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大孔吸附树脂富集藏药镰形棘豆总黄酮的工艺研究

刘延形 ’,

李茂星 ’,

杜青云 ’ ,

张汝学
’,

贾正平 ’ 兰州军区总医院药材科
,

甘肃 兰州 中国人民解放军第

医院药材科
,

福建 漳州

摘要 目的 建立镰形棘豆总黄酮的大孔吸附树脂富集工 艺
。

方法 二氯氧错比 色法测定样品 中总黄酮普含

量
,

考察
一

大孔吸附树脂富集镰形棘豆水提取物 中总黄酮的动态吸附能力
,

解吸附溶媒浓度及体积
,

以及

树脂的重复利用能力等
。

结果 富集后总黄酮普含量达到
,

接近富集前的 倍
。

结论
一

型大孔吸附树

脂对镰形棘豆水提物 中总黄酮成分有较好的吸附能力
,

乙醇溶液解吸附快速有效
,

树脂重复利用度高
。
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镰形棘豆 以勺艺 系豆科棘豆属

药用植物
,

产于青海
,

甘肃南部
,

四川西部的高山草

原
,

具小毒
,

是草场害草
,

同时其干燥全草是我国青

藏高原地 区常用的民间草药之一
。

据《晶珠本草 》

记载其全草入药
,

被视为草药之王
,

可愈疮
,

治疫

病
、

中毒病等〔’」。

《中华本草 》记其具有清热解毒
,

生肌止痛之功效
,

主治发热
,

流感
,

扁桃体炎
,

咽喉

炎
,

急
、

慢性 气管炎
,

便血
,

痢疾
、

痈疽疮肿
,

刀 伤

等 「 」。

研究表明
,

镰形棘豆含大量 以 鼠李柠檬素为

代表的黄酮
,

黄酮醇
,

查尔酮等成分
’」。

以酸水解

工艺提取纯化得到的总黄酮昔元能增加肾上腺皮质

功能且无皮质激素作用 〕,

具有治疗慢性气管炎
,

祛痰等作用 走 。

大孔 吸附树脂用 于植物黄酮 的富

集具有广泛的适应性
,

本文详细考察
一

型大孔

吸附树脂富集镰形棘豆水提物中总黄酮类的各项工

艺参数
,

建立 良好的制备工艺
,

为镰形棘豆的进一步

药理学研究提供材料
,

也为棘豆属植物开发利用开

拓了思路
。

材料

基金项 目 全军医药卫生“
十一五

”

课题面上项 目 南京军

区医药卫生科研课题

作者简介 刘延彤
一 ,

男
,

理学学士
一 ·

,

通讯作者 李茂星
’ , 一 ,

仪器与试 剂 型紫外可见分光光度

计 美国惠普公司 电子分析天平 公司

咫 日本岛津
一

型 紫外

灯检测器 无水甲醇 分析纯 三氯化铝乙醇溶

液 盐酸甲醇溶液 二氯氧错 国药集团化学

有限公司
一

型大孔吸附树脂 天津海光化工

有限公司
, 。

试药 镰形棘豆
,

年 月 购于甘肃省曲

玛县黄河源药材公司
,

经兰州大学药学院赵汝能教

授鉴定为豆科棘豆属植物镰形棘豆

全 草
,

镰 形 棘 豆 水 提 取 物 实 验 室 自制
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、

芦丁对照 品 中国药品生物制品检定

所
,

批号
一 。

方法与结果

尸一绷
样品 中总黄酮 的含量测 定

,

样品溶液及对照品溶液的制备 精密称取

镰形棘豆水提取物 用 蒸馏水溶解 超

声处理
,

定容于 量瓶中
,

即得样品溶

液 精密称取芦丁对照品 于 容量瓶

中
,

无水乙醇定容
,

精密吸取 稀释到 即

得对照品溶液 林留
。

实验条件的考察

亚硝酸钠
一

硝酸铝显色 取样品溶液及对

照品溶液各
,

分别置于 量瓶中
,

参照药

典方法进行显色
,

测定紫外
一

可见吸收光谱
。

结果表

明
,

样品溶液与对照品溶液波形差异较大
,

芦丁对照

品在 处有最大吸收
,

而样品溶液在此无明显

吸收峰
。

三氯化铝显色 取样品溶液及对照品溶

液各
,

分别置于 量瓶中
,

加 三氯

化铝乙醇溶液
,

蒸馏水定容
,

摇匀
,

测定紫外

可见吸收光谱
。

结果表明
,

芦丁对照品在 处

有最大吸收
,

样品溶液在 处有吸收
,

且两者

波形差异较大
。

二氯氧错直接显色 取 对照品及

样品溶液于 量瓶
,

再加人 溶液
,

无水 甲醇定容
,

测定紫外
一

可 见 吸收光谱
。

结果表明
,

芦丁对照品在 处有最大吸收
,

样

品溶液在此无特征吸收峰
,

且两者波形差异较大
。

酸水解后二氯氧错显色 取 对照

品溶液及样品溶液于 量瓶
,

加人

盐酸甲醇溶液
,

℃水浴水解
,

放冷后用无

水甲醇定容
,

精密量取 上述水解溶液
,

于

量瓶
,

加人 溶液
,

无水 甲醇定

容
。

用 紫外
一

可见分光光度计于 一 波

长间进行扫描 图
。

结果表明
,

水解后的样品溶

液经 显色
,

在 一 波长间其波形与

对照品基本相同
,

最大吸收均在 士 波长处
。

本实验最终采用二氯氧错作为显色剂
,

样品水解后

测定总黄酮含量
。

、

标准 曲线的制作 精密量取对照 品溶液
、 、 、 、 、 ,

分别置于 量

瓶中
,

盐酸 甲醇溶液分别补齐到
,

参照

项下进行水解显色
,

测定 波长处吸

收度
,

以芦丁浓度和吸收度作标准曲线
,

得回归方程

为
, , 厂 。

“ 厂

以旧 阅 汉旧

对照品溶液口 样品溶液

图 酸水解后加错盐显色波谱图

检测 波长处的吸收度

精密度实验 取对照品溶液 份于

容量瓶中
,

参照 项下进行水解显色
,

测定 波长处吸收度值
,

平均值为
,

。

重复性实验 取同一批号的水提取物粉末
,

精密称取 份
,

按照 项制备样品溶液
,

参照

项下进行水解
、

显色
,

根据标准曲线计算总黄酮

含量
, 二 ,

表明分析方法的精密度良好
。

稳定性实验 精密吸取同一样品溶液
,

分别

于 。
, , , ,

测定
,

总黄酮 含量无 明显 变化
,

为
。

加样回收率的测定 精密量取已知浓度的

样品溶液 份于 量瓶中
, 一 号加人

芦丁对照品溶液
, 一 号加人芦丁对照品溶

液
, 一 号加人芦丁对照品溶液

,

盐酸甲醇溶液分别补齐到
,

参照

项下进行水解
、

显色
,

根据标准曲线计算总黄酮含

量并计算相应的回收率
,

结果见表
。

表 加样回收率考察

样品含量
卜

对照品加人量
卜

测得量
林

回收率 平均回收率

﹃,气月,︸、︶气一、一、气气︸戈气气一

样品含量测定 精密称取 镰形棘豆

水提取物 份于 量瓶中
,

蒸馏水溶解 超声

处理
,

定容于 量瓶中
,

精密量取

于 量瓶中
,

按照 项下水解
、

显色



并测定 波长处吸收度值
,

根据回归方程求样

品溶液的含量
,

再计算样品中总黄酮含量 以芦丁

计 分别为
、 、 、 、

岁
,

平均为
, 二 。

工 艺参数考察

动态饱和吸附量的测定 精密称取水提物
,

倍蒸馏水溶解
,

上样于
一

型大

孔吸附树脂柱 柱径 柱高
,

用三氯化铝纸

斑显色法紫外灯下检测流出液
,

有黄色荧光出现
,

说

明树脂已饱和吸附
。

用蒸馏水洗至流出液无色后用

乙醇洗脱
,

测定醇洗脱物中总黄酮含量
,

求出

大孔吸附树脂的动态饱和 吸附量为 黄酮

树脂
。

乙醇解吸附液浓度的选择 称取水提物 巧

,

加入 倍量蒸馏水溶解
,

上样于
一

型

大孔吸附树脂柱
,

蒸馏水洗至无色后依次用
、

、 、

乙醇洗脱
,

收集洗脱液
,

蒸干
,

称量洗

脱物重量并测定其总黄酮含量
。

结果如表
。

结果显示
,

用 乙醇可将黄酮洗脱完

全
,

故计算后确定其洗脱溶媒体积为树脂柱体积的

倍
。

大孔吸附树脂富集程度的考察 精密称取

水提物
,

蒸馏水溶解
,

上样于 大孔吸附

树脂柱
,

水洗后用 乙醇洗至无色
,

用 乙醇

洗脱充分
,

收集 乙醇洗脱液干燥称重
,

按含量

方法测定上柱前和上柱后总固物中总黄酮含量
,

结

果见表
。

表 大孔吸附树脂对总黄酮富集程度

项 目
总固物总量 总黄酮量 总黄酮含量

上柱前

上柱后

水洗脱物

总黄酮保留率

表 洗脱液浓度的选择

乙醇浓度

洗脱物重

黄酮含量

百分含量

累积洗脱汀分量

,

结果 显示 至 乙醇溶液均能洗脱出黄酮

类成分
,

但 乙醇溶液的洗脱能力有限
,

不能使黄

酮类完全解吸附
,

乙醇溶液则能使其快速解吸

附
,

且洗脱容积小
,

如果将 和 乙醇洗脱物

合并
,

总黄酮含量达
,

洗脱固物重
,

含量为
。

故解吸洗脱溶媒定为 乙醇

溶液
。

乙醇洗脱量的确定 称取水提物
,

蒸馏水溶解
,

上样于
一

型大孔吸附树

脂柱
,

水洗后用 乙醇洗至无色
,

再用 乙醇

洗脱
,

分段收集洗脱液
,

水解后测定总黄酮含量
,

计

算总黄酮的累积洗脱率
,

结果如图
。

大孔树脂的重复利用 树脂使用一次后
,

一

般用 的乙醇洗脱至无色时
,

树脂柱即已再生
,

然后以大量水洗去乙 醇
,

即可进行下一次的分离
。

经反复使用后
,

吸附树脂颜色变深
,

吸附效果下降

时
,

可用 一 或 洗涤或浸

泡适当时间
,

至树脂接近原颜色为宜
,

继续用水洗至

中性即可再用
。

精密称取水提物
,

蒸馏水溶

解
,

上样于 大孔吸附树脂柱
,

水洗后用 乙

醇洗至无色
,

乙醇
,

乙醇梯度洗脱
,

收集

乙醇洗脱部分
,

蒸干称重
,

测定总黄酮含量
。

再依照上述方法重复上样洗脱 次
,

记录各次的总

黄酮含量见表
。

表 结果显示
, 一

型大孔树脂

吸附镰形棘豆中的总黄酮有很好的重复利用性
。

表
一

大孔树脂的重复利用结果

卜样
次数

总黄酮上

样量
总黄酮洗
脱量

总黄酮得率 总固物中总
黄酮含量

,﹄凡‘‘,,,由工、内

⋯
气︸︸、口,‘,︼勺︸,‘勺一

,一勺孟,︸,‘了,,

⋯
一了﹁产﹁了勺了砚工工‘︸勺,︸飞︺月片

凡、,一︸、曰气︸
才

。

讨论

大孔 吸附树脂在黄酮 富集 中具有广泛 的适

用 性
,

实验中曾考察了
一 、 一 、 一 、

下转第 页

,孙︵罗不
、

望月︸弟买

图 乙醇洗脱曲线
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确定该化合物为结香素
,

为首次从芫花条中分离
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。

化合物 白色粉末
, , ,

℃
。

反应阳性
,
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色荧光
, 〕反应 阳性

。 一 ’ ,

, , , , , , ,

, , , , , , ,

, 。 ’ 一 。 ,

占

一 , , 一 一 , ,

, , , 一 , , , 二

, 一 , , , , ,

, , , , 一 , ,

, ,

一
, , , ,

。 ‘, 一 ,

占

一
, , 一 ,

一 , 一 ,

, 一 , 一 , 一 ,

一
,

一
, ,

一
,

一
, 一 。 一

「 〕
。

其光谱数据及理化常数与文献 「‘。〕报
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一 一
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一 等型 树脂 的动态 饱 和 吸 附率
,

均 小 于

扩 树脂
,

吸附效果较差
,

而天津海光化工有限

公司的
一

型大孔吸附树脂对镰形棘豆水提取

物中的黄酮类成分具有较好的吸附能 力
,

重复利

用度高
,

因此选用
一

型 大孔 吸附树脂为实验

载体
。

植物中总黄酮含量测定一般均采用碱性条

件下硝酸铝
一

亚硝酸 钠 比 色法 〕,

但 文献 报道 此

特征反应 要求黄酮 环
’ , ’

位具有 特殊 的邻

二酚羚基结构
,

同时具有邻二酚轻基结构 的非黄

酮类成分会显假阳性
,

而 不具有邻二酚轻基结构

的黄酮类成 分会显 假 阴性 〕。

镰形 棘豆 含大量

以 鼠李 柠檬素
, , ’ 一

只 经基刀
一

甲氧基 黄酮

为代表的 黄酮类化 合物 ’〕,

碱性 条件下 硝 酸 铝

亚硝酸钠显色并不 显特征酒 红 色
。

错 盐 是黄酮

测定中常用 的另一种络合剂 万 」,

本文采用芦 丁为

标准品
,

二氯氧错为显 色剂测定样 品 中总黄酮含

量
,

方法简便易行
。
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