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黄连生物碱类成分的分离与鉴定
孟莹莹
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摘要：黄连是一味常用的中药，黄连生物碱是具有很好药效的一类有效成分。本文从黄连生物碱的化学结构特征、

分离提取、鉴定等方面进行了综述，在此基础上重点介绍了小檗碱、黄连碱和巴马汀等主要成分的分离纯化方法，

并运用现代色谱与光谱技术完成了对其成分的鉴定，旨在为黄连资源的开发利用和黄连的质量控制提供理论参考。

研究表明，对黄连生物碱进行分离时需要考虑提取效率、成本以及是否绿色环保的问题，并且使用多种技术联合

的方式可以大大增加鉴别的准确性。
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引言

黄连为毛茛科植物，根茎干燥后入药，是中华民族

传统中药材之一，《神农本草经》上有记录，可清热燥

湿、泻火解毒，现已知黄连主要有效成分是异喹啉类生

物碱，如小檗碱、黄连碱、巴马汀、药根碱等，这类化

合物具有抗菌、抗炎、降血糖、抗肿瘤等作用，但由于

它们的化学结构非常相似，使得黄连生物碱分离纯化过

程较为困难。随着分析技术的发展，黄连生物碱的分离

提取方法逐渐得到改进和完善，检测鉴定方法也由最初

的低灵敏度、低分辨率逐步向高灵敏度、高分辨率的方

向发展。本文在总结近年来有关黄连生物碱的研究进展

的基础上，详细阐述黄连生物碱的化学结构特征、分离

提取方法和鉴定技术，以期为黄连资源的开发利用以及

黄连的质量控制提供一定的理论参考。

1 黄连生物碱的化学结构与理化性质

从黄连中分离鉴定出的生物碱多达 20 余种，均为

原小檗碱型季铵碱，母核为 5，6-二氢-二苯并[de,g]

喹啉，其结构通式如式Ⅰ所示：所有这些生物碱都含有

一个季铵氮原子和一个含氧取代基（甲氧基、羟基等），

由于空间构型不同以及取代基的位置不同导致各种生

物碱具有不同的药理作用。下面是黄连的主要生物碱的

化学结构和理化性质。

1.1 小檗碱

小檗碱为黄连的主要成分，含量最高，占黄连质量

的 5%-10%，化学名称：5,6-二氢-9,10-二甲氧基-苯并[g]

-1,3-苯并二氧戊环[5,6-a]喹啉季铵盐；分子式：C20H

18NO4Cl；盐酸盐外观为黄色针状结晶，熔点 145℃，极

易溶于热水、乙醇，难溶于氯仿、苯等有机溶剂，水溶

液在酸性条件下较稳定，在碱性条件下易生成沉淀，紫

外吸收峰为 228nm、263nm、345nm，可以利用此波长进

行定量分析。

1.2 黄连碱

黄连碱是黄连的主要标志成分，含量约为 1～2％，

化学名称为5，6-二氢-9，10-二甲氧基-苯并[g]-1，3

-苯并二氧戊环[5，6-a]喹啉-7-醇季铵盐，分子式 C19

H16NO4Cl。黄连碱游离碱为黄色结晶；盐酸盐溶解度较

小，紫外吸收与小檗碱相近，而熔点（203℃）却明显

高于小檗碱。黄连碱的抗菌活性与小檗碱相当，但是对

某些耐药菌株具有更强的抑制作用。

1.3 巴马汀

巴马汀在黄连中含量约为 2～3%，化学名称为 5,6-

二氢-9,10-二甲氧基-苯并[g]-1,3-苯并二氧戊环[5,6

-a]喹啉-2-甲氧基季铵盐，分子式为 C21H20NO4Cl，分

子量为 387.875。巴马汀结构与小檗碱相近，仅 C2位多

一个甲氧基取代基，故其物理性质与小檗碱相似，但熔

点较高（208℃），且水溶性较小檗碱略低，巴马汀的

抗菌活性与小檗碱相当，但是，在抗肿瘤及降血糖方面

却具有显著优势。

1.4 其他生物碱

黄连除了主要含有小檗碱外，还含有药根碱、表小

檗碱、非洲防己碱等生物碱，含量虽低但是有效成分，

如药根碱具有抗炎、神经保护等作用，表小檗碱的降血

糖作用强于小檗碱等，因此对这些成分的分离鉴定有利

于更好地研究评价黄连的药效。

2 生物碱的分离提取方法

黄连生物碱的分离提取过程中要同时兼顾提取效

率、成本和环境友好度。常用的黄连生物碱分离提取方

法主要有溶剂提取法、色谱分离法以及膜分离法等。下

面将分别对各种方法做简单介绍。(1)溶剂提取法：此
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方法是将黄连用极性或半极性的溶剂(如乙醇、甲醇)浸

泡、提取后蒸馏回收溶剂，即得到粗制的黄连生物碱。

此法操作简单方便，但是易造成有效成分损失，并且有

机溶剂易燃、有毒、污染大、成本高。(2)色谱分离法：

该方法是利用混合物中各组分的溶解度或吸附系数不

同，在流动相与固定相之间进行反复分配，以达到分离

目的。常用的色谱方法有柱层析、薄层色谱、高效液相

色谱等。其优点是分离谱宽较宽、分辨率高，适合于痕

量化合物的分离与检测；但是所需仪器昂贵、操作繁琐、

不适合大量样品处理。(3)膜分离法：这是依据不同组

分透过膜的速度差异而实现分离的技术。包括电渗析、

反渗透、纳滤、超滤和微滤等类型。其优点是无相变、

能耗低、无二次污染、可实现常温分离，但是对原料预

处理要求高、设备投资大、膜易堵塞。

2.1 传统溶剂提取法

2.1.1 酸水提取法

酸水提取法虽是利用生物碱盐易于溶于水的性质，

通过稀硫酸溶液将黄连粉先浸泡、渗漉提取，提取液用

石灰乳调节 pH值至 5～6，过滤，加盐酸调 pH值至 2～

3，然后再用盐析的方法得到小檗碱盐酸盐沉淀。此法

操作简单，成本较低，但容易引入杂质，同时也会造成

部分有效成分的损失。

硫酸浓度对提取有较大的影响，浓度过高会使硫酸

氢小檗碱的生成较多，反而使溶解度减小；浓度过低又

不能使有效成分完全溶出。因此，通过试验得知，以 0.

3%的硫酸溶液为适宜的提取浓度。多次调节 pH 值，操

作较为繁琐，也容易带入杂质。废水中的硫酸根残留会

带来污染，需进行后续处理。

2.1.2 乙醇回流提取法

乙醇回流提取法使用 60%-70%乙醇作为溶剂，利用

加热回流提取后再浓缩，并进行酸化-碱化-盐析的流程

来分离生物碱，该方法提取率较高，但要注意控制各项

参数。乙醇浓度太低不能有效地提取，乙醇浓度太高会

增加成本并且会引入脂溶性杂质，所以有研究表明，66%

的乙醇是最佳提取溶剂。温度和时间太大容易导致生物

碱降解，较好的条件为温度81℃、料液比 1:23、时间 1

20min。盐析条件：加入 NaCl可降低小檗碱盐酸盐的溶

解度，加入量以提取液的 5～10％为宜。

2.2 现代分离技术

2.2.1 大孔吸附树脂柱层析

大孔吸附树脂柱层析是利用树脂对生物碱的吸附

选择性进行分离的方法，D101型树脂具有良好的大比表

面积及合适的孔径，适用于从黄连中分离生物碱。先将

样品上柱，待样品全部上柱后，用蒸馏水充分洗涤除去

杂质，然后再用不同浓度的洗脱剂进行梯度洗脱，收集

各部位的流出液，并通过薄层色谱或高效液相色谱进行

检测，最后根据色谱图判断收集组分的纯度。

（1）样品预处理：将黄连提取液进行浓缩，并调

节 pH值至 2—3，使生物碱以盐的形式存在，有利于提

高吸附效率。

（2）上柱与洗脱：用去离子水平衡树脂柱后再上

样，然后先后使用去离子水及 40%～65%乙醇溶液进行洗

脱。小檗碱和巴马汀能被40%乙醇溶液部分地从树脂上

洗脱下来，而黄连碱则被65%乙醇溶液从树脂上完全地

洗脱下来。

（3）纯化和结晶：将洗脱液进行浓缩后再进行重

结晶，纯度可达到95％以上。

该方法虽操作简单，但树脂再生时需要使用有机溶

剂进行清洗，费用较高。

2.2.2高效液相色谱（HPLC）

HPLC 使用 C18色谱柱作为固定相，乙腈-20mmol/L

乙酸铵溶液作为流动相，采用梯度洗脱方式（0—35min

乙腈的比例由 10％升高到 32％），可以将小檗碱、黄

连碱、巴马汀等有效成分同时分离鉴定，该方法虽然分

离度较高，但是仍然存在一些不足。由于设备成本高，

导致其难以大规模生产。流动相使用乙腈等是有毒试剂，

对环境有害。样品预处理要求较高，需要除掉蛋白质、

多糖等杂质。

2.2.3反萃分散液膜技术

反萃分散液膜技术是利用液膜的选择透过性，通过

液膜将生物碱由有机相转入水相的一种方法。具体来说，

是将供料相(含生物碱的有机溶液)和接受相(水溶液)

以液膜(含有载体)为媒介接触，在生物碱与载体的作用

下透过液膜进入接受相的过程。该方法的优点有：操作

简便，无需高温高压。能耗低，适合连续化生产。选择

性高，能够实现复杂体系中目标成分的分离。然而，由

于液膜的稳定性还有待提高，目前还不能实现大规模运

用。

3 生物碱的鉴定方法

黄连生物碱鉴定主要依据化学显色反应、光谱分析

和色谱技术来进行结构确证与含量测定，下面简单介绍

几种常用的鉴定方法。(1)采用试剂显色反应的方法来

鉴别和区分不同的黄连生物碱成分，如用三氯化铁来区

别小檗碱；(2)运用光谱技术（紫外光谱、红外光谱、

质谱、核磁共振等）对黄连生物碱的结构进行表征，确

定其结构类型，甚至到确定分子量、相对分子量及结构

式的程度；(3)借助色谱技术（薄层色谱、高效液相色
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谱、气相色谱、毛细管电泳等）实现对黄连生物碱中主

要成分的分离纯化以及定性定量分析。

3.1 化学显色反应

3.1.1 硝酸小檗碱反应

取黄连粉末或薄切片，加入 95％乙醇 1～2 滴和 3

0％硝酸 1滴，镜检可见黄色针状或针簇状结晶析出（硝

酸小檗碱）。本反应特异性较高，但仅可用于小檗碱的

定性鉴定。

3.1.2 丙酮加成反应

样品溶于热水后用氢氧化钠溶液中和，然后将此溶

液用水浴加热到 50℃左右，再滴加丙酮，振荡后静置出

现黄色结晶，此反应可用于原小檗碱型季铵碱的检识，

但应注意控制反应条件，以免产生假阳性反应。

3.1.3 漂白粉显色反应

小檗碱在酸性水溶液中与漂白粉作用，或通入氯气，

溶液可变樱红色(深一些)。此反应操作简单，灵敏度较

低，适宜于日常快速筛查。

3.2 光谱与色谱技术

3.2.1 薄层色谱（TLC）

采用硅胶 G作为吸附剂，环己烷-乙酸乙酯-异丙醇

-甲醇-水-三乙胺（3:3.5:1:1.5:0.5:1）作为展开剂，

紫外灯（365nm）下观察，供试品色谱与对照药材色谱

在同一位置出现 4个以上荧光斑点；该方法操作简单，

但重现性易受环境湿度的影响。

3.2.2 高效液相色谱-质谱联用（HPLC-MS）

应用高效液相色谱-质谱联用技术配合电喷雾离子

化源，在正离子模式下进行扫描，可以同时鉴定出黄连

中的 7种生物碱成分，其中小檗碱的准分子离子峰为 3

36[M]+，巴马汀为 352[M]+。该方法灵敏度高，但是仪

器价格昂贵。

3.2.3 核磁共振（NMR）

通过氢谱和碳谱解析可以确定生物碱的立体构型

以及取代基的位置等信息，例如小檗碱的氢谱中，δ9.

70（s，1H，H-8）和δ7.70（d，J=8.5Hz，1H，H-11）

为特征信号峰。核磁共振是结构鉴定的金标准，但是要

求样品纯度较高（通常要大于 95%）。

4 讨论与展望

针对黄连生物碱分离提取工艺存在的问题，目前主

要有改进传统酸水提取法和采用现代色谱技术两种方

式。其中，传统酸水提取法虽然操作简单，但是容易造

成环境污染；色谱技术虽然分离效果较好，但是设备费

用高。对于方法改进方面，可以从优化工艺条件、采用

新型吸附剂和结合物理方法等方面入手。

（1）开发绿色提取技术，如利用超临界流体萃取、

微波辅助提取等低能耗、无污染的方法代替传统的有机

溶剂提取方法，以降低工业三废排放。

（2）结构修饰与衍生成药研究，对生物碱进行化

学修饰以改善生物碱的生物利用度和药理活性，例如将

小檗碱转变为小檗碱葡萄糖苷衍生物能明显提高其水

溶性。

（3）非传统部位利用：黄连的须根、叶等非药用

部位含有生物碱，关于其有效成分含量、活性等未见完

整报道，开发非传统部位可有效缓解依赖主根茎的问题，

实现可持续利用。

（4）多技术联用鉴定：将高效液相色谱-质谱联用、

核磁共振、圆二色谱等技术结合运用，可以全方位地对

生物碱的结构和立体构型进行鉴定，这将有助于对新药

的研发。

5 结论

黄连生物碱分离提取和鉴定是开发利用黄连资源

的一个关键环节，利用传统溶剂提取方法虽然适合于工

业化生产，但是需要对工艺进行改进以减少对环境的污

染；利用现代色谱技术虽然可以获得较高的纯度，但是

价格较为昂贵；将化学显色反应、光谱分析以及色谱技

术联用可有效提高鉴别的准确性。今后的工作应侧重于

绿色提取技术、结构修饰、非传统部位等方面的研究，

促进黄连产业的可持续发展。
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