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摘要 　目的 :优选重楼总皂苷的纯化工艺。方法 : 综合运用醇溶液调节 pH、醇提和大孔吸附树脂技术 ,以总

皂苷含量、总皂苷收率为指标 ,优选重楼总皂苷的纯化工艺。结果 :优化后的重楼总皂苷的纯化工艺条件为 :

70%乙醇提取液调节 pH值至 9,抽滤 ,将滤液调 pH值至中性 ,浓缩至 0. 5 g生药 /mL, 调 pH值至 8,离心 (4

000 r/m in, 30 m in ) ,上清液部分上 D101大孔树脂柱纯化 (上样量为 70%饱和吸附量 ,径高比为 1ζ 5,上样

流速为 4. 5 BV /h,纯化溶剂为 20%乙醇 ,用量为 6 BV,洗脱溶剂为 70%乙醇 ,用量为 8 BV,流速为 7 BV /h)。

采用本工艺制备的中间体中总皂苷含量达 71. 6% ,总皂苷收率为 85. 71%。结论 :验证试验结果表明 ,优选

出的工艺稳定、合理、可行。
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Stud ies on pur if ica tion process of stero ida l sapon in s from Pa ris polyphylla
SUN Zhi2guo1, 2 , ZHANG L i1 , TIAN J ing2kui1 , ZHONG yan2qiang2 , LU Ying2 ( 1. Zhejiang University, Hongzhou 310028, China; 2.

College of Pharmacy, Second M ilitaryMedical Unversity, Shanghai 200433, China)

ABSTRACT　O bjective: To op tim ize the purification p rocess of saponins from Paris polyphylla Sm ith. M ethods:According to the

purity and gaining rate of total saponins, the op timum purifying p rocesswas obtained by a combination of adjusted the pH in alcohol so2
lution, alcohol extracting2water p recip itating and macroporous resin techniques. Results: The op timum purification conditions were ob2
tained as follows: 70% alcohol solution, the pH of which was adjusted to 9, was suckingly filtrated. After the pH to 7, the filtrate was

concentrated to 0. 5 g/mL and then centrifuged (4 000 r/m in, 30 m in). The clear supernatant liquid was purified by D101 macroporous

resin ( loading samp le volume: 70% adsorp tion capacity, column diameter vs height: 1ζ 5, loading flow rate: 4. 5 BV /h, purification

solvent: 20% alcohol, volume: 6 BV, eluting solvent: 70% alcohol, volume: 8 BV, eluting flow rate: 8 BV /h). The purity and gai2
ning rate of total saponins p repared by the op timum p rocess were 71. 6% and 85. 71% respectively. Conclusion: The purification

p rocess of saponins obtained by this experiment is steady, reasonable and feasible.

KEY WO RD S　Paris polyphy lla; total saponins; purification p rocess

　　重楼具有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊之功

效 ,用于治疗臃肿、咽喉肿痛、毒蛇咬伤、跌打伤痛、

惊风抽搐等症 [ 1 ] ,甾体皂苷是其主要有效成分 ,具

有止血、祛痰和抑菌、镇痛镇静、抗早孕杀灭精子、抗

细胞毒等作用 ,现已从重楼中分离鉴定了 44种甾体

皂苷 ,此外 ,尚含 C21孕甾烷苷、脂肪酸酯、甾醇及

其苷、黄酮苷、β2蜕皮激素及多糖 [ 2、3 ] ;重楼中含有

大量淀粉、蛋白质、果胶及脂溶性成分 ,很难分离精

制 [ 4 ]。

重楼总皂苷的纯化工艺研究已有研究报道 ,采

用大孔树脂进行纯化 [ 4 ]
,也有报道中采用乙醇提

取、膜过滤、吸附树脂、脱色树脂和活性炭组合脱色、

丙酮脱脂等单元操作组合进行纯化 [ 5 ]。由于重楼

总皂苷水溶性差 ,大量重楼总皂苷在提取液浓缩时

沉淀析出 ,单纯采用大孔树脂纯化重楼总皂苷回收

率较低。膜过滤结合大孔树脂吸附法克服了有效成

分回收率低的缺点 ,但是工艺步骤繁琐 ,乙醇用量

多 ,并且在脱色时 ,使用丙酮等有机溶剂 ,增加了生

产的成本和危险性。

本工艺综合运用醇溶液调 pH值法、醇提和大

孔吸附树脂技术 ,以总皂苷的含量、总皂苷收率为指

标 ,对重楼总皂苷的纯化工艺进行优选 ,确定了一种

新的重楼总皂苷纯化工艺。

1　仪器与材料

752PC型紫外 2可见分光光度计 (上海光谱仪器

有限公司 ) , CP225D型电子天平 (十万分之一 ,北京

赛多利斯仪器系统有限公司 ) ; Anke TDL25离心机

(上海安亭科学仪器厂 ) ; SH IMADZU LC210AVP高
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效液相色谱仪 (日本岛津 ) ;所用试剂均为分析纯。

重楼皂苷 Ⅰ、重楼皂苷 Ⅱ对照品 (中国药品生

物制品检定所 ,批号分别为 : 1115912200402, 1115902
200402,纯度 > 98% )。药材购自杭州中药饮片厂 ,

经浙江大学现代中药研究所田景奎副教授鉴定 ,重

楼为百合科 (L iliaceae) 重楼属 ( Paris) 植物 Pa ris

polyphy lla var. yunnanensis ( Franch. ) Hand. 2Mazz. 的

干燥根茎 ,药材中总皂苷含量为 4. 51% ,重楼皂苷

I、重楼皂苷 Ⅱ总量为 1. 9% ,符合《中国药典 》2005

年版一部的规定。

2　方法与结果

2. 1　评价指标及测定方法 　以重楼皂苷 Ⅰ为对照

品 ,按文献 [ 6 ]
,采用高氯酸显色法 ,测定重楼总皂

苷 ;按《中国药典 》2005版一部附录 X A浸出物测定

法测定重楼总皂苷中间体重量。以中间体的总皂苷

含量和收率为评价指标 ,其中 :

皂苷含量 ( % ) =
总皂苷质量
中间体质量

×100%

皂苷收率 ( % ) =
处理后样品中皂苷量
处理前样品中皂苷量

×100%

2. 2　重楼提取液的制备 　取重楼饮片 ,用 70%乙

醇提取 2次 ,第一次用 10 BV提取 2 h,第二次用 8

BV提取 1. 5 h,合并提取液 ,滤过 ,定容至 0105 g药

材 /mL。

2. 3　纯化工艺研究

2. 3. 1　提取液的澄清处理 [ 6 ]

2. 3. 1. 1　pH调节剂优选 　精密吸取提取液两份 ,

分别逐渐加入 Ca (OH) 2 饱和水溶液和 5%NaOH水

溶液调 pH至 8。结果见表 1。

表 1　pH调节剂优选结果

pH调节剂
(调 pH至 8) 沉淀析出情况

溶液澄清
情况

皂苷收率
( % )

Ca (OH) 2饱和水溶液 有较多量絮状沉淀析出 澄清透明 71. 2

5%NaOH水溶液 有较多量沉淀析出 澄清透明 99. 6

由表 1结果可知 ,用 Ca (OH) 2 饱和水溶液作为

澄清剂会导致大量皂苷损失 ,用 5%NaOH水溶液作

为澄清剂能达到较好的澄清效果 ,并且不会引起皂

苷的损失 ,因此 pH 调节剂应选用 5% NaOH 水溶

液。

2. 3. 1. 2　pH值优选 　取提取液适量 ,先调 pH值至

7,观察沉淀析出情况 ,静置 2 h,离心 (4 000 r/m in, 30

m in) ,再同法依次调 pH值至 11,观察沉淀析出情况 ,

结果调 pH值至 7、8、9均有沉淀析出 ,调 pH值至 10、

11时已无沉淀析出。表明 ,调 pH至 9时 ,沉淀已经

基本析出完全。因此 ,将 pH值确定为 9。

2. 3. 2　水沉工艺条件优选 　采用单因素试验法 ,以

重楼总皂苷的含量和收率为指标 ,对浓缩程度、浓缩

液 pH值、洗涤水用量等因素进行考察。

2. 3. 2. 1　浓缩程度的影响 　取 2. 2项下提取液 3

份 ,每份 250 mL,分别浓缩至 0. 25、0. 5、1 g生药 /

mL,于 4 ℃冰箱中 ,静置过夜 ,离心 (4 000 r/m in, 30

m in) ,倾出上清液 ,沉淀物用乙醇溶解 ,定容至 100

mL,测定总皂苷浓度和提取物重量 ,并计算总皂苷

含量和收率。结果见表 2。

表 2　浓缩程度对重楼皂苷纯度的影响

浓缩程度 ( g生药 /mL) 皂苷含量 ( % ) 皂苷收率 ( % )

1 57. 2 53. 0

0. 5 62. 8 47. 0

0. 25 63. 1 39. 5

由表 2可知 ,沉淀物中总皂苷的含量随药液浓

度减小而增加 ,但收率相应降低 ,药液浓缩至 0. 5 g

生药 /mL时 ,沉淀物中总皂苷的含量和收率均较高 ,

因此 ,提取液以浓缩至 0. 5 g生药 /mL为宜。

2. 3. 2. 2　浓缩液 pH值的影响 　取 2. 2项下重楼

提取液 4份 ,每份 250 mL,均浓缩至 0. 5 g生药 /

mL,第一份不调 pH值 ,其余 3份分别调 pH值至 8、

9、10,静置过夜 ,离心 (4 000 r/m in, 30 m in) ,倾出上

清液 ,沉淀物用乙醇溶解 ,定容至 100 mL,测定总皂

苷浓度和提取物重量 ,并计算总皂苷含量和收率。

结果见表 3。

表 3　pH值对重楼浓缩液总皂苷收率的影响

pH值 皂苷含量 ( % ) 皂苷收率 ( % )

8 67. 3 46. 7

9 68. 0 46. 4

10 67. 8 46. 5

6 (不调 ) 62. 5 47. 1

由表 3可知 ,浓缩液的 pH值增加 ,对总皂苷收

率的影响较小 ,但总皂苷含量均有提高 ,由于调 pH

值至 8、9、10总皂苷含量变化不大 ,因此 ,浓缩液以

调 pH值至 8为宜。

2. 3. 2. 3　洗涤水用量的影响 　取 2. 2项下重楼

提取液 3份 ,每份 250 mL,均浓缩至 0. 5 g生药 /

mL ,调 pH 值至 8, 静置 , 离心 ( 4 000 r/m in, 30

m in) ,倾出上清液后分别用相当于生药量 (mL /g)

0. 5、1、2倍量水洗涤沉淀 ,离心 ( 4 000 r/m in, 30

m in) ,倾出水液 ,与上清液合并后 ,用大孔树脂纯

化 ;沉淀物用乙醇溶解 ,定容至 100 mL,测定总皂
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苷浓度和提取物重量 ,并计算总皂苷含量和收率 ,

结果见表 4。

表 4　洗涤水用量对重楼总皂苷纯化结果的影响

洗涤水用量 (V /g) 皂苷含量 ( % ) 皂苷收率 ( % )

0. 5倍 74. 9 46. 0

1倍 81. 7 44. 3

2倍 82. 8 43. 5

由表 4可知 ,随着洗涤水用量的增加 ,总皂苷含

量亦随之增加 ,但是 1倍量与 2倍量差别不大。由

于洗涤水用量增加会导致上清液体积增加 ,给上清

液的大孔树脂纯化带来困难 ,因此 ,将洗涤水用量确

定为 1倍量。

2. 3. 3　上清液的大孔树脂纯化工艺优选 　上清液

中尚含约 50%的重楼总皂苷 ,因此 ,在采用单因素

试验法对影响大孔树脂纯化的因素进行考察的基础

上 ,采用正交试验 ,优选上清液的大孔树脂纯化工艺

条件。

2. 3. 3. 1　树脂种类的优选 　以总皂苷比吸附量

(mg/g干树脂 )为指标 ,对树脂进行优选。取经预

处理的 8种大孔树脂各 10 mL ,分别置于已恒重并

称定重量的称量瓶中 ,水浴挥干后 ,转至 105 ℃烘

箱中干燥 4 h,放冷 ,称重 ,测干树脂重。另取经预

处理的 8种大孔树脂各 10 mL ,分别装入 8根内径

1 cm的玻璃柱中 ,分别取上清液 50 mL ( 0. 392 g

生药 /mL ) ,反复上样 5次 ;用 5 BV的水洗树脂柱 ,

然后用 3 BV的 70%乙醇洗脱 ,再用 3 BV的 95%

乙醇洗脱 ,乙醇洗脱液减压浓缩 ,干燥 ,测定洗脱

物皂苷含量和重量 ,计算皂苷比吸附量 ,结果见表

5。

表 5　不同型号树脂对重楼总皂苷吸附性能的比较

树脂型号 D101 D201 D301 AB28 HPD600 HPD700 HPD750

皂苷比吸附量 (mg/g) 126. 90 96. 30 108. 00 92. 40 94. 10 124. 90 81. 00

　　由表 5结果可知 , D101树脂对重楼皂苷的吸附

性能优于其它型号树脂 ,因此 ,选择 D101树脂对上

清液进行纯化。

2. 3. 3. 2　动态饱和吸附量的测定 　取上清液 450

mL (01392 g生药 /mL )全部流过树脂柱后 ,先用水

200 mL冲洗树脂 ,然后分别用 70%乙醇 100 mL和

90%乙醇 50 mL洗脱 ,收集洗脱液 ,乙醇洗脱液减压

浓缩 ,干燥 ,测定洗脱物皂苷含量和重量 ,经计算 ,

D101大孔树脂的总皂苷饱和吸附量为 182. 96 mg/g

干树脂。

2. 3. 3. 3 　上柱吸附工艺条件优选 　用正交试

验 ,以总皂苷收率为指标 ,以上样量、径高比、流

速为考察因素 ,各分设 3水平 ,因素水平见表 6。

取上清液 ( 01392 g生药 /mL ) ,按表 7安排流过

树脂柱后 ,先用 12. 5 BV /柱的去离子水冲洗树

脂 ,然后用 12. 5 BV /柱的 70 %乙醇对树脂进行

洗脱 ,收集洗脱液 ,测定并计算总皂苷收率 ,结果

见表 7、表 8。

方差分析结果表明 , A、B两因素具有显著性影

响 , C因素无显著性影响 ,极差分析表明 ,最佳工艺

为 A1 B3 C1 ,但 B2、B3 差别较小 ,减小径高比有利于

实际生产 ,可选 B2 ,因此 ,优选出的上样工艺条件为

A2 B2 C3 ,即上样量为 70%饱和上样量 ,树脂柱径高

比为 1ζ 5,流速为 4. 5 BV /h - 1。

表 6　因素水平表

水平
因 素

上样量 A (mg/g干树脂 ) 径高比 B 上样流速 C (BV)

1 50%饱和吸附量 1: 3 1. 5

2 70%饱和吸附量 1: 5 3. 0

3 90%饱和吸附量 1: 7 4. 5

表 7　正交试验结果 ( n = 2)

试验号 A B C D
总皂苷收率

( % )

1 1 1 1 1 78. 83

2 1 2 2 2 85. 77

3 1 3 3 3 83. 60

4 2 1 2 3 72. 57

5 2 2 3 1 80. 42

6 2 3 1 2 85. 97

7 3 1 3 2 69. 04

8 3 2 1 3 80. 80

9 3 3 2 1 80. 14

K1 82. 733 73. 480 81. 867 79. 797

K2 79. 653 82. 33 79. 493 80. 260

K3 76. 660 83. 237 77. 687 78. 99

R 6. 073 9. 757 4. 180 1. 270

表 8　方差分析结果

因素 偏差平方和 自由度 F比 显著性

A 55. 332 2 22. 329 3
B 174. 337 2 70. 354 3
C 26. 369 2 10. 641

误差 2. 48 2

F0. 05 (2, 2) = 19. 00, 3 P < 0. 05
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2. 3. 3. 4　洗脱工艺条件优选 [ 7 ] 　用正交试验 ,以

总皂苷含量和收率为指标 ,以乙醇浓度、溶剂用

量、流速为考察因素 ,各分设 3水平 ,因素水平见

表 9。取大孔树脂 31 mL装柱 (柱子内径 2 cm ) ,

取上清液 ( 0. 392 g生药 /mL ) 84 mL上柱吸附后 ,

用水洗至无色 ,然后按表 10安排进行洗脱 ,收集

洗脱液 ,测定并计算总皂苷含量和收率 ,结果见表

10、表 11、表 12。

表 9　因素水平表

乙醇浓度 A ( % ) 溶剂用量 B (BV) 流速 C (BV /h)

1 50 4 3

2 70 8 5

3 90 12 7

表 10　正交试验结果表 ( n = 2)

试验号
因素

A B C D

评价指标

总皂苷含量 ( % ) 总皂苷收率 ( % )

1 1 1 1 1 45. 94 40. 64

2 1 2 2 2 48. 36 54. 04

3 1 3 3 3 48. 46 55. 71

4 2 1 2 3 51. 46 59. 90

5 2 2 3 1 52. 73 75. 98

6 2 3 1 2 52. 95 75. 81

7 3 1 3 2 52. 74 73. 30

8 3 2 1 3 51. 60 73. 30

9 3 3 2 1 51. 97 75. 81

总 K1 47. 587 50. 047 50. 163 50. 213
皂 K2 52. 380 50. 897 50. 597 51. 350
苷 K3 52. 103 51. 127 51. 310 50. 507

含
量 R 4. 793 1. 080 1. 147 1. 137

总 K1 50. 130 57. 947 63. 250 63. 810
皂 K2 70. 230 67. 440 63. 250 67. 717

苷 K3 74. 137 69. 110 67. 997 62. 970

得
率 R 24. 007 11. 163 4. 747 4. 747

表 11　总皂苷含量方差分析结果

因素 偏差平方和 自由度 F比 显著性

A 43. 453 2 20. 801 3
B 1. 942 2 0. 930

C 2. 011 2 0. 963

误差 2. 09 2

F0. 05 (2, 2) = 19. 00, 3 P < 0 05

表 12　总皂苷收率方差分析结果

因素 偏差平方和 自由度 F比 显著性

A 995. 592 2 25. 861 3
B 217. 532 2 5. 650

C 45. 062 2 1. 171

误差 38. 50 2

F0. 05 (2, 2) = 19. 00, 3 P < 0 05

方差分析结果表明 , A因素具有显著性影响 ,由

于 A2 与最佳水平 A3 差别较小 ,为节约成本 ,可选

A2 ; B因素虽无显著性影响 ,但总皂苷收率的极差较

大 ,宜选 B2 ; C因素无显著性影响 ,且极差较小 ,宜选

C3。因此 ,优选出的洗脱工艺条件为 A2B2 C3 ,即洗脱

溶剂为 70%乙醇 ,用量为 8 BV,流速为 7 BV /h。

2. 3. 4　验证试验 　取重楼饮片 3份 ,每份 400 g,按

优选的工艺条件 ,进行 3批试验。3批中间体的总

皂苷的含量为 71. 6%、73. 1%、70. 1% ,平均含量为

71. 6% , RSD 为 2. 1% ; 总皂苷收率 85. 65%、

85175%、85. 73% ,平均收率为 85. 71% , RSD 为

2137% ;按文献 [ 1 ]方法测定 , 3批中间体的重楼皂苷

I、重楼皂苷 Ⅱ含量之和为 39. 07%、40. 09%、

40171% ,平均含量为 40. 29% , RSD为 3. 3%。结果

表明 ,该工艺稳定可行 ,重现性好。

3　讨论

3. 1 　优化后的重楼总皂苷的纯化工艺为 :调节

70%乙醇提取液 pH值至 9,抽滤 ,将滤液调 pH值至

中性 ,浓缩至 0. 5 g生药 /mL, 调 pH值至 8,离心 (4

000 r/m in) ,用相当于一倍生药量的去离子水洗涤

沉淀 ,再离心 ,合并上清液 ,上 D101大孔树脂柱纯

化 ,上样量为 70%饱和吸附量 ,径高比为 1ζ 5,上样

流速为 4. 5 BV /h,纯化溶剂为 20%乙醇 ,用量为 6

BV,洗脱溶剂为 70%乙醇 ,用量为 8 BV,流速为 7

BV / h,合并沉淀和大孔树脂纯化部分即得重楼总皂

(下转第 469页 )
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规定 ,设计了门诊病历和处方 ,单独安排一个帐逢做

为药房 ,并安排 1名药师、1名护士 24 h值班 ,严格

药材出入库登统计 ,伤病员必须凭医师处方或队领

导签字拿药 ,杜绝不合理用药。

215　友邻互助 ,联合保障 　灾后大量医疗队赶赴灾

区 ,但我们始终牢记使命 ,坚持只要有利于当地群众

和部队官兵的事情我们就办的原则 ,不管是乡卫生

院、部队卫生队还是其他医疗队缺少药品 ,我们都全

力保障 ,这样 ,他们通过自己的运输渠道把药品运往

汶川救灾一线的同时也相应的减轻了我驻汶川三

江、映秀等几个分队药品保障压力。

3　体会

311　要重视和加强药材储备工作 　医院应根据各

种应急保障方案建立相应的药材保障方案 ,储备一

定数量的药品、耗材 [ 4 ]
,并建立信息网络体系 ,紧急

条件下提供寻找短缺应急药材的途径 ,确保应急处

理所需的应急药材的及时供应。

312　要注重做好药材后续保障工作 　执行保障任

务时 ,携带的保障药品有限 ,药材补充工作应该在执

行任务开始就着手准备 ,在远离后方医院的情况下 ,

药材补给应实行两条腿走路 [ 5 ]
,与驻地部队和地方

药材供应站都建立联系 ,提高将医疗队需求与之沟

通 ,避免药品断供。

313　要加强药材管理发挥保障效能 　对药材请领、

保管、出库、使用实行全面监控 ,严把质量关 ,保证用

药安全 ;按照储存条件储存药品 ,严格使用管理 ,做

到对症用药 ,避免浪费。

314　要注重携带装备成系统配套化 　执行这次救

灾任务 ,有的医疗队携带了手术设备 ,却没有携带检

验设备 ,许多大手术仍无法进行 ;有的携带了便携式

X线但却因帐篷没有屏蔽措施仍无法应用 ;有的携

带大量装备却没有足够的发电设备 ,装备不能发挥

作用 ,无形中造成了浪费。
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苷有效部位。

3. 2　重楼提取液中有胶状物存在 ,影响溶液的澄明

度 ,并且影响成品的溶解性。采用醇溶液调 pH值

法使胶状物沉淀析出 [ 8 ]
,同时除去了一部分鞣质等

酚酸性成分 ,有利于总皂苷的进一步纯化。

3. 3　重楼皂苷为甾体皂苷 ,在水中溶解度较小 ,在回

收乙醇及浓缩过程中会析出大量沉淀 ,且沉淀中皂苷

含量较高。本工艺将醇提水沉法和大孔树脂技术相

结合 ,将总皂苷分成沉淀和上清液两部分 ,分别进行

纯化。通过采用醇提水沉法处理 ,可使沉淀中总皂苷

含量达 80%以上 ,总皂苷收率达 40%以上 ;而且浓缩

液中分离出部分皂苷后 ,上清液中澄清透明 ,既避免

了浓缩液直接上柱导致大孔树脂柱堵塞的缺点 ,又减

少了树脂的用量 ,提高了树脂的使用效率。

3. 4　在上清液部分的纯化研究中 ,首先采用单因素

试验法 ,对上样量、洗涤水用量、洗脱溶媒及用量进

行初步考察 ,然后根据单因素试验结果 ,确定正交试

验的因素与水平 ,优选出最佳纯化工艺。

3. 5　采用本工艺制备的中间体中 ,总皂苷含量达

71. 6% ,总皂苷收率为 85. 71% ,重楼皂苷 I、重楼皂

苷 Ⅱ含量之和为 40. 29%。验证试验结果表明 ,该

工艺设计合理 ,工艺稳定性好 ,适于工业化生产 ,具

有良好的应用前景。
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