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离子液体提取分离鹿藿中异黄酮化合物

郭燕燕　尹卫平　刘　普　胡　亚　闫孟杰　 孙向前
（河南科技大学化工与制药学院　洛阳 ４７１００３）

摘　要　以１丁基３甲基咪唑四氟硼酸盐（［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４）离子液体取代天然产物研究中的溶剂，对具有抗雄
性生育活性和抑菌作用的鹿藿根中的异黄酮成分进行提取和分离。从鹿藿根的７０％乙醇粗提物中，成功分离
纯化得到３种异黄酮类化合物，它们均是首次从植物鹿藿中分离得到。经过波谱分析鉴定，３种化合物的结构
被确定为木豆酮（Ｃａｊａｎｏｎｅ）、鸡豆黄素Ａ（ＢｉｏｃｈａｎｉｎＡ）和１种新的异黄酮类化合物，被命名为３［４′（１″甲氧
基）丙基氧代］苯基５，７二羟基异黄酮（３［４′（１″ｍｅｔｈｏｘｙ）ｐｒｏｐｏｘｙ］ｐｈｅｎｙｌ５，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ）。建立
了植物鹿藿中异黄酮含量的测定方法：以木豆酮化合物为标准品，在其紫外最大吸收峰２７０ｎｍ处，测得生药
中总异黄酮的含量为０７３％；测得平均加样回收率９９９４％，相对标准偏差３６６％，离子液体回收率７６７％。
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２０１００７１９收稿，２０１０１１０５修回

国家“８６３”项目资助课题（２００７ＡＡ０５Ｚ４５４），河南科技大学ＳＲＴＰ研究计划资助

通讯联系人：尹卫平，教授；Ｔｅｌ／Ｆａｘ：０３７９６４２３２１９３；Ｅｍａｉｌ：ｙｉｎｗｐ＠ｍａｉｌ．ｈａｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ；研究方向：天然产物化学

基于离子液体的特性及其在有机物萃取中的应用效果，与传统有机溶剂相比，离子液体是一种环境

友好溶剂。离子液体的特征在于具有温度区间大、溶解范围广、良好的化学和热稳定性；另一方面离子

液体几乎没有蒸气压，同时具有不挥发、不易燃烧和爆炸等许多优点。尤其在蒸馏、分离等处理过程中，

不会因为挥发造成损失以及对环境造成污染和危害，因而在天然产物提取分离中，离子液体被认为是传

统挥发性有机溶剂的理想替代品［１２］，显示出广阔的应用前景。自１９９８年以来，Ｈｕｄｄｌｅｓｔｏｎ等［３］首次用

离子液体［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４萃取苯及苯的衍生物以来，离子液体优于传统溶剂的分配性能和萃取能力，进一
步得到国内外广泛的研究与关注［４７］。本文选取具有重要药用价值的鹿藿为研究对象，探讨了离子液体

用于天然产物有效成分的提取和分离、以及离子液体在提取工艺上应用的可行性。

鹿藿（ＲｈｙｎｃｈｏｓｉａｖｏｌｕｂｉｌｉｓＬｏｕｒ），为豆科鹿藿属植物，多年生缠绕草本，广泛分布于我国的江浙一
代，以鹿藿根入药［８］。前期作者的药效学研究证明，鹿藿根的７０％乙醇提取物具有显著的抗生育和抑
菌作用［９］。进一步的植物化学研究表明，异黄酮为其中有效活性成分之一。常规用植化分离手段，其分

离效果不佳，加上该植物脂溶性成分极少，因此寻求新的分离纯化技术，建立抗雄性生育活性异黄酮

有效成分的提取工艺，始终是该研究的主要任务之一。本文尝试利用室温离子液体［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４作为提
取分离溶剂，从鹿藿根的提取物中通过纯化，获得了３种异黄酮类化合物。同时对鹿藿提取物中异黄酮
的含量进行了测定，在工艺上实现了离子液体的循环利用。本研究为天然产物的药用物质基础研究，选

择了一种新的绿色溶剂，从而拓展了分离纯化的方法和手段。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＵＶ２０００型紫外分光光度计（上海秦迈仪器有限公司）；ＤＰＸ４００型超导核磁共振仪 ＮＭＲ（瑞士
Ｂｒｕｋｅｒ公司）；液相色谱质谱联用仪 ＬＣＭＳ（ＱＴＯＦ，美国安捷伦 Ａｇｉｌｅｎｔ６５２０）；旋转蒸发仪 ＦＲ５２Ａ（上
海亚荣生化仪器厂）；循环水真空泵ＳＨＥＤ（Ⅲ）（巩义市英峪仪器厂）；柱层析用硅胶００７５～０１５ｍｍ
（青岛海洋化工厂）。［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４离子液体纯度９９００％（购自安阳河南利华制药有限公司）。异黄酮的
测定以木豆酮为标准品。木豆酮标准对照品纯度达９９９０％，河南科技大学天然产物研究所保存。
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异黄酮标准溶液配制：称量木豆酮５１ｍｇ，用离子液体［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４定容至１０ｍＬ，摇匀；再吸取上
述木豆酮溶液１００ｍＬ置容量瓶中，加离子液体［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４定容至５００ｍＬ，即为制备的异黄酮标准溶
液，计算标准溶液浓度为１０２ｍｇ／Ｌ。

提取物的原材料为鹿藿根的乙醇浸膏。

１．２　实验方法
１．２．１　异黄酮类化合物的提取和样品溶液的制备　取鹿藿的７０％的乙醇粗体物浸膏５ｇ，搅拌状态
下，加入１５ｍＬ离子液体，用木豆酮标准品对照和薄层色谱检测，继续搅拌８ｈ，静置后倒出上清液（离
子液相），即为制得的提取异黄酮类化合物的样品溶液。

１．２．２　异黄酮类化合物的含量测定　用紫外分光光度法测定样品中异黄酮的浓度［１０］：在最大吸收波

长为２７０ｎｍ处，测定样品溶液的吸光度值，根据一系列标准溶液测定的标准工作曲线，计算鹿藿乙醇
浸膏中异黄酮的含量。

１．２．３　异黄酮类化合物的分离纯化和离子液的回收　用硅胶柱层析法，分离和纯化样品溶液。柱填料
为硅胶，展开剂用环己烷／乙酸乙酯梯度洗脱，收集不同馏分。对获得的单体化合物，经化学分析和波谱
学分析检测（ＮＭＲ，ＭＳ），然后对化合物进行鉴定和表征。同时对收集的净离子液进行合并，回收后再循
环利用到异黄酮的提取液中。

２　结果与讨论
２．１　异黄酮化合物的提取分离与结构鉴定

以７０％的鹿藿乙醇浸膏为原料，用［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４离子液体作为提取剂，通过柱色谱分离纯化和波谱
分析鉴定，得到３个异黄酮类的化合物，它们分别是木豆酮、３［４′（１″甲氧基）丙基氧代］苯基５，７二
羟基异黄酮和３（４′甲氧基）苯基５，７二羟基异黄酮（鸡豆黄素Ａ）［１１１２］。它们的化学结构式如Ｓｃｈｅｍｅ
１所示。该类化合物在植物鹿藿中为首次报道。作为抗男性生育有效成分，鹿藿中异黄酮含量若以木豆
酮计，结果获得生药中总异黄酮的含量为０７３％。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃａｊａｎｏｎｅ（Ａ），３［４′（１″ｍｅｔｈｏｘｙ）ｐｒｏｐｏｘｙ］ｐｈｅｎｙｌ５，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ（Ｂ）ａｎｄ
ｂｉｏｃｈａｎｉｎＡ（Ｃ）

对３个化合物结构进行了鉴定。
木豆酮（Ｃａｊａｎｏｎｅ）：黄色透明胶状物，ＨＲＥＳＩＭＳｍ／ｅ：４２３１８１２［Ｍ＋１］＋（Ｃ２５Ｈ２７Ｏ６计算值４２３１８０８）。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３），δＨ：１４４（３Ｈ，ｓ，Ｍｅ），１４２（３Ｈ，ｓ，Ｍｅ），１７３（３Ｈ，ｓ，Ｍｅ），１７１（３Ｈ，ｓ，Ｍｅ），３２１
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ，Ｈ１″），４５８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０，５Ｈｚ，Ｈ３），４４７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１１，５Ｈｚ，Ｈ２），４６０（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
１１，１０Ｈｚ，Ｈ２ａｘ），５２６（１Ｈ，ｔｌｉｋｅｍ，Ｈ２），５６２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０Ｈｚ，Ｈ５″），５８７（１Ｈ，ｓ，Ｈ８），６４７（１Ｈ，ｓ，Ｈ
３′），６５８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１０Ｈｚ，Ｈ４″），６８２（１Ｈ，ｓ，Ｈ６′），７２８，７００（１Ｈｅａｃｈ，ｂｒｓ，ＯＨ），１２０５（１Ｈ，ｓ，Ｃ５ＯＨ）；
光谱数据与文献［１１］报道一致，经鉴定是木豆酮化合物。其结构式如Ｓｃｈｅｍｅ１（Ａ）所示。
３［４′（１″甲氧基）丙基氧代］苯基５，７二羟基异黄酮（３［４′（１″ｍｅｔｈｏｘｙ）ｐｒｏｐｏｘｙ］ｐｈｅｎｙｌ５，７

ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ）：黄色无定性粉末，１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ），δＨ：８０５４（１Ｈ，ｓ，Ｈ２），６２１（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝２０Ｈｚ，Ｈ６），６３４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｈ８），６８４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ２′），７３６（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
８８Ｈｚ，Ｈ３′），５３３（１Ｈ，ｍ，ＣＨ），３４７（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），２０５（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），０８６（３Ｈ，ｍ，ＣＨ３）。基于该化
合物的波谱数据的分析和与文献报道的化合物数据对照［１１１２］，该化合物被推断为３［４′（１″甲氧基）
丙基氧代］苯基５，７二羟基异黄酮。其结构式如Ｓｃｈｅｍｅ１（Ｂ）所示。
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鸡豆黄素Ａ（ＢｉｏｃｈａｎｉｎＡ）：黄色无定性粉末，在１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ），δＨ：８０５（１Ｈ，ｓ，Ｈ２），
６２２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２０Ｈｚ，Ｈ６），６３４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２０Ｈｚ，Ｈ８），６８４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，Ｈ２′），７３６（２Ｈ，
ｄｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ３′），３３４（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３）。该化合物的波谱数据与文献报道的化合物鸡豆黄素 Ａ
（ＢｉｏｃｈａｎｉｎＡ）基本一致［１２］，因此该化合物被鉴定为鸡豆黄素Ａ。其结构式如Ｓｃｈｅｍｅ１（Ｃ）所示。
２．２　离子液体的选择

实验显示，标准品木豆酮不溶于疏水性离子液体［Ｂｍｉｍ］ＰＦ６，而溶于亲水性离子液体，如氯化１丁
基３甲基咪唑盐 （［Ｂｍｉｍ］Ｃｌ）和１丁基３甲基咪唑四氟硼酸盐（［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４）。亲水性离子液体选择
性萃取实验表明，由于［Ｂｍｉｍ］Ｃｌ离子液体亲水性更强，在非水相中分配比过小，造成液液萃取分离困
难，所以液液分离选择［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４离子液体。
２．３　吸收波长的选择

在２００～４００ｎｍ分别测定标准溶液和制得的提取的异黄酮类化合物的样品溶液的吸光度，如图１
所示。从图１可以看出，二者在２７０ｎｍ处均有１个最大吸收峰，且最大吸收峰周围没有干扰，因此
２７０ｎｍ作为此实验的测定波长。

图１　标准溶液和异黄酮样品溶液的吸收光谱
Ｆｉｇ．１　ＵＶＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ（Ａ）ａｎｄｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ（Ｂ）ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．４　标准曲线的绘制
精密吸取标准溶液分别为０２、０３、０４、０６、０９和１２ｍＬ，各置于１０ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水稀

释至刻度，摇匀，待测。用１ｍＬ离子液体［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４加蒸馏水至１０ｍＬ作空白对照，以２７０ｎｍ处所测
吸光度Ａ为因变量，不同体积的标准溶液质量浓度ρ为自变量，用最小二乘法做直线回归分析，得回归
方程：Ａ＝００４５９ρ－０００６０５１（ｒ＝０９９４１，ｎ＝６）。结果表明，标准溶液质量浓度在２０４～１２２２ｍｇ／Ｌ
范围内，吸光度与浓度的线性关系良好，结果见表１。

表１　标准溶液浓度与吸光度的关系
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

Ｖｏｌ．ｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｍＬ ０．２ ０．３ ０．４ ０．６ ０．９ １．２

Ｃｏｎｃ．ｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ／（ｍｇ·Ｌ－１） ２．０４ ３．０６ ４．０８ ６．１２ ８．９２ １２．２２
ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅＡ ０．１００ ０．１４２ ０．１７６ ０．２５０ ０．４１６ ０．５６６

２．５　方法的重复性、精密度和样品的稳定性实验
２．５．１　重复性实验　取００１ｍＬ异黄酮标准溶液和１０ｍＬ［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４离子液体置１０ｍＬ容量瓶中，
加蒸馏水稀释至刻度，分置６个试管中，于２７０ｎｍ处平行测定吸光度值并作重复性实验，结果见表２。
计算其吸光度的相对标准偏差ＲＳＤ＝２７３％，表明该方法重复性良好。

表２　吸光度的重复性实验结果
Ｔａｂｌｅ２　ＵＶＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｔｅｓｔｓ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６
ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅＡ ０．１６３ ０．１６６ ０．１６２ ０．１６８ ０．１７２ ０．１７３
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２．５．２　精密度实验　取表２中的１号样品溶液，于２７０ｎｍ处连续测定其吸光度６次，所测吸光度值依
次为０１６５、０１６３、０１６２、０１６４、０１６３和０１６０。计算吸光度的相对标准偏差ＲＳＤ＝１０６％，表明该实
验的仪器精密度良好。

２．５．３　稳定性实验　取表２中的１号样品溶液，于２７０ｎｍ处分别在０５、１、２、４、６和８ｈ时测定其吸光
度，所测吸光度值依次为 ０１６４、０１６１、０１６０、０１５８、０１５５和 ０１５１。计算吸光度的相对标准偏差
ＲＳＤ＝２９３％，表明样品在８ｈ内稳定性良好。
２．６　加样回收率和样品中异黄酮含量的测定

取一定量样品溶液，分别加入适量标准溶液，制备成供试品溶液。回收率测定数据见表３。

表３　加样回收率分析
Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｙｉｅｌｄｏｆｔｈｅａｄｄｅｄｉｎｄｅｘ

Ｓａｍｐｌｅ／μｇ Ａｄｄｅｄ／μｇ Ｆｏｕｎｄ／μｇ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

１０．１２ ４．５９ １５．２２ １０３．４７ ９９．９４ ３．６６
８．５６ ６．０８ １４．６７ １００．２０
９．１０ ９．１２ １７．５２ ９６．１６

　　用紫外分光光度法测定鹿藿乙醇浸膏中异黄酮含量：取００１ｍＬ样品溶液和 ０５ｍＬ［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４
离子液体置５ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水稀释至刻度，分置 ３个试管中，仍以离子液体作空白对照，于
２７０ｎｍ处平行测定其吸光度。测定结果如表４所示。

表４　乙醇浸膏中异黄酮含量的测定
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｉｎｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔ

Ｓａｍｐｌｅ Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ Ａｖｅｒａｇｅ ρ（Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ）／（ｍｇ·Ｌ－１）

１ ０．２４９ ０．２３０ ４．９５
２ ０．２３５
３ ０．２０６

２．７　离子液体回收实验
将柱层析收集的富含离子液体的馏分［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４，减压蒸除溶剂，回收得到离子液体纯品（纯度核

磁氢谱检测达９７％以上），回收率高达７６７％。说明离子液体经过简单处理后可以再生，因而在提取分
离中能够循环利用。

３　结　论
以１丁基３甲基咪唑四氟硼酸盐（［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４）离子液体为提取剂，利用有效成分异黄酮在水及离

子液体中分配比的不同，以及在该体系中离子液体与溶质分子间所具有的特征化学键力的作用，经充分

搅拌后，实现了离子液体选择性提取分离鹿藿中的异黄酮成份的效果。该研究从鹿藿根的７０％乙醇粗
提物中，设计利用［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４离子液体分离其中有效成分，最终成功分离纯化得到３个异黄酮类化合物
为木豆酮（Ｃａｊａｎｏｎｅ）、３［４′（１″甲氧基）丙基氧代］苯基５，７二羟基异黄酮和鸡豆黄素 Ａ（Ｂｉｏｃｈａｎｉｎ
Ａ）。它们均是首次从植物鹿藿中分离得到，其中３［４′（１″甲氧基）丙基氧代］苯基５，７二羟基异黄
酮是一个新的异黄酮类化合物。进一步用紫外吸收光谱法建立了植物鹿藿中异黄酮含量的测定方法。
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