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图2 p-环糊精(A)、异穿心莲内酯(B)、物理混合物(c)

和包合物(D)的核磁共振氢谱

Fig．2 1H·NMR Spectrogram of}cD(A)，lsoandro-

grapholide(B)·physics mixture(C)，and

inclusion compound(D)

一0．002 5、一0．109 6。由此说明萘环部分氢原子受

到屏蔽，十氢萘环全部或者部分插入了p环糊精的

疏水空腔中；包合后H一12、H一14、H一15的化学位移

分别向高场发生了移动，△艿分别为一0．008 7、

一0．009 0、一0．003 0。说明五元内酯环上的氢原子

受到屏蔽，五元内酯环全部插入了p环糊精的疏水

空腔中。综上可以推断异穿心莲内酯与p环糊精形

成了1。1的包合物，包合产物为包合十氢萘环和五

元内酯环的两种包合物的混合物；经计算机辅助软

件CAChe 6．1计算，异穿心莲内酯的五元内酯环和

十氢萘环可以被包合。这也与实际的验证结果相符。

自20世纪初环糊精被分离得到以来，在医药方

面得到了广泛的应用。一些药物制成环糊精包合物

后，溶解度、生物利用度、化学稳定性、刺激性等方面

都得到了明显的改善，因此环糊精作为一种药物辅

料在医药方面有着重要的应用价值。本实验采用微

波辅助饱和水溶液法将异穿心莲内酯做成包合物，

可提高其稳定性，增加了其水溶性，为异穿心莲内酯

在医药方面的应用提供参考。
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生地黄中低聚糖的提取和纯化研究
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摘 要：目的 研究从生地黄中提取分离低聚糖的工艺。方法 以水苏糖的量为指标，采用正交试验优化水提取工

艺，考察了除杂工艺中大孔树脂种类、洗脱液用量及活性炭脱色方法，并采用葡聚糖凝胶柱纯化得到生地黄低聚

糖。结果优选的水提取工艺为：12倍量水，煎煮3次，每次0．5 h。水提取液经D—101大孔吸附树脂除杂，0．1％活

性炭脱色3次，SephadexGl5葡聚糖凝胶分离纯化获得生地黄低聚糖部位，其中水苏糖质量分数大于60％。结论

该工艺从生地黄中提取分离低聚糖部位，工艺合理、可行，低聚糖部位收率达药材量的26％。
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Preparation and purification of oligosaccharide from Radix Rehmanniae

TANG Lanl，LIU Li2。XU De—shen92

(1·College of Pharmaceutical Science，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014，China，2．Shuguang

Hospital Affiliated tO Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shanghai 200021，China)

Abstract：Objective To optimize the technique of isolating and extracting oligosaccharide from Radix

Rehmanniae．Methods The optimum conditions for the water extracting technique of Radix Rehmanniae

were studied by orthogonal test design．Then the water extract was isolated by macroporous resins and ac．．

tire charcoal successively，meanwhile the pattern of macroporous resins，the volume of the eluents，and

the decolorizing methods of active charcoal were studied．And then the 01igosAccharide was obtained after

being purified by Sephadex gel column chromatography．The content of stachyose was determined by

HPLC．Results The optimal preparation process was as follows：1 2 fold water，three times，0．5 h for

each time．Then the water extract was isolated and purified by D一1 01 macroporous resins，0．1％active
charcoal and Sephadex G15 column chromatography were successively used tO obtain the oligosaccharide．

The analysis of oligosaccharide indicated itS main constituents are stachyose，rafinose，and manninotriose，

and the content of stachyose is more than 60％．Conclusion This preparation technique of extracting

oligosaccharide from Radix Rehmanniae iS reasonable and feasible．And the yield of the oligosaccharide

from Radix Rehmanniae achieves to 2 6％．

Key words：Radix Rehmanniae；oligosaccharide；extraction；isolation and purification

生地黄清热凉血、养阴生津，其化学成分有100

多种[1]，主要成分为苷类、糖类、氨基酸、有机酸、p

谷甾醇、豆甾醇和菜油甾醇等，含糖类成分最高，高

达70％[2]，以低相对分子质量的糖为主，其中含水

苏糖的量最高。生地黄中含低聚糖的组分具有抑制

大鼠肺间质成纤维细胞I、I型胶原表达的作用[3]，

进一步的动物试验表明生地黄的低聚糖部位有明显

抗大肠杆菌脂多糖致大鼠肺部炎症的作用，而水苏

糖对大肠杆菌脂多糖致大鼠肺部炎症也有一定的抑

制作用(另文报道)。本实验采用了水提取，大孔吸附

树脂、活性炭、葡聚糖凝胶联用分离纯化工艺制备生

地黄低聚糖活性部位，以水苏糖的量为评价指标，优

化了提取纯化工艺条件，使生地黄低聚糖得到有效

地富集，提取率较文献报道工艺“3有较大提高。

1实验材料

生地产地：河南，购自上海华宇药业有限公司，

经上海市食品药品检验所吴赵云副主任药师鉴定为

地黄Rehmannia glutinosa Libosch的块茎。

Sephadex G15(Amersham biosciences)；水苏

糖对照品(批号103k3776，Sigma公司，质量分数为

99％)；硅胶G预制板(青岛海洋化工厂)；D一101大

孔吸附树脂(天津市海光化工有限公司)；HPDl00

大孔吸附树脂(河北沧州宝恩化工有限公司)；活性

炭(中国林科院林产化工研究所江苏省溧阳市活性

炭联合化工厂)；其他试剂均为分析纯。

AEL一160电子分析天平(日本岛津)；LG一5

真空冷冻干燥机(上海离心机械研究所)；DL一8A

冷冻离心机(上海离心机械研究所)；SBS--100自动

部分收集器(上海青浦沪西仪器厂)；Agilentll00高

效液相色谱仪、Agilentll00示差折光检测器(美国

安捷伦公司)；Shodex Asahipak NH2P一50色谱柱

(日本昭和电工株式会社)。

2方法与结果

2．1水苏糖的HPLC法测定‘5]

2．1．1色谱条件：Shodex Asahipak NH2P一50(250

mm×4．6 mm，5肛m)；流动相：乙腈一水(70：30)；体

积流量：1．0 mL／min；RID检测器。

2．1．2对照品溶液的制备：精密称取水苏糖对照品

19．9 mg于2 mL量瓶中，加蒸馏水至刻度，配成

9．95 mg／mL对照品溶液。

2．1．3线性范围的确定：精密吸取水苏糖对照品溶

液1．5、2．5、5、10，12．5、15 pL，注入高效液相仪，测

定峰面积。以进样量为横坐标，峰面积积分值为纵坐

标，绘制标准曲线，得回归方程Y=8 368．2 X一

4 190．3，r一0．999 9，结果表明进样量在24．88～

149．25 pg线性关系良好。

2．I．4测定：取相应的进样液，进样测定，以外标一

点法计算水苏糖的量。

2．1．5 生地黄中水苏糖的测定：取生地黄适量，制备

供试品溶液，进样，测定，以水苏糖质量占药材量的比

例计，得生地黄中水苏糖的质量分数为29．62％。

2．2生地黄低聚糖成分提取工艺研究

2．2．1 因素水平的确定：以生地黄中主要成分水苏

糖的量为评价指标，采用L。(34)正交表进行正交试
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验，对影响水提工艺的主要因素加水量、提取时间、

提取次数进行筛选。因素水平见表1。

表1因素水平

Table 1 Factors and Ievels

2．2．2正交试验与结果：取生地黄剪成0．5 cm左

右小块，称取9份，每份20 g，加水浸泡1 h，按表1

中工艺条件提取，滤过，滤液浓缩至每1 mL药液含

0．25 g生药，4 000 r／min离心20 rain，得上清液。精

密吸取上清液4 mL，加于D一101大孔吸附树脂柱，

水洗至Molish反应阴性，收集水洗脱液，减压浓缩

至20 mL，经0．45 btm微孔滤膜滤过，进样测定，结

果见表2、3。

裹2 L。(34)正交试验结果

Table 2 Results of L。(3‘)orthogonai test

试验号 A B C D(误差)水苏糖／％

误差来源 SS f MS F显著性

A

B

C

D(误差)

55．06

7．89

295．79

9．68

27．53 5．69

3．95 0．82

147．90 30．56 P<O．05

4．84

Fo．05(Z，Z)=19·00

直观分析发现，3个因素对提取影响的程度为

C(提取次数)最大，其次为B(提取时间)，最佳提取

工艺为A。B。C。，即12倍量水，煎煮3次，每次0．5

h。由方差分析可知，C(提取次数)有显著性差异，A

(加水量)虽无显著性差异，但从直观上看，加水量越

大，提取效果之间有一定的差异，为保证提取充分，

仍以12倍水为宜。

2．2．3验证试验：按照确定的工艺进行验证，重复3

次，结果，水苏糖的质量分数平均为27．55％，RSD值

为1．65％，干浸膏得率为65％，RSD值为1．05％。

2．3大孔吸附树脂除杂研究

2．3．1 大孔吸附树脂种类筛选：6种大孔吸附树脂

对生地黄水提物中环烯醚萜类成分梓醇的富集效果

以非极性大孔吸附树脂HPDl00、D一101为好[5]。本

研究发现，生地黄水提液经大孔树脂处理后，颜色由

黑褐色变为棕色，由于环烯醚萜类成分被大孔树脂

吸附，因此水洗脱液颜色变浅。本研究中大孔吸附树

脂主要是用于生地黄提取液的脱色及除掉非糖类成

分，因此主要考察HPDloo、D一101大孔吸附树脂对

生地黄中低聚糖类成分是否有吸附作用。

各取等量HPDl00与D—101大孔吸附树脂，装

于30 am×1．1 cm小柱，各取等量生地总糖溶液

5 mL(含水苏糖的质量为252．29 mg)，加于大孔吸

附树脂柱上，用10倍体积的水洗脱，收集水洗脱液，

减压浓缩至一定体积，经0．45弘m微孔滤膜滤过，

测定其中水苏糖的量，结果HPDl00洗脱液中水苏

糖的洗脱质量为246．55 mg，D一101洗脱液中水苏

糖的洗脱质量为248．48 mg。可见，总糖溶液上

HPDloo与D一101大孔吸附树脂经水洗脱后，水苏

糖分别为过柱前的97．72％与98．49％，几乎不被树

脂吸附。此外，洗脱液的颜色两者相差不大，提示两

种树脂对色素的吸附效果相当。因此这2种树脂均

可选用。鉴于D一101大孔树脂价廉易得，本研究选

取D一101大孔树脂用于提取液的脱色除杂。

2．3．2洗脱液用量考察：取D—101大孔吸附树脂装

30 cm×1．1 cm小柱，生地黄提取液4 000 r／min离

心后，按药材量与树脂量比为1 t 12上样[5]，取上清

液5 mL加于柱上，以水洗脱，按树脂床体积收集水

洗脱液，每体积洗脱液取20 pL，用苯酚一硫酸法显

色，于488 nm测定吸光度(A)，根据吸光度变化判

断生地黄提取液中糖类成分是否洗脱完全，从而确

定洗脱液用量，结果见图1。可见，5倍体积量的水已

基本将糖洗脱干净。

1．5

l

飞

O．5

O

0 2 4 6 8

树脂床体积／BV

图1 D一101树脂柱洗脱液用量比较

Fig．1 Comparison of eluent added

on D—101 resins’column

2．4活性炭脱色研究：生地黄水提液经大孔吸附树

脂处理后，洗脱液呈棕色，为进一步除去有色物质，
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选用活性炭脱色。

2．4．1药液质量浓度对脱色效果的影响：取D一101

大孑L吸附树脂水洗脱液两等份，各500 mL，其中一

份70℃以下减压浓缩至原体积的一半，各加入

0．1％活性炭煮沸10 min，滤过，重复脱色3次，比

较滤液颜色。结果质量浓度低的脱色液几近无色，质

量浓度高的脱色液仍呈黄棕色，可见药液质量浓度

提高并不有利于活性炭对有色物质的吸附。

2．4．2活性炭用量和脱色次数对脱色效果的影响：

取D一101大孔吸附树脂水洗脱液两等份，各500 mL

(水苏糖质量浓度为60 mg／mL)，一份加入0．3％活

性炭煮沸脱色1次，滤过；另一份加入0．1％活性炭

煮沸脱色，重复脱色3次，比较滤液颜色。结果

0．1％活性炭脱色3次，脱色液几近无色，0．3％活性

炭脱色1次的脱色液呈黄色，可见0．1％活性炭脱

色3次比0．3％活性炭脱色1次效果好。

2．4．3 活性炭脱色对组分的量的影响：取D一101

大孔吸附树脂水洗脱液500 mL加入0．1％活性炭

煮沸脱色，重复脱色3次，计算脱色前后水苏糖的质

量，结果脱色前水苏糖的质量为30．0 g，脱色后水苏

糖的质量为21．2 g。可见，药液经活性炭脱色后，水

苏糖减少了29．33％。

2．5 凝胶柱色谱分离生地低聚糖成分：活性炭脱色

液在70℃以下减压浓缩，冷冻干燥得到浅棕黄色的

生地总糖。取生地总糖加少量蒸馏水溶解，加于

Sephadex G15凝胶柱上，用蒸馏水洗脱，流速为

1 mL／min，每5 mL收集一管，每管点样于经0．1

mol／L NaH。PO。处理的硅胶G板，展开剂为正丁

醇一吡啶一水(4：4：1)，取出，晾干，喷以苯胺一二苯

胺一磷酸溶液(苯胺2 mL，二苯胺2 g，磷酸20 mL，

加丙酮至200 mL)，105℃加热至斑点显色。各洗脱

液样品经TLC法检测，结果见图2。结合文献报

道r6]可知，样品经Sephadex G15凝胶柱分离后，合

并三、四糖部分作为混合低聚糖部位，减压浓缩，冷

冻干燥得类白色结晶状物。

图2各收集管样品的TLC图

Fig．2 TLC Chromatograms of samples

2．6低聚糖部位中水苏糖的测定：精密称取低聚糖

部位50 mg 3份，用蒸馏水定容于5 mL量瓶中，配

成10 mg／mL的样品溶液，经0．45弘m微孔滤膜滤

过，注入高效液相色谱仪，测定，计算水苏糖的质量

分数，结果见表4。生地黄水提取物经过大孔树脂、

活性炭、凝胶柱色谱分离纯化后，水苏糖的质量分数

从水提取物中的42％提高到低聚糖部位中的

61．87％，低聚糖部位收率约为药材量的26％。

表4低聚糖部位中水苏糖的测定结果

Table 4 Determination of stachyose in fraction

Of Oligosaccharide

3讨论

采用D一101大孔吸附树脂可以分离生地黄中

环烯醚萜和糖类[5]，本实验则利用其除去环烯醚萜

类及其他非极性成分，生地黄水提液经洗脱颜色由

黑褐色变为棕色。可见大孔树脂同时起到了一定的

脱色作用。为防止色素对凝胶柱的污染，大孔树脂水

洗脱液进一步用活性炭脱色，用溶液体积0．1％的

活性炭脱色3次，溶液即透明无色。

低聚糖是由2～10个分子的单糖经脱水而成的

聚合物，其常用的分离方法有活性炭柱色谱分离、凝

胶过滤法。文献报道[4]采用活性炭柱分离地黄中的

低聚糖，但是经本实验表明活性炭柱色谱分离生地

黄低聚糖，由于活性炭对糖的吸附力强，洗脱溶媒用

量非常大，且无法将三、四糖与单双糖有效分离。本

实验采用凝胶过滤法分离生地黄低聚糖，

SephadexGl5分离范围为100～1 500，生地黄中低

聚糖已知的有水苏糖、棉子糖、甘露三糖、毛蕊四糖、

毛蕊糖[6’7]，相对分子质量均在1 000以下，因此选

用SephadexGl5进行分离。曾改用0．1 mol／L NaCl

作为洗脱剂，结果与用水洗脱的效果一样，因此选择

用水洗脱。

文献报道[4]采用水提取，阴阳离子交换树脂，以

及活性炭柱色谱分离纯化制备地黄糖低聚糖，最大

收率约为17％，本方法的低聚糖收率为26％，较之

提高了约53％。
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动态罐组式逆流提取虎杖中大黄素的工艺研究

戚毅，蔡铭，谢志鹏，瞿海斌+，程翼宇

(浙江大学中药科学与工程学系，浙江杭州310027)

摘要：目的研究虎杖中大黄素的动态罐组式逆流提取工艺。方法采用正交试验设计．考察了乙醇体积分数、

溶剂用量、单提时间和提取温度对大黄素收率的影响，并比较了该工艺与热回流、渗漉、索氏提取工艺的优劣。结果

动态罐组式逆流提取虎杖中大黄素的最佳工艺参数为：乙醇体积分数70％，乙醇用量10倍量，单提时间35 min，提

取温度65℃；该工艺与其他提取工艺相比不仅能保证较高的提取效率，降低提取温度，而且大大节省提取溶剂，降

低后续蒸发浓缩的能耗。结论相比传统中药提取工艺，虎杖动态罐组式逆流提取工艺具有多方面的优势，值得在

中药工业生产中推广应用。

关键词：虎杖，大黄素；动态罐组式逆流提取

中图分类号：R286．1 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)08—1171—03

虎杖是蓼科植物虎杖Polygonum cuspidatum

Sieb．et Zucc．的干燥根茎及根，具有祛风利湿，散

瘀定痛等功效。虎杖中的大黄素是其主要药效成分。

目前，虎杖药材的提取工艺主要采用热回流法和渗

漉法，每千克药材的溶剂用量为100 L左右，提取时

间达到数十小时，存在溶剂用量大、时间长、温度高

和提取效率低、生产能耗高等缺点。动态罐组式逆流

提取技术(multi—stage countercurrent extraction)

是一种将动态提取和逆流提取技术相结合的中药提

取新技术，该技术充分利用溶剂与药材之间的有效

成分浓度梯度，逐级将药材中有效成分扩散至起始

浓度相对较低的溶剂中，使有效成分最大限度地溶

出，具有提取温度低、提取效率高、溶剂用量少、后续

浓缩能耗低等优点[1]。目前动态罐组式逆流提取技

术在中药生产中的应用趋于广泛[2~5]。本研究采用

正交试验设计，对虎杖药材中大黄素的动态罐组式

逆流提取工艺参数进行优化。以大黄素收率为优化

目标，考察乙醇体积分数、溶剂用量、阶段提取时间

和提取温度等关键因素对优化目标的影响，获得最

佳工艺参数。并将动态罐组式逆流提取工艺与热回

流提取、渗漉提取和索氏提取工艺进行比较，充分显

现动态罐组式逆流提取工艺在节省溶剂、提高提取

率、提高生产效率等方面的优势。

1仪器与材料

高效液相色谱仪，DAD检测器，Senco W2011恒

温水浴锅(上海申生科技有限公司)，Scout SC6010型

电子天平(梅特勒一托利多常州衡器有限公司)。

虎杖药材由湖南株洲千金药业公司提供，甲醇

为色谱纯，磷酸、氯仿、硫酸钠均为分析纯，乙醇为

95％药用级。

2方法与结果

2．1 因素水平的确定：目前工业生产中虎杖提取一

般采用53％乙醇，因此取53％乙醇作为乙醇体积分

数的中间水平。正交试验的因素和水平安排见表1。

表1因素水平

Table 1 Factors and levels

2．2动态罐组式逆流提取工艺的正交试验设计：准

确称取虎杖药材9份，各10 g，由5个250 mL锥形

瓶按动态罐组式逆流提取工艺进行提取。当某一阶

段提取结束时，一部分有效成分从药材转移到溶剂。
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