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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究大孔树脂分离纯化栀子豉汤有效成分的工艺条件及优化 。方法 　采用紫外分光光度法测定总环烯

醚萜苷和总大豆异黄酮的量 ，以总环烯醚萜苷和总大豆异黄酮的含量作为指标 ，采用单因素实验考察上样液浓度 、上样量 、洗

脱剂浓度及用量等对分离纯化工艺的影响 。结果 　最佳工艺条件 ：上样液最佳吸附浓度为 ０ ．１ g／ml（该浓度以每 １ ml中所含
生药材质量计） ，上样量与树脂体积比是 ２ ∶ １ ，吸附时间 ２ h ，依次用 １ BV（柱体积）水 ，６ BV ２０％ 乙醇洗脱 ，６ BV ６０％ 乙醇洗

脱 ，收集洗脱液 。结论 　该纯化工艺合理 、稳定 ，可推广于工业生产 。

　 　 ［关键词］ 　栀子豉汤 ；大孔吸附树脂 ；分离纯化 ；总环烯醚萜苷 ；总大豆异黄酮

［中图分类号］ 　 R９４３ 　 　 　 ［文献标志码］ 　 A 　 　 　 ［文章编号］　 １００６唱０１１１（２０１５）０３唱０２３８唱０４

［DOI］ 　 １０ ．３９６９／j ．issn ．１００６唱０１１１ ．２０１５ ．０３ ．０１２

The research of separation and purification technology for effective parts from
Zhizichi decoction by macroporous absorption resina
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［Abstract］ 　 Objective 　 To optimize separation and purification technology of Zhizichi decoction by macroporous resina ．

Methods 　 The content of total iridoid glycosides and total isoflavones were determined by ultraviolet spectrophotometry ．Tak唱
ing the content of total iridoid glycosides and total isoflavones as indexes ，the effect of the concentration of sample solution ，

medicinal herbs on the amount of sample ，concentration and volume of eluent was investigated by single factor test ．Results 　
The optimum separation and purification technology was as following ：the concentration of sample solution was ０ ．１ g／ml ，the
volume ratio of resin to material drug was ２ ∶ １ ，the adsorption time was ２ h ，and the sample was firstly eluted with １ BV wa唱
ter ，then ６ BV ２０％ ethanol and ６０％ ethanol ，and the eluent was collected ．Conclusion 　 This optimized separation and purifi唱
cation technology was reasonable and stable ，and it could be extended to large唱scale production applications ．

　 　 ［Key words］ 　 Zhizichi decoction ；macroporous absorption resin ；separation and purification ；total iridoid glycosides ；total
isoflavones

　 　栀子豉汤出自张仲景所著枟伤寒论枠 ，由栀子和

淡豆豉两味药材组成 ，其主要的有效成分是栀子中

的环烯醚萜苷类和淡豆豉中的的大豆异黄酮类 。栀

子豉汤在现代临床上有着广泛的应用价值 ，组方精

练 ，二药配伍相得益彰 ，在现有的文献资料中看到其

在临床疗效显著 ，安全性高［１］
。当前对栀子豉汤的

临床应用表明该方可用于调节血脂 ，治疗抑郁焦虑 、

失眠 、心烦 ，预防癌症及肝炎等病症 ，效果显著［２唱４］
。

目前对于栀子豉汤中两类有效成分的分离研究都集

中在单味药上［５唱７］
，对复方仅在提取方法上有所研

究［８］
，对有效成分的分离鲜有研究报道 。为了充分

地分离和保留栀子豉汤中的有效成分 ，更好地发挥

药效 ，本实验利用大孔树脂的吸附容量大 、再生简

单 、成本低廉 、效果可靠 、绿色环保等优点 ，通过考察

大孔吸附树脂的分离纯化条件 ，优选最佳工艺条件 ，

为栀子豉汤药效物质学基础的进一步研究以及工业

化生产提供实验基础 。

1 　材料

　 　 UV２３００ 紫外可见分光光度计（上海天美） ，栀

子苷对照品 （中国药品生物制品检定所 ，批号 ：

１１０７４９唱２００３０９） 、染料木素对照品（深圳同田生物有
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药学实践杂志 　 ２０１５ 年 ５ 月 ２５ 日第 ３３ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３３ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１５



限公司 ，批号 ：０４０９０８０１） ，D１０１型大孔吸附树脂（天

津农药股份有限公司树脂分公司） ，XS２０５DR 电子
天平 （METTLER TOLEDO ） ，紫外测定均采用

３０％ 甲醇水溶液作为溶剂 ，试剂均为分析纯 。

　 　栀子和淡豆豉分别购于上海童涵春堂中药饮片

厂和浙江中医药大学中药饮片有限公司 ，经第二军

医大学药学院生药教研室秦路平教授鉴定 ，分别为

茜草科植物山栀（Gardenia j asminoides Ellis）的干
燥果实 ，大豆（Glycin max ）的种子炮制品 。总环烯

醚萜苷和总大豆异黄酮粗提物由实验室人员从单味

药材中分离纯化制得 。

2 　方法与结果

2 ．1 　对照品溶液的制备 　 精密称取栀子苷对照品

３ ．０２ mg置 ５０ ml量瓶中 ，加 ３０％ 甲醇定容至刻度 ，

摇匀 ，得 ６０ ．４ μg／ml的栀子苷对照品溶液 ；精密称

取染料木素对照品 ５ ．６２ mg 置 ５０ ml 量瓶中 ，加

３０％ 甲醇定容至刻度 ，摇匀 ，得 １１２ ．４ μg／ml的染料
木素对照品溶液 。

2 ．2 　样品溶液的制备 　栀子和淡豆豉按 ２ ∶ １的比

例磨成粗粉 ，混匀 ，用 ５０％ 的乙醇回流提取 ２次 ，每

次 １ h ，过滤 ，合并滤液 ，离心 ，减压浓缩（６０ ℃ ）至无

醇味 ，加水稀释至 ２ g／ml（该浓度以每 １ ml中所含
总的生药材质量计）的上样液 ，备用 。

2 ．3 　最大吸收波长的确定 　以 ３０％ 甲醇分别配制

一定浓度的栀子苷 、染料木素对照品溶液和总环烯

醚萜苷 、总大豆异黄酮溶液 ，在紫外分光光度仪

２００ ～ ５００ nm扫描 ，随行空白对照 。结果表明 ，对照

品和样品溶液分别在 ２３８ nm 和 ２６０ nm 处有最大
吸收 ，且峰形相似 ，因此分别选 ２３８ 、２６０ nm作为总
环烯醚萜苷和总大豆异黄酮的检测波长 。

2 ．4 　标准曲线的绘制 　 分别精密量取栀子苷和染

料木素对照品溶液 ０畅５ 、１畅０ 、１畅５ 、２畅０ 、２畅５ ml于
５ ml量瓶中 ，加 ３０％ 甲醇定容至刻度 ，摇匀 。 以

３０％ 甲醇为空白 ，在 ２３８ nm 波长处测量栀子苷的
吸光度 ，在 ２６０ nm 波长处测量染料木素的吸光度 。

以浓度为横坐标 ，吸光度为纵坐标 ，分别绘制栀子苷

和染料木素标准曲线方程 ，得栀子苷标准曲线回归

方程为 ：Y ＝ ０畅０２３ ８ X － ０畅００３ ５ ，r ＝ ０畅９９９ ９ ，表明

在 ６畅０４ ～ ３０畅２０ μg／ml范围内总环烯醚萜苷浓度与
吸光度呈良好的线性关系 ；染料木素标准曲线回归

方程为 ：Y ＝ ０畅０１３ ４X ＋ ０畅００４ ５ ，r ＝ ０畅９９９ ９ ，表明

在 １１畅２４ ～ ５６畅２０ μg ／ml范围内总大豆异黄酮浓度
与吸光度呈良好的线性关系 。

2 ．5 　树脂预处理 　取 D１０１型大孔吸附树脂 ，经分

样筛筛取 ２０ ～ ８０目的颗粒 ，用 １ ml／L 的盐酸溶液
浸泡 ４ h ，然后用去离子水洗至中性 ，用 １ ml／L 的
NaOH 溶液浸泡 ４ h 。然后用去离子水洗至中性 ，

再用 ９５％ 乙醇浸泡约 ２４ h后用去离子水洗至无醇
味 ，装柱 。

2 ．6 　 D１０１型大孔吸附树脂纯化工艺优选
2 ．6 ．1 　上样液浓度考察 　取“２ ．２”项下样品溶液适

量 ，共 ７ 份 ，分别加水稀释至浓度为 ０畅０１ 、０畅０２ 、

０畅０５ 、０畅１ 、０畅２ 、０畅５ 、１ g／ml（该浓度以每 １ ml 中所
含总的生药材质量计） 。取 D１０１ 型大孔吸附树脂
１ ．８５ g ，分别加入上述样品液（相当于 １ g 总的生药
材量） ，置于恒温摇床中振摇 ２４ h后测定树脂静态
吸附率 。吸附率按下式计算 。

　 　树脂的吸附量 ＝
V × （C０ － C１ ）

M

　 　树脂的吸附率 ＝
C０ － C１C０

× １００％

　 　 C０ ：树脂吸附前溶液中总环烯醚萜苷或总大豆

异黄酮的浓度 ；C１ ：树脂吸附后溶液中总环烯醚萜

苷或总大豆异黄酮的浓度 ；V ：吸附液体积 ；M ：树脂

干重 。

　 　分别以总固形物 、总环烯醚萜苷以及大豆异黄

酮树脂吸附率对生药材浓度作图 ，见图 １ 。树脂对

样品的吸附一般在低浓度情况下有利 ，但样品液浓

度太低则上样液体积太大 ，操作烦琐 。故结合图中

生药材浓度对树脂吸附率的影响趋势 ，本工艺中生

药材的最佳吸附浓度为 ０ ．１ g ／ml 。

图 1 　不同浓度下 D101 型大孔吸附树脂的吸附率
A ．总固形物 ；B ．总环烯醚萜苷 ；C ．总大豆异黄酮

９３２
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2 ．6 ．2 　树脂静态吸附平衡曲线的测定 　 称取预处

理好的大孔吸附树脂适量 ，加入 ０ ．１ g／ml的样品液
２０ ml ，置于恒温摇床中振摇 ，于不同时间（０ ．５ 、１ 、２ 、

４ 、６ 、８ 、１０ h）取样并测定树脂对总环烯醚萜苷和总
大豆异黄酮的吸附量 Q 。以 Q对时间 t 制图 ，得到

树脂对总环烯醚萜苷和总大豆异黄酮的静态吸附平

衡曲线 ，见图 ２ 。结果表明样品静态吸附 ２ h即可达
到吸附平衡 。

图 2 　 D101型大孔吸附树脂对栀子豉汤中
有效成分的静态吸附平衡曲线

2 ．6 ．3 　洗脱溶剂解吸考察 　 在充分吸附样品后的

大孔树脂中分别精密加入一定体积不同浓度乙醇

（１０％ 、２０％ 、３０％ 、４０％ 、５０％ 、６０％ 、７０％ 、８０％ ）进

行树脂解吸试验 ，置于恒温摇床中振摇 ２４ h ，测定

解吸液中总环烯醚萜苷和大豆异黄酮的含量 ，计算

解吸率（图 ３） 。由图 ３ 可知 ，２０％ 的乙醇就可以把

环烯醚萜苷基本洗脱出来 ，６０％ 的乙醇可以洗脱出

大部分的大豆异黄酮 。

图 3 　不同浓度乙醇洗脱液对栀子
豉汤中有效成分的解吸率

2 ．6 ．4 　泄露曲线 　将 ０ ．１ g／ml的样品液缓慢地加
到已预处理好的装有 ４０ ml 树脂的层析柱中 ，进行

动态吸附 。控制流速为 ２ BV ／h ，按份收集流出液 ，

每１０ ml收集一份 ，测定流出液中总环烯醚萜苷和大

豆异黄酮的含量 ，当树脂不再吸附总环烯醚萜苷和

大豆异黄酮时 ，停止上样 ，以流出液中总环烯醚萜苷

和大豆异黄酮的浓度对所加样品液体积制图 ，绘制泄

露曲线（图 ４）。由图 ４可知 ，当上样体积为 ８０ ml时 ，

总环烯醚萜苷开始明显泄露 ，总大豆异黄酮也开始泄

露 ，故确定最佳上样量与树脂体积比为 ２ ∶ １ 。

图 4 　栀子豉汤中有效成分大孔
树脂纯化工艺泄露曲线

2 ．6 ．5 　洗脱溶剂用量考察 　 取活化好的 D１０１ 树
脂装柱 ，上样量为药材（ml）／树脂（ml）（２ ∶ １） ，样品

液浓度为 ０ ．１ g ／ml ，上样后静态吸附 ２ h ，先以 １ BV
的水洗脱 ，再用 ２０％ 乙醇解吸 ，分段收集洗脱液（以

树脂床体积计） ，最后用 ６０％ 乙醇解吸 ，分段收集洗

脱液 ，测定洗脱液中总环烯醚萜苷和总大豆异黄酮

的浓度 ，以总环烯醚萜苷和总大豆异黄酮的浓度对

体积制图 ，绘制洗脱曲线（图 ５） 。由图 ５ 可知 ，前

１ BV为水洗脱 ，在此期间环烯醚萜苷有效成分基本

没有流失 ；从第 ２ BV 开始为 ２０％ 乙醇洗脱 ，洗脱

６ BV后环烯醚萜苷基本被洗脱 ，同时大豆异黄酮也

开始被洗脱出来 ，此时用 ６０％ 的乙醇洗脱 ６ BV 后
大豆异黄酮基本被洗脱 ，由此可见本工艺可以很好

地分离纯化栀子豉汤中的两类有效成分 。

图 5 　栀子豉汤中有效成分洗脱曲线

2 ．7 　验证试验 　按上述优选工艺制备 ３批样品液 ，

测定总环烯醚萜苷和总大豆异黄酮的含量 。结果见

表 １ 。表明优选的工艺稳定可行 。

表 1 　栀子豉汤纯化工艺验证试验 3批样品的结果（n＝ ３）

批次
乙醇提取
物得率
（％ ）

乙醇洗脱物得率（％ ）

总环烯
醚萜苷

总大豆
异黄酮

纯度（％ ）

总环烯
醚萜苷

总大豆
异黄酮

１ A２３ u．１ ８ 骀．２５ ６ �．５０ ７３ l．９ ５８  ．９

２ A２０ u．５ ７ 骀．４２ ５ �．４８ ７２ l．８ ５８  ．２

３ A２１ u．８ ８ 骀．０３ ５ �．８８ ７１ l．６ ５７  ．８

０４２
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3 　讨论

　药材粗提物的水溶液中还有很多不溶性的杂质 ，

如果直接上大孔树脂会堵塞大孔树脂 ，影响分离纯

化效果 ，因此在上样前应对样品液进行一定的前处

理 。洗脱溶剂为乙醇溶液 ，成本低廉且绿色环保 ，不

污染环境 。本实验中严格控制水和乙醇的用量 ，先

用少量的水洗脱 ，既可以洗掉大量的水溶性成分 ，又

能避免环烯醚萜苷中极性大的成分被洗脱出来 ，控

制 ２０％ 乙醇的用量 ，在环烯醚萜苷类成分基本洗脱

出来的同时减少大豆异黄酮成分的流失 。本实验优

选的最佳纯化工艺是上样液吸附浓度为 ０ ．１ g／ml
（该浓度以每 １ ml中所含生药材质量计） ，上样量与

树脂体积比是 ２ ∶ １ ，吸附时间 ２ h ，依次用 １ BV 水 ，

６ BV ２０％ 乙醇洗脱 ，６ BV ６０％ 乙醇洗脱 。按照此

工艺分离纯化栀子豉汤中的有效成分 ，总环烯醚萜

苷的平均得率和纯度分别为 ７ ．９％ 、７２ ．７％ ；总大豆

异黄酮的平均得率和纯度分别为 ６ ．０％ 、５８ ．３％ 。

本实验中的优化工艺使栀子豉汤中的两类有效成分

得到了很好的分离 ，得率和纯度也很高 ，且成本低 ，

绿色环保无污染 ，适合大规模的工业化生产 ，并为栀

子豉汤进一步开发和研究奠定了基础 。
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