
基金项目：国家自然科学基金项目（８１４７３４２０，３０９０２０１２）；江苏高校优势学科建设工程资助项目（ＰＡＰＤ）；江苏高校品牌专业建设工程资助
项目（ＰＰＺＹ２０１５Ａ０７０）
作者简介：牛俐燃（１９９４０１—），女，硕士研究生在读，研究方向：中药炮制与化学成分，Ｅｍａｉｌ：１６０４５９６２２８＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：杨光明（１９７４０９—），女，博士，副研究员，研究方向：中药炮制与中藏药有效成分研究，Ｔｅｌ：（０２５）８６７９８１８５，Ｅｍａｉｌ：ｙｇｍｍ０９０１＠
ｈｏｔｍａｉｌｃｏｍ；蔡宝昌（１９５２０９—），男，博士，教授，博士研究生导师，研究方向：中药炮制机制及质量标准研究，Ｔｅｌ：（０２５）６８１９３５６７，Ｅｍａｉｌ：
ｂｃｃａｉ＠１２６ｃｏｍ

聚酰胺色谱法联合中压液相制备色谱法提取

分离镰形棘豆中活性黄酮类成分
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摘要　目的：对藏药镰形棘豆中黄酮类成分进行提取分离，并将得到的黄酮化合物进行抗人肺腺癌 Ａ５４９细胞的活性筛
选。方法：镰形棘豆药材浸提液经乙酸乙酯萃取，该萃取部位通过聚酰胺柱色谱梯度洗脱，结合中压液相制备色谱法进一

步纯化分离，获得单一黄酮化合物，通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）、质谱法（ＭＳ）及核磁共振波谱法（ＮＭＲ）对化合物进行
分析、鉴定；采用ＣＣＫ８法，检测黄酮化合物对人肺腺癌Ａ５４９细胞的抑制作用。结果：从镰形棘豆的乙酸乙酯部位分离得
到２个黄酮类单体，鉴定为７羟基二氢黄酮及２′，４′二羟基二氢查尔酮，ＨＰＬＣ分析两者纯度均大于９８％；ＣＣＫ８法结果
显示，７羟基二氢黄酮及２′，４′二羟基二氢查尔酮均能显著抑制 Ａ５４９细胞活力，并呈量效关系，４８ｈ的 ＩＣ５０值分别为
１３７６μｇ／ｍＬ和６３８３μｇ／ｍＬ。结论：分离得到的２个黄酮成分对Ａ５４９细胞均有良好的抑制作用，为后期抗肺癌机制研
究提供了实验基础。聚酰胺柱色谱法具有富集黄酮的作用，适用于分离黄酮类成分，聚酰胺色谱法联合中压制备液相色

谱法，提取分离镰形棘豆中黄酮类成分，简便易行，为分离黄酮类成分提供参考。
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　　镰形棘豆（ＯｘｙｔｒｏｐｉｓｆａｌｃａｔａＢｕｎｇｅ）为豆科棘豆
属植物，多年生无茎草本，藏族人称之为“莪大夏”

“达夏”［１］。据《晶珠本草》［２］及《中华人民共和国卫

生部药品标准》藏药第１册记录［３］，其根及根茎或全

草入药，味辛、性寒，有小毒，具有清热解毒、生肌愈

疮、涩脉止血等疗效。内服可治疗流感、扁桃体炎、

炭疽及麻风等，外敷可治疗疮疖肿痛、创伤及骨伤

等，具有广阔的开发前景。藏药镰形棘豆中富含黄

酮类化合物。文献报道已分离得到黄酮苷、黄酮及

二氢黄酮、二氢查耳酮、查耳酮、黄酮醇、异黄烷及黄

烷酮等成分［４６］，且这些黄酮成分具有显著的药理活

性［７８］，是评价镰形棘豆药效的重要依据。因此，完

善镰形棘豆黄酮类成分的制备工艺，提高黄酮类成

分的得率及纯度，对于进一步开发利用镰形棘豆的

药用资源具有重要意义。聚酰胺色谱法对各种黄酮

类化合物均有较好的富集纯化效果［９１０］，中压制备

液相色谱法单次上样量大、步骤简便，适合单体的规

模化提取分离［１１］。本实验采用聚酰胺色谱法结合

中压液相制备色谱法，提取分离纯化镰形棘豆中黄

酮类成分。通过２种方法的结合，实现了对镰形棘
豆中黄酮类化合物快速、有效的分离纯化，得到了２
个高纯度的黄酮类化合物，并将黄酮单体进行人肺

腺癌Ａ５４９细胞的活性筛选实验，为探索镰形棘豆资
源的进一步开发应用和抗肿瘤活性成分研究提供依

据。

１　材料
镰形棘豆药材于２０１６年１２月采购自青海省共

和县，经南京中医药大学药学院潘扬老师鉴定为豆

科棘豆属植物镰形棘豆（ＯｘｙｔｒｏｐｉｓｆａｌｃａｔａＢｕｎｇｅ）的
干燥全草；柱色谱用聚酰胺（１００～２００目，化学纯，
国药集团上海化学试剂有限公司），Ｒｅｖｅｌｅｒｉｓ４ｇ硅
胶柱（美国 ＧＲＡＣＥ公司）；乙酸乙酯、无水乙醇、石
油醚、丙酮等液体试剂均为分析纯（南京化学试剂有

限公司）；薄层层析硅胶 Ｇ板（青岛海洋化工厂）；
ＣＣＫ８试剂盒（南京恩晶公司，批号２０１８０７１４）；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基、０２５％胰酶、胎牛血清（加拿大维
森特公司，批号２７０６３６０１３）。

ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ电子天平；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ型
高效液相色谱仪；ＢüｃｈｉＲｅｖｅｌｅｒｉｓＸ２中压液相制备
色谱仪；Ｘ４型数字显微熔点仪；ＬＣ／ＭＳ２０２０单极
四级杆质谱仪；Ｂｒｕｋｅｒ５００核磁共振仪，ＴＭＳ内标；
ＶＳ１３００Ｕ超净工作台；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ高速冷冻
离心机；ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＶｉｃｔｏｒＸ３酶标仪。

Ａ５４９人肺腺癌细胞株，由南京中医药大学药理

教研室惠赠。取 Ａ５４９细胞株于含１０％胎牛血清、
青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素１００μｇ／Ｌ的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２、９０％相对湿度的培养箱
中孵育，待细胞长至８０％融合时，胰酶消化，按照细
胞浓度需求传代，待细胞处于对数生长期时用于实

验。

２　方法
２１　提取与分离
２１１　镰形棘豆的提取　称取镰形棘豆药材 １０
ｋｇ，用体积分数 ９５％的乙醇于室温下冷浸提取 ３
次，每次浸泡３ｄ，减压抽滤，弃去残渣，合并提
取液，于５０℃下减压浓缩成浸膏；取上述浸膏５００
ｇ，经２％盐酸溶解，过滤，得酸性不溶物，再经
２％氢氧化钠处理后过滤，滤液用１％盐酸调节 ｐＨ
至５；将酸水液经乙酸乙酯反复萃取，得乙酸乙酯
萃取物１００ｇ。
２１２　聚酰胺色谱富集分离　取１００～２００目聚酰
胺粉，用体积分数９５％的沸乙醇冷凝回流２ｈ后，抽
滤、烘干。称取聚酰胺粉５００ｇ，用超纯水搅拌均匀，
湿法装柱，轻轻敲击玻璃柱至柱床面不再下沉，过程

中始终保持水面高于聚酰胺，以超纯水为起始洗脱

液，调节流速至约２５ｍＬ／ｍｉｎ，用超纯水冲洗平衡。
２１３　中压液相色谱分离纯化　取乙酸乙酯萃取
物２０ｇ，经中压聚酰胺柱色谱进行分离，以水无水
乙醇为溶剂系统梯度洗脱（无水乙醇０～９５％），等
体积收集，各梯度流分经ＴＬＣ检识合并，３０％流分部
位浓缩得到混合物Ａ（２５ｇ），５０％流分部位得到混
合物Ｂ（１３ｇ）；混合物Ａ和Ｂ分别取０５ｇ，经中压
液相制备硅胶柱进一步分离，以石油醚丙酮为溶剂
系统梯度洗脱，混合物 Ａ的流分５（石油醚丙酮 ＝
１００∶２５）得到化合物 Ｉ（３０ｍｇ），液相色谱分离行为
见图１；混合物Ｂ的流分３（石油醚－丙酮＝１００∶１５）
得到化合物 ＩＩ（２０ｍｇ），液相色谱分离行为见图２。
分离流程见图３。

图１　制备化合物Ｉ的中压制备液相色谱图
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图２　制备化合物ＩＩ的中压制备液相色谱图

图３　镰形棘豆乙酸乙酯萃取部位分离流程图

２２　人肺癌 Ａ５４９细胞生长抑制试验（ＣＣＫ８法）
　　取Ｉ、ＩＩ化合物各４ｍｇ，精密称定。加入５０μＬ
的ＤＭＳＯ助溶，加入完全培养基５ｍＬ，作为储备液，
用时稀释，ＤＭＳＯ最终浓度不超过０５％。将配制好
的不同浓度的药物（６２５μｇ／ｍＬ，１２５０μｇ／ｍＬ，
２５００μｇ／ｍＬ，５０００μｇ／ｍＬ，１００００μｇ／ｍＬ，２００００
μｇ／ｍＬ，４００００μｇ／ｍＬ），以 ０２２μｍ微孔滤膜
（ＧＶＭＰ０１２３０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）过滤除菌，４℃保存
待用。

取对数生长期细胞，调整细胞密度为 １×１０５

个／ｍＬ，接种于９６孔板，每孔１００μＬ。培养２４ｈ，待
细胞贴壁后弃去原培养液，每孔加入预先配制好的

不同浓度样品溶液各１００μＬ。每组平行设置６个复
孔。置于孵箱内培养２４ｈ及４８ｈ后，每孔加入１０
μＬＣＣＫ８溶液，继续培养４ｈ，置酶标仪中检测，在
波长４５０ｎｍ处测定吸光度值（ＯＤ），每组重复３次。
同时设立对照组，空白组。并按照以下公式计算细

胞抑制率。

细胞抑制率（％）＝１－
实验组ＯＤ－空白组ＯＤ
对照组ＯＤ－空白组ＯＤ

×１００％。

３　结果
３１　化合物结构鉴定　合物Ｉ：白色针晶，ｍｐ１８８～

１９０℃；ＥＳＩ／ＭＳ（ｍ／ｚ）：２４０［Ｍ ＋Ｈ］＋；１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，５００ＭＨｚ）δ：７８７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，Ｈ５），
７４７～７３６（５Ｈ，Ｈ２′～６′），６５５（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８５
Ｈｚ，２２Ｈｚ，Ｈ６），６４８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２２Ｈｚ，Ｈ８），
５５８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１２７，３０Ｈｚ，Ｈ２），３０７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ
＝１６８，１２７Ｈｚ，Ｈ３α），２８６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１６８Ｈｚ，
Ｈ３β）；１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１２５ＭＨｚ）δ：１９０８３（ＣＯ），
７９９１（Ｃ２），４４３０（Ｃ３），１２８８５（Ｃ６，４′，５），
１１０６３（Ｃ６），１６３６２（Ｃ７），１０３４５（Ｃ８），１６２８２
（Ｃ９），１１５１６（Ｃ１０），１３８７５（Ｃ１′），１２６１６（Ｃ２′，
６′），１２９４６（Ｃ３′）。以上数据与文献［１１］对照一致，

故确定化合物 Ｉ为 ７羟基二氢黄酮（７ｈｙｄｒｏｘｙｆｌａ
ｖｏｎｏｎｅ）。其核磁氢谱、碳谱数据见图４和图５；结构
式见图６。

图４　７羟基二氢黄酮的氢谱图

图５　７羟基二氢黄酮的碳谱图

图６　７羟基二氢黄酮结构式
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　　化合物 ＩＩ：白色针晶，ｍｐ８９～９１℃；ＥＳＩ／ＭＳ
（ｍ／ｚ）：２４２［Ｍ＋Ｈ］＋；１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，５００ＭＨｚ）δ：
１２７２（１Ｈ，ｓ，ＯＨ），７６３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，Ｈ６′），
７３１～７１９（３Ｈ，ｍ，Ｈ２，４，６），５６８（１Ｈ，ｂｒｓ，ＯＨ），
６３７（２Ｈ，ｍ，Ｈ３′，５′），３２０（３Ｈ，ｔ，Ｈ２α），３０４
（２Ｈ，ｔ，Ｈ２β）；１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１２５ＭＨｚ）δ：２０３６
（ＣＯ），１４０８３（Ｃ１），１２８３８（Ｃ２，６），１２８６０（Ｃ３，
５），１２６３０（Ｃ４），１１３９１（ｃ１′），１６２４８（Ｃ２′），
１０３６４（Ｃ３′），１６５２６（Ｃ４′），１０７７１（Ｃ５′），
１３２２０（Ｃ６′），３９６７（Ｃα），３０３７（Ｃβ）。以上数
据与文献［１３］对照一致，故确定化合物 ＩＩ为２′，４′二
羟基二氢查尔酮（２′，４′ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｃｈａｌｃｏｎｅ）。
其核磁氢谱、碳谱数据见图 ７和图 ８。结构式见
图９。

图７　２′，４′二羟基二氢查尔酮的氢谱图

图８　２′，４′二羟基二氢查尔酮的碳谱图

图９　２′，４′二羟基二氢查尔酮的结构式

３２　化合物Ｉ、ＩＩ对Ａ５４９肺癌细胞生长抑制作用　
ＣＣＫ８结果显示（见图１０），７羟基二氢黄酮（化合
物Ｉ）及２′，４′二羟基二氢查尔酮（化合物ＩＩ）细胞给

药２４ｈ后，均对Ａ５４９细胞的生长具有抑制作用，且
抑制效果具有剂量依赖趋势，两者均在４００μｇ／ｍＬ
时对细胞的增殖抑制作用最强，抑制率分别为

６２３％和８９７％，给药４８ｈ后两者最高浓度对细胞
的抑制率分别为６６８％和９０６％，抑制效果与作用
时间呈正相关趋势；ＩＣ５０值结果显示（见表１），７羟
基二氢黄酮及２′，４′二羟基二氢查尔酮细胞给药４８
ｈ后，ＩＣ５０值分别为 １３７６μｇ／ｍＬ和 ６３８３μｇ／ｍＬ。
综上结果表明，７羟基二氢黄酮及２′，４′二羟基二氢
查尔酮能够显著抑制人肺癌Ａ５４９细胞增殖，具有良
好的抗肺癌活性。

图１０　化合物Ｉ、ＩＩ对人肺癌Ａ５４９细胞生长的抑制作用

表１　化合物Ｉ、ＩＩ抑制Ａ５４９细胞生长的ＩＣ５０值

化合物
ＩＣ５０（μｇ／ｍＬ）
２４ｈ ４８ｈ

Ｉ １６４１ １３７６
ＩＩ ６７５６ ６３８３

４　结论
藏药镰形棘豆具有镇痛抗炎、抗肿瘤等疗效，被

誉为“草药之王”。近年来，确生［１４］、魏学红［１５］等国

内学者对镰形棘豆的化学成分、提取工艺、药理作用

和临床应用等方面开展了大量的研究工作，为开发

利用镰形棘豆的药用植物资源奠定了良好的基础。

黄酮类化合物作为主要的活性物质是镰形棘豆抗炎

抗肿瘤研究的热点［１６］。因此，研究镰形棘豆黄酮类

成分的提取分离技术具有科研意义。

本研究采用聚酰胺柱色谱联用中压制备色谱的

方法对镰形棘豆乙酸乙酯萃取部位进行分离纯化，

得到２种黄酮单体成分；取７羟基二氢黄酮及２′，４′
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二羟基二氢查尔酮进行体外抗肺癌 Ａ５４９细胞活性
筛选，结果表明，２种成分均能明显抑制 Ａ５４９细胞
的增殖，并具有剂量依赖趋势，其中２′，４′二羟基二
氢查尔酮抑制效果更佳，给药 ４８ｈ的 ＩＣ５０值为
６３８３μｇ／ｍＬ。本文提取分离成分方法的创新之处
在于，聚酰胺具有富集黄酮的作用，是较为理想的吸

附剂，利用黄酮类化合物富含酚羟基的特点，通过分

子中的酚羟基与聚酰胺分子中的酰胺基形成氢键缔

合产生吸附，可显著提高黄酮成分纯度［１７］；与中压

制备液相色谱法联用提取分离镰形棘豆中的黄酮单

一成分，简便易行，提取效率快，单体成分纯度高，是

分离纯化镰形棘豆黄酮类化合物的新手段；将制备

得到的黄酮单体进行体外抗肺癌Ａ５４９细胞实验，检
测其抗癌活性，为研究及阐述镰形棘豆抗肿瘤活性

黄酮单体成分及其抗肿瘤的作用机制奠定基础。
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