馏水 ０５ｍｌ，另一试管加入穿

山龙的水浸出液 ０５ｍｌ，然后分别加入 ０５ｍｌ １８％ ＮａＣｌ水溶液，再加入 １ｍｌ ２％的

红细胞悬浮液，充分摇匀，观察溶血现象。
根据下列标准判断试验结果：
（１） 全溶：试管中溶液透明为鲜红色，管底无红色沉淀物。
（２） 不溶：试管中溶液透明为无色，管底沉淀着大量红细胞，振摇立即发生

混浊。
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　　 实验五　掌叶防己碱的提取

与分离及延胡索乙素的制备

掌叶防己碱又称巴马汀（Ｐａｌｍａｔｉｎｅ），硫酸延胡索乙素又称消旋四氢巴马汀硫

酸盐（dlｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ—Ｐａｉｍａｔｉｎｅ ｓｕｌｐｈａｔｅ）。
延胡索乙素（Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ Ｂ）为镇静催眠药，用于缓解肠胃系统的疾病听引起的

疼痛、临产阵痛、头痛、失眠等。
中药延胡索（元胡，Coryo yanhusuo Ｗ· Ｔ· Ｗａｎｇ 的块根）中含延胡索乙素的量

很少，而其脱氢化合物巴马汀在某些植物中含量却很高。 在防己科植物黄藤（Fib
raurea recisa Ｐａｅｒｒｅ）的根茎中含巴马汀，再经氢化反应，制备延胡索乙素。

黄藤曾列入枟本草纲目枠，李时珍谓“黄藤生岑南，状若防己，俚人常服此藤；纵
饮食有毒，亦自然不发”。 现代民间作为清热消炎药，常用于外伤感染、扁桃体炎、
咽喉炎、结膜炎、热痢及黄疸等。

一、 目 的 要 求

（１） 掌握季铵生物碱的一种提取方法。
（２） 掌握季铵生物碱还原成叔胺碱的方法。
（３） 掌握季铵碱、叔胺碱在溶解度等方面的理化性质差异。
（４） 熟悉生物碱或其盐类重结晶的方法。
（５） 了解生物碱沉淀反应的条件和意义。

二、 黄藤中已知成分的理化性质

黄藤根茎及根中所含成分主要为巴马汀，尚含少量药根碱、黄藤素甲、黄藤素

乙、内酯及甾醇。 又谓在根茎、根及树皮中含小檗碱。
１掌叶防己碱（巴马汀，Ｐａｌｍａｔｌｎｅ）　本品系季铵生物碱，溶于水、乙醇，几乎不

溶于氯仿、乙醚、苯等溶剂。 掌叶防己碱盐酸盐即氯化巴马汀（ｐａｌｍａｔｉｎｏ ｃｈｌｏｒｉｄｅ）分
子式 Ｃ２ １ Ｈ２ ２ Ｏ４ Ｎ· Ｃｌ· ３Ｈ ２ Ｏ，为黄色针状结晶，ｍｐ ２０５℃（分解），其理化性质与盐酸
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小檗碱类似。 巴马汀氢碘酸盐（ｐａｌｍａｔｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅ）分子式 Ｃ２ １ Ｈ２ ２ Ｏ４ Ｎ· Ｉ· ２Ｈ２ Ｏ 为橙

黄色针状结晶，ｍｐ ２４１℃（分解）。

２药根碱（雅托碱，Ｊａｔｒｏｒｒｈｚｉｎｅ）　本品系具酚羟基季铵盐，其理化性质与巴马汀

类似，但较易溶于苛性碱液中。 其盐酸盐在水中的溶解度亦比盐酸巴马汀为大，可藉

此性质予以分离，药根碱盐酸盐（ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ ｃｈｉｏｒｉｄｅ）Ｃ２ ０Ｈ ２ ０ Ｏ４ Ｎ· Ｃｌ· Ｈ ２ Ｏ 为铜色

针状结晶，ｍｐ ２０４ ２０６℃，其苦味酸盐（ ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ ｐｉｃｒａｔｅ）Ｃ２ ０Ｈ ２ ０ Ｏ４ Ｎ· Ｃ６ Ｈ ２ Ｏ７ Ｎ３
为橙黄色柱状结晶，ｍｐ ２１７ ２２０℃（分解）。

３小檗碱（黄连素 Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ）　本品系季铵生物碱，其游离碱为黄色长针状结

晶，Ｃ２ ０ Ｈ １ ８ Ｏ４ Ｎ· ＯＨ· ５５ Ｈ ２Ｏ，ｍｐ １４５℃，在 １００℃干燥，失去结晶水转为棕黄色。
小檗碱能缓缓溶于水（１∶２０），乙醇（１∶１００）较易溶于热水、热乙醇、微溶于丙酮、氯
仿、苯，几乎不溶于石油醚中，小檗碱与氯仿、丙酮、苯均能形成加成物。

小檗碱盐酸盐（Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｃｈｌｏｒｉｄｅ） Ｃ２ ０Ｈ １ ８ Ｏ４ Ｎ· Ｃｌ ２· ２Ｈ２ Ｏ，ｍｐ ２０５℃（分解），微
溶于冷水，较易溶于沸水，其硝酸盐及氢碘酸盐，极难溶于水（冷水约 １∶２０００）。 小檗

碱的中性硫酸盐，磷酸盐，醋酸盐在水中溶解度较大。 小檗碱的盐类在水中的溶

解度：
盐酸小檗碱　　１∶５００
硫酸小檗碱 １∶３０（酸性盐 １∶１００）
枸橼酸小檗碱 １∶１２５
磷酸小檗碱 １∶１５ 　　

４四氢巴马汀（Ｔｅｔｒａｈｙｄｒ ｐａｌｍａｔｉｎｅ）　延胡索乙素为消旋四氢巴马汀，系叔胺

碱，其游离碱 Ｃ ２ １Ｈ ２ ５ Ｏ４Ｎ，ｍｐ １４６ １４８℃，不溶于水，能溶于热乙醇（在冷乙醇中溶

解度较小），易溶于氯仿、苯、乙醚中。 延胡索乙素的酸性硫酸盐为无色针状结晶，
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ｍｐ ２４５ ２４６℃，在冷水中溶解度较小，在热水中较大，其中性硫酸盐为长柱状结

晶，ｍｐ 为 ２２０℃，在水中溶解度较酸性硫酸盐为大，其盐酸盐难溶于水。
左旋四氢巴马汀即颅痛定 （ Ｒｏｔｕｎｄｉｎｅ），ｍｐ １４１ １４２℃， ［α］ １６Ｄ －２８７５°

（Ｃ ＝１１％，氯仿）。 本品在华千金藤及圆叶千金藤的块根（山乌龟）中含量较多。

５黄藤素甲　本品为制备氯化巴马汀的乙醇母液中的少量成分，为季铵碱的

盐酸盐 Ｃ２ ６Ｈ ２ ９ Ｏ７ Ｎ· ＨＣｌ· Ｈ ２ Ｏ，ｍｐ １９６ １９８℃，［α］ １５Ｄ ＋２７３３°（Ｃ ＝１％，乙醇），
其还原产物为白色针状结晶，ｍｐ １８４ １８６℃，［α］１ ５Ｄ ＋１４６６°（Ｃ ＝１％，盐酸）。

６黄藤素乙　本品系粗制巴马汀氢化、碱化分去四氢巴马汀后，母液中的微

量物质，溶于氯仿。 以氯仿一乙醇重结晶得黄色结晶，ｍｐ １９２ １９３℃，［α］ １６Ｄ ＋
２８３３°（Ｃ ＝１％，氯仿）。

７黄藤内酯　本品得自粗氯化巴马汀重结晶时的不溶于水物质中，反复以酒

精、丙酮重结晶，得光亮棱状结晶，Ｃ２ ７ Ｈ ２ ３ Ｏ９ ，ｍｐ ２７８℃。 ［α］ １５Ｄ ＋３６６°（Ｃ ＝１％，乙
醇）。

８黄藤甾醇　本品得自制备氯化巴马汀的乙醇母液中，分出的少量油层经

１０％ＫＯＨ 皂化而得到的白色针晶，ｍｐ １３６ １３７℃，［α］ １５Ｄ ＋２４５１°（ Ｃ ＝１％，氯
仿）。

三、 巴马汀的提取及延胡索乙素制备的方法

巴马汀为季铵生物碱，极性较大，可用水作为提取溶媒，常用 １％醋酸水溶液

提取（因为巴马汀属于小檗碱型结构类型，它的盐酸盐溶解度较小，故不用盐酸的

水溶液来提取），也可用高极性的有机溶媒如甲醇、乙醇来提取。
巴马汀还原得延胡索乙素。 常用的还原剂为 Ｚｎ ＋Ｈ ２ ＳＯ４ ，或 ＮａＢＨ ４ ，现将提取

的两种方法，还原的两种方法介绍如下：
［方法一］
１流程

黄藤粗粉
［浸出］
１％ＨＡｃ ＞浸出液＞中和，盐析

ＮａＯＨ，ＮａＣｌ ＞巴马汀（沉淀） ＞ ［精制］
８０％乙醇热溶后加盐酸


