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2．7 提取工艺的验证：用选定正交试验的优化工艺

作了3次平行验证，结果平均浸膏率为12．86％，

IC。。为5．23 rag／mE薯蓣皂苷元的质量分数为

1．29％，表明该工艺稳定、可行、重现性好。

3讨论

本实验以lC。。作为提取工艺考察的指标之一，

从药效学方面考察工艺的合理性，更直观、更全面地

反映结果的可靠性。

近些年来已有许多学者报道薯蓣皂苷元有抗肿

瘤活性[2m“，本课题研究已证明白英中含有薯蓣皂

苷元，因此本实验选用薯蓣皂苷元为另一指标，从质

量控制方面考察提取工艺的合理性。

从实验结果可以看出，在6号试验中，IC。。为

5．84 mg／mL，薯蓣皂苷元质量分数为1．77％均为

各列之首，提示1C∞与薯蓣皂苷元可能是有相关性

的，即薯蓣皂苷元质量分数越高，IC。。的值越小，体

外细胞增殖抑制作用越强。
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大孔吸附树脂纯化丹参总酚酸的工艺研究
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丹参为唇型科植物丹参Salvia miltiorrhiza

Bunge的干燥根及根茎，活血调经、凉血消痈、安神，

在临床得到了广泛应用，并且是许多制剂的原料。其

中的酚酸类成分是水溶性主要有效部位，具有明显

的抑制血小板聚集、抗凝、溶纤及抗脂质过氧化的作

用[1]，是丹参活血化瘀的主要活性成分。该类化合物

主要有原儿茶醛、原儿茶酸、丹参素、丹酚酸A，B，

C、迷迭香酸等[2~4]。以往的精制主要采用水提醇沉

法，总酚酸的量低；也有报道用大孔树脂分离丹参中

的水溶性成分[5]，但只是用原儿茶醛和丹参素为指

标，缺乏对总成分和分离条件的系统研究。本实验采

用大孑L吸附树脂纯化该有效部位，并研究分离的工

艺条件和参数。

l仪器、材料和试剂

HP一8453紫外一可见分光光度计(美国惠普公

司)；HP一1100高效液相色谱仪(美国惠普公司)，

G1315A紫外一可见光二级管阵列检测器。

丹参药材购自广东省药材公司，产地四川中江，

由本系刘传明讲师鉴定为唇形科植物丹参S．milti—

orrhiza Bunge的根；原儿茶醛对照品(中国药品生

物制品检定所，批号110810-200205)；大孑L吸附树

脂(南开大学和成树脂厂，均为药用型)。

无水乙醇、乙醚、冰醋酸、95％乙醇均为分析纯，

甲醇(分析纯，色谱纯)，蒸馏水(超纯水)。

2方法与结果

2．1丹参总酚酸的测定

2．1．1 标准曲线的绘制：精密称取干燥至恒重的原

儿茶醛对照品16．08 mg，用无水乙醇配成128．6

弘g／mL的对照品溶液。分别吸取对照品溶液0．2、

0．4、0．6、0．8、1．0、1．2 mI。于10 mL量瓶中，无水

乙醇定容，随行溶剂做空白，用紫外一可见分光光度

计于281 nm依次测定吸光度，以质量浓度(C)为纵

坐标，吸光度(A)为横坐标绘制标准曲线。结果标准

曲线C=0．268 42+13．855 A，r=0．999 5，线性范

围为2．6～15弘g／mL。

2．1．2样品测定：吸取样品液适量，用乙醚萃取4

次，萃取液水浴挥干乙醚，加无水乙醇溶解，滤过，定

容，作为待测液，取待测液适量，用无水乙醇稀释至

合适质量浓度后按标准曲线的绘制项下方法测定．，

计算总酚酸的量。
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2．2树脂类型的选择

2．2．1树脂预处理：根据树脂性能初步选择了3种

树脂，分别称取3种干树脂各1 g，加95％乙醇溶

胀，再用蒸馏水洗净树脂问乙醇备用。

2．2．2上样液的制备：称取干燥后的丹参粗粉，加

水浸泡6 h，回流提取2次，均为8倍量水，每次1．5

h。合并提取液，减压浓缩，浓缩液加95％乙醇使含

醇量达80％，冰箱中冷藏10 h，离心，上清液减压回

收乙醇，加l％盐酸调pH值至2，离心，上清液用蒸

馏水定量为12 mg／mL(以总酚酸计)作为上柱液。

2．2．3 吸附量与解吸率比较：吸取上样液10 mL，

加入盛有树脂的具塞三角瓶中，于室温下振荡，进行

静态吸附。吸附完成后分离出上清液，树脂再用10

mL水洗涤1次，合并人上清液，作为剩余液。各树

脂再依次用30％、50％、70％、95％乙醇浸泡洗脱2

次，每次10 mL。吸取剩余液和各洗脱液适量，乙醚

萃取后，以原儿茶醛做对照品，用紫外分光光度法测

定酚酸剩余量和解吸量，计算吸附量和解吸率(吸附

量=上样液中总酚酸量一剩余液中总酚酸量；比吸

附量一吸附量／干树脂质量；解吸率一总酚酸洗脱

量／总酚酸吸附量)，结果见表1。结果表明，ADF8

树脂的吸附量与解吸率均好，因此选择该树脂。

表l各种树脂的吸附与解吸情况

Table l Adsorption capacity and desorption rate

of various resins

刑娶
吸附 30％部50％部70％部95％部 解吸 解吸

盈／mg分／mg分／mg分／mg分／mg量／mg率／％

ADSl7 38．0 20．6 5．7 一 一 26．3 69．2

ADF8 32．7 23．5 7．6 一 一 31．1 95．0

ADS2l 63．5 13．0 14．0 3．6 1．8 32．4 51．0

2．3上样质量浓度对吸附量的影响：取含总酚酸

4、6、8、10、12 mg／mL的上样液10 mL，加入处理好

的ADF一8树脂中，静态吸附，其余操作同2．2．3项

下方法，计算吸附量，结果见表2。结果表明，含总酚

酸为10 mg／mL时，吸附量较大。

表2上样质量浓度对吸附量的影响

Table 2 Effect of liquor concentration

on adsorption capacity

上样质量浓度／(mg·mL_1) 比吸附量／(mg·g“)

4．0

6．0

8．O

10．O

12．0

28．3

32．7

34．2

36．5

34．6

2．4 盐效应对吸附量的影响!引：取含总酚酸10

mg／mL的上样液10 mL，加入氯化钠使其在药液中

的质量浓度分别为2％、3％、4％、5％，上样，静态吸

附。其余操作与测定同2．2．3项下方法，计算吸附

量，结果见表3。结果表明，加入氯化钠后吸附量增

加，综合考虑，加人氯化钠质量浓度为2％较好。

表3盐效应对吸附量的影响

Table 3 Effect of salt effect on adsorption capacity

氯化钠的质量浓度／(rag·mL_1) 吸附量／mg

2．5洗脱曲线的绘制和洗脱溶媒用量的确定：2．2

项下结果表明，丹参总酚酸主要集中在30％乙醇洗

脱液中，50％洗脱液中虽然有一定量，但经过测定，

酚酸的量明显偏低，因此选择30％乙醇为洗脱剂。

树脂上样(柱高12 cm)、动态吸附后，依次用水

和30％乙醇洗脱。水洗液每20 mL收集一份共8

份，依次编为1～8号，测定每份洗下的总固体量，以

每份洗下的固体量为纵坐标，以编号为横坐标绘制

水洗脱杂质曲线，见图1。30％乙醇洗脱液共收集9

份，前3份每份40 mL，后6份每份20 mL，依次编

为17～97号，测定每份中总酚酸的量，以每份洗下的

总酚酸量为纵坐标，以编号为横坐标绘制洗脱曲线，

见图2。
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图1 ADF一8树脂水洗脱杂质曲线

Fig．1 Water elution curve of impurity by ADF一8 resin
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图2 ADF一8树脂30％乙醇洗脱酚酸曲线

Fig．2 30％Acohol elution curve of phenolic acid

by ADF8 resin
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酚酸；30％乙醇用量为240 mL(约4 BV)时，基本

达到最大酚酸洗脱量。因此水的用量选择2．5 BV，

30％乙醇用量选择4 BV。

2．6 试验验证：根据确定的树脂类型和最佳工艺，

用3根树脂柱(柱高26 cm，内径5 cm)同时进行酚

酸纯化试验，结果树脂纯化后总酚酸的平均质量分

数为53．8％，收率为1．9％。

2．7 工艺过程的HPLC图谱分析[7]：为指导工艺

研究，本研究分析了工艺研究过程中纯化前后的样

品中酚酸类成分的HPLC图谱，见图3。色谱条件

为：色谱柱Zorbax ODS柱(250 mm X 4．6 mm，5

p．m)；流动相：甲醇一1％醋酸水溶液(40：60)；进样

量10"L；柱温：室温；检测波长：281 nm。

．L⋯⋯．—上——L——^1
0 10 20 30 40 50 0 I() 20 30 40 50

t／min

图3上样液(A)和树脂纯化后总酚酸(B)的HPLC图谱

Fig．3 HPLC Chromatograms of sample(A)

and purified phenolic acid(B)

3讨论

大孑L吸附树脂是吸附和筛选原理相结合的分离

材料，它的吸附性能是由于范德华引力或生成氢键

的结果，筛选作用是由其本身多孑L性结构所决定。由

于其良好的分离效果，目前在中药成分的分离纯化

中得到了广泛应用。根据树脂的结构、性能以及待分

离成分的性质，可以选择合适的树脂类型。作为酚酸

类成分，用大孔吸附树脂进行分离纯化的报道较少，

本实验选择的3种树脂均为氢键型极性吸附树脂，

对多元酚有较高的选择吸附性，因此本实验重点考

察了这3种树脂对丹参酚酸的纯化效果。从实验结

果看，某些树脂虽然吸附量大，但洗脱困难。

本实验通过工艺研究，有效提高了总酚酸的纯

度，纯化前酚酸在总固体物中的质量分数为7．2％，

纯化后质量分数达53．8％：本实验给出了水洗脱杂

质的曲线，目的是确定洗脱杂质时水的用量，而在其

他有关大孔吸附树脂的文献中，很少有说明水的用

量。另外丹参酚酸类成分性质不稳定，在工艺过程中

会存在某些成分的损失或量的变化，本实验结合

HPLC图谱进行了工艺过程的定性分析，结果表明，

在工艺过程中某些成分有量的变化，即各成分的比

例发生了变化，但总酚酸的成分组成(即成分谱)基

本没有变化，结果有利于指导谱一效关系分析。
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