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高纯度积雪草总苷的制备工艺研究 
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摘  要：目的  研究高纯度积雪草总苷的制备工艺。方法  采用大孔树脂分离技术与重结晶技术相结合的方法，优选最佳积

雪草总苷制备工艺参数，同时建立积雪草总苷 HPLC 检测方法。结果  积雪草药材采用 75%乙醇回流提取、回收乙醇、水

沉、酸沉，通过 HPD-100 大孔树脂柱富集后，再采用醋酸乙酯重结晶方法，可制备质量分数 90%以上的积雪草总苷。结论  该
工艺稳定性高、重复性好，适合于制备高纯度的积雪草总苷。 
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Preparing technology of asiaticosides with high-purity 
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Abstract: Objective  To study the preparing technology of asiaticosides with high purity. Methods  Macroreticular resin column 
chromatography and recrystallization were used to optimize the preparing technology of asiaticosides. HPLC method was established 
for the contcent determination of asiaticosides. Results Centella asiatica was subjected to 75% ethanol distilment, water and acid 
precipitation, HPD100 macroreticular resin separation, and recrystallization in acetic ester. Then asiaticosides with high purity over 
90% were obtained. Conclusion  The process is stable and feasible, and it could be used for the preparation of high-purity 
asiaticosides. 
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积雪草 Centella asiatica (L.) Urban 为伞形科积

雪草属植物，又称崩大碗、马蹄草、老鸦碗、铜钱

草、铁灯盏等，分布于我国陕西、长江流域及以台

湾、福建等南方各省区[1]。该植物全草入药，《神农

本草经》中将其列为中品，性寒，味苦、辛，具有

清热利湿、解毒消肿之功效。《中国药典》2010 年

版收载积雪草为常用中药材，具有清热利湿、解毒

消肿的功效，用于湿热黄疸、中暑腹泻、石淋血淋、

痈肿疮毒、跌扑损伤等；临床上也常用于传染性肝

炎、流行性脑脊髓膜炎的疗效，具有抗氧化、抗胃

溃疡、抑制肿瘤细胞增生等作用[2-4]。现代研究表明

积雪草的主要活性成分为三萜皂苷、黄酮、挥发油、

多炔烯烃等，其中三萜皂苷类成分为积雪草的主要

活性成分，具有显著的抗增生、抗纤维化、抗抑郁、

抗癌症、抗氧化和改善智力等作用[5-13]。《中国药典》

2010 年版收录积雪草总苷为积雪苷片的原料，要求

控制积雪草总苷以羟基积雪草苷和积雪草苷总量

记，不得少于 55.0%[14]。本课题主要针对积雪草苷、 
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羟基积雪草苷和积雪草苷 B，采用现代提取纯化技

术进行高纯度积雪草总苷的制备工艺研究。 
1  仪器与材料 

Agilent 1100 高效液相色谱仪，二元泵，DAD
检测器（美国安捷伦科技公司）；Mettler AE 240 电

子天平（德国梅特勒-托利多公司）；SYZ—A 石英

亚沸高纯水蒸馏器（常州普天仪器制造有限公司）；

Buchi R210 旋转蒸发仪（瑞士步琪实验仪器公司）。 
积雪草由安徽丰原铜陵中药饮片有限公司提供

（批号 20080214、20080914、20080920、20080926），
经南京中医药大学吴德康教授鉴定为伞形科积雪草

属植物积雪草 Centella asiatica (L.) Urban 的干燥全

草。对照品羟基积雪草苷（批号 110893-200201）、
积雪草苷（批号 110892-200403），中国食品药品检

定研究院；对照品积雪草苷 B（成都曼思特生物科

技有限公司，批号 20030312，98%）。乙腈（色谱

纯，美国 Tedia 公司）；HPD-100、D-101、AB-8 大

孔树脂（河北沧州宝恩化工有限公司）；水（重蒸水）；

甲醇、醋酸乙酯（分析纯，南京化学试剂有限公司）。 
2  方法与结果 
2.1  积雪草总苷定量测定方法 
2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取积雪草苷、羟

基积雪草苷和积雪草苷 B 对照品 12.80、16.00、12.80 
mg，以甲醇溶解于同一个 10 mL 量瓶中，定容至刻

度，即得混合对照品储备液。 
2.1.2  供试品溶液的制备  取积雪草总苷供试品适

量，精密称定，加甲醇制成积雪草总苷 5 mg/mL 的

供试品溶液，摇匀，即得。 
2.1.3  色谱条件  色谱柱为 Phenomenex Luna C18 
100 A 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；柱温 30 ℃；

检测波长为 205 nm；体积流量 1 mL/min；流动相为

乙腈-水，梯度洗脱程序：0～30 min，22%乙腈；30～
35 min，22%～28%乙腈；35～45 min，28%乙腈。 
2.1.4  线性关系考察  精密吸取一定量的对照品储

备液，用甲醇稀释为积雪草苷和积雪草苷 B 质量浓

度分别为 0.2、0.4、0.8、1.6、3.2、6.4 mg/mL、羟

基积雪草苷质量浓度分别为 0.25、0.5、1.0、2.0、
4.0、8.0 mg/mL 的混合对照品溶液。按上述色谱条

件进样 10 μL 测定。以进样量为横坐标（X），峰面

积积分值为纵坐标（Y），进行线性回归，得积雪草

苷回归方程为 Y＝2 504.566 X－16.043，r＝0.999 9；
羟基积雪草苷回归方程为 Y＝1 722.724 X－8.816，
r＝0.999 8；积雪草苷 B 回归方程为 Y＝2 285.305 

X＋27.739，r＝0.999 9。结果表明，积雪草苷和积

雪草苷B在2.0～64.0 μg，羟基积雪草苷在2.5～80.0 
μg，均具有良好的线性关系。 
2.1.5  测定方法  分别精密吸取对照品溶液与供试

品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，测定，即得。 
2.2  药材提取制备 

根据文献报道[15-16]，结合积雪草总苷的理化性

质，本研究采用 75%乙醇对积雪草药材进行回流提

取。具体提取方法：加 10 倍量 75%乙醇，提取 2
次，每次 1 h，滤过，合并滤液，回收乙醇备用。 
2.3  除杂方法考察 

高体积分数的乙醇提取时，在得到积雪草总苷

的同时，也提取出了部分的脂溶性成分，本研究首

先采用醇提水沉的工艺对积雪草提取液进行部分除

杂，即积雪草醇提液减压回收乙醇至无醇味，浓缩

至相当于生药材 1 g/mL，加 4 倍量水，边加边搅拌，

冷藏过夜，离心，取离心液。 
文献报道[4-5]积雪草中三萜类成分除积雪草总

苷外，还含有积雪草酸、羟基积雪草酸，均为弱酸

性物质。为了去除积雪草酸、羟基积雪草酸，本研

究采用调节 pH 值至强酸性使之沉淀析出而达到除

杂的目的。经过对比研究，最终确定用 2 mol/L 盐

酸调节水沉上清液 pH 值至 2.0，冷藏过夜后离心，

取离心液，干燥，加适量甲醇溶解，按“2.1”项下

方法测定积雪草总苷的量，测得积雪草苷为 7.5%，

羟基积雪草苷为 9.1%，积雪草苷 B 为 7.4%，3 种

苷总量可提高到 24.0%。实验结果表明，积雪草水

沉上清液调节 pH 值为 2.0 时，可去除部分杂质。最

终确定沉淀法除杂工艺，即积雪草醇提液减压回收

乙醇至无醇味，浓缩至相当于生药材 1 g/mL，加 4
倍量水，边加边搅拌，冷藏过夜，离心，取离心液。

离心液用 2 mol/L 的盐酸调节 pH 值为 2.0，冷藏过

夜，离心，取离心液。 
2.4  大孔树脂富集工艺考察 

根据相关文献及专利信息，从积雪草中制备积

雪草总苷的方法主要有溶剂萃取法、大孔树脂法，

从产业化的可行性及制备成本考虑，本研究拟利用

大孔树脂来制备积雪草总苷。 
2.4.1  大孔树脂型号考察  通过文献调研和前期的

预实验发现苯乙烯型非极性或弱极性的大孔树脂对

积雪草苷类的三萜皂苷吸附分离效果显著，因此本

课题选用价格低廉的生产中比较常用的 3 种苯乙烯

型大孔树脂 HPD-100、D-101、AB-8 进行考察[17]。 
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取酸沉后的积雪草水溶液，平行 3 份，按照生

药材-湿树脂 2∶1 的比例，分别加于已处理好的

HPD-100、D-101、AB-8 大孔树脂柱上（径高比为

1∶10），以 0.5 BV/h 的体积流量过树脂柱，依次用

5 个柱体积（BV）的水、2 BV 的 40%乙醇、5 BV
的 70%乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗脱，收集 40%、

70%乙醇洗脱液；回收乙醇，真空干燥，得干膏，

按“2.1”项下方法测定积雪草总苷的量，结果见表

1。实验结果表明，HPD-100 大孔树脂在相同的洗

脱条件下对积雪草总苷的洗脱能力远比 D-101、AB- 
8 大孔树脂强，因此选择 HPD-100 大孔树脂对积雪

草总苷进行精制。 
 

表 1  不同型号大孔树脂对积雪草苷量的影响 
Table 1  Effects of different kinds of macroporous resins on contents of asiaticosides 

树脂型号 样品名称 洗脱液体积 / mL 得膏量 / mg 积雪草总苷 / mg 

D-101 40%乙醇洗脱液 157 440.23  20.46 

 70%乙醇洗脱液 416 304.51 172.13 

HPD-100 40%乙醇洗脱液 154 418.26  15.23 

 70%乙醇洗脱液 402 329.64 303.93 

AB-8 40%乙醇洗脱液 190 422.56  13.47 

 70%乙醇洗脱液 498 341.63 169.82 
 
2.4.2  洗脱液乙醇体积分数的考察  取酸沉后的积

雪草水溶液，平行 9 份，按照生药材-湿树脂 2∶1
的比例分别加于已处理好的 HPD-100 大孔树脂柱

上（径高比为 1∶10），以 0.5 BV/h 的体积流量过树

脂柱，用 5 BV 的水洗涤树脂柱，再分别用 10%、

20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、95%
乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗脱，收集 8 BV 的乙醇

洗脱液，回收乙醇，真空干燥，残渣用甲醇溶解并

转移至 5 mL 量瓶中，摇匀，滤过，按“2.1”项下

方法测定积雪草总苷的量，结果见表 2。实验结果

表明，10%、20%乙醇洗脱物中均未检出积雪草苷、

羟基积雪草苷、积雪草苷 B；30%乙醇洗脱物中总

苷的量小于 8 mg，因此选择 30%乙醇作为树脂洗脱

除杂的条件；50%、60%乙醇洗脱物中积雪草苷、

羟基积雪草苷的总量较其他洗脱物高，且 50%、60%
乙醇洗脱物中积雪草苷、羟基积雪草苷的总量相差

不大，考虑生产成本，确定采用 50%乙醇洗脱，收

集 50%乙醇洗脱液。 
2.4.3  50%乙醇洗脱用量的考察  取酸沉后的积雪

草水溶液，按照生药材-湿树脂 2∶1 的比例，分别

加于已处理好的 HPD-100 大孔树脂柱上（径高比为

1∶10），以 0.5 BV/h 的体积流量洗脱，依次用 5 BV
水、4 BV 30%乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗涤树脂

柱除杂，再用 50%乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗脱，

分别收集每个床层体积的洗脱液，共收集 10 BV。

洗脱液回收乙醇，干燥，残渣用甲醇溶解并定容至

10 mL，摇匀，滤过，按“2.1”项下方法测定积雪 

表 2  不同体积分数的乙醇洗脱对积雪草总苷量的影响 
Table 2  Effects of different concentration of ethanol  

on contents of asiaticosides 

洗脱液
积雪草

苷 / mg

羟基积雪 

草苷 / mg 

积雪草苷

B / mg 

积雪草总

苷 / mg 

10%乙醇 － － － － 

20%乙醇 － － － － 

30%乙醇 1.98 3.21 2.51 7.70 

40%乙醇 17.75 21.39 16.98 56.12 

50%乙醇 27.37 36.76 25.47 89.60 

60%乙醇 27.27 36.90 25.71 89.88 

70%乙醇 19.36 26.92 17.50 63.78 

80%乙醇 16.91 26.87 14.08 57.86 

95%乙醇 14.23 26.86 11.92 53.02 
 
草总苷的量，结果见表 3。实验结果表明，50%乙

醇第 1～4个BV的洗脱液中积雪草总苷的量逐渐上

升，4 倍量时达到最高值，8 倍量时总苷得率已达到

81.7%，而在第 8 个 BV 后，总苷的量已经明显降低。

因此确定 50%乙醇洗脱较佳体积为 8 BV，即上样

后，依次用 5 BV 水、4 BV 30%乙醇以 1 BV/h 的体

积流量洗涤树脂柱除杂，再用 50%乙醇以 1 BV/h
的体积流量洗脱，收集 8 BV 的 50%乙醇洗脱液。 
2.5  精制方法考察 

通过大孔树脂富集后积雪草总苷的质量分数可

达到 60%～65%，为了制备高纯度积雪草总苷（质

量分数≥90%），必须对积雪草总苷做进一步的纯

化。通过文献调研[18]，纯化积雪草总苷应用较多的 
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表 3  不同用量 50%乙醇对积雪草总苷量的影响 
Table 3  Effects of different volumes of 50% ethanol on contents of asiaticosides 

洗脱液 / BV 积雪草苷 / mg 羟基积雪草苷 / mg 积雪草苷B /mg 积雪草总苷 / mg 得率 / % 总得率 / %

 1  1.72  2.10  1.84  5.66  2.5  2.5 

 2  3.57  4.47  3.52 11.56  5.2  7.7 

 3  8.75 10.88  7.94 27.57 12.4 20.1 

 4 16.47 21.56 16.97 55.00 24.7 44.8 

 5 13.97 15.88 12.31 42.16 19.0 63.8 

 6  7.24  8.15  7.02 22.41 10.1 73.9 

 7  4.15  4.06  4.22 12.43  5.6 79.5 

 8  1.76  1.60  1.58  4.94  2.2 81.7 

 9  0.94  1.06  1.10  3.10  1.3 83.0 

10  0.65  0.66  0.58  1.89  0.1 83.1 
 
为溶剂提取法和结晶法。分别考察了水饱和正丁醇

萃取、醋酸乙酯结晶、丙酮结晶法对积雪草总苷纯

化的效果。 
取积雪草总苷粗品粉末 100 mg，精密称定，平

行 3 份。其中 1 份加 10 mL 水溶解，滤过，用氯仿

振摇提取 2 次，每次 10 mL，弃去氯仿液；水液用

水饱和的正丁醇振摇提取 4 次（20、20、10、10 mL），
合并正丁醇液。正丁醇液蒸干，残渣用甲醇溶解并

转移至 5 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，滤过，

取续滤液。另外 2 份加 10 mL 甲醇溶解，滤过，分

别加入 8 倍量的醋酸乙酯、丙酮至析出白色结晶，

边加边搅拌，冷藏 1 h，抽滤，分别用少量醋酸乙酯、

丙酮洗涤结晶，真空干燥。分别取结晶物 10 mg，
精密称定，置 5 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，滤过，取续滤液。按“2.1”项下方法

测定积雪草总苷的量，结果见表 4。实验结果表明，

正丁醇萃取积雪草总苷的质量分数为 95.40%，醋酸

乙酯结晶积雪草总苷的质量分数为 93.02%，丙酮结

晶为 79.29%，纯化效果依次为正丁醇萃取＞醋酸乙

酯结晶＞丙酮结晶。从产业化的可行性、制备成本

等方面综合考虑，确定醋酸乙酯结晶法为较佳的纯

化方法。 

表 4  不同纯化方法对积雪草总苷量的影响 
Table 4  Effects of different methods of purification on contents of asiaticosides 

纯化方法 称样量 / mg 积雪草苷 / mg 羟基积雪草苷 / mg 积雪草苷 B / mg 积雪草总苷 / % 

丙酮结晶 13.11 3.47 3.74 3.18 79.29 

醋酸乙酯结晶 13.90 4.36 4.59 3.98 93.02 

正丁醇萃取 11.01 3.46 3.81 3.23 95.40 
 
2.6  验证试验 

综合以上研究结果，得出高纯度积雪草总苷的

最佳提取工艺：积雪草药材加 75%乙醇回流提取 2
次，每次 10 倍量提取 1 h，滤过，合并滤液；滤液

减压回收乙醇，浓缩至相当于生药材 1 g/mL，冷却

至室温；加 4 倍量水，边加边搅拌，4 ℃冷藏过夜；

离心，取上清液，用 2 mol/L 的盐酸调节 pH 值至

2.0，4 ℃冷藏过夜；离心，取上清液；按生药材-
湿树脂 2∶1 的比例加于已处理好的 HPD-100 大孔

树脂柱上（径高比为 1∶10），提取物水溶液以 0.5 
BV/h 的体积流量过树脂柱，先用 5 BV 水洗涤树脂

柱，再用 4 BV 30%乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗涤

树脂柱，最后用 50%乙醇以 1 BV/h 的体积流量洗

脱，收集 8 BV 50%乙醇洗脱液；洗脱液减压回收乙

醇至无醇味，干燥，粉碎；用适量甲醇溶解，滤过，

加入 8 BV 醋酸乙酯，4 ℃冷藏 1 h，滤过，以少量

醋酸乙酯洗涤结晶物，真空干燥，粉碎，即得。按

上述优选的制备工艺条件进行验证，所得结果见表

5。3 批验证试验结果表明，积雪草总苷的制备工艺

稳定性良好、可重复性强，工艺合理、可行。 
积雪草总苷是积雪草中主要的活性成分，本实

验通过系统的提取、精制、分离、纯化研究，建立 
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表 5  验证试验结果 
Table 5  Results of verification test 

质量分数 / % 
批号 投料量 / g 

积雪草苷 B 羟基积雪草苷 积雪草苷 积雪草总苷
积雪草总苷 / g 总苷转移率 / %

20080914 1 000 27.45 37.42 26.12 90.99 8.4 83.7 
20080920 1 003 28.77 39.36 26.94 95.07 8.2 81.9 
20080926 1 001 28.43 38.70 26.90 94.03 7.9 78.9 

 
了高纯度积雪草总苷的制备工艺，可使积雪草总皂

苷的质量分数到达 90%以上，其中羟基积雪草苷的

质量分数高于 35%、积雪草苷和积雪草苷 B 的质量

分数均高于 25%。该工艺使用有机溶剂少且均可回

收再利用，工艺的稳定性、重复性良好，有望进一

步开发应用于工业化大生产。 
3  讨论 

在工艺研究预试验中，本课题对不同产地、不

同采集时间的药材进行了对比分析，研究表明秋季

采收药材较佳，可以避免药材中过多的叶绿素影响

分离效果。 
在水沉、酸沉考察研究中发现，酸沉、水沉顺

序对实验结果存在不同的影响，研究结果表明，先

酸沉后水沉，其效果优于先水沉再酸沉。 
根据预实验结果，结合文献报道，本课题将大

孔树脂上样量定为生药材-湿树脂 2∶1 的比例，但

在实际的生产中，应尽可能提高树脂柱的径高比，

且应着重考察树脂量与药材上样量的比例关系，以

提高树脂的利用率。 
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