金丝桃素合成综合一体化设计实验
李竣 王德彬  编写
一、实验项目拟达到的学生训练目的或目标

1. 掌握pH梯度提取法的原理和操作，硅胶柱色谱法分离精制大黄素
2. 学习蒽醌类化合物的鉴定、提取分离方法
3. 掌握大黄素合成金丝桃素的原理和方法
二、实验项目涉及的主要科学原理

虎杖为蓼科蓼属（Polygonum cuspidatum Sieb.et Zucc）多年生灌木状木本植物虎杖的根和根茎。其主要有效成分为大黄酸，大黄素、大黄素甲醚等蒽醌类化合物；白藜芦醇，白藜芦醇甙芪类化合物及鞣质;黄酮类物质。其中蒽醌类大部分为结合的蒽醌，少量为游离的蒽醌。结合的蒽醌类化合物由于其苷元具有酚羟基，故呈弱酸性，能溶于水、乙醇、碳酸氢钠溶液，但在有机溶剂中的溶解度很小。游离的蒽醌易溶于氯仿、乙醚等有机溶剂而不溶于水。本实验是根据游离蒽醌类成份能溶于含水氯仿的性质，先将原料的浓酸溶液湿润后，加入氯仿进行回流提取，在回流过程中即可将结合态的蒽醌（苷类）类成份水解成为游离蒽醌，这样就可连同原存在的游离态蒽醌成份，一并被含水氯仿提取出来。其中，大黄酸具有羧基，酸性最强；大黄素具有β-酚羟基，酸性较弱。大黄素甲醚含ɑ-酚羟基，酸性最弱。根据以上化合物的酸度差异，可用碱性强弱不同的溶液进行梯度萃取分离。大黄酸：黄色针状结晶，不溶于水，能溶于吡啶、碳酸氢钠水溶液，微溶于乙醇、苯、氯仿、乙醚和石油醚。大黄素：橙黄色针状结晶。其溶解度如下：四氯化碳0.01%、氯仿0.07%、二硫化碳0.009%、乙醚0.14%、苯0.041%。易溶于乙醇，可溶于稀氨水、碳酸钠水溶液，几乎不溶于水。
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	大黄酸      R1=H    R2=COOH          

	
	大黄素      R1=CH3  R2=OH           

	
	大黄素甲醚  R1=CH3  R2=OCH3            


大黄素经过氯化亚锡还原得大黄素蒽酮，大黄素蒽酮是金丝桃素化学合成中的关键中间体。大黄素蒽酮在催化剂的作用下，两分子的大黄素蒽酮缩合成一份子的原金丝桃素，此反应在避光和无氧条件下进行，否则大黄素蒽酮中的羟基被氧化，不利于反应的进行。原金丝桃素在光照的作用下，发生自由基反应合成最终产物金丝桃素。

大黄素蒽酮合成路线：以大黄素为原料经还原反应合成大黄素蒽酮，反应方程为：
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原金丝桃素合成路线：以大黄素蒽酮为原料进行缩合反应生成原金丝桃素，反应方程：
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金丝桃素的合成路线：以原金丝桃素为原料进行自由基反应生成金丝桃素，反应方程如下图：
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三、实验项目需要的主要器材

试剂：虎杖粗粉，甲醇，乙醇、丙酮、蒸馏水，二氯甲烷，乙酸乙酯，乙醚，石油醚，氢氧化钠、98%硫酸、碳酸氢钠、碳酸钠、36~38%盐酸、大黄素标准品，氨水，FeCl3，硅胶薄层G254板、柱层析硅胶；氯化亚锡，冰乙酸，浓盐酸，吡啶，哌啶，氮氧吡啶，硫酸亚铁。                    
仪器：天秤、回流装置一套、烧杯、层析槽、试管、滴管，玻璃棒，分液漏斗、布氏漏斗，水浴锅、电热套、旋转蒸发仪、循环水式多用真空泵、抽滤瓶、铁架台，紫外灯，PH试纸；旋转蒸发仪，三颈瓶，搅拌器，冷凝管，氮气瓶，油裕锅，铁架台，500wUV灯，干燥箱，天平，烧杯，量筒，分液漏斗。
四、实验内容与方法

1. 虎杖中大黄素提取分离和精制工艺

总蒽醌苷元的提取：虎杖粗粉100g，加20％硫酸溶液200m1(25.3ml 98%硫酸加水至200ml)润湿，再加氯仿500m1，回流提取3h，稍冷后过滤，氯仿提取液于分液漏斗中，分出酸水层，得氯仿提取液。滤饼加入300ml氯仿回流3h，过滤得氯仿提取液。合并氯仿提取液，浓缩至500ml。 
大黄素的分离和精制： 100ml 5%NaHCO3溶液（5g加水至NaHCO3100ml）加入到氯仿层萃取，上层为黄色，下层为红褐色，弃去碳酸氢钠层，保留氯仿层。氯仿层再加5% Na2CO3溶液300ml（15g Na2CO3加水至300ml）分3次萃取，静置至彻底分层后，分出碱水层，上层碳酸钠层为酒红色，下层为橘红色，萃取3次后上层颜色变浅，合并3次萃取的碱水层。碱水层在搅拌下用20%盐酸酸化至pH=2，静置过夜，析出棕黄色沉淀。倾倒上清液，下层少量溶液和大黄素沉淀转移至圆底烧瓶，在旋转蒸发仪上旋干（固体粉末中含有大量的NaCl）。旋干后加入甲醇，在超声仪上超声，以甲醇萃取固体粉末中的大黄素，重复以上操作，直至固体粉末黄色变的较浅，合并萃取后的甲醇溶液，在旋转蒸发仪上旋干溶剂，得大黄素粗品1.0g。
2. 硅胶柱色谱纯化大黄素

1) 装柱：取200-300目硅胶粉50g于烧杯中，加入石油醚混合均匀。选择柱体积约为150ml的色谱柱，底部垫入少量脱脂棉。将混合好的硅胶加到色谱柱中，轻轻敲击硅胶柱以排去柱中的少量气泡，以石油醚冲洗层析柱，将柱子压得紧密。
2) 上样：大黄素粗品1.0g置于蒸发皿中，用少量石油醚分散，另加入1倍量100-200目硅胶，加热缓慢蒸去溶剂且不停搅拌使之混合均匀。然后将含有样品的硅胶装入色谱柱的上端。
3) 洗脱：将色谱柱活塞打开，洗脱剂为石油醚：乙酸乙酯（7:3）的混合液，收集洗脱液，至洗脱液颜色基本透明时，停止洗脱。
4) 收集：每50ml收集洗脱液并顺次编号。在回旋蒸发仪上蒸干后，用甲醇溶解转移至试管中。以石油醚-乙酸乙酯（7:3）为展开剂，以大黄素标准品做对照，薄层板检测，合并相同组分。旋干溶剂得精制大黄素0.40g。

3. 大黄素蒽酮的合成 
将称取的0.40g大黄素和1.60g氯化亚锡放在三颈瓶中，然后加入37.5ml冰乙酸，15ml浓盐酸，反应前溶液为橘红色。冷凝回流，通入氮气，在冷凝管上端接软管通入水中，观察排出气泡的速度，控制氮气的流速，磁力搅拌，开始加热，反应温度为120℃。反应完成后溶液由橘红色变为黄绿色，蒸干溶剂。加入3.6%盐酸200ml和氯仿400ml萃取，在氯仿层和水层中间有较多的乳化层（大黄素蒽酮在氯仿层和酸水层中溶解度都较低），收集氯仿层（下层），将乳化层保留置水层。以200ml石油醚萃取水层，静置分层，收集石油醚提取液（上层）。合并石油醚层和氯仿层，蒸干溶剂得大黄素蒽酮，并秤其质量0.35g。实验条件的选择：反应时间2小时，大黄素：氯化亚锡=1:4.8，冰醋酸：盐酸=2.5:1。将所得产物大黄素蒽酮和大黄素薄层板检测(展开剂石油醚:乙酸乙酯=7:3)。
4. 原金丝桃素的合成

    称取大黄素蒽酮0.35g，氮氧吡啶0.62g，FeSO4·7H2O 0.04g，吡啶20ml，哌啶2ml，加到三颈瓶中，冷凝回流，通入氮气，在冷凝管上端接软管通入水中，观察排出气泡的速度，控制氮气的流速，磁力搅拌，开始加热，反应温度为100℃，反应在避光条件下进行。实验条件的选择：大黄素蒽酮:氮氧吡啶:七水硫酸亚铁=1:6.7:0.15，吡啶:哌啶=10:1，反应时间为1.5h。蒸除有机溶剂后，加入200ml 3%的盐酸充分搅拌，抽滤，水洗至中性，干燥得黑色固体粉末原金丝桃素0.25。

5. 金丝桃素的合成

    原金丝桃素以300ml丙酮溶解，磁力搅拌，冷凝回流，500w UV灯下光照12h小时。反应结束后，蒸干溶剂，得金丝桃素粗品。取少量样品和金丝桃素标准品薄层板检测（展开剂氯仿:甲醇=5:1），在于金丝桃素标准品水平位置可见紫红色的斑点。
6. 柱色谱分离金丝桃素：

    秤取300-400目硅胶15g，选取规格为54ml的中压柱，以二氯甲烷拌匀倒入色谱柱中，色谱柱下端垫上垫片，以二氯甲烷为洗脱剂压实硅胶，赶走色谱柱中的气泡。控制液面略高于硅胶层。0.25g金丝桃素加0.25g100-200目硅，加上少量甲醇匀，蒸干后研磨。干法上样，保持样品表面于硅胶表面齐平。色谱柱链接中压泵，调流速为5ml/min，以二氯甲烷:甲醇=（20:1）150ml；（15:1）200ml；（8:2）300ml；（7:3）200ml；（6:4）300ml梯度洗脱，最后以甲醇冲洗色谱柱。收集洗脱液并依次编号。以氯仿:甲醇=5:1为展开剂，金丝桃素标准品为对照，薄层板检测，合并相同的组分。
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大黄素提取分离流程图
实验图
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   碳酸氢钠萃取    碳酸钠萃取    柱色谱分离大黄素     盐酸调pH后静置
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           大黄素标准品                           提取大黄素
液相条件：流动相为甲醇：水=85:15，流速为1ml/min，柱温为30℃，检测波长为254nm
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