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	第3节 提取分离方法

概述：

  天然药物化学的研究是从有效成分或生理活性化合物的提取、分离工作开始的。进行提取分离工作必然要涉及天然药物的化学成分，为此，需先复习天然药物资源中化学成分类型以及各类成分的性质，尤其是其溶解性能。

一、天然药物资源中化学成分的主要类型

根据溶解性能的差异，天然药物的主要化学成分类型可分为：

1、脂类：脂类为长链脂肪酸与醇类缩合而成的单脂和其类似或有关的衍生物。
（1）油脂：为甘油脂肪酸酯等，常温下油是液体，脂为固体，是混合物。
（2）蜡：为脂肪酸和脂肪醇生成的酯类。例：薏苡仁酯（具抗癌活性）

（3）甾醇类：例：β谷甾醇、α-菠甾醇等
（4）磷脂 
★ 脂类物质易溶于石油醚、氯仿等亲脂性溶剂，难溶于水。
2、色素：色素有脂溶性色素和水溶性色素。
脂溶性色素主要指叶绿素（卟啉类化合物）和叶黄素、胡萝卜素（四萜），其溶解度和脂类相似。
3、萜类：按照"经验的异戊二烯法则"，认为萜类是由异戊二烯聚合而成的化合物，有单萜、多萜。是天然界最多的一类化合物，已有2万多个化合物结构被确定。 
*** 挥发油：是一类具有挥发性，可随水蒸气蒸馏的油状液体，其组成复杂，主要为单萜和倍半萜类成分。
例1. 薄荷醇（单萜）为薄荷挥发油的主要成分，具有镇痛和止痒作用。 
例2. 穿心莲内酯（二萜）为穿心莲的有效成分，具有抗菌、消炎作用。
★ 萜类和挥发油为亲脂性化合物，易溶于石油醚、乙醚等溶剂，难溶于水。
4、生物碱 来源于生物的一类含氮的化合物，多数化合物中N在环内，与酸可成盐。
★ 游离生物碱难溶于水，可溶于氯仿等有机溶剂；生物碱盐易溶于水，难溶于亲脂性有机溶剂。
5、苷类：苷也称甙或配糖体。
非糖类化合物与糖通过苷键（缩醛键）结合生成的一类化合物叫苷，苷遇酸和酶可水解为苷元和糖。根据苷元不同，苷可分为黄酮苷、蒽醌苷、苯丙素苷、强心苷、皂苷等，
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	★ 苷：极性大 易溶于热水、醇。苷元： 极性小 难溶于水。

6、鞣质（tannins）：是结构复杂的多元酚类化合物，因其可鞣皮故称为鞣质，分为两类。
（1）可水解鞣质：糖（或多元醇）和酚类以酯键或苷键结合，在酸、碱或酶作用下可被水解。
（2）缩合鞣质（多聚体）：不能被水解，遇酸等可缩合成鞣酐，羟基黄烷类为该种鞣质前体。
   **** 鞣质性质： 
a. 多为黄色至褐色的无定形粉末；
b. 易溶于水、乙醇、丙酮等极性溶剂，可溶于乙酸乙酯；
c. 可水解鞣质与三氯化铁试剂显蓝至蓝黑色，缩合鞣质显绿至黑绿色；

d. 鞣质与蛋白质结合可形成不溶于水的沉淀，所以常用1%明胶（蛋白）作为鞣质的鉴定试剂。 
7、糖;  8、氨基酸、蛋白质和酶 
9、有机酸 ; 10、无机成分 

二、中草药有效成分的提取
目的物为已知成分或已知化学结构类型者，如从麻黄中提取麻黄素或从某种植物中提取总生物碱等，这样的提取工作比较简单。一般是先查阅资料，收集比较该种或该类成分的各种提取方案，尤其是工业生产方法，再根据具体条件加以选用。

欲从中草药中寻找未知有效成分或有效部位，情况则比较复杂。只能根据预先确定的目标，在适当的活性测试体系指导下，进行提取分离，并以相应的动物模型筛选、临床验证、反复实践方可达到目的。

（一）、常用提取方法：主要有三种， 

1.升华法：
  原理：利用某些具有升华性质的化合物遇热汽化上升，遇冷后又凝固的性质从药材中提取该类成分。 

  适用范围：具有升华性质，而且化学结构遇热稳定、不易被破坏的化合物 

  优点：对于具有升华性质，而且化学结构遇热稳定、不易被破坏的化合物，该方法具有特异性高，所得化学成分较纯的优点。
例如：茶叶中提取咖啡因。
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	●缺点：应用范围窄，对于不具有升华性质，或化学结构遇热不稳定、易被破坏的化合物，该方法不适用。 

●操作方法：常压升华，减压升华
2.水蒸汽蒸馏法：
（1）原理：利用某些挥发性成分能随水蒸气蒸发的性质，从药材中提取该类化学成分。 

（2）适用范围：能随水蒸气蒸发而且化学结构遇热稳定、不易被破坏的的挥发油、小分子生物碱（麻黄碱、烟碱、槟榔碱等）或酚类（牡丹酚等）化合物。 

（3）优点：对于具有挥发性，而且化学结构遇热稳定、不易被破坏的化合物，该方法具有特异性高，所得化学成分较纯的优点。 

（4）缺点：适用范围窄，对于不具有挥发性，或化学结构遇热不稳定、易被破坏的化合物，该方法不适用。
3.溶剂法：

（1）原理：利用天然药物化学成分在特定溶剂中溶解的性质，将其从药材中提取出来。（2）多数情况下采用溶剂法。
（二）、溶剂法

1、溶剂提取法的原理：根据相似者相溶原理，选择与化合物极性相当的溶剂将化合物从植物组织中溶解出来，同时，由于某些化合物的增溶或助溶作用，其极性与溶剂极性相差较大的化合物也可溶解出来。

2、溶剂选择的依据-----“相似者相溶”原则
3、常用溶剂：从石油醚至水，以亲脂性下降（亲水性增加）的顺序排列，在文献中溶剂还常常用英文字母缩写形式表示。
※ 环己烷~石油醚、 苯、 乙醚、 氯仿、乙酸乙酯、 正丁醇、丙酮、 乙醇、甲醇、 水 
※   ether, C6H6，Et2O，CHCl3，EtOAc，  n-BuOH，Me2CO，EtOH，MeOH，H2O
 
                       亲水性增加方向

● 比水重的有机溶剂：氯仿

●与水分层的有机溶剂：环己烷 ~ 正丁醇

●能与水分层的极性最大的有机溶剂：正丁醇
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	●与水可以以任意比例混溶的有机溶剂：丙酮 ~ 甲醇

●极性最大的有机溶剂：甲醇（分子小，穿透性强，溶剂性能好！）

●极性最小的有机溶剂：环己烷

●介电常数最小的有机溶剂：石油醚

●常用来从水中萃取苷类、水溶性生物碱类成分的有机溶剂：正丁醇

●溶解范围最广的有机溶剂：乙醇

◆◆◆  溶剂选择与被提取化学成分对照表

选择的溶剂
被提取成分
石油醚
脱脂（脂类、色素、萜类等）
苯、乙醚、氯仿、乙酸乙酯
甾类、萜和挥发油、生物碱、各种苷元
正丁醇
苷
乙醇、甲醇
蛋白、多糖以外的各类成分
水
苷、生物碱盐、鞣质、氨基酸、蛋白、糖
4、溶剂选择的原则
●目标成分易溶，杂质成分难溶；

●惰性，不与目标成分反应，即使反应也属于可逆性的；
●经济安全、后续操作容易进行，如：过滤、浓缩等。
5、根据提取溶剂的种类不同，可以将溶剂法分为四种：

（1）水提取法 

●适用范围：适用于水溶性成分如：苷类、生物碱盐、有机酸盐、糖、蛋白质、氨基酸、鞣质等化学成分的提取。 

●优点：经济、安全、无毒。 

●缺点：含杂质多，不易纯化；体积大，沸点高，不好浓缩；容易发霉；难过滤；加热时易糊化等。
（2）醇提取法 常用醇为甲醇和乙醇以及不同浓度的甲醇、乙醇水溶液 

● 适用范围：适用于除蛋白质和多糖以外的其他各种水溶性和脂溶性成分的提取。 

● 优点：较为便宜易得，醇兼有亲水性和亲脂性，对植物细胞渗透力强，可以提取多种成分。 

● 缺点：易燃，甲醇有一定毒性。
（3）亲脂性有机溶剂提取法 

● 常用有机溶剂包括：正丁醇、乙酸乙酯、氯仿、乙醚、苯、以及石油醚等 

适用范围：有机溶剂种类不同，提取成分不同。
※※ 常用有机溶剂大致有以下规律：
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	 正丁醇——苷类；乙酸乙酯——黄酮类；
 氯仿——生物碱类及苷元类；
 乙醚、苯——游离的黄酮，香豆素，蒽醌，甾类，萜类等苷元以及挥发油等；
 石油醚——挥发油、脂类、色素、树脂 

  ◆ 优点：选择性强，可除去水溶性杂质。 

  ◆ 缺点：价格昂贵；多数易燃，特别是乙醚；有些毒性大，如：苯和氯仿，现多用甲苯和二氯甲烷代替；不适于大规模生产。
（4）超临界流体萃取技术 

◆ 原理：当一种物质处于其临界温度与临界压力以上的状态时，形成即非液体又非气体的单一相态，称为超临界流体(supercritical fluid，SCF)。超临界流体兼有气、液两重性的特点，即密度接近于液体，而粘度和扩散系数又与气体相似，因而它不仅具有与液体溶剂相当的萃取能力，而且具有优良的传质效果。超临界流体萃取(supercritical fluid extraction，SFE)技术就是利用上述超临界流体的非同寻常的性质，控制体系的压力和温度萃取出所需要的物质，然后通过降压或升温的方法，降低超临界流体的密度，从而使萃取物得到分离。 

◆ 常用作超临界流体的物质：二氧化碳、氧化亚氮、乙烷、乙烯、苯、甲苯、氨气等，其中在天然产物提取中使用最多的是二氧化碳。
◆ 二氧化碳具有下列优点：
 1）临界温度为31.2℃，近于室温；
 2）临界压力在73个大气压，易于操作；
 3）安全、不燃烧及化学上安定；
 4）可防止被萃取物的氧化； 5）无毒；6）价廉易得。 
◆由于C02超临界流体溶解力比有机溶剂小，一般需要加入适量的夹带剂，如水、甲醇、乙醇、戊醇等。 
◆ 适用范围：挥发油及脂溶性成分，加入极性较大的夹带剂后，也可以用于极性较大的化合物如苷类的提取。尤其适用于热敏组分的提取。 
◆优点： 1）操作范围广，便于调节； 2）选择性好； 3）萃取、分离一步完成； 4）溶剂回收简便，且可循环使用； 5）萃取效率高，速度快； 6）低温操作，特别适合于热敏性组分； 7）可以调节萃取物的粒度； 8）无有机溶剂残留。
◆ 缺点： 所需仪器设备价格昂贵  
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	6、中药材的预处理

如无特殊规定，药材须干燥并适当粉碎，以利增大与溶剂的接触面积，提高萃取效率。

7、根据操作方法不同可对溶剂法进行如下分类：

（1）煎煮法： 

※ 适用范围：一般是以水为溶剂时才使用此法。 

※ 操作方法：将粉碎好的药材装入合适容器内，加入适量水，加热煮沸一定时间，并注意不断补充失去的水分，然后倾出提取液，再加入新鲜的水煎煮两次，并可适当缩短煎煮的时间。
※注意事项： 1）注意使用温火煎煮；如果水蒸发过多，应适当补充水；
 2）容器用玻璃、搪瓷等器皿，不要用铁器。
3）所提取物质为原生苷类时应先破坏酶的活性。
（2）浸渍法（浸泡法）
※ 适用范围：一般是以水、醇或稀醇为溶剂时采用此法，使用其他有机溶剂时也可采用，但应注意安全。 

※ 操作方法：将药材装入合适的容器，加入适量溶剂，通常以浸过药面为度，浸泡一定时间，并经常搅拌，倾出浸泡液，再加入新鲜溶剂浸泡两次，时间可适当缩短。 

※ 注意事项：
 1）药材提取前应预先粉碎，药材粉碎度应合适，太粗提取不完全，太细不易过滤。
 2）溶剂应以浸过药面为宜。
 3）浸泡过程中应经常搅拌。
 4）所需溶剂量、浸渍时间以及浸渍次数均无统一规定，原则上以提取完全为准则。一般所需溶剂量约10倍量左右，浸渍时间以第一次为最长，一般为12小时或更长以后可以适当缩短。 
（3）渗漉法
★ 适用范围：一般是以水、醇或烯醇为溶剂时采用此法，使用其他有机溶剂时也可采用，但应注意安全。
★ 操作过程

1）润胀：将药材粗粉用适量溶剂充分润胀。
 2）装筒：将润胀好的药材装入渗漉筒，并轻轻压平。
3）浸泡：打开下口，从上方轻轻加入溶剂，至高出药面几个厘米，收集下口滴出的溶液，关闭下口活塞，加盖，浸泡一定时间。
4）渗漉：打开下口活塞，以一定速度开始渗漉，收集渗漉液，并始终保持药材上部有一定量溶剂。 
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	注意事项：
 1）药材粉碎度应合适，一般为10～20目，太粗提取不完全，太细易堵塞。
 2）药材装入渗漉筒前要充分润湿溶涨，但又不能有过量溶剂。
 3）加入溶剂前，一定要先打开下口排除筒内气泡。 
4）加溶剂时一定要轻轻加入至高出药面几个厘米。
 5）开始渗漉后，要始终保持溶剂高出药面。
6）渗滤速度可控制在生药量的百分之一左右（ml/min）或每小时流出量为渗滤筒容积的1/24～1/48。 
（4）连续回流提取法（索氏提取）：
※ 适用范围：一般是以醇或其他有机溶剂为溶剂时使用此法。
※ 操作方法：
1） 将药材粗粉包入滤纸中，加入沙氏提取器内，注意药面高度不能超过虹吸管； 
2）将提取用溶剂倒入烧瓶内，搭好装置，并开始加热回流提取。
※ 原理： 当烧瓶内的溶剂受热汽化后进入冷凝器，遇冷凝结为液体，回滴到提取器内，起到温浸药材的作用。当提取器内的溶剂超过虹吸管上端时，全部浸泡液则吸入烧瓶中，如此反复多次至提取完全。
※ 注意事项： 
1）提取器内的药面高度不得超过虹吸管的高度。
2）包裹药材用滤纸筒应注意不要有缝隙，以防药材溢出堵塞虹吸管。
3）提取溶液内应加入沸石。
（5）超声法 
※ 适用范围：适用于任何提取溶剂。 

※ 操作方法：将粉碎好的药材放于合适的容器内，加入提取用溶剂，放入超声仪内，超声提取一定时间。然后倾出提取液，再加入新鲜溶剂超声提取两次，并可适当缩短提取时间。 

※注意事项：
 1）当使用有机溶剂时，应注意不要太密闭，以防塞子因内压太高而冲出。
 2）超声次数和时间因药材不同而异，至提取完全为止。时间一般可以为每次10～30分钟，次数3次左右。 
8、提取液的浓缩方法

（1）常压蒸馏法 一般是浓缩低沸点有机溶剂时使用此法 

 注意事项：一定要加入沸石，以防暴沸。 
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	（2）减压蒸馏  浓缩较高沸点溶剂时可以使用此法 
（3）旋转蒸发 浓缩较高沸点溶剂如甲醇、乙醇、正丁醇、水等时使用此法。
 ※ 所需仪器：旋转蒸发仪 

 ※ 注意事项：正确使用旋转蒸发仪，并使用防溅瓶，防止暴沸。  
（4）薄膜蒸发 一般是浓缩较大量溶剂时使用此法，并可用于大生产。 

 ※ 所需仪器：薄膜蒸发仪。薄膜蒸发仪种类多种，关键是能使溶剂能形成薄膜，并需气液分馏器装置。 
※ 注意事项：进样流速合适，使其浓缩效率较高，免去多次倾倒浓缩液，同时又要注意不能浓缩过度，以免堵塞管道。 
（5）冷冻干燥 一般是浓缩水溶液时使用此法，由于是低温干燥，尤其适用对热敏感化学成分的浓缩.

※ 所需仪器：冷冻干燥仪。
※ 注意事项：正确使用冷冻干燥仪。
三、中草药有效成分的分离与精制

（一）、两相溶剂萃取法

1、 原理：利用混合物中各组分在两相溶剂中的分配系数不同来进行纯化分离（萃取时如果各成分在两相溶剂中分配系数相差越大，则分离效率越高）。

2、 适用范围：在两相溶剂中分配系数不同的混合物中各组分的纯化分离。

3、 操作过程：取粗提物，选用二、三种不同极性的溶剂，由低至高分步进行提取。水或乙醇浸膏常为胶状物，难以均匀分散在低级性溶剂中，可伴入适量的硅藻土或纤维素粉，然后低温干燥、粉碎，再选用溶剂依次提取。

4、 实验室常用仪器：一个或多个分液漏斗

5、其他萃取方法简介：
◆ A、B两种溶质在同一溶剂系统中分配系数的比值称为分离因子β。

                β=KA/KB（KA＞KB）

当β≥100，一次萃取可分离；

当10≤β＜100，10-12次；

当β≤2，100次；

当β≌1时，则KA≌KB，意味着两者性质极其相近，无法实现分离。
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	◆ 一般：β>50时，简单萃取；β<50时，逆流分溶法。

◆β值可借助纸色谱法测定的Rf求出。
①逆流分配法（CCD）：是一种多次、连续的液-液萃取分离过程。
②液滴逆流分配法（DCCC）：使流动相呈液滴形式垂直上升或下降，通过固定相的液柱，实现物质的逆流色谱分离。该法对高分子化合物的分离效果较差，处理样品量小，并要有一定的设备，操作较繁琐。

（二）、酸碱法
1、原理：根据酸性化合物溶于碱水，碱性化合物溶于酸水，酸水碱水均不溶的为中性化合物的原理分离酸性、碱性和中性化合物。或者利用酸性或碱性成分酸碱度的差异，采用不同强度的酸、碱或调至不同PH值进行PH梯度萃取，从而使其得以分离。 
2、适用范围：含有酸性、碱性成分或酸碱度有差异的混合物中各组分的分离。
（三）沉淀法
1、原理：利用混合物中各组分溶解度的差异或通过加入化学试剂、溶剂或改变PH值等改变溶解度将混合物中某组份沉淀出来，从而得以与其他成分分离。 

2、适用范围：能与特定试剂生成沉淀、或溶解度有显著差异或改变条件后溶解度有显著差异的组份的分离。 

3、操作方法：加入化学试剂、溶剂或改变PH条件等使产生沉淀，然后分离沉淀与母液。
  ★★★  
1、水提取液加醇沉淀多糖和蛋白质等水溶性杂质（水/醇法）；

2、乙醇浓缩提取液中加水稀释沉淀除去树脂、叶绿素等脂溶性杂质（醇/水法）；

3、醇溶液加乙醚（醇/醚法）或丙酮（醇/酮法）沉淀皂苷。

4、调pH沉淀生物碱、有机酸、氨基酸 

5、有机酸生成铅盐沉淀、生物碱作成雷氏盐沉淀等。

6、加生物碱或明胶沉淀鞣质。 
(四)、盐析法
1、原理：利用饱和盐水溶液可以降低化学成分在水中的溶解度的性质，使其沉淀析出或选用适宜溶剂萃取，使其得以纯化分离。

2、适用范围：在水中有一定溶解度的化合物。
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	3、操作方法：加入氯化钠、硫酸钠、硫酸胺等无机盐使水溶液饱和，若沉淀析出，分离沉淀与母液；若没有沉淀，选择合适溶剂萃取分离。

例如：黄连素盐酸盐在水中溶解度不大，在加入一定量的氯化钠后，使黄莲素盐酸盐沉淀析出。
（五）、制备衍生物法

1、原理：制成适宜的易于分离的衍生物后，再进一步进行分离纯化。

2、适用范围：通过多种方法难以分离纯化的混合物的分离纯化。

3、操作方法：不同衍生物制备的具体方法不同，参见有机化学相关内容。

例如：制备生物碱盐、皂苷的次级苷或乙酰化物。 
（六）、透析法
1、原理：利用水溶液中小分子化合物可以通过半透膜，而大分子化合物不能通过半透膜的性质进行分离纯化。本质上是一种分子筛作用。

2、适用范围：对于生物大分子，一般可以通过透析法进行浓缩和精制。如药用酶的精制。分离和纯化皂苷、蛋白质、多肽、多糖等大分子物质，可将其留在半透膜内，而将如无机盐、单糖、双糖等小分子的物质透过半透膜，进入膜外的溶液中，而加以分离精制。
3、操作方法：

（1）除去大分子化合物中的小分子化合物：把透析膜扎成口袋后，装入要透析的溶液，捆紧，把口袋放在装有流动水的溶液中，即可。透析袋内即为大分子化合物。

（2）除去小分子化合物中的大分子化合物：这种情况下不能用流动水，必须使水在一封闭容器中，而且透析过程要不断的搅拌。

例如：蛋白及多糖的纯化常用此法。 
（七）、分馏法
1、原理：利用各类成分沸点的不同

2、适用范围：主要用于挥发油中各类成分的分离纯化。
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	3、操作方法：常压分馏、减压分馏。一般情况下，液体混合物沸点相差100℃以上时，可用反复蒸馏法；沸点相差25℃以下时，需用分馏柱；沸点相差越小，则需要的分馏装置越精细。

（八）、结晶法
1、原理：一般情况下，一个固体成分达到一定纯度，在某种条件下就会结晶析出，分离结晶与母液，从而得以纯化分离。

2、适用范围：待分离成分能结晶且在结晶溶剂中热时溶解度大，冷时溶解度小，杂质在结晶溶剂中冷热均不溶或均溶解。

3、操作方法：

  （1）单一溶剂结晶法：选择合适单一溶剂，加热溶解，趁热过滤，除去热不溶杂质，然后静置，使其自然冷却析晶，过滤、收集结晶。

  （2）混合溶剂结晶法：一般是先将固体溶于易溶、低沸点的溶剂中，趁热过滤，除去热不溶杂质；然后滴加难溶、高沸点溶剂，直到溶液变混，接着加热或滴加第一种溶剂，使之澄清，加盖放置析晶，过滤收集结晶。

（九）、吸附法 
1、原理：利用吸附材料中如大孔吸附树脂、活性碳、聚酰胺等对不同化合物吸附能力的不同，不同洗脱剂对不同化合物洗脱能力的不同，而纯化分离混合物中的不同组分。

2、适用范围：与吸附材料吸附力不同的化学成分的纯化分离。

3、操作方法：首先将混合物溶液流经吸附材料，然后采用不同的洗脱剂洗脱得不同的化学成分。

例如：、除叶绿素：如用大孔树脂RA，用EtOH洗脱，先洗出其他成分，叶绿素被吸附。 纯化皂苷：应用大孔树脂D101、HP-20、NKA等，先用水洗除糖等，再用稀EtOH洗脱皂苷。

（十）、色谱法
   分离结构相似的天然药物化学成分，经过前九种方法纯化分离后，一般难以得到较纯的单一化合物，最后多采用色谱法（又称层析法）。
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