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1.用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于包括以下步骤：

（1）流动相配制：用体积比例 60~95 ：2~30:3~10 的正己烷、乙酸乙酯、异丙醇配制流动

相，作为样品洗脱液；

（2）溶解过滤：将五味子粗品用溶剂溶解，超声过滤后，将滤液用步骤（1）配制的流动

相稀释作为样品；

（3）动态轴向压缩柱装填：将色谱填料用步骤（1）配制的流动相匀浆得到匀浆液，将匀

浆液送入动态轴向压缩柱，排出流动相后压实色谱填料，完成动态轴向压缩柱的装填；

（4）系统平衡：用步骤（1）配制的流动相冲洗步骤（3）装填的动态轴向压缩柱，持续

10-20min，直到色谱仪检测的色谱基线平稳，达到平衡状态；

（5）洗脱分离：将步骤（2）所得样品注入步骤（4）平衡后的动态轴向压缩柱，用紫外检

测器检测样品分离情况，根据保留时间和峰高确定每种五味子单体开始收集和停止收集的

时间点；

（6）浓缩：将步骤（5）收集到的每种单体分别减压浓缩，去除溶剂。

2.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（2）采用 0.45μm 有机滤膜对溶解有五味子粗品的溶剂进行过滤。

3.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（2）的溶剂由正己烷、乙酸乙酯、异丙醇中的一种或两种或两种以上混合而成。

4.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（2）的样品浓度为 0.28~0.5g/ml。

5.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（3）的色谱填料为 200~800 目极性硅胶填料。

6.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（4）动态轴向压缩柱的填料高度为 250mm。

7.如权利要求 1 所述的用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，其特征在于 ：

步骤（5）的紫外检测器的检测波长为 250nm。
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用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物化学领域，具体涉及用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方

法。

背景技术

[0002] 五味子，俗称山花椒、秤砣子、药五味子、面藤、五梅子等，古医书称它荎蕏、玄及、

会及，最早列于神农本草经上品，五味子的作用有：1．五味子提取物和醇甲能减少小鼠自主

活动，尚有镇痛作用、肌肉松弛作用；2．五味子醇提物及五味子甲素、乙素、丙素、醇甲、醇

乙、酯甲、酯乙等对化学毒物引起的动物肝细胞损伤有明显保护作用；3．五味子素、五味子

丙素、去氧五味子素等对于离体狗肠系膜动脉收缩均有抑制作用，能增加脉鼠离体心脏及

麻醉狗冠脉血流量；4．五味子乙素、五味子酚均具有抗氧化作用，能清除自由基、抑制过氧

化脂质形成 ；5．五味子能增强小鼠慢性支气管炎支气管上皮细胞功能；6．五味子能促进肝

糖原的合成，使糖代谢加强，又能增加肝细胞蛋白质的合成；7．五味子能抑制应激性溃疡的

发生，使溃疡指数减少，并能抑制胃液分泌；8．五味子具有很好的安神作用。

[0003] 公开号为 CN101428062A 的中国发明专利公开了一种五味子分离纯化方法，是先

过色谱柱层析，再采用乙腈与水梯度洗脱过反相色谱柱，收集 48-52min 物质；此方法需要

通过两次色谱柱，产生大量溶剂，能耗大、时间长；乙腈洗脱时，其毒性大，溶剂残留影响大；

梯度洗脱对设备性能要求高，不适合工业化生产放大。

发明内容

[0004] 本发明要解决的技术问题是提供一种用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的

方法，可以解决现有技术先过色谱柱层析，再采用乙腈与水梯度洗脱过反相色谱柱，需要通

过两次色谱柱，产生大量溶剂，能耗大、时间长；而且乙腈其毒性大，溶剂残留影响大；梯度

洗脱对设备性能要求高的问题。

[0005] 本发明通过以下技术方案实现：

[0006] 用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，包括以下步骤：

[0007] （1）流动相配制：用弱极性溶剂配制流动相，作为样品洗脱液；

[0008] （2）溶解过滤：将五味子粗品用溶剂溶解，超声过滤后，将滤液用步骤（1）配制的

流动相稀释作为样品；

[0009] （3）动态轴向压缩柱装填：将色谱填料用步骤（1）配制的流动相匀浆得到匀浆

液，将匀浆液送入动态轴向压缩柱，排出流动相后压实色谱填料，完成动态轴向压缩柱的装

填；

[0010] （4）系统平衡：用步骤（1）配制的流动相冲洗步骤（3）装填的动态轴向压缩柱，持

续 10-20min，直到色谱仪检测的色谱基线平稳，达到平衡状态；

[0011] （5）洗脱分离：将步骤（2）所得样品注入步骤（4）平衡后的动态轴向压缩柱，用紫

外检测器检测样品分离情况，根据保留时间和峰高确定每种五味子单体开始收集和停止收
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集的时间点 ；

[0012] （6）浓缩：将步骤（5）收集到的每种单体分别减压浓缩，去除溶剂。

[0013] 本发明的进一步改进方案是，步骤（1）配制流动相的弱极性溶剂为正己烷、乙酸乙

酯、异丙醇，体积比例 60~95 ：2~30:3~10。

[0014] 本发明的进一步改进方案是，步骤（2）采用 0.45μm 有机滤膜对溶解有五味子粗

品的溶剂进行过滤。

[0015] 本发明的进一步改进方案是，步骤（2）的溶剂由正己烷、乙酸乙酯、异丙醇中的一

种或两种或两种以上混合而成。

[0016] 本发明的进一步改进方案是，步骤（2）的样品浓度为 0.28~0.5g/ml。

[0017] 本发明的进一步改进方案是，步骤（3）的色谱填料为 200~800 目极性硅胶填料。

[0018] 本发明的进一步改进方案是，步骤（4）动态轴向压缩柱的填料高度为 250mm。

[0019] 本发明的进一步改进方案是，步骤（5）的紫外检测器的检测波长为 250nm。

[0020] 本发明的与现有技术相比的优点在于：

[0021] 一、在一次分离纯化过程中，可以获得多种单体，且液相色谱法检测纯度在 98.5%

以上，收率在 98% 以上；

[0022] 二、工艺简单，所用有机溶剂价格便宜，消耗量少，且均可以回收再用；

[0023] 三、紫外检测器在线监测，操作简单，效率高，产品质量容易控制；

[0024] 四、等度洗脱，对设备性能要求低，生产周期短，可以轻易实现从实验室到工业化

五味子单体的高效分离纯化。

附图说明

[0025] 图 1为五味子粗品的反相梯度检测图谱。

[0026] 图 2为步骤（5）检测样品分离情况的 HPLC 图谱。

[0027] 图 3为收集的五味子甲素的反相梯度检测图谱。

[0028] 图 4为收集的五味子乙素的反相梯度检测图谱。

[0029] 图 5为动态轴向压缩柱结构示意图。

具体实施方式

[0030] 实施例 1

[0031] 用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，包括以下步骤：

[0032] （1）流动相配制：用正己烷、乙酸乙酯、异丙醇按照体积比例 95:2:3 配制流动相，

作为样品洗脱液；

[0033] （2）溶解过滤：将 10g 五味子粗品用体积比例为 3:1:6 的正己烷、乙酸乙酯、异丙

醇混合溶液溶解，超声后用 0.45μm 有机滤膜过滤，将滤液用步骤（1）配制的流动相稀释成

浓度为 0.5g/ml 的样品；其中五味子粗品由五味子药材经水煮、过滤，将得到的药渣用浓度

为 80% 的乙醇提纯、过滤，得到滤液，待滤液中的乙醇全部挥发后，将剩余物质用水沉淀，将

所得沉淀物质用有机溶剂萃取（例如用汽油与浓度为 80% 的乙醇混合物萃取），再浓缩去除

溶剂得到五味子粗品；

[0034] （3）动态轴向压缩柱装填：将 240g 的 200~800 目极性硅胶填料用步骤（1）配制的
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流动相匀浆得到匀浆液，将匀浆液送入直径为 50mm 的动态轴向压缩柱，排出流动相后压实

色谱填料，完成动态轴向压缩柱的装填；

[0035] （4）系统平衡：用步骤（1）配制的流动相冲洗步骤（3）装填的动态轴向压缩柱，持

续 10~20min，直到色谱仪检测的色谱基线平稳，达到平衡状态；

[0036] （5）洗脱分离：设定紫外检测器的检测波长为 250nm，输液泵的流速为 100ml/min，

将步骤（2）所得样品注入步骤（4）平衡后的动态轴向压缩柱，用紫外检测器检测样品分离

情况，当有物质通过时，检测器将色谱信号传递到电脑上的色谱工作站，实时检测物质分离

情况，从 10min 后的色谱峰逐个收集五味子单体，根据保留时间和峰高确定每种五味子单

体开始收集和停止收集的时间点，所收集到的五味子单体包括：五味子醇甲、甲素、乙素、酯

甲、丙素；

[0037] （6）浓缩：将步骤（5）收集到的每种单体分别减压浓缩，去除溶剂，取每种单体

0.05g，分别溶解后定容到 100ml，再分别从中取 20ul，分别采用液相色谱法检测，纯度均达

99.5% 以上。

[0038] 如图5所示的动态轴向压缩柱，包括柱管9，所述柱管9上、下两端分别通过A法兰

4和 B法兰 11连接有上盖板 3、下盖板 10，所述上盖板 3上设有孔 5，所述下盖板 10上设有

出料口 12，还包括活塞 7 和活塞 7 的驱动装置，所述活塞 7 设置于柱管 9 内腔，所述活塞 7

上设有 A流体分配装置15，所述 A流体分配装置15的流动相入口8通过弹簧形盘管与孔5

连通，所述 A 流体分配装置 15 的分配口位于活塞 7 的下端面；所述活塞 7 与上盖板 3 之间

设有限位柱 13，所述限位柱 13 的一端垂直连接于活塞 7，另一端朝向上盖板 3；所述柱管 9

在活塞 7与下盖板 10之间的壁上设有连通内腔的进料口 14 ；所述下盖板 10上设有 B流体

分配装置16，所述B流体分配装置16的分配口设于下盖板10朝向活塞7的一端，所述B流

体分配装置 16 的流动相出口连通于出料口 12。

[0039] 实施例 2

[0040] 用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，包括以下步骤：

[0041] （1）流动相配制：用正己烷、乙酸乙酯、异丙醇按照体积比例 70:23:7 配制流动相，

作为样品洗脱液；

[0042] （2）溶解过滤：将 100g 五味子粗品用体积比例为 1:1 的乙酸乙酯、异丙醇混合溶

液溶解，超声后用 0.45μm 有机滤膜过滤，将滤液用步骤（1）配制的流动相稀释成浓度为

0.4g/ml 的样品；

[0043] （3）动态轴向压缩柱装填：将 2000g 的 200~800 目极性硅胶填料用步骤（1）配制

的流动相匀浆得到匀浆液，将匀浆液送入直径为 150mm 的动态轴向压缩柱，排出流动相后

压实色谱填料，完成动态轴向压缩柱的装填；

[0044] （4）系统平衡：用步骤（1）配制的流动相冲洗步骤（3）装填的动态轴向压缩柱，持

续 10~20min，直到色谱仪检测的色谱基线平稳，达到平衡状态；

[0045] （5）洗脱分离：设定紫外检测器的检测波长为 250nm，输液泵的流速为 800ml/min，

将步骤（2）所得样品注入步骤（4）平衡后的动态轴向压缩柱，用紫外检测器检测样品分离

情况，当有物质通过时，检测器将色谱信号传递到电脑上的色谱工作站，实时检测物质分离

情况，从 10min 后的色谱峰逐个收集五味子单体，根据保留时间和峰高确定每种五味子单

体开始收集和停止收集的时间点；
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[0046] （6）浓缩：将步骤（5）收集到的每种单体分别减压浓缩，去除溶剂，取每种单体

0.05g，溶解后定容到 100ml，再从中取 20ul，采用液相色谱法检测纯度可达 99.3% 以上。

[0047] 其余实施如实施例 1。

[0048] 实施例 3

[0049] 用动态轴向压缩柱分离纯化五味子单体的方法，包括以下步骤：

[0050] （1）流动相配制：用正己烷、乙酸乙酯、异丙醇按照体积比例 60:30:10 配制流动

相，作为样品洗脱液；

[0051] （2）溶解过滤：将 500g 五味子粗品用正己烷溶液溶解，超声后用 0.45μm 有机滤

膜过滤，将滤液用步骤（1）配制的流动相稀释成浓度为 0.28g/ml 的样品；

[0052] （3）动态轴向压缩柱装填：将 8000g 的 200~800 目极性硅胶填料用步骤（1）配制

的流动相匀浆得到匀浆液，将匀浆液送入直径为 300mm 的动态轴向压缩柱，排出流动相后

压实色谱填料，完成动态轴向压缩柱的装填；

[0053] （4）系统平衡：用步骤（1）配制的流动相冲洗步骤（3）装填的动态轴向压缩柱，持

续 10~20min，直到色谱仪检测的色谱基线平稳，达到平衡状态；

[0054] （5）洗脱分离：设定紫外检测器的检测波长为 250nm，输液泵的流速为 3500ml/

min，将步骤（2）所得样品注入步骤（4）平衡后的动态轴向压缩柱，用紫外检测器检测样品

分离情况，当有物质通过时，检测器将色谱信号传递到电脑上的色谱工作站，实时检测物质

分离情况，从 13min 后的色谱峰逐个收集五味子单体，根据保留时间和峰高确定每种五味

子单体开始收集和停止收集的时间点；

[0055] （6）浓缩：将步骤（5）收集到的每种单体分别减压浓缩，去除溶剂，取每种单体

0.05g，溶解后定容到 100ml，再从中取 20ul，采用液相色谱法检测纯度可达 98.8% 以上。

[0056] 其余实施如实施例 1。
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图 1

图 2

图 3

图 4
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图 5
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