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无氧黄等贰乙醇溶液辐解

产物的 ����分离

蔡中丽
‘
何永克 吴季兰

�北京大学技术物理系 北京 �������

摘要 探索反相 ����分离黄等贰乙醇溶液辐解产物
，
特别探讨了酸在淋洗液中的作用

，

及
“
液塞

”

对分离的影响
。

选用 �����
��� �����。

�

����������一�夕�为淋洗液
，
利用梯度流 速法

，

在放大
���柱上成功地分离了 �� 个无氧黄芬贰乙醇溶液的 下辐解产物

。

关键饲 黄芬贰
，
高效液相色谱法

，
辐解产物

，
分离

中药辐射灭菌的优越性己为大家所公认
，
但受

���。 护 射线照射过的中药质量有否保证�特

别是辐解产物是什么� 它们的药性
、

毒性如何� 这是人们所关心的问题
，
也是中药辐射灭菌质量

评价的依据 �‘�。 黄等试是传统中药黄等的有效成分
，
又具有典型黄酮类化合物的结构���

，
因此本

文选择黄芬贰作为一类黄酮类中药的代表
，
探索研究其辐解产物的 ����分 离方 法

，
以利进一

步研究辐解产物及其药性
、

毒性
。

� 实 验

�
�

�试荆

三蒸水
，
蒸馏水经 ����、

和 �荞�夕
，
处理的二次蒸馏， 甲醇����及冰醋酸����

，
北 京 化

工厂产 � 三氟乙酸 ����� ���������� 产
� 黄芥试�化学对照品

，
纯度 ����

，
卫生部药品生物制

品检定所提供
。

�
�

� 仪器

������ ����� ���� ����一�����一��� ���� ������
，

自配 ���一���型自动部分收集器�上海

沪西仪器厂生产�， 旋转蒸发仪�上海玻璃仪器二厂生产�
。

�
�

� 辐照条件

辐照源为 �
�

�� ��
‘毛�� “ 。�� 下源

，

吸收剂量用亚铁剂量计测定
，
取 ����

�十

�二 ��
�

�
。

样品在

冰水中不间断通高纯氮 �� ���
，
在不断气条件下用煤气灯封管后辐照

。

辐照样品的吸收剂量均

为 ����
。

�
·

����� 分离条件

条件实验采用 ���分析柱帅 �
�

�� ������
，
柱温 �� 土�℃ ，

检测波长 ��� ��
，
等梯度淋洗

，

流速 �
�

�������
，

样品为 �
�

�� �����黄芬贰乙醇溶液 加 �倍三蒸水稀释
，
进样 �� 川

。

制备

用放大 ���柱 帅 �
�

�� ��� ���
，

柱温 ��士 �℃ ，

检测波长 �����
，
淋洗液为 ��� ����� �

�

厦门火炬开发区光厦楼厦门火炬高技术产业建设发展公司
，
厦门 ������

收稿日期
�

初稿 ����一��一��
，

修回 ����一��一��
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无氧黄等贰乙醇溶液辐解产物的 ����分离 含��

�����
�

�����
�����一����

，
流速为

� ������
，
�

�

�������， ����
，
�

�

�������，

�
�

�������
，

进样 ���
。

�� �主�

� 结 果 与 讨 论

�
�

� 淋洗液中酸的作用

一般认为酸在淋洗液体系中对分离有以下三种作用
�
��� 抑制可电离酸性基 团 的 离解���，

���减轻峰的拖尾 〔‘ ’� ��� 非专一性改善分离 〔 “ �。 ���������
“ �等认为乙酸还有调节淋 洗液溶剂

强度的作用
。

�
�

�
�

� 林洗液不含酸对黄茶武保留时间的影响 尝试用不含酸的甲醇
一
水混合溶液为 淋 洗液

，
在

���柱上分离黄芥贰及其辐解产物
。

发现 �����一��� 比例从 �����
， �����

，
�����

，
直到 �����

，

即溶剂强度相当大的无水甲醇
，

淋洗 � �也未能将任何辐解产物或黄芬试洗脱
。

然而当淋洗液中

加入少量乙酸����一�夕 �����
，
以

�

上淋洗液分别用 ��
、
��

、
�和 � ��� 即能把保留最强的黄等

试洗脱
。

这说明淋洗液中含少量酸
，
则能从 。 ��柱上洗脱黄芬试

。

这种作用可能是由于 ��� 残

基上带正电荷
，

能紧紧吸住解离的黄芬贰阴离子
，
但其确切的机理仍有待进一步研究

。

�
�

�
�

� 林洗液含 乙酸或三氛乙酸对黄茶武保留时间的影响 在 �����
��� � ��� �����������

��一��

��混合淋洗剂中
，
乙酸或三氟乙酸在水相中所占体积分数�叻的改变 对 黄 答 贰 保留时间

����的影响如表 �所示
。

��� �
�

��������� ���� ���������� ��������� �� ���� ������

�������� �� ����� �����

��� �������

甲�� 。
�� ��

一 � ������ △�双���� 甲即
�

���
�
�� ��

一� �二���� △�。 ����

�︸，�一
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…
��
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�
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�

。
�

表 �结果表明水相中乙酸含量增大
，
黄芥贰保留时间减小

，

而三氟乙酸含量增大
，
黄芬贰保

留时间也增大
。

由于酸能抑制黄答贰在淋洗液中的解离
，
减小溶质在 流 动 相 中的溶解度

，
而且

。 ��是反相柱
，
因此增长了黄答贰的保留时间

，

这解释了三氟乙酸在淋洗液中的作用
。

而乙酸的

结果表明
，
乙酸在淋洗液中不仅起抑制黄答贰解离的作用

，

而且增大淋洗液的溶剂强度
。

由于相

对于乙酸
，

三氟 乙酸酸度大
，

沸点低
，
而且在淋洗浪中的作用单一

，
因此选择了含三氟乙酸的淋

洗液
。

当三氟乙酸在水相中的含量由 �
�

����增加 到 �
�

��� 时
，

黄 答 试 的 保 留 时 间 仅 增 加

�
�

� ���
，

接近于保留时间的实验误差
，
说明水相中三氟乙酸含量为 �

�

���时
，
黄芬试在淋洗液

中的解离己经基本被抑制
，
因此选择了水相中三氟乙酸含量为 �

�

���
。

�
�

� 样品溶剂效应

������� 等 〔�〕 在谈论键合相色谱的特殊问题时曾提到
，
如果样品是溶解在比流动相溶剂强 度

大的溶剂中
，
那么进柱以后

，
该溶剂与流动相混合在柱内的某一小范围内

，
使强度明显增大

。

局

部加浓的流动相形成
“
液塞

” ，
这种强度较强的溶剂带着保留时间小的样品通过柱子

，
从而使这些
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样品的平均 �， 值降低
。

因此
，
注入的样品溶液最好使用分离的初始流动相或比 流动相溶剂强度

弱的溶剂配制
。

由于本实验所分离样品是乙醇溶液
，
所以在制备分离中

，
不 仅 碰 到 上述提到的

“
液塞

”
问题

，
而且更为严重

。

用 ���柱�巾�火 ������
，
淋洗液为 ��� ����� � �����

�

�����一����
，
流速 �

�

�������
，

进样 ���黄芬贰乙醇溶液 ��
�

�� ������
，

除了得到黄答贰峰 ��
� � ��

�

����� 外
，
还有另一峰

��� � �
�

�����
。

收集以上 �
�

���
�

���� 馏分
，
相同 ���� 条件下 再进样 ���此馏分

，
仅得到

�� � ��
�

���� 的黄答贰峰
，

而 �� � �
�

���� 的峰却没有出现
。

这说明第一次分离时
， �� � �

�

����

的峰是由
“
乙醇液塞

”
造成的

，

使部分黄芬试于柱死时间洗脱
。

将黄芥试乙醇溶液用三蒸水稀释 �倍
，
使进样溶液溶 剂 强 度 与 淋 洗 液 的相近

，
然后进样

�
�

���
，

仅得到黄芬试峰��
� � ��

�

�����
。

这样可消除
“ 乙醇液塞

” 。

�
�

� 无叙黄等贰乙醇溶液辐照样品的实际分离

�
�

�
�

� 分析分离 用 ���分析柱帅 �� ������
， �����

��� � �����
�

��� �������一����为

淋洗液
，
产物谱带重叠严重

。

选用溶剂强度较小的淋洗液 �������� � �����
�

�����
�����一

�夕�
，
其它条件不变

，
可将原来五个重叠的辐解产物谱带进一步分离为 �� 个主 要辐解产物峰

，

如图 �所示
。

�
�

�
�

� 制备分离 用放大 ���柱 帅 �� ��� ���
，
流速依柱面积比同样放大 �倍

，
即 �

�

� ���

���
，
其它 ���� 条件不变

，
可得到与分析柱相同的分离效果

。

但是
，
由于黄答试含量高

、

保留

时间长
，
峰拖尾严重

。

考虑到黄答试极性
、

水溶性小于辐解产物
，

而且 ����辐照下产生的辐

解产物浓度不到黄答贰 的 ����
，
将辐照样品于 ��℃下 ，

减压旋转蒸发浓缩 �� 倍
，

加三蒸水稀

释 �倍
，
以使黄芬试析出而辐解产物仍留在溶液中

，

而且溶液的溶剂强度不大于淋洗液 的 溶剂

︵�一一门。一‘灼︶

一
�‘ �� �工�

��� �
�

���� ������� �� ���������� ��������� �������� ��������� ��������

�����
， �

�

�� ������

���� ���������
�

��� ������� 小�� ����� ����� �
�

�������

������ ����
�
� ��士 �℃ �� ���������� �����

������� �����
��� � �����

�

�����
��������

���

��������� ������
� ��卜�
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强度
。

以上处理样品室温放置过夜
，
第二天析出黄色沉淀

，
过滤得清液

。

在同样 ���� 条件下
，

分析比较此清液与未浓缩处理样品
，
发现

�
��� 浓缩并未使辐解产物 或 黄荐试发生 化 学变化、

���浓缩使约 ���黄答贰沉淀析出
。

虽然辐解产物也不同程度地沉淀析出
，

但 是 为了 减轻黄答

试拖尾的影响
，
只得损失部分辐解产物

。

因此
，
用于制备分离的样品均 依

�

七法 除去大部分黄答

贰
。

此外
，
自配国产部分收集器最小时间设置为 ��垃

，
保留时间小的馏分在 �

�

������� 流速条

件下不易收集
，
因此

，

采用流速梯度法
� �一���� 时

，
流速 �

�

� ������ 使样品快速进入柱子
，

以免谱带过宽
，
不利于分离� �一���� 使流速线性回到 �

�

�������
，
以便梯度淋洗 � ���� ���’

使流速线性递增至 �
�

�������
，
一方面 改善保留 时间小的馏分的分离

，

便于收集
，
另一方面减

少高保留时间馏分的拖尾
。

其它 ���� 条件不变
，
可成功地分离 �� 个辐解产物�见图 ��

。

其中 �

个主要辐解产物的结构己由 �� 和 ��确定
，
将另文发表

。

一���﹁�。比﹄伪﹀�呻囚

︵的二。︸村�丙﹄妈︶�
�

�训
令��︻�︺�﹄如︶闪

，

三

︵仍口。﹁例。二﹄陌︶入
�

�一︵一口。︸‘。门

�����几

��� �
�

���� ������� ������������ ��������� �������� ��������� ��������

���� ����������

��� ������
�

小�� ����� ��������� ������
� ���

������ ����
� � ��士 �℃ �� ���������� �����

������
� �����

��� � �����
�

�����
�����一����

������ �������� ����
� ������

，
�

�

������������
，
�

�

��������

�����
，
�

�

�������
�

� 结 论

�� 淋洗液中含少量酸
，

则能从 ���柱上洗脱黄芬试
。

用 ���柱分离黄答试
，
乙 酸 在淋洗

液中起双重作用
�

抑制黄芬试解离和增大淋洗液溶剂强度� 三氟乙酸在淋洗液中仅起抑制黄等俄

解离的作用
。

�� 样品溶剂强度大于淋洗液溶剂强度将导致
“
液塞

” ，

使部分溶质于柱死时 间 流出
。

黄答俄

乙醇溶液用三蒸水稀释 �倍
，
可消除

“
液塞

” 。

�� 用放大 ���柱成功地分离了 �� 个无氧黄等贰乙醇溶液的辐解产物
。
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