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制剂与质量

大孔吸附树脂纯化红花提取物的研究

宋洪涛1，初 阳2，张 倩2，郭 涛3，陈大为2，李可鑫1，刘 伟1，颜 呜3

(1．南京军区福州总医院药学科，福建福州 350025；2．沈阳药科大学药学院，辽宁沈阳 110016；

3．沈阳军区总医院药剂科，辽宁沈阳 11001 6)

摘要：目的探讨大孔吸附树脂对红花提取物的纯化条件及纯化效果。方法通过红花黄色素(SY)在树脂上的

吸附量和解吸率筛选树脂的种类；以SY的保留率和转移率为指标考察药液的pH值、上柱吸附体积流量、树脂药

材比、树脂柱径高比、清洗液的pH值及体积流量、洗脱液的种类及体积流量等纯化条件。与乙醇沉淀法进行纯化效

果的比较。结果优化后的纯化条件为采用HPD400A作为吸附树脂，树脂药材比为4：1，树脂柱径高比为l：6，

上柱药液和清洗液pH值为2．0，50％乙醇作为洗脱液，上柱吸附体积流量为4 BV／h，清洗和洗脱体积流量为10

Bv／h。在该纯化条件下，SY的转移率为88．8％，与乙醇沉淀法相当，固形物中SY的质量分数约为乙醇沉淀法的

2．6倍，固形物的质量(固形物得率)仅为乙醇沉淀法的38．5％。结论通过纯化条件的优化大大提高了SY的转移

率，大孔吸附树脂法对红花提取物的纯化效果优于乙醇沉淀法。
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Purification of Carthamus tinctorius extract with macroporous adsorption resins
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Abstract：Objective To study the conditions and effects of purification of Carthamus tinctorius

extract by adopting macroporuos adsorption resin．Methods The kinds of resin were selected through the

determination of adsorption ratio and elution ratio of safflower yellow(SY)in resin．The reservation ratio

and transfering ratio of SY were used as index tO investigate the purification conditions，such as the pH

value of water extract，the flow speed for adsorption，the ratio of the resin tO crude drug，the ratio of

diameter tO height of resin column，the pH value and flow speed of cleaning agent，and the kinds and flow

speed of the elution agent，etc．The purification results of macroporuos adsorption resin were compared

with the alcohol sedimentation．Results The optimum purification conditions were as follows：HPD400A

Macroporuos adsorption resin was selected as the adsorbed resin，the ratio of resin tO crude drug was 4：

1，the ratio of diameter tO height of resin column was I：6，the pH value of water extract and cleaning

agent was adjusted to 2．0，50％alcohol was chosen as elution agent，the flow speed of adsorption was 4

BV／h．the flow speed of cleaning and elution agent was 10 BV／h．Under the purification condition，the

transfering ratio of SY was 88．8％，approximated to that by the alcohol sedimentation method．Compared

with the alcohol sedimentation method，the macroporous adsorption resin purification method could

increase the SY content in dried solid about 2．6 times，while be the weight of dried solid about 38．5％．

Conclusion The transfering ratio of SY is greatly improved through the optimization of the purification

conditions．The method of macroporous adsorption resin purification iS superior to the method of alcohol

sedjmentatjon．
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红花为菊科植物红花Carthamus tinctorius L．

的干燥花，具有活血通经、祛瘀止痛的功效，是传统

的活血化瘀中药。红花活血的有效成分主要集中于

水溶性的红花黄色素(safflor yellow，SY)，SY为查

耳酮类化合物，具有抑制血小板聚集、抑制血栓形

成、扩张血管、改善心肌缺血、降血压、抗氧化、抗炎

镇痛等作用[】’2]。虽然已有研究报道了红花中SY的

提取纯化方法[3~5]，但尚存在不少问题。本实验采用

大孑L吸附树脂法对红花提取物进行了纯化富集，并

对纯化条件进行了筛选优化。

1仪器与材料

UV--2501PC型紫外一可见分光光度计(日本岛

津)；ZFQ85A型旋转式蒸发仪(上海医械专机厂)；

HZQ—C型空气浴振荡器(哈尔滨市东联电子技术发

展有限公司)；668型真空干燥箱Ck连第四仪表厂)。

红花购自沈阳市药材公司，经鉴定为菊科植物

红花C．tinctorius L．的干燥花；红花黄色素A对照

品(中国药品生物制品检定所)；红花黄色素(日本旭

化成株式会社)；大孑L吸附树脂(D一101、D一201、D一

301型购自天津农药股份有限公司，HPD系列及

D900型购自河北省沧州宝恩化工有限公司)；聚酰

胺薄膜(浙江台州市路桥四青生化材料厂)；a一萘酚

(中国医药集团上海化学试剂公司)；其他试剂均为

分析纯。

2方法与结果

2．1 标准曲线的建立：精密称取红花黄色素A对

照品10 mg，置于100 mL量瓶中，加水溶解并稀释

至刻度，摇匀。精密吸取该液适量，加水配成一系列

质量浓度的对照品溶液，在401 nm波长处测定吸

光度。以吸光度(A)对红花黄色素A质量浓度(C，

tMg／mL)进行线性回归，结果表明，红花黄色素A在

2．5～15 p．g／mL与吸光度线性关系良好，回归方程

为C一23．07 A一0．125 6，r一0．999 9。

2．2红花水提液的制备：称取红花药材100 g，加

14倍量水，浸泡30 min，加热提取，药渣再加12倍

水提取，每次20 min[3]。合并提取液，滤过，将滤液减

压浓缩至提取液含生药0．1 g／mL，滤过，滤液备用。

临用前，于401 am波长处测定吸光度，计算红花黄

色素(SY)的质量分数。

2．3清洗终点与洗脱终点的判断

2．3．1清洗终点的判断：采用Molish反应。吸取1

mL清洗液，加5％a一萘酚乙醇溶液3滴，摇匀。沿试

管壁缓缓加入0．5 mL浓硫酸，如在试液与硫酸的

交界面处，很快形成紫色环，表明有还原糖类、多糖

或苷类的存在。以Molish反应阴性作为清洗终点。

2．3．2洗脱终点的判断：采用TLC检查法[5]。吸取

洗脱液，点样于聚酰胺薄膜上，以醋酸乙酯一甲醇一

3．6％盐酸(1：3：6)为展开剂于密闭容器内上行展

开，以在254 am紫外灯下观察无荧光斑点作为洗

脱(SY解吸)终点。

2．4吸附条件的选择

2．4．1树脂的选择：精密称取各种干树脂0．5 g，置

锥形瓶中，加入SY水溶液(5 mg／mL)40 mL，放入

恒温(25‘C)摇床中振荡24 h。取滤液于401 am处

测定溶液中SY质量浓度。将吸附平衡后的树脂转

移至色谱柱中，用50％乙醇解吸，测定解吸液中SY

质量浓度。按下式计算吸附量和解吸率。结果(表

1)表明，各种大孔吸附树脂的吸附量与解吸率均不

同，其中HPD400A型吸附量较大，且解吸率较高。

故本实验选用HPD400A型大孔吸附树脂。

吸附量一溶液体积×(吸附前溶液质量浓度一吸附后溶

液质量浓度)／干树脂质量

解吸率一(洗脱液的平衡质量浓度×洗脱液体积)／(吸

附量×树脂质量)×100％

表1 不同类型大孔树脂对SY的静态吸附量及解吸率

Table 1 Adsorption ratio and elution ratio

of SY in various kinds of resin

树脂 吸附量／ 解吸 树脂 吸附量／ 解吸

型号(mg·g_1)率／％ 型号(mg·g。)率／％

D—101 193 84．2 HPD450 185 89．9

D一201 152 95．1 HPD500 194 86．3

D一301 179 93．4 HPD600 149 92．1

HPDl00 222 88．0 HPD700 179 78．7

HPD300 229 94．2 HPD750 207 97．0

HPD400 206 90．3 HPD800 168 94．6

HPD400A 237 96．1 D900 28l 6．9

2．4．2 药液pH值对SY泄漏曲线的影响：取

HPD400A型干树脂3．0 g湿法装柱(内径7 mm)，

将2 mg／mL SY水溶液分别调pH值为1．0、2．0、

3．0、5．0、7．0，然后分别以6 BV／h的流速通过树脂

柱，分段收集流出液。以流出液的相当于床体积的倍

数(倍床体积，BV)与流出液中SY的浓度作图，结

果(图1)表明，溶液pH值对SY的吸附有显著影

响，随着pH值的增加，SY在树脂上的吸附力及吸

附速度显著减小，当pH值大于5．0时，SY水溶液

极易穿透树脂床，当pH值为2．0时，SY即可在树

脂床上产生较好的吸附。

2．4．3上柱吸附体积流量对SY保留率的影响：将

红花水提液调节pH值为2．0，精密吸取7．5 mI。分

别以2、4、6、8、10 BV／h的体积流量上柱吸附，收集
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流出液倍床体积／BV

图1溶液pH值对SY泄漏曲线的影响

Fig．1 Effects of solution pH value

on SY leakage curves

流出液，静置1 h。然后用16 BV的pH 2．0水溶液

以lo BV／h进行清洗，收集流出液。合并2次的流

出液，测定SY的质量浓度，计算SY在树脂柱上的

保留率。结果(表2)表明，上柱吸附体积流量过快，

SY损失较大，当吸附体积流量小于4 BV／h时，SY

保留率较高。

表2上柱吸附体积流量对sY保留率的影响

Table 2 Effects of adsorption flow speed

on SY reservation ratio

上柱吸附体积流量／(BV·h一) SY保留率／％

2．4．4树脂药材比对SY转移率的影响：调整红花

水提液的上柱量，使树脂药材比(干树脂与水提液中

红花药材的质量比)分别为4：1、2：1、1：1、

0．5：1、0．25：1，以50％乙醇溶液作为洗脱溶液，

在10 BV／h下进行解吸，收集洗脱液，测定SY的质

量浓度，计算SY的转移率。结果(表3)表明，树脂药

材比在4：1～2：1时，SY保留率较高，考虑到树脂

药材比越小，上柱时间越长，为减少上柱时间，确定

树脂药材比为4：1。

表3树脂药材比对SY转移率的影响

Table 3 Effects of ratio of resin to crude

drug on SY transfering ratio

树脂药材比 SY转移率／％ 树脂药材比 SY转移率／％

4 l 1 90．2 0．5 ：1 81．1

2 l 1 90．O 0．25：1 68．2

1 l 1 87．4

2．4．5树脂径高比对SY转移率的影响：取不同量

的干树脂湿法装柱，使径高比分别为1：3、1：6、

1：9、1：12，按树脂药材比为4：1，精密吸取红花

提取液上柱，清洗后洗脱，收集洗脱液，测定SY的

质量浓度，计算SY的转移率。结果(表4)表明，树脂

柱径高比在1：6～1：12时，SY的转移率均较高，

考虑到工业化生产的可行性，径高比确定为1：6～

1：9较为妥当。

表4树脂径高比对sY的转移率的影响

Table 4 Effects of ratio of diameter to height of

resin column on SY transfering ratio

树脂径高比 SY转移率／％ 树脂径高比 SY转移率／％

1：3 85．3 1：9 91．2

1：6 90．5 1 l 12 90．1

2．5清洗条件的选择

2．5．1 清洗液pH值对SY保留率的影响：取3．0 g

干树脂湿法装柱，将红花水提液调节pH值为2．0，

精密吸取7．5 mL以4 BV／h的体积流量上树脂柱

吸附，静置1 h。然后，分别用16 BV／h的pH 2．0、

4．0、6．0和8．0的水溶液以10 BV／h进行清洗，收

集流出液，测定SY的质量浓度，计算SY在树脂柱

上的保留率，结果(表5)表明，随着清洗液pH值的

提高，SY的损失越大，采用pH 2．0水溶液清洗杂

质较为合适。当pH 2．0清洗液用量为16 BV时，即

可将多糖等杂质基本清洗除净。

表5清洗液pH值对SY保留率的影响

Table 5 Effects of cleaning agent pH value

on SY reservation ratio

清洗液pH值SY保留率／％ 清洗液pH值SY保留率／％

2．O 93．1 6．0 49．2

4．0 64．0 8．0 29．1

2．5．2清洗液体积流量SY保留率的影响：装柱及

上样方法同2．5．1项下方法。用16 BV的pH 2．0

水溶液分别以2．5、5、10、20、30 BV／h的流速进行

清洗，收集流出液。测定SY的质量浓度，计算SY在

树脂柱上的保留率。结果(表6)表明，清洗体积流量

在2．5～20 BV／h时，SY的保留率均较高。具体操

作时，为加快实验进程，可在清洗液流速控制范围内

适当增大清洗流速。

表6清洗液体积流量对sY的保留率的影响

Table 6 Effects of cleaning agent flow speed

on SY reservation ratio

清洗液体积流量／(BV·h。) SY保留率／％

90．1

91．4

92．3

91．0

88．4

2．6洗脱条件的选择

2．6．1 不同洗脱液对SY转移率及其洗脱曲线的

影响：装柱、上样及清洗方法同2．5．2项下方法。分
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别用15％、30％、50％、70％乙醇溶液以10 BV／h的

流速进行解吸，收集洗脱液，测定SY的质量浓度，

计算SY的转移率。结果(表7，图2)表明，当乙醇体

积分数大于50％时，对SY具有较高的洗脱能力，但

随着乙醇体积分数的增加，溶液颜色明显变深，说明

已将许多有色杂质洗下。因此以50％乙醇作为洗脱

液较为妥当。

衰7不同体积分数乙醇溶液对SY转移率的影响

Table 7 Effects of various alcohol cOncentratiOn

on SY transfering ratio

洗脱液 SY转移率／％ 洗脱液 SY转移率／％

15％乙醇 51．2 50％乙醇 91．7

30％乙醇84．2 70％乙醇 91．6

80

0 2 4 6 8 10

洗脱液倍床体积／BV

图2不同体积分数乙醇溶液对SY洗脱曲线的影响

Fig．2 Effects of various alcohol concentration

on SY elution curves

2．6．2 洗脱液体积流量对SY转移率及其洗脱曲

线的影响：装柱、上样及清洗方法同2．5．2项下方

法，50％乙醇溶液作为洗脱溶液，分别以5、10、20、

30 BV／h的流速进行解吸，收集洗脱液，测定，计算

SY的转移率。结果(表8，图3)表明，SY的洗脱流速

控制在10 BV／h以下较好。

表8洗脱液体积流量对SY转移率的影响

Table 8 Effects of elution agent flow speed

on SY transfering ratio

洗脱体积流量／(BV·h-1) SY转移率／％

2．7 大孔吸附树脂法与乙醇沉淀法的比较

2．7．1传统的水提乙醇沉淀法：将红花水提液减压

浓缩至质量浓度约为1 g生药／mL，调pH值至

2．0，缓慢搅拌下加入一定量95％乙醇，使药液乙醇

体积分数升为65％，抽滤。滤液再加一定量95％乙

醇，使药液乙醇体积分数升为85％，抽滤。减压浓缩

，

皇
面

喜
型
避
蚓
蟮

磊
岳
键
翟
螺

2 4 6 8 10

沈脱液倍床体积／BV

1-5 BV／h 2-10 BV／h 3-20 BV／h 4—30 BV／h

图3洗脱液流速对SY洗脱曲线的影响

Fig．3 Effects of elution agent flow speed

on SY elution curves

后置真空干燥箱内干燥，称质量，精密称取适量测定

SY的质量分数。计算固形物收率，固形物中SY的

质量分数，SY的转移率，结果见表9。

表9 乙醇沉淀法与大孔吸附树脂法纯化效果的比较

Table 9 Comparison of purification effects between

macroporous resin method and alcohol

sedimentation method

方法 SY转移率／％固形物中SY／％固形物得率／％

2．7．2大孔吸附树脂纯化法：取100 g干树脂湿法

装柱，树脂径高比为1：6，将红花水提液(o．1 g生

药／mL)调节pH值为2．0，按树脂药材比为4：1精

密量取适量，以4 BV／h的流速上柱吸附，静置1 h

后，用pH 2．0水溶液以10 BV／h的流速进行清洗。

然后，用50％乙醇溶液以10 BV／h的体积流量进行

解吸，收集洗脱液，减压浓缩后置真空干燥箱内干

燥，称质量，精密称取适量测定SY的质量分数。计

算固形物收率，固形物中SY的质量分数，SY的转

移率。结果(表9)表明，采用大孔吸附树脂法纯化，

SY的转移率稍高于乙醇沉淀法，固形物中SY的质

量分数约为乙醇沉淀法的2．7倍，固形物的质量(固

形物得率)仅为乙醇沉淀法38．5％。可见，大孔吸附

树脂法使红花提取物得到了更好地富集和纯化。

3讨论

3．1 不同厂家不同型号的大孔吸附树脂对SY的

吸附量与解吸率均不同，其中HPD400A型吸附量

较大，且解吸率较高。本实验选用HPD400A型大孔

吸附树脂作为红花中SY的吸附纯化树脂。

3．2红花水提液的pH值约为5，在该pH值下，溶

∞
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液中的SY极性较强，在树脂上吸附较慢，且吸附力

较弱，极易穿透树脂床，造成SY的泄漏。pH值越

赢，泄漏越严重。因此，上样前需调节pH值至2．0，

以降低SY的极性，增加SY在树脂上的吸附，减少

泄漏。此外，SY在树脂床上的吸附需要有一个过

程，若药液的上柱吸附体积流量过快，部分SY未及

吸附就会泄漏，因此，应适当控制吸附体积流量。本

实验结果表明，当吸附体积流量为4 BV／h时，即可

保证SY较高的保留率。具体实验时，由于红花水溶

液具有颜色，也可通过肉眼观察，调节流速，控制大

孔树脂柱色带在整个树脂柱的2／3以内，也可保证

SY具有较高的保留率。

3．3由于pH值会显著影响SY的极性，因此，在用

水溶液清洗杂质时，应调节其pH值至2。0为宜，以

保证在清洗杂质的同时不至于造成SY的过多流

失。清洗液的体积流量亦不宜太快，以在10～20

BV／h为宜。

3．4树脂药材比是影响SY转移率的重要因素，树

脂药材比值过小，会引起药量超载，使药物泄露流

失，降低保留率。树脂药材比值越大，保留率越高，但

过大会造成上柱时间的延长，增加成本。本实验结果

表明，树脂药材比为2；1～4：1即可。

3．5 树脂的径高比对SY的转移率亦有较大影响，

在树脂柱直径一定的条件下，树脂高度越高，柱效越

高；太低则柱效过低，SY的吸附路径短，容易造成

泄漏。本实验结果表明，树脂柱径高比在1：6"--1：

12时，SY的转移率均较高，考虑到工业化生产的可

行性，径高比确定为1：6～1：9较为妥当。

3．6随着洗脱用乙醇体积分数的提高，SY的洗脱

率与洗脱速率逐渐增大，但杂质也随着增加，说明高

体积分数乙醇对SY的分离效果较差。因此，在保证

洗脱率较高的条件下，应选用较低体积分数的乙醇

溶液，以减少脂溶性杂质，提高洗脱液的纯度。但体

积分数太低，洗脱速度过慢，洗脱液用量大，同时鉴

于洗脱终点检查的灵敏度，可能会造成洗脱不完全，

因此，应选择一个适中的体积分数。本实验结果表

明，以50％乙醇作为洗脱液即可达到较好的洗脱效

果。洗脱液流速对SY的洗脱亦有显著影响，过快会

导致SY来不及解吸附而造成损失，本实验结果表

明，洗脱流速控制在10 BV／h以下较好。

3．7在优化条件下，采用大孔吸附树脂法纯化红花

提取物，SY的转移率为88．8％，与乙醇沉淀法相

当，固形物中SY的质量分数约为乙醇沉淀法的2．6

倍，固形物的质量(固形物得率)仅为乙醇沉淀法

38．5％。可见，大孔树脂法对SY的富集与纯化效果

远优于乙醇沉淀法，值得在生产中推广使用。

3．8 大孔吸附树脂由于具有良好的分离纯化性能

及稳定性，在中药成分精制纯化中的应用越来越广

泛[6]。有文献采用大孑L树脂法对红花中的SY进行

过纯化研究[46]，但由于纯化条件考察的不够全面，

特别是未对上柱药液及清洗液的pH值进行考察，

造成SY在上柱及清洗过程中的损失，致使SY的转

移率不够理想。因此，在实际应用大孔树脂纯化的过

程中，应详细了解待分离成分的理化性质，对树脂的

种类，药液的pH值，上柱吸附体积流量，树脂药材

比，树脂柱径高比，清洗液的pH值、用量及体积流

量，洗脱液的种类、用量及体积流量，清洗终点与洗

脱终点的判断等纯化条件进行具体研究，以期提高

其纯化效果和目标成分的转移率。

3．9 大孑L树脂法对多糖和蛋白多肽类成分的除去

效果较好，但对鞣质的除去效果较差。在本实验的纯

化条件下，SY质量分数只有27．5％，尚不太高，有

待于进一步优选纯化条件或与其他纯化方法联合应

用，以期在保证获得较高转移率的前提下进一步提

高其纯度。
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作者更正：本刊2006年第6期第848页表2中野黄芩苷的校正因子为1．854 9。

  




