
1

利用沃特世Prep 150 LC系统分离银杏叶中的黄酮类化合物 

Andrew Aubin
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德）

简介

银杏叶入药治疗多种疾病的历史可追溯千年之久1。银杏叶提取物中

含有多种活性化合物，尤其富含黄酮类化合物，主要为槲皮素、山

柰酚和异鼠李素(图1)。

沃特世解决方案

Prep 150 LC系统

ACQUITY UPLC® H-Class系统

ChromScope软件1.4版

XBridge®色谱柱

关键词

制备级HPLC，银杏，ChromScope，
Prep 150 LC，XBridge

应用优势

■

■

配有直观易用式软件的制备级HPLC
高性能系统

通过ChromScopeTM软件对所有系统组件

进行全面控制

 

!!

图1. 槲皮素、山柰酚和异鼠李素的化学结构.

图2. 沃特世Prep 150 LC系统。

[ 应用纪要 ]

通常来说，天然产物的纯化目的是将可能具有生物活性的单一化合

物成分分离出来。分离出的这些化合物累积到足够量后即可应用于

多种用途，例如标准品的制备，或供其它研究使用(如，临床试验，

生物检测等)。所有分离出的化合物都需要达到尽可能高的纯度，并

且制备过程需要尽可能的快速有效。过去的文献中介绍过诸多有关

天然产物提取、分离和纯化的技术2，制备级反相高效液相色谱仪

(RP-HPLC)在此类操作中的应用广泛，被视为是一种适用于多类化合物

的快速、可靠与稳定的技术。本应用纪要将介绍利用沃特世(Waters®)

Prep 150 LC系统(图2)分离银杏叶粉末中的黄酮类化合物。

http://www.waters.com/waters/en_US/Prep-150-LC-System/nav.htm?cid=134727002
http://www.waters.com/waters/en_US/ACQUITY-UPLC-H-Class/nav.htm?cid=10138533
http://www.waters.com/waters/en_US/ChromScope-Software/nav.htm?cid=134647658
http://www.waters.com/waters/en_US/XBridge-Columns/nav.htm?cid=513767
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实验

分离

使用包含下列沃特世组件的Prep 150 LC系统

(图2)执行制备级色谱分离：

泵：  2545二元梯度模块

检测器：  2489紫外可见光

  检测器(带半制备级

  TaperSlitTM流通池)

进样器： 配有5 mL定量环的制备级

  进样器

收集器： 馏分收集器III

软件：   ChromScope 1.4版

实验所涉及的分析级色谱分离(方法开发和

最终纯度检查)均采用配有ACQUITY PDA检测器

的ACQUITY UPLC H-Class系统完成，控制软件为

Empower® 3。两套初始分析级分离操作的开

发条件(一套用于纯度检查的梯度条件和一

套用于纯化的等度条件)详情如下所示。

分析级梯度条件(用于纯度检查)

系统：   ACQUITY UPLC H-Class

柱温：   50˚C

流速：  0.50 mL/min

流动相A：  0.2%甲酸水溶液

流动相B： 乙腈

梯度：   在13 min内由85:15梯度变

  化至30:70，然后在13 - 15 min
  范围内变化至5:95

检测条件： UV (371 nm)

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18

  色谱柱，130 Å, 1.7 µm, 
  2.1 mm x 100 mm

分析等度条件(用于制备操作放大)

系统：  ACQUITY UPLC H-Class

柱温：  室温

流速：  1.4 mL/min

流动相A： 0.2%甲酸水溶液

流动相B： 乙腈

组成：  73% A与27% B

检测条件： UV (371 nm)

色谱柱： XBridge BEH C18色谱柱，

  130Å，5 µm，
  4.6 mm x 100 mm

下文将详细介绍把制备级分离从分析级

方法几何放大为采用19 x 100 mm XBridge
色谱柱进行操作。

制备级等度条件

系统：  Prep 150 LC
柱温：  室温

流速：  24.8 mL/min
流动相A： 0.2%甲酸水溶液

流动相B： 乙腈

组成：  73% A与27% B
进样体积： 0.25 mL
检测条件： UV (371 nm)
色谱：  XBridge BEH C18 OBDTM制备

  色谱柱，130Å，5 µm，
  19 mm x 100 mm
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提取

将银杏叶粉末(20 g)加入100 mL甲醇中，超声60 min。加入40 mL 3N的盐酸后，将此混合物加

热至沸腾并回流90 min。此回流操作可将黄酮苷水解成单个的黄酮化合物。冷却至室温后，

使用Whatman #1滤纸对提取物进行过滤即可，无需进一步处理。

 

 

结果与讨论
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图3. 银杏叶粉末提取物的UPLC色谱图。
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对制备所得的提取物进行梯度UPLC®分析，结果显示其中槲皮素和山柰酚的浓度分别为

0.088和0.104 mg/mL(未获得异鼠李素的定量标准品)，根据UV (371 nm)条件下测得的峰面

积百分比计算所得三种化合物的总体纯度约为11%，14%和5%(图3)。借助于先前开发出

的分析级等度HPLC方法(图4)，使用内置于ChromScope软件中的Analytical to Prep Gradient 
Calculator(分析级至制备级梯度计算器，图5)可计算出几何放大至内径为19 mm的色谱柱时

所需的制备级分离流速。分析级至制备级梯度计算器是一款简便且易用的工具，可进行分

析级至制备级操作的几何缩放计算，提供流速与梯度时间计算信息。分析级方法到制备级

方法的准确放大可实现在分析级规模下进行方法开发，从而能够节省样品并减少方法开发

所需的溶剂使用量。放大的制备级色谱会与分析级色谱十分相似，使用户能够准确地通过

放大的制备级方法收集目标峰。之前发布的应用纪要3中对此类放大计算提供有更详细的

描述。
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图4. 银杏叶粉末提取物的分析级等度HPLC色谱图。

图5. 沃特世ChromScope分析级至制备级梯度计算器。
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图6. ChromScope制备级HPLC色谱图，显示有三个收集峰。

图7. ChromScope馏分收集方法。
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实验通过等度纯化分离方法和基于阈值的馏分收集方法，使用0.25 mL的进样量实现了结果

可接受的制备级分离(图6)。通过ChromScope软件可设置在收集时间段中通过阈值收集轻松

实现各馏分的收集(图7)。本示例中定义了一对收集时间段(3.0至4.0 min和6.0至7.5 min)，
定义时间段以外洗脱出的所有峰都不会收集到最终的组分中。每个定义时间段中的洗脱峰

必须满足峰阈值条件(本示例中第一个时间段的阈值为25 mAU，第二个时间段阈值为15 mAU)
才能实现正确的收集操作。根据UPLC分析(数据未示出)，所收集馏分的纯度分析显示三种

化合物的紫外吸收峰面积%纯度分别为87%、96%和85%。
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结论

■

■

■

■

■

本实验采用沃特世Prep 150 LC制备级HPLC系统对

银杏叶粉末提取物中的物质进行了分离与纯化。

沃特世ChromScope软件(1.4版)的全面化系统控制

提供了出色的系统灵活性，用户可对所有的方法

参数进行轻轻修改。

实验先开发出了分析级分离方法，然后利用分析

级至制备级梯度计算器将此方法几何放大至

Prep 150 LC系统上的19×100 mm制备级色谱柱。

简单易设置的馏分收集实现了目标化合物的精确

收集。

初始提取物中包含15%的槲皮素和18%的山柰酚，

通过这套易于使用的Prep 150 LC系统可将每种组分

的纯度提高到87%以上。

Waters, The Science of What’s Possible, ACQUITY UPLC, UPLC, Empower和XBridge是沃特世公司的注册商标。
ChromScope和OBD是沃特世公司的商标。其它所有商标均归各自的拥有者所有。
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