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使用離心分配層析法 

分離桑葉中的有效成分 

學生：王柏森                               指導教授：余 艇 

 

國立交通大學應用化學系碩士班 

 

摘要 

 

    本研究利用離心分配層析來分離桑葉中的有效成分，Chlorogenic acid、

Isoquercitrin 、 Astragalin 、 Quercetin 3-(6-malonylglucoside) 和 Kaempferol 

3-(6-malonylglucoside)。 

    桑葉經由 60% (v/v)的乙醇萃取後所獲得的有效成分先經由高效能液相層

析串聯質譜進行初步鑑定，然後再使用乙酸乙酯和去離子水做批式萃取。本實

驗中使用離心分配層析的溶劑系統，為三成分溶劑系統(methyl t-butyl ether 

/acetone/H2O =6：4：10、7：3：10、8：2：10) 和 (methyl t-butyl ether /acetone/ 

H2O = 6：4：10、7：3：10、8：2：10)並加入溶劑系統總體積 0.6% (v/v)的 formic 

acid、四成分溶劑系統(methyl t-butyl ether /acetone/H2O/EA =7：3：10：2) 和 

(methyl t-butyl ether /acetone/ H2O/EA = 7：3：10：2)並加入溶劑系統總體積 0.6% 

(v/v)的 formic acid，都是以上層有機相當作靜相，下層水相當作動相。在 900 rpm

轉速下，靜相滯留於總體積 240 mL管柱中的量為 188mL，靜相滯留率為 78%。
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前處理後的樣品經由離心分配層析製備分離，並使用紫外光-可見光譜儀線上偵

測系統，沖提液以分管收集器每 3 mL 收集一管，再以高效能液相層析分析各

收集管中不同成分的純度。在桑葉樣品中，所得到的純度分別為Chlorogenic acid 

(70.2%),Isoquercitrin (97.3%),Astragalin (97.2%),Quercetin 3-(6-malonylglucoside) 

(69.1%),Kaempferol 3-(6-malonylglucoside) (69.6%)。 
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Separations of Active Compounds  

in Mulberry Leaves Using  

Centrifugal Partition Chromatography  

 

Student : Bo-Sen Wang                                 Advisor : Tiing Yu 

 

M. S. Program, Department of Applied Chemistry 

National Chiao Tung University 

 

Abstract 

Separations of active compounds, including Chlorogenic acid, Isoquercitrin, 

Astragalin, Quercetin 3-(6-malonylglucoside) and Kaempferol 

3-(6-malonylglucoside) in mulberry leaves, were carried out using centrifugal 

partition chromatography (CPC) in this study.  

These five components in the crude extract by 60% (v/v) ethanol were first 

identified using HPLC-MS. After pre-extractions using ethyl acetate and water, we 

used solvent systems, (methyl t-butyl ether /acetone/H2O =6：4：10、7：3：10、8：

2：10) and (methyl t-butyl ether /acetone/ H2O = 6：4：10、7：3：10、8：2：10) 

added with 0.6% (v/v) formic acid, four solvent systmes (methyl t-butyl ether 

/acetone/H2O/EA =7：3：10：2) , (methyl t-butyl ether /acetone/ H2O/EA = 7：3：

10：2) added with 0.6% (v/v) formic acid, to separate sample extracts. The 

descending elution mode was applied, i.e. the lower aqueous layer was used as the 
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mobile phase, and the upper organic layer as the stationary phase. Under 900 rpm, 

the volume of the stationary phase retained was 188 mL in the separation cells of a 

total volume 240 mL; stationary-phase retention ratio was 78%. The CPC effluent 

monitored using an on-line UV/Vis detector was fraction-collected every 3 mL, and 

the fractions were further analyzed using HPLC . The purities were 70.2%, 97.3%, 

97.2%, 69.1% and 69.6% for Chlorogenic acid, Isoquercitrin, Astragalin, Quercetin 

3-(6-malonylglucoside) and Kaempferol 3-(6-malonylglucoside), respectively, under 

the optimized separation. 
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第一章 緒論 

1.1 前言 

    桑(桑葉、桑果、桑枝)早已被中醫學確認為藥食兩用的材料，藥效極好並廣

泛，可降糖、血壓、血脂、膽固醇、尿酸，亦有通血管、通便、利關節、安寧

等療效。中醫認為桑的療效廣泛，有止咳去熱，治療頭昏眼花、消除眼部疲勞、

消腫、清血，治痢疾、腹痛，有補肝、美膚等功效。 

    在近年來的研究中發現，幹桑葉中含粗蛋白 25%～45%，碳水化合物 20%

～25%，粗脂肪 5%，以及豐富的鉀、鈣和維生素 C、B1、B2、A等，還有各種

微量元素銅、鋅、硼、錳等物質。桑葉中含有蛻皮固酮、羽扁豆酮、芸香甙、

桑甙、維生素、絛原酸、葉酸、延胡索酸、內消旋肌酸、植物雌激素等人體所

需物質。 

    離心分配層析(Centrifugal partition chromatography, CPC)，是一種不使用固

體支撐固定相(support-free liquid stationary phase)的液相-液相層析技術，因為

CPC 是使用中空的管柱，在沖提過程中，管柱內部的固定相占總管柱的體積比

例往往可達到 60%以上，由於管柱中含有大量的固定相，所以比起典型的高效

能液相層析(high performance liquid chromatography, HPLC)更適合用來分離大量

的樣品。因此 CPC 目前被定位在製備型的層析儀器，可應用在天然物的分離，

能製備大量的天然物標準品，對於醫學或藥物開發的相關研究有著莫大的幫

助。 
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1-2研究動機 

    本研究中，我們希望利用離心分配層析的技術，搭配有機-水相溶劑系統，

並找出最合適用來分離桑葉萃取物的 CPC 溶劑系統，使得桑葉樣品在移動相及

固定相有較理想的分佈，以期望達到分離、純化桑葉中的有效成分，包括

Chlorogenic acid ( 綠 原 酸 ) 、 Isoquercitrin 、 Astragalin 、 Quercetin 

3-(6-malonylglucoside)(Q3MG)、Kaempferol 3-(6-malonylglucoside) (K3MG)等，

藉由 CPC 製備分離這五種有效成分的標準品，期望在醫學研究、藥物或保健食

品開發都能有所貢獻。 
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第二章 研究背景與文獻回顧 

2.1桑葉的介紹 

2.1.1桑葉的成分 

    桑葉為桑科植物，在古書籍中又稱神仙葉，世界最早的藥書《神農本草經》

記載：“桑葉除寒熱、出汗。”《本草綱目》：“治勞熱咳嗽，明目，長髮。”

《重慶堂隨筆》說 “桑葉，雖治盜汗，而風濕暑熱服之，肺氣清肅，即能汗解。

息內風而除頭痛，止風行腸胃之泄瀉，已肝熱妄行之崩漏，胎前諸病，由於肝

熱者尤為要藥。”根據文獻 [1;2;3] 的研究，桑葉中存在 Quercetin 

3-(6-malonylglucoside)(Q3MG)、Chlorogenic acid、 Isoquercitrin、Astragalin、

Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)(K3MG)這幾種主要的抗氧化物，大部分屬於

黃酮類(Flavonoid)的一種衍生物。 

2.1.2桑葉成分的功效 

    文獻指出[4;5;6]，桑葉萃取物中，含有可做為葡萄糖苷酶抑制劑的成分，具

有抑制糖尿病的效果。桑葉成分具有神經保護作用、美白的功效、抗發炎[7;8;9]。 

    在文獻中證實[10;11;12]，桑葉成分中的 Isoquercitrin、Q3MG可以有效的抑

制低密度脂蛋白氧化。Chlorogenic acid 的功用包括阻止小腸吸收葡萄糖、阻止

肝糖酵素釋放葡萄糖進入血液、幫助脂肪燃燒和提供能量給肌肉等[13;14]；

Astragalin[15;16]有助於減少發炎反應和止癢的功用；K3MG[17]具有預防罹患動

脈粥樣硬化之相關病症。 
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2.1.3桑葉中的有效成分與抗氧化作用的關係 

2.1.3.1自由基簡介 

    身體代謝產生的游離電子或帶未鍵結電子的分子稱為自由基。少量自由基

是免疫系統釋出以破壞病毒或細菌，部份則參與製造荷爾蒙和活化酵素，細胞

粒腺體也需自由基激發電子傳遞鏈產生能量。過多自由基則具有攻擊性，會結

合或破壞細胞組織，故自由基也被視為心臟病和癌症的起源，且導致老化的主

因。 

    對人體產生重大影響的自由基形式以氧為中心，氧自由基使膠原蛋白和彈

性蛋白分解，使皮膚鬆弛、出現皺紋等等，以及促使蛋白質、核苷酸、脂肪的

代謝異常，細胞因此產生突變而引起疾病侵害細胞的正常生理機能，導致各種

疾病的發生，加速人體老化，甚至基因突變引起癌症。 

 

2.1.3.2抗氧化劑 

    抗氧化劑可定義為「能減緩或阻止氧化傷害的物質」。 

抗氧化劑的作用: 

(1)藉著酶的催化或自身參與反應，除去自由基、氧化衍生物 

(2)減少氧化衍生物的形成 

(3)修復遭到攻擊的細胞 

(4)摧毀受損太嚴重的細胞，並再形成一個新的細胞。 
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  黃酮類的基本結構如圖1，桑葉中的有效成分大部分屬於黃酮類的一種衍生物，

含有抗氧化的能力，可以用來去除自由基，使用在食品中以控制酸敗，而添加

在飲食中則為防止癌症、慢性病及延遲老化的發生。 

 

 

 

 

圖 1、黃酮類基本結構 
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Chlorogenic acid         Quercetin 3-(6-malonylglucoside)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Isoquercitrin                   Astragalin 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

         

Kaempferol 3-(6-malonylglucoside) 

 

 

 
圖 2、桑葉中五種成分的結構圖 
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2.2 逆流層析技術 

2.2.1 簡介 

    逆流層析[18]是一種固定相、移動相皆為液體的液相-液相層析，沖提過程

中能夠完全排除樣品對於固體固定相的不可逆吸附，造成對樣品的汙染問題或

管柱阻塞的問題。在沖提過程中利用樣品中不同分析物對於兩相溶劑之間分配

係數(partition coefficient)的相異而分離。 

    逆流層析技術的發展，起源於二十世紀 50年代的逆流分佈法(countercurrent 

distribution, CCD) [19]，它是一種不連續式的萃取方式，通常以數百個玻璃的分

離管進行萃取，但是因為儀器本身過於複雜且龐大，而過程中也需要比較長時

間來分離。直到 70 年代時，出現了一套液滴逆流層析(Droplet Counter Current 

Chromatography, DCCC)技術屬於流體靜力平衡系統（Hydrostatic equilibrium 

system, HSES）的一種。而 Y. Ito 等人對於之前的基礎理論開始深入研究，進而

發展出逆流層析 (countercurrent chromatography, CCC)；在 1982 年 Sanki 

Engineering Ltd. (Kyoto, Japan)也研發出了離心場不同於 CCC的另一種離心分配

層析(centrifugal partition chromatography, CPC)儀器設備。 
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2.2.2 逆流層析的分離理論 

    逆流層析分離的基礎[20；21]是建立於逆流分佈法，CCD 是一種非連續式

的萃取方式，其過程可以用圖 3(A)說明：假設有多個連續萃取槽，分析物最初

在 L0中，而 U0、U1….Un和 L0、L1….Ln分別為不含分析物的兩相(U代表上層液

相；L 代表下層液相)。當 U0和 L0混合後，分析物在上層相與下層相中分配，

達到平衡時，U0會萃取走部分分析物，再接著與 L1混合，完成平衡後，再依序

與 L2、L3….Ln混合；新的上層相 U1、U2….Un依序與 U0做相同的萃取動作。由

二項式定理可知，大部分的分析物最後會集中於某幾個萃取槽中。若一開始含

有兩種對於上下層相有著不同分配係數的分析物，藉由增加萃取槽的數目，就

可以提高分離的解析度，然而隨著萃取的次數增加，分析物的分佈也會變的比

較寬(broad)。 

    圖 3(B)，為液相-液相分配層析法，亦是 CCD 基礎概念的延伸。分析物在

多個萃取槽間連續進行分配萃取，不同的物質會因為對於相與相之間的分配係

數不同而產生分離的情形，此為液相層析的基礎觀點。 圖 3(C)，為一般所熟知

的液相層析，藉由管柱中填充的固體支持物(固定相)，使液體以物理性吸附或化

學鍵結方式留在固體支持物的表面。相較之下，前者的缺點為，因為物理性吸

附若造成固定相容易在沖提過程中溶解在移動相中而減少，而後者之固定相雖

不會被移動相帶走，但卻會因為與分析物的吸附，造成層析峰的拖尾現象。 
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圖 3 、液相-液相層析方法 

(A)  傳統步驟式液相萃取。 

(B)  逆流萃取(CCE)，兩相都是移動相，分別往反方向移動。 

(C)  液相-液相層析(LLC)，固定相是以固體支持物滯留在管柱中。 

 

 

 

 

 

 

 

  

固體支持物 液相 樣品注入 
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2.2.3 逆流層析的儀器系統[20；21] 

    為了能發展逆流層析成為實用的層析儀器，陸續開發出具有穿流

(Flow-through)性質、不同管柱結構和不同力場的儀器。因此，逆流層析的儀器

系統依分離的管柱本身的轉動方式可區分為兩種：流體靜態平衡系統和流體動

態平衡系統。 

(1) 流體靜態平衡系統(Hydrostatic Equilibrium System，HSES) 

    在 HSES 系統中，管柱每一個部份所受力大小固定。固定相因重力場而滯

留在管柱中，樣品隨著移動相穿越固定相，並藉著樣品在移動相與固定相中的

分配係數不同而達到分離。圖 4 為 HSES 示意圖。圖 4(A)，所使用的移動、固

定相事先平衡過，選擇固定相為下層相，先使其充滿管柱後將移動相(上層相)

由一端緩緩的注入，固定相會被移動相推出直到兩相的界面到達螺管底部，此

時由於重力場的作用，移動相開始往上穿越固定相直到螺管頂端，如此一直重

複直到分離管柱的末端，其每一圈的螺管都會保留住一半的固定相。圖 4(B)和

4(A)相反，使用平衡過的上層相當作固定相，而下層相為移動相，因此移動相與

固定相在螺管中會產生不同的平衡狀態。 
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圖 4、流體靜態平衡系統(HSES)示意圖[18] 

(A)  固定相為下層相，移動相為上層相。 

(B)  固定相為上層相，移動相為下層相。 

 

 

 

(2) 流體動態平衡系統(Hydrodynamic Equilibrium System，HDES) 

    在 HDES 系統中，螺旋管柱會藉由轉動所產生的扭力及離心力，將固定相

滯留在管柱中，這扭力是由希臘數學家阿基米德發現，藉由轉動螺旋形的管子，

可將河水取至水壩，此即所謂阿基米德扭力(Archimedes screw force)。此原理亦

被應用在 HDES 系統中。若螺旋管柱內存在有輕重兩相，受阿基米德扭力及重

力之作用下，輕重兩相因為受力不均，而在管柱中有不同的分佈，圖 5 說明在

重力場作用下，阿基米德扭力對旋轉中螺管的影響、圖 5(a)先將螺旋管中注滿水，

再導入氣泡或玻璃珠，封住螺管兩端，接著將螺管緩慢旋轉，由於阿基米德扭

力的作用，將使氣泡與玻璃珠帶往螺管的左端，此表示不管比水輕或比水重的
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物質皆會向螺管的某一端移動，此端稱為螺管的頭端(head)，而另一端則稱為尾

端(tail)。圖 5(b)中，利用平衡過的溶劑系統進行相同的實驗，圖 5(b)上圖是先將

螺管注滿較輕的一相，也就是溶劑系統的上層相，而較重的一相則由尾端打入，

此時較重的一相行為就像是水中的玻璃珠會往頭端移動，圖 5(b)下圖則先將較重

的一相注滿螺管，由尾端打入較輕的一相，其行為就像是水中的氣泡。圖 5(c)，

先將螺管內填入等體積的輕重兩相，兩相會在螺管的每一圈形成分離，當螺管

開始轉動，任一相多餘的量則會被推至螺管尾端。因此，當螺管達到動力學平

衡，則兩相在螺管中的分佈將保持不變，使固定相維持程度的滯留。 
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圖 5、流體動態平衡系統(HDES)示意圖[19] 

(a)將螺旋管中注滿水，再導入氣泡或玻璃珠，封住螺管兩端。 

(b)先將較重的一相注滿螺管，由尾端打入較輕的一相。  

(c)將螺管內填入等體積的輕重兩相，兩相會在螺管的每一圈形成分離。 
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2.2.4 逆流層析的特點 

    現代逆流層析技術為化合物的分離純化提供了一種新的方法，有別於一般

的高效液能層析管柱，它無需固體作固定相，所以不存在固體對樣品的吸附、

變性、失活、拖尾等現象，且能達到很高的回收率，節省昂貴的材料和溶劑的

消耗。逆流層析在不需更換不同極性的層析管柱情況下，藉由提高極性溶劑或

非極性溶劑比例的方法，可以實現流動相從弱極性到強極性或相反的轉變。由

於層析管柱容積大，無填充料，管柱內的空間幾乎全部都是有效空間，因此樣

品的負載能力強，製備分離量大，再現性好。 

 

2.3 離心分配層析 (centrifugal partition chromatography, CPC) 

2.3.1原理[22] 

    離心分配層析屬於流體靜力平衡系統的一種，其儀器設計原理如圖 2-6所示，

層析管柱由一系列刻在圓盤或圓筒內的導管相聯的柱體組成，依管徑大小的不

同管柱又可分為兩種，管徑小的稱 duct，主要是移動相流動的通道，管徑大的

稱 channel，滯留固定相的管柱部分，透過單軸旋轉產生恆定的重力場，固定相

被滯留在管柱中。管柱中兩個旋轉密封的接口分別連接移動相的進口和出口，

移動相是以液滴的形式在固定相中傳遞，樣品成分會在液滴的表面進行分佈，

因為不同的物質有不同的分配係數，因此經由自動化且連續式的萃取，就可以

把樣品成分分離。 
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      (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 6、CPC儀器示意圖[22] 

(A) CPC外部構造與蝕刻在圓盤上的層析管柱。 

(B) CPC內部結構，由一系列圓盤組成。 

(C) CPC管柱中運作原理，移動相是以液滴的形式在固定相中穿越流析。 
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2.3.2移動相與固定相的流動模式 

    根據 CPC 分離時實驗條件的不同，可以選擇其中一相當作固定相，另一相

則當作移動相，固定相與移動相可以互相交換。因此存在兩種模式，一種是上

升法(ascending mode) ，移動相的行進方向與重力場反方向；另一種是下降法

(descending mode) ，移動相的行進方向與重力場同方向，如圖 7 所示，上升法

是以下層相當作固定相，上層相當作移動相；下降法則是以上層相當作固定相，

下層相當作移動相。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 7、CPC的兩種流動模式[22] 

上圖：上升模式，下層相當作固定相，上層相當作移動相。 

下圖：下降模式，上層相當作固定相，下層相當作移動相。 
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2.3.3溶劑系統的選擇[24；25] 

    大部分的溶劑系統為兩相溶劑系統，通常包含水，加上其他有機溶劑，相

互達到飽和而成為不互溶的兩相溶劑，分別為移動相和固定相。其溶劑的成分

組合視其實驗的分離條件而決定。在離心分配層析當中，溶劑系統的選擇有幾

點必須注意：(1) 樣品有充分的溶解度 (2) 樣品不會被分解和去活性 (3) 適當

的分配係數 (4) 良好的固定相滯留量。 

 

2.3.4影響固定相滯留量的因素 

    在離心分配層析中，液體固定相在管柱中滯留的多寡影響了分離的效率，

在較高的固定相滯留量下可提高對樣品的承載量和分離的解析度。影響固定相

滯留量及分離的效率的因素分為下列幾點[26]: 

(a) 溶劑系統：在選擇適當的溶劑系統時必須考慮溶劑極性、對溶質的選擇性以

及溶質在不同溶劑中的溶解度。一般而言，分析物在兩相溶劑間最佳的分配

係數 KD需在 0.2 ~ 5之間，才能獲得較佳的分離效果。但在二元的溶劑系統

中，KD值要落在此範圍不容易，因此，常藉由加入第三種甚至第四種可溶於

原先兩者的溶劑，用來調和原先溶劑在極性或是界面張力的差異。然後依 KD

來判斷分離結果，並決定移動和固定相。 

 

(b) 儀器轉速：在較高的轉速下，固定相越容易滯留在管柱中，且因為轉動速度

大，離心力也較大，因此還可以加速移動相與固定相的分層，這兩個結果均
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可提供較高的固定相滯留量，在有關於離心分配層析分離效果的研究中，若

可以得到固定相滯留量越大，解析度也較佳，所以在 CPC機械結構可以承受

的轉速之下，轉動速度越快，分離效果越好。 

 

(c) 移動相流速：當移動相流速越快時，越容易將固定相推出管柱，因此固定相

的滯留量會比較低。反之移動相流速若較慢，會達到較佳的固定相滯留量，

且可提高分離解析度，但相對地分離時間會變長。 

 

2.3.5 離心分配層析儀的應用                                     

    因為 CPC 的固定相與一般填充管柱相比，能有較大的固定相體積，且具有

放大特性，所以在 CPC 的研究以天然物製備分離為主流[27]，而在對於化學品

的純化分離方面研究亦不在少數。近年來也有學者將 CPC 與鏡像選擇物結合，

應用在分離鏡像異構物的分子[28]，根據研究指出，CPC可以成功製備分離鏡像

異構物，也成功的應用在蛋白質的純化[29]。 
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第三章實驗 

3.1 實驗樣品和溶劑 

(1) 桑葉 

購買自苗栗縣泉明生態教育蠶業農場，編號為台灣桑葉 2號(Mulberry NO.2)。大

部分研究桑葉的文獻[3；6；30；31]所選用的都是屬於 Morus alba L.品種的乾燥

桑葉。 

 

(2) 溶劑 

Deionized water, purified from Milli-Q plus, (Bedford, MA, USA) 

Ethanol, 99.5%, (TEDIA, Fairfield, OH, USA) 

Ethyl Acetate, HPLC grade, 95%,(TEDIA,Fairfield,OH,USA) 

Formic acid, 98% up, (ACROS, Geel, Belgium, USA) 

Acetonitrile (ACN), HPLC grade, 99.9%, (TEDIA, Fairfield, OH, USA) 

n-Butanol, HPLC grade, 95%, (TEDIA,Fairfield,OH,USA) 

Methyl t-Butyl Ether (MTBE), HPLC grade, 99.8%, (TEDIA, Fairfield, OH, USA) 

Methanol, HPLC grade,99.5%, (TEDIA,Fairfield,OH,USA) 

Tetrahydrofuran (THF), HPLC grade, 99.9%, (TEDIA, Fairfield, OH, USA) 
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3.2 實驗儀器 

(1) 離心分配層析儀 

CPC是由 Sanki (Tokyo, Japan)製造，型號是 CPC 240，內部主體由 12個 disks

所構成，包含 2136個 channels，最高可耐壓為 6.2×10
6 
N/m

2
 (900 psi)，管柱總容

積大約 240毫升，此儀器的轉速為 0 - 2000 rpm。藉由轉動外部控制閥，就可輕

易選擇上升模式或下降模式的操作模式。 

(2) 往覆式幫浦 

此幫浦為 Series II Digital HPLC pump ，流速可由 0.01 mL/min - 9.99 

mL/min，購買自 Pharma-Tech Research Company (Baltimore, MD, USA)。  

(3) 高效能液相層析管柱 

由 Polymer Laboratories 製造的 PLRP-S column (250 mm × 4.6 mm, 15 μm)，

屬於 reverse phase column。 

(4) 紫外光-可見光偵測器(UV-Visible Detector) 

型號為 Bio-Rad Model 1801 UV-Visible detector (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)，偵測器外部與個人電腦連接，利用色層分析儀數據處理系統(訊華公司，

台北市)擇取實驗訊號。 

(5) 紫外光-可見光譜儀(UV-Visible Spectrophotometer) 

Hewlett Packard 8453, (Waldronn, Germany)。 
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(6) 迴旋減壓蒸餾器 

    廠牌為 Buchi (Switzerland)，型號是 R-114。 

(7) 分管收集器 

廠牌為 Advantec (Tokyo, Japan)，型號是 CHF1215A。 

(8) ESI-MS 

    廠牌為Micromass (Manchester, England)，型號是 Quattro Micro，主要使用

分子量小於 2000電灑游離法質譜。 
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3.3 實驗流程 

3.3.1 桑葉的前處理流程 

    由文獻[32]中得知，秤 2.0 g乾燥的桑葉粉末，使用 20 mL不同濃度的乙醇

水溶液(0％、20％、40％、60％、80％、100％，v/v)，萃取 3 小時，用離心機

把萃取液離心，取出溶液的部分，剩餘的部分再加入 20ml 的相同的溶液，做相

同的萃取步驟，最後得到 40mL 的萃取液，然後用 HPLC 來分離，結果可發現

桑葉使用 60％的乙醇水溶液萃取，得到的 Flavonol compounds 含量最多，由於

研究目的是想分離出桑葉中的Chlorogenic acid、Isoquercitrin、Astragalin、Q3MG、

K3MG五種成分如圖 2所示，大部分是屬於 Flavonol compounds，故在桑葉樣品

的前處理步驟中，則選用 60％乙醇水溶液做萃取。 

 

桑葉前處理的流程如圖 8所示: 

(1) 先用天平秤約 20g的乾燥台灣桑葉 2號，然後使用 500mL的 60% (v/v)乙醇

做萃取，利用隔水加熱法，在 40 °C的水浴中，加入磁石攪拌萃取 3小時，之後

使用抽氣過濾來除去殘渣的部分，並保留濾液的部分，再使用迴旋減壓蒸餾器

把溶劑抽乾。但因為桑葉中的成分相當複雜，必須再藉由批式萃取除去極性較

大的化合物，使欲分離的目標物較為單純。 

(2) 在步驟 1得到的黏稠物中，加入 100 mL的去離子水來溶解黏稠物，得到初

步的萃取液，再使用 300 mL的 EA做批式萃取(圖 9)，先加入 100 mL EA(ethyl 

acetate)，劇烈搖晃後，靜置 30分鐘使兩相達到平衡，之後將下層水相轉移至另
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一個分液漏斗中，再加入 100 mL EA，同樣劇烈搖晃後，靜置 30分鐘使兩相達

到平衡，再把下層水相轉移，最後再加入 100 mL EA，待至平衡，把下層水相

取出做為步驟 3使用，上述總共做了三次批式萃取，得到約 300 mL的 EA相和

100 mL的水相。保留三次上層的 EA有機相，並使用迴旋減壓蒸餾器把溶劑抽

乾，當作 sample 1。 

 

(3) 經過步驟 2的批式萃取後，最後得到 100mL的下層水相，再分別加入 100 mL

的 EA加 0.5 mL的甲酸兩次，做批式萃取，總共使用 200 mL的 EA，保留兩次

上層 EA有機相的部分，並使用迴旋減壓蒸餾器把溶劑抽乾，當作 sample 2。在

EA 中加入甲酸的目的是為了萃取到含有-COOH 官能基的成分，因為加入酸可

以防止-COOH官能基解離，而降低化合物的極性，故可以使得含有-COOH官能

基的成分從水相被萃取到有機相當中。 
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                  圖 8、桑葉前處理的流程 

  

秤20g的乾燥桑葉 

萃取得到的濃稠物 

初步萃取液 

100mL的水相 

100mL的水相 共200mL的EA相 

減壓迴旋蒸餾
把溶劑抽乾 

Sample 2 

每次加入100mL的EA

加0.5mL的甲酸做批式
萃取，共萃取兩次 

共300mL的EA相 

Sample 1 

減壓迴旋蒸餾把
溶劑抽乾 

每次加入100mL的EA做批
式萃取，共萃取三次 

加入100mL的去離子水 

1.加入60%(v/v)的乙醇500mL 
2.在40。C的水浴中隔水加熱並攪拌三小時 
3.抽氣過濾把殘渣除去，保留濾液 
4.用減壓迴旋蒸餾把溶劑抽乾 
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在步驟 1 得到的桑葉萃取黏稠物中加入 100 mL 的去離子水，形成 100mL 的桑

葉萃取液，再倒入分液漏斗中，接著加入 100 mL EA，劇烈搖晃後，靜置 30分

鐘使兩相達到平衡，將下層相轉移至另一個分液漏斗中，保留上層相，在含有

下層相的分液漏斗中加入新的 100 mL EA，同樣劇烈搖晃後並靜置 30分鐘，再

把下層相轉移至另一個分液漏斗中，保留上層相；最後一樣在下層相中加入新

的 100 mL EA，劇烈搖晃後，待至平衡，轉移下層相做為步驟 3使用，保留上

層相，上述總共做了三次批式萃取，得到 300 mL的上層 EA相做為 sample1和

100 mL的下層水相做為步驟 3使用。 

圖 9、三次批式萃取示意圖 
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3.3.2 偵測桑葉成分在不同溶劑系統中的分佈情況 

    實驗初始首先嘗試兩相溶劑系統，將所配製的 20 mL 兩相溶液，加入約 10 

mg 的桑葉樣品，劇烈的搖晃待靜置至平衡後，上、下層相各取 3 mL，然後用迴

旋減壓蒸餾器把溶劑抽乾，再分別加入0.5 mL的HPLC移動相，之後取 20 µL 注

入 HPLC，以紫外光-可見光偵測器偵測，偵測波長 350 nm，可得上、下層的層

析圖譜，同一成分在上下層的濃度比值，也就是層析波峰面積比值，可得各成

分在兩相中的分佈值(KD) 

 

    
l

u
D

C

 C 
K   

Cu ： 分析物在上層相的濃度(層析峰面積) 

Cl ： 分析物在下層相的濃度(層析峰面積) 

 

3.3.3 純度的估計 

    製備分離中草藥[28；33]，一般純度計算方法，主要是藉由不同物質在 HPLC

層析圖中，單一物質的波峰面積佔總面積的百分比。 

純度的計算： 

100%  
HPLC

 (%)    
所有層析峰的總面積

單一波峰面積
  純度
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3.3.4 回收量的估計 

    回收量估計值的計算方法[33]，首先要確認樣品進樣於 CPC 的重量，然後

與 HPLC 層析圖中，單一物質的波峰面積佔總面積的百分比相乘，就可估算出

單一成分的回收量。 

 

回收量估計值的計算： 

 

    
HPLC

 (mg)
所有層析峰的總面積

單一波峰面積
樣品進樣量回收量估計值 

 

 

3.3.5 CPC製備實驗步驟 

CPC實驗儀器裝置如圖 10所示[23] 

(1) 利用量筒量取特定體積溶劑，並置於分液漏斗內，配製成所需的溶劑系統，

然後靜置至溶劑兩相分層，分別取出上層相與下層相。 

(2) CPC調至 Descending方向，在低轉速 300 rpm下，使用往復式幫浦以流速 8 

mL/min 將固定相填滿整個管柱。 

(3) 啟動 CPC，使其轉速達到 900 rpm。 

(4) 待其轉速穩定後，以流速 1.0 mL/min將移動相注入 CPC，此時會有固定相

從 CPC 中被推出，移動相與固定相會在內部達到一個平衡，直到固定相不再持

續被推出時，紀錄被推出的固定相體積，並可以初步計算出此溶劑系統的固定

相滯留率。 
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(5) 當固定相不再流出，表示移動固定相已達到平衡，開啟開啟 UV-Vis 偵測器

(350 nm)，並等待訊號穩定。 

(6) 注入桑葉樣品溶液 5 mL，以上層相當移動相來沖提，並在樣品注入的同時

紀錄層析訊號。 

(7) 每 3分鐘收集一管，即每管中含有 3 mL的沖堤液。 

(8) 實驗完成後，CPC停止轉動，用氮氣將管柱內的液體吹出並收集，紀錄有機

相和水相的體積，下層固定相的體積與總體積相除就是固定相滯留率。 

(9) 在 CPC停止轉動的情況下，先以 300 mL甲醇沖洗管柱，再以 300 mL去離

子水清洗，未流出之去離子水保存在 CPC中。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 10、CPC實驗儀器裝置 

包含了梯度幫浦、CPC儀器、紫外光偵測器、以及分管收集器。 
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3.3.6 HPLC 分析收集液實驗步驟 

HPLC實驗儀器裝置如圖 11所示 

(1) 每支收集管先用迴旋減壓蒸餾裝置把溶劑抽乾，再加入 0.5 mL 的 HPLC 沖

堤的移動相溶解樣品，選擇用此移動相來溶解樣品，可避免掉因為溶劑不同而

產生的背景干擾訊號。 

(2) 使用 reversed phase HPLC C18系統，先以純的Acetonitrile清洗管柱 15分鐘，

再用 solvent A [Tetrahydrofuran：0.1％(v/v) formic acid = 25：75 (v/v)]當動相沖提

管柱 15分鐘。 

(3) 開啟 UV-Vis偵測器，偵測波長設定在 350 nm，並等待訊號穩定。 

(4) 注入桑葉樣品溶液於六向閥的 20 μL sample loop 中，並將六向閥由 inject調

至 load的同時紀錄層析訊號。 

 

圖 11、HPLC實驗儀器裝置 

包含了梯度幫浦、HPLC管柱、紫外光偵測器。 
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第四章 結果與討論 

4.1 以高效能液相層析串聯質譜儀分析鑑定桑葉萃取液 

本實驗中利用 HPLC-MS分析桑葉萃取液，以波長 350nm的 UV-vis偵測器

偵測，得到層析圖(圖 12)，將層析圖中五個波峰標記依序為 a、b、c、d、e，其

依序的滯留時間為 7.9min、18.3min、21.9min、29.4min、39.0min，再經由所得

到的質譜圖(圖 13、14、15、16、17)，來鑑定 peak a、peak b、peak c、peak d、

peak e的結構。 

 

 

 

圖 12、HPLC分析桑葉萃取液的層析圖 

 

 

Chlorogenic acid的分子量是 354.3 Da，經由 ESI-MS正電荷分析 peak a的結

果(圖 13)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 355.1 m/z 的訊號，是加一個質子的離子

訊號。162.9 m/z的訊號，則是綠原酸斷 C-O鍵後，右邊帶正電結構的 fragment

訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak a的主成分為 Chlorogenic acid。 

 

a 

b c e d 
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圖 13、peak a測 ESI-MS正電荷質譜圖 

 

 

Isoquercitrin的分子量是464.4 Da，經由ESI-MS正電荷分析peak b的結果(圖

14)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 465.0 m/z 的訊號，是加一個質子的離子訊號。

303.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基的訊號。因此由質譜偵

測鑑定後，可確定 peak b的主成分為 Isoquercitrin。 

 

 

 

圖 14、peak b 測 ESI-MS正電荷質譜圖 
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    Astragalin的分子量是 448.4 Da，經由 ESI-MS正電荷分析 peak c的結果(圖

15)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 449.0 m/z 的訊號，是加一個質子的離子訊號。

287.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基的訊號。因此由質譜偵

測鑑定後，可確定 peak c的主成分為 Astragalin。 

 

 

 

圖 15、peak c測 ESI-MS正電荷質譜圖 

 

 

 

 

    Quercetin 3-(6-malonylglucoside)的分子量是 550.4 Da，經由 ESI-MS正電荷

分析 peak d的結果(圖 16)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 551.0 m/z 的訊號，是加

一個質子的離子訊號。303.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基

的訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak d的主成分為 Q3MG。 

449.0 



 

34 
 

 

圖 16、peak d測 ESI-MS正電荷質譜圖 

 

 

 

Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)的分子量是 534.0 Da，經由 ESI-MS正電

荷分析 peak e的結果(圖 17)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 535.1 m/z 的訊號，是

加一個質子的離子訊號。287.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷

基的訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak e的主成分為 K3MG。 

 

 

 

圖 17、peak e測 ESI-MS正電荷質譜圖 

  

M.W=550.4 

M.W=534.0 
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4.2 以高效能液相層析串聯質譜儀分析鑑定批式萃取後的桑葉樣品 

    桑葉中的成分非常複雜，若要在如此複雜的成分中，針對目標物找出適合

CPC 的溶劑系統，使這些目標物有好的分配係數，會非常的困難。故在本實驗

當中，為了使樣品簡單化，加入 EA做批式萃取，把目標物萃取到有機相中當作

sample 1。保留下來的水相，加入酸化的 EA做批式萃取，把含有-COOH官能基

的目標物萃取到有機相當中做為 sample 2。 

 

4.2.1 以高效能液相層析串聯質譜儀分析鑑定批式萃後得到的 sample 1 

    本實驗中利用 HPLC-MS 分析 sample 1，以波長 350nm 的 UV-vis 偵測器偵

測，得到層析圖(圖 18)，由圖 12可知層析圖中兩個波峰標依序為 b、c，再經由

所得到的質譜圖(圖 19、20)，再次鑑定 peak b與 peak c的結構。 

 

 

 

圖 18、HPLC分析 sample 1的層析圖 

 

 

 

 

 

b c 
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Isoquercitrin的分子量是464.4 Da，經由ESI-MS正電荷分析peak b的結果(圖

19)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 465.0 m/z 的訊號，是加一個質子的離子訊號。

303.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基的訊號。因此由質譜偵

測鑑定後，可確定 peak b的主成分為 Isoquercitrin。 

 

圖 19、peak b 測 ESI-MS正電荷質譜圖 

 

    Astragalin的分子量是 448.4 Da，經由 ESI-MS正電荷分析 peak c的結果(圖

20)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 449.0 m/z 的訊號，是加一個質子的離子訊號。

287.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基的訊號。因此由質譜偵

測鑑定後，可確定 peak c的主成分為 Astragalin。 

 

圖 20、peak c測 ESI-MS正電荷質譜圖 
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4.2.2 以高效能液相層析串聯質譜儀分析鑑定批式萃後得到的 sample 2 

    實驗中利用HPLC-MS分析 sample 2，以波長 350nm的UV-vis偵測器偵測，

得到層析圖(圖 21)，由圖 12 可知層析圖中三個波峰為 a、d、e，再經由所得到

的質譜圖(圖 22、23、24)，再次鑑定 peak a、peak d和 peak e的結構。 

 

 

 

圖 21、HPLC分析 sample 2的層析圖 

 

 

 

Chlorogenic acid的分子量是 354.3 Da，經由 ESI-MS正電荷分析 peak a的結

果(圖 22)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 355.1 m/z 的訊號，是加一個質子的離子

訊號。162.9 m/z的訊號，則是綠原酸斷 C-O鍵後，右邊帶正電結構的 fragment

訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak a的主成分為 Chlorogenic acid。 

 

 

a 

d e 
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圖 22、peak a測 ESI-MS正電荷質譜圖 

 

 

 

Quercetin 3-(6-malonylglucoside)的分子量是 550.4 Da，經由 ESI-MS正電荷

分析 peak d的結果(圖 23)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 551.0 m/z 的訊號，是加

一個質子的離子訊號。303.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷基

的訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak d的主成分為 Q3MG。 

 

 

 

圖 23、peak d測 ESI-MS正電荷質譜圖 
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    Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)的分子量是 534.0 Da，經由 ESI-MS正電

荷分析 peak e的結果(圖 23)，可由圖中發現〔M+H〕+
 為 535.1 m/z 的訊號，是

加一個質子的離子訊號。287.0 m/z 是(〔M+H〕+
 -glucoside)失去一個葡萄糖苷

基的訊號。因此由質譜偵測鑑定後，可確定 peak e的主成分為 K3MG。 

 

 

圖 24、peak e測 ESI-MS正電荷質譜圖 
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4.3 以離心分配層析儀分離桑葉成分的實驗結果 

    使用 CPC分離之前，先用分配係數值(KD值)來尋找適合的溶劑系統，若 KD

值在理想的範圍內(KD在 0.2 ~ 5之間)，表示能有較好的分離結果。EA/BuOH/H2O

三成分溶劑系統，經過多組不同比例(表 1)測試發現，桑葉中五種目標物都傾向

分佈在有機相，表示樣品的分配係數值不理想，所以 EA/BuOH/H2O組成的溶劑

系統不適合應用在 CPC分離 Chlorogenic acid、Isoquercitrin、Astragalin、Quercetin 

3-(6-malonylglucoside)、Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)這五個成分。 

 

 

 

 

 

表 1、 EA/BuOH/H2O三成分溶劑系統，測試在不同組成比例中，桑葉中五種

目標物的分配係數值(KD) 

 
 

        4：6：10 6：4：10 9：1：10 

Chlorogenic acid 13.53 7.43 1.83 

Isoquercitrin 11.05 6.75 2.95 

Astragalin 12.73 5.32 3.86 

Quercetin 

3-(6-malonylglucoside) 
28.17 10.41 6.21 

Kaempferol 

3-(6-malonylglucoside) 
31.87 10.37 9.46 

 

 

 

EA/BuOH/H2O 
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    之後根據文獻[27]的研究，嘗試選用 MTBE/Acetone/H2O 三成分溶劑系統，

測試多組不同比例(表 2、3)，尋找適合的溶劑系統，分別應用在 CPC分離 sample 

1與 sample 2。使得桑葉中五種目標物在兩相中不僅都有理想的分佈(KD在 0.2 ~ 

5之間)，且任意兩個成分的 KD值相減，會得到較大值，KD值之差越大表示不同

的成分越容易被分開。 

 

 

 

    由表 2中得知，sample 1中的成分，在 MTBE:Acetone:H2O=6:4:10、7:3:10、

8:2:10這三種比例的溶劑系統中有較好的分佈情形，故用CPC分離 sample 1時，

使用此三種比例的溶劑系統來做實驗，其中 MTBE:Acetone:H2O=7:3:10 為最佳

化的溶劑比例。 

 

 

 

表  2 、MTBE/Acetone/H2O 三成分溶劑系統，測試在不同組成比例中，

Isoquercitrin、Astragalin的分配係數值(KD) 
 

MTBE:Acetone:H2O 4:6:10 5:5:10 6:4:10 7:3:10 8:2:10 9:1:10 

Isoquercitrin 0.12 0.24 0.31 0.27 0.22 0.05 

Astragalin 0.19 0.51 0.61 0.58 0.51 0.15 
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    由表 3中得知，sample 2中的成分，在 MTBE:Acetone:H2O =6:4:10、7:3:10、

8:2:10(並加入 0.6% formic acid)這三種比例的溶劑系統中有較好的分佈情形，故

用 CPC 分離 sample 2 時，使用此三種比例的溶劑系統來做實驗，其中

MTBE:Acetone:H2O=7:3:10(並加入 0.6% formic acid)為最佳化的溶劑比例。 

 

 

 

 

表 3、MTBE/Acetone/H2O三成分溶劑系統加 0.6% formic acid，測試在不同組成

比例中，Chlorogenic acid、Q3MG、K3MG的分配係數值(KD) 
 

MTBE:Acetone:H2O 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

5:5:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

6:4:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

8:2:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

Chlorogenic acid 0.34 0.21 0.20 0.22 

Q3MG 0.46 0.40 0.43 0.40 

K3MG 1.12 1.01 1.20 1.15 

 

 

 

 

 

 

由表 2、3得知，溶劑系統MTBE:Acetone:H2O=7:3:10為最佳化的溶劑比例，

接著再加入第四成分溶劑 EA，調和原先溶劑在極性或表面張力的差異，來尋找

更適合的 KD 值。嘗試選用 MTBE/Acetone/H2O/EA 四成分溶劑系統，測試在

MTBE:Acetone:H2O=7:3:10 的溶劑系統中，加入不同比例的 EA(表 4、5)，尋找

適合的溶劑系統，分別應用在 CPC分離 sample 1與 sample 2。 
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    由表 4 中得知，MTBE:Acetone:H2O:EA=7:3:10:2 為最佳化的溶劑比例。

sample 1中的成分，在此溶劑比例當中有較好的分佈情形，故用 CPC分離 sample 

1時，使用MTBE:Acetone:H2O:EA=7:3:10:2的溶劑系統來做實驗。 

 

 

表 4、在MTBE:Acetone:H2O=7:3:10的溶劑系統中，加入不同比例的 EA，所得

Isoquercitrin、Astragalin的分配係數值(KD) 
 

MTBE:Acetone:H2O:EA 7:3:10:0.5 7:3:10:1 7:3:10:1.5 7:3:10:2 

Isoquercitrin 0.26 0.32 0.35 0.43 

Astragalin 0.54 0.64 0.71 0.81 

 

 

 

    由表 5 中得知，MTBE:Acetone:H2O:EA=7:3:10:2(並加入 0.6% formic acid)

為最佳化的溶劑比例。sample 2中的成分，在此溶劑比例當中有較好的分佈情形，

故用 CPC分離 sample 2 時，使用MTBE:Acetone:H2O:EA=7:3:10:2(並加入 0.6% 

formic acid)的溶劑系統來做實驗。 

 

表 5、在MTBE:Acetone:H2O=7:3:10加 0.6% formic acid的溶劑系統中，加入不

同比例的 EA，所得 Chlorogenic acid、Q3MG、K3MG的分配係數值(KD) 
 

MTBE:Acetone:H2O:EA 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10:0.5 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10:1 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10:1.5 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10:2 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

Chlorogenic acid 0.15 0.22 0.27 0.30 

Q3MG 0.34 0.50 0.67 0.75 

K3MG 0.94 1.50 1.88 2.04 
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4.3.1 sample 1分離的結果 

4.3.1.1溶劑系統 MTBE / Acetone / H2O 

    sample 1中主要包含 Isoquercitrin和Astragalin兩種成分，已找出分離 sample 

1的 CPC最佳化實驗參數(表 6)，選用MTBE / Acetone / H2O這組溶劑系統，是

因為溶劑極性適合分離目標物。由表 7得到的分配係數值，得知 MTBE / Acetone 

/ H2O = 6：4：10、7：3：10、8：2：10，此三組溶劑組成比例有較佳的分配係

數值，其中 7：3：10為最佳化的比例。由表中可知 KD值都小於 1，表示樣品傾

向分佈在下層相，故最後選擇以 descending mode作為實驗條件。管柱總體積 240 

mL，靜相滯留量大約 188mL，靜相滯留率為 78%。 

 

 

 

 

 

表 6、CPC分離 sample 1 的實驗參數 

溶劑系統 (MTBE / Acetone / H2O = 6：4：10、7：3：10、8：2：10) 

流動模式 Descending mode (下層相當動相) 

樣品進樣量 5 mL (10 mg 溶於 6 mL的動相) 

轉速 900 rpm 

流速 1.0 mL/min 

偵測波長 350 nm 
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表 7、Isoquercitrin和Astragalin 兩種成分在溶劑系統MTBE / Acetone / H2O的分

配係數值 

 

MTBE:Acetone:H2O 6:4:10 7:3:10 8:2:10 

Isoquercitrin 0.31 0.27 0.22 

Astragalin 0.61 0.58 0.51 

     

    由上述相同的實驗參數，三組不同的溶劑比例(6：4：10、7：3：10、8：2：

10)，來進行 CPC分離 sample 1的實驗，圖 25(A)、(B)、(C)分別為三組的結果，

圖中可明顯觀察出存在 I、II、III三個波峰。 

 

 

 

 

(A) 

 

Ⅰ 

 
Ⅱ 

Ⅲ 
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(B) 

 

(C) 

 

圖 25、CPC分離 sample 1 的層析圖 

(A) MTBE / Acetone / H2O =6：4：10 

(B) MTBE / Acetone / H2O =7：3：10 

(C) MTBE / Acetone / H2O =8：2：10 

Ⅰ 

 

Ⅰ 

Ⅱ 

Ⅲ 

Ⅱ 

Ⅲ 
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圖 25(B)為最佳化的溶劑比例 7：3：10 所得的結果，使用分管收集器收集

這三個波峰，先將分管收集器設定在第 40分鐘前的沖提溶液不收集，之後設定

每 3分鐘收集一管，波峰 I收集 52-64 min(5-8管)；波峰 II收集 82-100min(15-20

管)；波峰 III收集 115-145 min(26-35管)，然後進一步做 HPLC分析。 

 

 

由HPLC層析圖(圖 26)可得知，波峰 I所含蓋的都是屬於極性較大的化合物，

分配係數值較小，所以最先被沖提出管柱外；波峰 II主要是 Isoquercitrin成分，

且純度約為 97.3%；波峰 III 則以 Astragalin 成分為主，純度約為 97.2%。經由

CPC 製備分離的兩個成分，純度都可到達 95%以上，因此樣品確實有被純化的

效果。  

 

 

 

(A) 
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(B) 

 

 

(C) 

 

圖 26、HPLC分析波峰Ⅰ、II、 III的層析圖 

(A)波峰Ⅰ的層析圖為極性較大的化合物 

(B)波峰 II的層析圖主要包含 b(Isoquercitrin)成分 

(C)波峰 III的層析圖主要包含 c(Astragalin)成分 

 

 

 

 

 

 

 

 

c 

b 
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4.3.1.2溶劑系統 MTBE / Acetone / H2O/EA 

    sample 1中主要包含 Isoquercitrin和Astragalin兩個成分，已找出分離 sample 

1 的 CPC最佳化條件(表 8)。其中選用MTBE/Acetone/H2O/EA= 7：3：10：2，

是因為目標物可得到最佳的分配係數值(表 9)。由表中可知 KD值都小於 1，表示

樣品傾向分佈在下層相，故最後選擇以 descending mode作為實驗條件。管柱總

體積 240 mL，靜相滯留量大約 188mL，靜相滯留率為 78%。 

 

 

 

 

 

 

表 8、CPC分離 sample 1 的實驗參數 

溶劑系統 (MTBE / Acetone / H2O /EA= 7：3：10：2) 

流動模式 Descending mode (下層相當動相) 

樣品進樣量 5 mL (10 mg 溶於 6 mL的動相) 

轉速 900 rpm 

流速 1.0 mL/min 

偵測波長 350 nm 
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表 9、Isoquercitrin和Astragalin 兩種成分在溶劑系統MTBE / Acetone / H2O/EA

的分配係數值 

 

MTBE:Acetone:H2O:EA 7:3:10:2 

Isoquercitrin 0.43 

Astragalin 0.81 

 

    由上述的最佳化實驗參數，進行 CPC分離 sample 1，所得到的結果(圖 27)，

可明顯觀察出存在 I、II、III三個波峰，由圖可知在MTBE / Acetone / H2O溶劑

系統中加入 EA，即 MTBE/Acetone/H2O/EA溶劑系統，可以使得波鋒間距變大，

故在此條件下，smaple 1中的成分有較好的分離效果。  

 

 

圖 27、CPC分離 sample 1 的層析圖 

 

  

Ⅰ 

Ⅱ 
Ⅲ 
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4.3.2 sample 2分離的結果 

4.3.2.1溶劑系統 MTBE / Acetone / H2O 

   sample 2 中主要包含 Chlorogenic acid、Quercetin 3-(6-malonylglucoside)和

Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)三種成分，已找出分離 sample 2的 CPC最佳

化實驗參數(表 10)，由表 11得到的分配係數值，得知MTBE / Acetone / H2O = 6：

4：10、7：3：10、8：2：10加 0.6% (v/v) formic acid，此三組溶劑組成比例有

較佳的分配係數值，其中 7：3：10為最佳化的比例。管柱總體積 240 mL，靜相

滯留量大約 188 mL，靜相滯留率為 78%。 

 

 

 

 

表 10、CPC分離 sample 2 的實驗參數 

溶劑系統 
(MTBE / Acetone / H2O = = 6：4：10、7：3：10、8：2：10) 

加 0.6% (v/v) formic acid 

流動模式 Descending mode (下層相當動相) 

樣品進樣量 5 mL (10 mg 溶於 6 mL的動相) 

轉速 900 rpm 

流速 1.0 mL/min 

偵測波長 350 nm 
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表 11、Chlorogenic acid、Q3MG和K3MG三種成分在溶劑系統MTBE / Acetone / 

H2O加0.6% (v/v) formic acid的分配係數值 

 

MTBE:Acetone:H2O 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

6:4:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

8:2:10 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

Chlorogenic acid 0.21 0.20 0.22 

Q3MG 0.40 0.43 0.40 

K3MG 1.01 1.20 1.15 

 

由上述相同的實驗參數，三組不同的溶劑比例(6：4：10、7：3：10、8：2：

10加 0.6% (v/v) formic acid)，來進行 CPC分離 sample 2的實驗，圖 28(A)、(B)、

(C)分別為三組的結果，圖 28(A)、(B)中可明顯觀察出存在 A、B、C、D四個波

峰，圖 28(C)的結果不理想，是因為在此比例下的溶劑系統不夠穩定，導致圖中

出現許多雜訊。 

 

(A) 

 

A 

B 

C D 
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(B) 

 

(C) 

 

圖 28、CPC分離 sample 2 的層析圖 

(A) MTBE / Acetone / H2O =6：4：10加 0.6%(v/v) formic acid 

(B) MTBE / Acetone / H2O =7：3：10加 0.6%(v/v) formic acid 

(C) MTBE / Acetone / H2O =8：2：10加 0.6%(v/v) formic acid 

A 

B 

C 

D 
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    圖 28(B)為最佳化的溶劑比例 7：3：10加 0.6%(v/v) formic acid所得的結果，

使用分管收集器收集這三個波峰，先將分管收集器設定在第 40分鐘前的沖提溶

液不收集，之後設定每 3分鐘收集一管，波峰 A收集 52-64 min(5-8管)；波峰 B

收集 70-91 min(11-17管)；波峰 C收集 103-136 min(22-32管) ；波峰 D收集

181-247 min(48-69管)，然後進一步做 HPLC分析。 

 

 

由 HPLC 層析圖(圖 29)可得知，波峰 A 所含蓋的都是屬於極性較大的化合

物，所以最容易被沖提出管柱外；波峰 B主要是 Chlorogenic acid成分，純度約

為 70.2%；波峰C則以Quercetin 3-(6-malonylglucoside)成分為主，純度約為 69.1%；

波峰 D則是 Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)成分，純度有 69.6%。雖然所得的

成分純度不高，但主要是因為 sample 1中的成分被萃取到 sample 2中，只要在

萃取 sample 1時平衡兩小時，即可改善結果。 

 

 

(A) 
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(B) 

 

(C) 

 
(D) 

 
圖 29、HPLC分析波峰 A、B、C、D的層析圖 

(A)波峰 A的層析圖為極性較大的化合物 

(B)波峰 B的層析圖主要包含 a(Chlorogenic acid)成分 

(C)波峰 C的層析圖主要包含 d[Quercetin 3-(6-malonylglucoside)]成分 

(C)波峰 D的層析圖主要包含 e[Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)]成分 

a 

a b 
c 

c 
e 

d 
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4.3.2.2溶劑系統 MTBE / Acetone / H2O/EA 

    sample 2 中主要包含 Chlorogenic acid、Quercetin 3-(6-malonylglucoside)和

Kaempferol 3-(6-malonylglucoside)三種成分，已找出分離 sample 2的 CPC最佳

化實驗參數(表 12)，其中選用MTBE/Acetone/H2O/EA= 7：3：10：2加 0.6% (v/v)  

formic acid，是因為目標物可得到最佳的分配係數值(表13)。管柱總體積240 mL，

靜相滯留量大約 188mL，靜相滯留率為 78%。 

 

表 12、CPC分離 sample 2 的實驗參數 

溶劑系統 
(MTBE / Acetone / H2O /EA= 7：3：10：2) 

加 0.6% (v/v) formic acid 

流動模式 Descending mode (下層相當動相) 

樣品進樣量 5 mL (10 mg 溶於 6 mL的動相) 

轉速 900 rpm 

流速 1.0 mL/min 

偵測波長 350 nm 

 

 

表 13、Chlorogenic acid、Q3MG和 K3MG三種成分在溶劑系統 MTBE / Acetone 

/ H2O/EA加 0.6% (v/v) formic acid 的分配係數值 

MTBE:Acetone:H2O:EA 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

7:3:10:2 

加 0.6%(v/v) 

formic acid 

Chlorogenic acid 0.30 

Q3MG 0.75 

K3MG 2.04 
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由上述的最佳化實驗參數，進行 CPC分離 sample 2，所得到的結果(圖 30)，

可明顯觀察出存在 A、B、C、D四個波峰，由圖可知在MTBE / Acetone / H2O

溶劑系統中加入 EA，即 MTBE/Acetone/H2O/EA 溶劑系統，可以使得波鋒間距

變大，故在此條件下，smaple 2中的成分有較好的分離效果。 

 

 

 

 
圖 30、CPC分離 sample 2 的層析圖 

 

 

 

  

A 

B 

C 

D 
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第五章 結論 

本實驗的目的，是利用離心分配層析的技術，搭配有機-水相溶劑系統，來

分離、純化桑葉中的有效成分，包括 Chlorogenic acid (綠原酸)、Isoquercitrin、

Astragalin 、 Quercetin 3-(6-malonylglucoside) (Q3MG) 、 Kaempferol 

3-(6-malonylglucoside) (K3MG)，並用 HPLC-MS 來確定其結構。在本實驗當中

使 用 了 三 成 分 溶 劑 系 統 MTBE/Acetone/H2O 與 四 成 分 溶 劑 系 統

MTBE/Acetone/H2O/EA，皆成功的分離純化桑葉樣品。 

 

    本實驗中用 CPC 來分離 sample 1 中的有效成分 Isoquercitrin、Astragalin，

純度可達到約 97%，而 sample 2 中的有效成分 Chlorogenic acid (綠原酸)、

Quercetin 3-(6-malonylglucoside) (Q3MG)、Kaempferol 3-(6-malonylglucoside) 

(K3MG)，純度約為 70%，是因為 sample 1中的成分被萃取到 sample 2中，故在

萃取 sample 1時，有機相與水相的平衡時間要夠長，以避免 sample 1殘留在水

相中，最後被萃取到 sample 2 當中，造成純化結果不理想。未來可嘗試不同的

萃取條件，來增加分離的效果，並希望能達到純度提高的效果。 
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