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藏药长梗金腰中2个活性成分的提取富集工艺研究 Δ
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摘 要 目的 研究藏药长梗金腰中chrysosplenoside A（CA）和chrysosplenoside I（CI）的提取富集工艺。方法 采用高效液相色谱

法测定CA、CI的含量。采用正交实验，以CA和CI的总转移率为评价指标，乙醇体积分数、浸提温度、浸提次数及料液比为考察因

素，优化长梗金腰中CA、CI的提取工艺，并进行验证。以D101型大孔吸附树脂为吸附剂，CA和CI的总含量为评价指标，杂质和

目标成分的洗脱剂体积分数及用量为考察因素，优化CA和CI的富集工艺，并进行验证。结果 长梗金腰中CA、CI的最优提取工

艺为：将长梗金腰药材粉末以8倍量的50%乙醇在室温下一次性超声提取45 min。验证结果显示，长梗金腰中CA和CI的平均总

转移率为95.43%，RSD为1.02%（n＝3）。最优富集工艺为：将上柱溶液加入D101型大孔吸附树脂柱，静置1 h；用4 BV（柱床体积）

20%乙醇洗脱杂质，再用4 BV 50%乙醇洗脱CA和CI。验证结果显示，长梗金腰中CA和CI的平均总含量为322.7 mg/g，RSD为

1.05%（n＝3），平均富集倍数为11.61倍。结论 本研究成功优化了长梗金腰中CA和CI的提取富集工艺，可为CA和CI的药物开

发利用提供参考。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the extraction and enrichment technology of chrysosplenides A （CA） and I （CI） in Tibetan 

medicine Chrysosplenium axillare. METHODS HPLC method was used to determine the contents of CA and CI. The orthogonal 

experiment was used to optimize the extraction technology of CA and CI in C. axillare using total transfer rate of CA and CI as 

evaluation indexes， with volume fraction of ethanol， extraction temperature， extraction times and solid-liquid ratio as factors. The 

validation test was also performed. The enrichment technology of CA and CI in C. axillare was optimized using D101 macroporous 

adsorption resin as adsorbent， total contents of CA and CI as evaluation indexes， with the volume fraction and dosage of eluent for 

impurities and target components. The validation test was also performed. RESULTS The optimum extraction conditions of CA and 

CI from C. axillare were as follows： the medicinal powder of C. axillare was extracted by ultrasound at room temperature for 45 

min at one time with 8 times of 50% ethanol. Results of validation tests showed that total transfer rate of CA and CI in C. axillare 

was 95.43% in average （RSD＝1.02%， n＝3）. The optimal enrichment technology was as follows： the sample solution was added 

into D101 macroporous adsorption resin column and stood for 1 hour； the impurities were eluted with 20% ethanol 4 BV （column 

volume）， and CA and CI were eluted with 50% ethanol 4 BV. The results of validation tests showed that total content of CA and CI 

was 322.7 mg/g in average （RSD＝1.05%， n＝3）， with average enrichment multiple of 11.61 times. CONCLUSIONS The study 

has successfully optimized the extraction and enrichment technology of CA and CI from C. axillare， and can provide reference for 

the development and utilization of CA and CI.
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长梗金腰Chrysosplenium axillare Maxim.为虎耳草

科金腰属多年生草本植物，主产于陕西、甘肃南部、青海

东南部和新疆等地，生于海拔2 800～4 700 m的林下、灌
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丛间或石隙。据《中国藏药植物资源考订》记载，长梗金

腰为特色藏药“亚吉玛”的基原植物之一[1]。长梗金腰以

干燥全草入药，其味苦性凉，清胆热，祛胆病[2]，用于治疗

胆病引起的发烧头痛、胆囊疾患、急性黄疸型肝炎等

症[3]。本课题组前期研究采用肝内胆汁淤积 （intrahe‐

patic cholestasis，IC）模型小鼠验证了长梗金腰抗 IC的功

效，并从中分离得到了2个高度甲氧基化的黄酮醇衍生

物 ——chrysosplenoside A（CA）和 chrysosplenoside I

（CI）[4]；并发现这 2种成分对 IC模型小鼠的肝损伤具有

保护作用，且优于熊去氧胆酸（目前临床治疗 IC的一线

药物）。由此可见，CA、CI作为抗 IC药物具有良好的开

发前景。基于此，本研究初探长梗金腰中CA、CI的提取富

集工艺，以期为CA、CI的药物开发提供物质基础。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 EX1600型高效液相色谱

（HPLC）仪（上海伍丰科学仪器有限公司）、CP-214型电

子天平（上海奥豪斯仪器有限公司）、KQ-5200DB型超声

波清洗器（宁波新芝生物科技股份有限公司）、BT25S型

电子分析天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）、

GOLD-SIM型冷冻干燥机（美国Siemon公司）、R-210型

旋转蒸发仪（瑞士Buchi公司）。

1.2　药品与试剂

长梗金腰药材于 2018年 7月采集自四川省壤塘县

中壤塘乡，经江西中医药大学中药资源与民族药研究中

心钟国跃研究员鉴定为长梗金腰 C. axillare Maxim. 全

草。CA、CI标准品为本实验室自制，纯度经HPLC检测

均大于 98%。HPD-500型和D101型大孔吸附树脂购自

沧州宝恩化工有限公司；Diaion HP-20型大孔吸附树脂

购自日本三菱化学公司；色谱级乙腈购自德国Merck公

司；质谱级乙酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；其余试剂为实验室常用规格。

2　方法与结果
2.1　CA和CI含量测定方法的建立

2.1.1　供试品溶液的制备　取干燥长梗金腰全草适量，

粉碎过三号筛，取 0.5 g粉末，精密称定，置于 150 mL具

塞锥形瓶中，精密加入 25 mL 50%甲醇，密塞，称定质

量；超声（功率 250 W，频率 40 kHz）处理 45 min，取出放

冷，称定质量；以 50%甲醇补足减失的质量，摇匀，过

0.22 μm微孔滤膜，取续滤液，备用。

2.1.2　混合对照品溶液的制备　取CA、CI对照品适量，

精密称定，加入甲醇制成质量浓度分别为0.420 0、0.360 0 

mg/mL的混合对照品溶液，备用。

2.1.3　色谱条件　色谱柱为 Inertsil ODS-2（250 mm×

4.6 mm，5 µm）；流动相为 0.1%乙酸溶液（A）-乙腈（B），

梯度洗脱（0～10 min，10%B→20%B；10～20 min，20%B→
25%B；20～40 min，25%B→40%B；40～50 min，40%B→
50%B；50～60 min，50%B→80%B；60～70 min，80%B→

95%B）；流速为 0.8 mL/min；柱温为 35 ℃；检测波长为

254 nm；进样量为10 µL。

2.1.4　专属性考察　取“2.1.1”“2.1.2”项下供试品溶液

和混合对照品溶液适量，按“2.1.3”项下色谱条件进行分

析，记录色谱图。结果显示，供试品溶液和混合对照品

溶液图谱中CA和CI的保留时间一致，且分离度均大于

1.5。结果见图 1。

2.1.5　线性关系考察　取“2.1.2”项下制备的混合对照

品溶液适量，置于 10 mL容量瓶中，用甲醇分别稀释 2、

4、8、16、32、64倍后得到系列对照品溶液；按“2.1.3”项下

色谱条件进样分析，记录色谱图。以进样量（µg）为横坐

标（X）、峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得CA和CI

的回归方程；再以信噪比10∶1、3∶1分别计算定量限和检

测限。结果见表1。

2.1.6　精密度试验　取同一供试品溶液适量，按“2.1.3”

项下色谱条件重复测定 6次，分别记录峰面积，计算得

CA和CI峰面积的RSD分别为 0.09%、1.36%（n＝6），表

明仪器精密度良好。

2.1.7　稳定性试验　取同一供试品溶液适量，分别于制

备后0、2、4、8、12、24 h时按“2.1.3”项下色谱条件进样分

析，记录峰面积，计算得到CA和CI峰面积的RSD分别

为 0.52%、0.82%（n＝6），表明供试品溶液在制备后 24 h

内稳定性良好。

2.1.8　重复性试验　精密称取长梗金腰药材粉末约0.5 g，

共6份，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.3”

项下色谱条件进行分析，记录峰面积，并根据标准曲线

分别计算CA和CI含量。结果显示，CA和CI含量的RSD

分别为1.62%、1.04%（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.1.9　加样回收率试验　分别取 CA、CI 适量，精密称

定，置于10 mL容量瓶中，加入甲醇溶解，制成CA、CI质

量浓度分别为1.60、0.90 mg/mL的混合对照品溶液。精

密称取适量已知含量的长梗金腰样品约 0.25 g，平行 6

份，加入混合对照品溶液1 mL（相当于药材原有含量的

100%）；按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1.3”项下色谱条件进样分析，计算加样回收率。结果

显 示 ，CA、CI 的 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 95.96%、

102.63%，RSD分别为 1.88%、2.98%（n＝6），表明该方法

准确性良好。
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图1　供试品溶液和混合对照品溶液的HPLC图

表1　CA和CI的线性关系及灵敏度考察结果

成分
CA

CI

回归方程
Y＝3 299.6X+133.99

Y＝4 387.5X+148.26

R2

0.999 9

0.999 9

线性范围/µg

0.065 6～4.200 0

0.056 3～3.600 0

检测限/µg

0.000 8

0.000 7

定量限/µg

0.002 3

0.002 0
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2.2　长梗金腰中CA和CI的提取工艺优化

2.2.1　长梗金腰提取物的制备及 CA 和 CI 的总转移率

测定　称取长梗金腰药材粉末 1.0 g（过三号筛），置于

150 mL具塞锥形瓶中，分别加入相应体积分数的乙醇溶

液，密塞，静置12 h；于相应温度下超声（频率40 kHz，功

率 250 W，下同）提取 45 min，过滤，滤液于 40 ℃条件下

减压回收乙醇，得浸膏状提取物。将所得浸膏状提取物

置于－20 ℃条件下冷冻 2 h，再置于冷冻真空干燥机中

干燥，即得固态提取物。取固态提取物约 0.1 g，精密称

定，置于50 mL烧杯中，精密加入10 mL甲醇，超声使其

充分溶解；取上清液过0.22 μm微孔滤膜，滤液按“2.1.3”

项下色谱条件进样分析，根据标准曲线计算CA和CI的

含量，再计算CA和CI的转移率（转移率＝固态提取物

中目标成分含量×提取物得率/生药材中目标成分含

量×100%）。

2.2.2　正交实验　采用 L9（34）正交实验对长梗金腰中

CA和CI的提取工艺进行优化。以乙醇体积分数（A）、

浸提温度（B）、浸提次数（C）及料液比（D）为考察因素，

以CA和CI的总转移率为评价指标，根据L9（34）正交表

设计实验，然后按“2.2.1”项下方法进行提取，计算CA和

CI的总转移率。正交实验的因素与水平见表 2，正交实

验设计及结果见表3，方差分析结果见表4。

由表 4可知，影响长梗金腰中CA和CI的总转移率

的显著程度依次为A＞D＞B＞C，即乙醇体积分数＞料

液比＞浸提温度＞浸提次数。其中，因素A对CA和CI

的提取有显著影响（P＜0.01），但其 A2（50%乙醇）与 A3

（90%乙醇）水平的K值非常接近，从提取成本的角度考

虑，本研究选择 50%乙醇为提取溶剂。因素B、C、D对

CA和CI的提取无显著影响，综合降低能耗、简化提取程

序、节约溶剂的考虑分别选择室温、提取 1次及料液比

1∶8作为提取参数。因此，最终确定最优提取工艺为

A2B1C1D1，即将长梗金腰药材粉末以 8倍量的 50%乙醇

在室温下一次性超声提取45 min。

2.2.3　最优提取工艺的验证　按照“2.2.2”项下最优提

取工艺条件提取长梗金腰中的CA和CI，平行 3次。结

果显示，长梗金腰中CA和CI的平均总转移率为95.43%，

RSD为1.02%（n＝3）；平均总含量为25.55 mg/g，RSD为

1.13%（n＝3）。这表明该工艺合理、稳定、可行。

2.3　长梗金腰中CA和CI的富集工艺优化

笔者前期预实验考察了 HP-20、HPD-500、D101型

号大孔吸附树脂对长梗金腰中CA和CI总饱和吸附和

洗脱的影响，结果发现，3种大孔吸附树脂对CA和CI的

吸附效果均较好；但在洗脱过程中，相较于HP-20、HPD-

500型大孔吸附树脂，D101型大孔吸附树脂吸附的CA

和CI更易洗脱。因此，本研究笔者采用D101型大孔吸

附树脂来富集长梗金腰中的CA和CI。由于柱层析过程

中洗脱参数对CA和CI的富集具有重要的影响，因此笔

者考察了杂质和目标成分的洗脱剂体积分数及用量对

长梗金腰中CA和CI富集工艺的影响。

2.3.1　长梗金腰提取物的制备　取 300.0 g长梗金腰按

“2.2.2”项下的最优提取工艺提取长梗金腰中的 CA 和

CI，得固态提取物，于4 ℃条件下保存备用。

2.3.2　上柱样品溶液的制备　取 1.0 g长梗金腰固态提

取物置于50 mL烧杯中，加入20倍量蒸馏水，搅拌均匀，

超声处理 10 min，过滤，即得质量浓度为 50.0 mg/mL的

样品溶液（以提取物计）。

2.3.3　洗脱剂体积分数的考察　称取 1 份处理好的

D101型大孔吸附树脂 66.0 g，湿法装柱，装入 3 cm×35 

cm 的层析柱中[1柱床体积（BV）＝75 mL]。将 100 mL

的样品溶液以 2 BV/h 的流速上柱，静置 1 h，再依次用

10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%和 90%乙醇

各洗脱 4 BV，分别收集各段洗脱流分，采用HPLC法测

定各样品洗脱流分中CA和CI的含量，并记录色谱图。

结果如图 2所示，当乙醇体积分数＜50%时，洗脱流分

中CA和CI的总量（以mg计，下同）随着乙醇体积分数

的升高而增大，且10%、20%乙醇洗脱流分中CA和CI的

总量甚微；当乙醇体积分数＞50%时，洗脱流分中CA和

CI的总量呈下降趋势，且80%、90%乙醇洗脱流分中CA

和CI的总量甚微。由此可知，50%乙醇可最大限度地将

CA和CI解吸完全，故确定50%乙醇为CA和CI洗脱剂。

20%乙醇洗脱流分中CA和CI的总量小，可将大部分极性

较大的杂质洗脱下来，故确定20%乙醇为杂质洗脱剂。

2.3.4　杂质洗脱剂用量的考察　称取 3份D101型大孔

吸附树脂，每份66.0 g，湿法装柱，分别装入3 cm×35 cm

表2　正交实验的因素与水平

水平
1

2

3

A /%
10

50

90

B /ºC

20

30

40

C /次
1

2

3

D/（g/mL）

1∶8  

1∶10

1∶15

表3　正交实验设计及结果

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

86.52

279.97

283.97

197.45

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

209.13

236.68

204.65

32.03

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

223.06

221.58

205.82

17.24

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

195.86

226.04

228.56

32.70

CA转移率/%
14.94

28.21

17.83

61.63

57.15

60.34

58.22

68.68

54.24

CI转移率/%
6.43

11.91

7.21

34.63

32.14

34.08

33.27

38.58

30.96

CA和CI的总转移率/%
21.37

40.12

25.03

96.26

89.29

94.42

91.50

107.27

85.20

表4　方差分析结果

方差来源
A

B

C（误差）

D

离差平方和
8 491.71

200.55

60.87

220.72

自由度
2

2

2

2

F

139.51

3.29

1.00

3.63

P

＜0.01

＞0.05

＞0.05

＞0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00
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的层析柱中。将 100 mL样品溶液以 2 BV/h流速上柱，

静置1 h，分别以2、4、6 BV 20%乙醇洗脱杂质（流速为2 

BV/h），然后用4 BV 50%乙醇以2 BV/h流速洗脱CA和

CI，收集洗脱流分；采用 HPLC 法测定各样品洗脱流分

中的CA和CI的含量，并记录色谱图。结果如图3所示，

经 2、4、6 BV 20%乙醇洗脱杂质后，进一步收集的 4 BV 

50%乙醇洗脱流分中CA和CI的总量分别为1.45、3.60、3.16 

mg。由此可知，4 BV 20%乙醇洗脱杂质的效果较好。

2.3.5　CA 和 CI 洗脱剂用量的考察　称取 1份 D101型

大孔吸附树脂 66.0 g，湿法装柱，分别装入 3 cm×35 cm

的层析柱中。将100 mL样品溶液以2 BV/h流速上柱，静

置1 h；用4 BV 20%乙醇冲洗杂质后，再用6 BV 50%的乙

醇进行洗脱，每隔1 BV就收集一份洗脱流分；采用HPLC

法测定各样品洗脱流分中CA和CI的含量，并记录色谱

图。结果如图 4所示，第2 BV时50%乙醇洗脱流分中CA

和CI的总量已达到最大值，第4 BV时50%乙醇洗脱流分
中CA和CI的总量很低，说明到第4 BV时已基本洗脱完
全。因此，确定4 BV为50%乙醇洗脱剂的最佳用量。

2.3.6　最优富集工艺的验证　取已标定 CA 和 CI 总含
量为27.8 mg/g的样品适量，按“2.3.2”项下方法制备上柱
样品溶液，分成3份，每份100 mL，分别加入到3份装有
D101型大孔吸附树脂的层析柱中，上样流速为2 BV/h，

静置1 h；采用上述优化的富集参数进行层析操作，采用
HPLC法测定各样品洗脱流分中CA和CI的含量，并计
算富集倍数。结果显示，经D101型大孔吸附树脂富集
后的提取物中 CA 和 CI 的平均总含量为 322.7 mg/g，

RSD为 1.05%（n＝3），平均富集倍数为 11.61倍，这表明
该最优富集工艺的富集效果显著，工艺重复性好。

3　讨论
黄酮类化合物在植物体内分布极其广泛，是许多中

草药的有效成分。在植物黄酮类成分的提取方法中，传
统的回流提取法设备简单，但提取温度高且提取时间较
长，容易造成黄酮类成分的氧化损失；超声提取法与回
流提取法相比，能极大缩短提取时间，减少溶剂使用和
降低能耗[5―6]。笔者在前期研究中，考察了超声提取法
和传统回流提取法对长梗金腰中 CA 和 CI 的提取效
果，结果发现，超声提取法的提取率较高，且提取时间
明显短于回流提取法。笔者进一步对超声提取法的工
艺参数乙醇体积分数（0、25%、50%、75%、95%）、料液比
（1∶5、1∶10、1∶20、1∶30，g/mL）、提取温度（30、40、50、60、

70 ℃）、提取时间（30、45、60 min）进行了单因素实验。

结果发现，超声提取时间在45 min以上对CA和CI的提
取率没有明显影响。因此，笔者在单因素实验的基础
上，进行了4因素3水平的正交实验，以进一步优化长梗
金腰中CA和CI的超声提取工艺。结果显示，长梗金腰
中CA和CI的最优提取工艺为8倍量的50%乙醇在室温
下一次性超声提取45 min。经验证，在该最优提取工艺

条件下，CA和CI的转移率可达到95.43%。
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图2　洗脱剂体积分数对CA和CI解吸附效果的影响
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图3　杂质洗脱剂用量对杂质洗脱效果的影响
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图4　目标产物洗脱剂用量对CA和CI洗脱效果的影响
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