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［摘　要］　以贯叶连翘粗提浸膏为材料，考察六种大孔吸附树脂分离纯化金丝桃素的性能。采用

静态、动态吸附方法筛选树脂，以中压分离方法确定分离纯化的条件。结果表明：ＨＺ－８０１树脂以

其高吸附率、高洗脱率成为优选的分离填料，其最佳分离纯化条件为：进样液质量浓度为

０．１１２５ｇ／ｍＬ，进样速度为５．０ｍＬ／ｍｉｎ、洗脱速度为２０ｍＬ／ｍｉｎ，０～９５％乙醇溶液梯度洗脱，金丝桃

素的纯度为７９．１１％。ＨＺ－８０１可以较好分离纯化金丝桃素，纯化工艺具有较大实践性及参考

价值。
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　　金丝桃素 （ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ）是二蒽酮类物质，是金

丝桃属Ｅｕｈｙｐｅｒｉｃｕｍ组和 Ｃａｍｐｙｌｏｐｏｒｕｓ组植物中最

具生物活性的成分，具有抑制中枢神经和镇静的作

用［１－３］。近来研究表明，金丝桃素对于癌症的光化

学治疗［４］、艾滋病［５－６］、抑郁症［７－８］、禽流感［９］、抗

鸡球虫病［１０－１１］等的治疗具有明显的作用。但金丝

桃素不稳定的特性，即氧、光、温度、ｐＨ均对其生物

活性产生较大影响，故其提取率及分离纯化的技术

受到制约［１２］，远远满足不了终端产品的需要。黄

英等［１３］采用 Ｓ８９８吸附树脂分离纯化金丝桃素粗

品中金丝桃素，其含量达到４．２６％。王曙阳等［１４］

采用１００～２００目硅胶分离纯化贯叶连翘全草中金

丝桃素，其含量为１．０８％。王晓菊等［１５］用Ｄ１０１大

孔吸附树脂分离纯化金丝桃素粗提物，其含量为

２．１３％。王海燕等［１６］采用 ＨＺ－８１６大孔吸附树脂

将贯叶连翘提取物中金丝桃素的含量由０．３３％提

高至９０％以上。由此可见，不同的树脂对金丝桃素

的分离纯化效果差异显著。本研究以 Ｄ１０１、

ＡＢ－８、ＨＺ－８０１、ＨＺ－８１８、ＨＺ－８０６、Ｘ－５等六种

大孔吸附树脂为填料，分析金丝桃素的静态、动态

吸附性能，并在中压分离系统中进行条件优化，为

金丝桃素纯化的工业化发展提供理论数据。

１　材料与方法

１．１　材料　贯叶连翘粗提取物购于西安康培基生

物科技有限公司。

１．２　仪器与试剂　紫外分光光度计（岛津 ＵＶ－

２４５０）、恒温摇床（武汉中科 ＨＱ４５Ｚ）、电子天平（梅

特勒 ＡＬ２０４）、超纯水机（密理博 －Ｑ３）、高效液相

色谱仪（岛津 ＬＣ－２０ＡＤ）、中压分离系统（步琪 Ｃ

－６６０）、层析柱、金丝桃素标准品购于成都瑞芬思

生物科技有限公司（生产批号：Ｊ－０２３－１４０９１３），

纯度≥９８％。Ｄ１０１、ＡＢ－８、ＨＺ－８０１、ＨＺ－８１８、ＨＺ

－８０６、Ｘ－５均购于天津光复精细化工研究所。石

油醚（６０～９０℃）、乙醇、氢氧化钠、盐酸等均分析

纯，购于天津永大化学试剂有限公司，去离子水、超

纯水（实验室自制）。

１．３　方法

１．３．１　样品前处理　将贯叶连翘粗提取物过２０

目筛后保存于 －１８℃冰箱备用。使用前阴干至恒

重，用石油醚在５５℃脱脂３次，干燥后，在８０℃、甲

醇体积分数９０％、液固比７５∶１条件下提取１０５ｍｉｎ，

获得金丝桃素含量为３．７１％提取液［１７］，将提取液

在４０℃下旋转蒸发除去大部分溶剂制成金丝桃素

粗提浸膏。

１．３．２　大孔吸附树脂的预处理　将六种树脂用

９５％乙醇浸泡２４ｈ充分溶胀除杂，用蒸馏水洗涤至

水澄清；用５％盐酸浸泡４ｈ，用蒸馏水洗涤至中性；

用５％氢氧化钠浸泡４ｈ，用蒸馏水洗涤至中性，储

存水中，备用。六种树脂性质见表１。

表１　六种树脂物理性能参数
树脂类型 外观特征 极性 粒径范围／ｍｍ 比表面积／（ｍ２·ｇ－１） 平均孔径／ｎｍ

ＡＢ－８ 白色不透明球状 弱极性 ０．３～１．２５ ４５０～５２０ １３～１４

Ｄ１０１ 白色不透明球状 弱极性 ０．３～１．２５ ６００～７００ １００～１１０

ＨＺ－８０１ 白色不透明球状 弱极性 ０．３～１．２５ ５００～５５０ ８０～９０

ＨＺ－８０６ 乳白色至淡蓝色不透明球状 中极性 ０．３～１．２５ ４８０～６２０ ６０～７０

ＨＺ－８１８ 白色不透明球状 非极性 ０．３～１．２５ ８８０～９２０ ７０～８０

Ｘ－５ 乳白色不透明球状 非极性 ０．３～１．２５ ５００～６００ ２９～３０

１．３．３　金丝桃素含量的测定　精密称取金丝桃素
对照品５．１０ｍｇ，加甲醇定容至２５ｍＬ的容量瓶中，
摇匀，配成质量浓度０．２０４ｍｇ／ｍＬ的标准母液，准
确量取适量标准母液定容至１０ｍＬ容量瓶中，配成
浓度为１．２８０～２０．４０μｇ／ｍＬ的标准溶液。将标准

溶液过 ０．２２μｍ滤膜后注入高效液相色谱仪
（ＨＰＬＣ），绘制标准曲线，即：Ｙ＝４９０３０．１７Ｘ＋
２２４．７３８２，Ｒ＝０．９９９９。其中Ｙ为峰面积，Ｘ为金丝
桃素质量浓度。

１．３．４　静态吸附量与解吸率考察　根据文献方
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法［１８］，精确称取六种预处理后用滤纸擦干的树脂

各５．００ｇ，分别放入６个具塞锥形瓶中，各加入金
丝桃素溶液（１．２ｇ浸膏溶于１５０ｍＬ７０％乙醇溶液
中）２５ｍＬ，放入恒温摇床，３５℃，１２５ｒ／ｍｉｎ振荡
２４ｈ，过滤，滤液过０．２２μｍ滤膜后注入 ＨＰＬＣ检
测金丝桃素的含量，计算每种树脂的静态吸附量。

Ｑ静 ＝（Ｃ０－Ｃ滤）×Ｖ／ｍ…．（１）其中 Ｑ静 为静
态吸附量（μｇ／ｇ）；Ｃ０、Ｃ滤 为吸附前、吸附后的金丝
桃素质量浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ溶液体积（ｍＬ）；ｍ为树
脂质量（ｇ）

将上述吸附饱和的树脂用蒸馏水洗至无色后，

加入 ７０％乙醇 １００ｍＬ置于恒温摇床上，３５℃
１２５ｒ／ｍｉｎ振荡２４ｈ，过滤，滤液过０．２２μｍ滤膜后
注入ＨＰＬＣ检测金丝桃素的含量，计算每种树脂的
静态解吸附率。

Ｓ静 ＝（Ｃ２Ｖ２／Ｑ总）×１００％…．（２）其中 Ｓ静 为
静态解吸附率％；Ｃ２为洗脱液中金丝桃素质量浓
度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ２洗脱液体积（ｍＬ）；Ｑ总—为静态吸
附总量（μｇ）
１．３．５　动态吸附量及解吸率考察　根据文献方
法［１８］，将预处理后用滤纸擦干的三种树脂湿法装

柱（∮２．５ｃｍ×３０ｃｍ），用金丝桃素浸膏溶液（１．０ｇ
金丝桃素浸膏溶于１０ｍＬ７０％乙醇溶液中）缓慢上
样，另加１ｃｍ树脂保护（在层析柱上端铺上两层圆
形小滤纸片防止树脂被冲散），静置１２０ｍｉｎ后，将
样品液以１ｍＬ／ｍｉｎ的速率流出，过０．２２μｍ滤膜
后注入ＨＰＬＣ检测金丝桃素含量，按公式（１）计算
每种树脂动态吸附量。

依次用 ３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９５％ 不同体积分数的乙醇溶液进行洗脱，流速控
制在 ２ｍＬ／ｍｉｎ至洗脱液无色后，将各洗脱液过
０．２２μｍ滤膜后分别注入 ＨＰＬＣ检测金丝桃素含
量，计算动态解吸附率。

Ｓ动 ＝（∑ Ｃ×Ｖ／Ｑ总）×１００％…．（３）其中 Ｓ动
为动态解吸附率％，Ｃ为每个体积分数乙醇洗脱液
中含有金丝桃素的质量浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ每个洗脱
液体积（ｍＬ）；Ｑ总 为动态吸附总量（μｇ）
１．３．６　纯化条件　将预处理后的ＨＺ－８０１树脂装
入中压层析柱中（∮２．５ｃｍ×４５ｃｍ），利用中压分离
系统，以７０％乙醇溶液做为洗脱剂，分别取０．０７５、
０．１１２５、０．１５ｇ／ｍＬ金丝桃素粗提液以 ３．０、５．０、
７．０ｍＬ／ｍｉｎ速度进样，以１５．０、２０．０、２５．０ｍＬ／ｍｉｎ
的速度洗脱来优化进样质量浓度、进样速度、洗脱

速度等条件，按５９０ｎｍ处吸光度值Ａ收集流分，出
现泄漏点时停止（泄漏点即 Ａ值为原液 Ａ值的十
分之一时）。在确定好的进样浓度、进样速度、洗脱

速度下，按照梯度洗脱方法设置洗脱液比例，从而

确定最佳洗脱梯度。

１．３．７　色谱条件　根据文献方法［１９］，Ｓｙｍｍｅｔｒｙ－
Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相为甲
醇－６．０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠（用磷酸调 ｐＨ至６．５）
（８７．５∶１２．５，ｖ／ｖ）。柱温：３０℃；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
进样量２０μＬ；检测波长：５９０ｎｍ。
２　结果与分析
２．１　静态吸附　用 ＨＰＬＣ测得金丝桃素浸膏溶液
中金丝桃素的浓度为１９．２４５７μｇ／ｍＬ，每份树脂中
金丝桃素的质量为４８１．１４２５μｇ。

表２　静态吸附量及解吸附率（ｎ＝５）
静态吸附量／（μｇ·ｇ－１） 解吸附率／％

Ｄ１０１ ２６．７６／２１．３１／３０．２９／２７．８１／２９．２７ ９０．１８

ＡＢ－８ ２６．９４／３１．２３／３３．７８／２９．５１／３４．６７ ９４．４４

Ｘ－５ ２５．６０／２２．５９／２４．３８／２９．３７／２８．５１ ８７．４７

ＨＺ－８０１ ４５．１１／４７．２４／４２．６１／３９．５７／４８．３４ ９２．７２

ＨＺ－８０６ ３５．２４／３２．５４／３８．６３／３０．７４／２６．４９ ８５．１６

ＨＺ－８１８ ３２．７３／３１．３８／３７．３１／２９．５４／３３．７１ ８３．４８

表３　静态吸附量的方差分析
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

族 １６２２．１７ １ １６２２．１７ １００．２１ ７．４９ｅ－１０

纯误差 ３７２．３１ ２３ １６．１９

总和 １９９４．４７ ２４

Ｐ＜０．００１，差异显著

　　表２的数据表明：ＨＺ－８０１树脂对金丝桃素的
吸附能力最高为４５．１１μｇ／ｇ，Ｘ－５树脂对金丝桃素
的吸附能力最低为２５．６０μｇ／ｇ。大孔吸附树脂的吸
附量与树脂的极性、空间结构（孔径、比表面积、孔容

等）及被吸附物质的性质、分子大小、结构等有着重

要的关系［１３］。将弱极性Ｄ１０１、ＡＢ－８树脂归为第一
族，ＨＺ系列三种树脂归为第二族，Ｘ－５为第三族，
用Ｍａｔｌａｂ７．１软件进行方差分析，族分析结果见表３。
Ｐ＜０．００１，差异显著。故选用 ＨＺ－８０１、ＨＺ－８０６、
ＨＺ－８１８三种树脂进行动态吸附试验。
２．２　动态吸附　由图１可知：５０％ ～９５％体积分
数的乙醇洗脱液中均含有金丝桃素，将金丝桃素峰

面积代入１．３．３下的标准曲线后得到浓度并由此
计算各洗脱液的解吸附率，三种树脂在不同体积分

数乙醇洗脱液下的动态吸附量及解吸附率见表４。
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图１　金丝桃素标准品及不同体积分数乙醇洗脱液的高效液相色谱图

表４　三种树脂动态吸附量及不同体积分数乙醇洗脱液解吸附率
动态吸附总量／μｇ 解吸附率／％ 总解吸附率／％

洗脱液 ５０％ ６０％ ７０％ ８０％ ９５％

ＨＺ－８１８ ６８６．４９ ９．３１ １０．０３ ３２．６５ １４．４８ １３．６０ ８０．０７

ＨＺ－８０６ ８８４．１４ ９．０１ １０．２３ ３５．３４ ２０．４１ １５．４７ ９０．４６

ＨＺ－８０１ １１０５．５３ ７．７９ １４．９４ ７１．１４ ４．９５ － ９８．８２

－为未检出金丝桃素

　　表４的数据表明：三种树脂对金丝桃素均有较
好的动态吸附能力，其中ＨＺ－８０１树脂吸附能力较
强，其解吸附率也较高为 ９８．８２％。故确定 ＨＺ－
８０１为分离金丝桃素最佳的树脂。同时，ＨＺ－８０１
树脂在９５％体积分数的乙醇洗脱液中未检出金丝
桃素，说明该树脂选择性好，为分离金丝桃素最佳

填料并由此确定７０％乙醇溶液为最佳洗脱剂。
２．３　分离纯化条件
２．３．１　 进样液质量浓度优化 　 图 ２表明
０．１５ｇ／ｍＬ的进样液质量浓度过大致使金丝桃素在
层析柱中来不及吸附就被洗脱液带出，进样８ｍｉｎ，
３个ＢＶ就出现泄漏点；０．０７５ｇ／ｍＬ的进样液质量
浓度过小致使金丝桃素洗脱困难，进样２２ｍｉｎ，接
近９个ＢＶ消耗４４０ｍＬ洗脱液后才出现泄漏点，浪
费试剂；０．１１２５ｇ／ｍＬ的进样液浓度进样１４ｍｉｎ，
６ＢＶ出现泄漏点，而且吸光度值比较均匀，故选用
该浓度为最佳进样液质量浓度。

２．３．２　进样速度　如图３所示，３．０ｍＬ／ｍｉｎ的进
样速度能使样品中金丝桃素很好的吸附在填料上，

造成洗脱困难，２２ｍｉｎ，９个 ＢＶ出现泄漏点；
７．０ｍＬ／ｍｉｎ的进样速度太快，使样品中金丝桃素没
及时吸附在填料上，就被洗脱液带出，７ｍｉｎ，３个

图２　进样液质量浓度对分离效果的影响

ＢＶ出现泄漏值；５．０ｍＬ／ｍｉｎ的进样速度能使样品
中金丝桃素很好的吸附在填料上，１２ｍｉｎ，５个 ＢＶ
出现泄漏值，洗脱也比较容易。故选５．０ｍＬ／ｍｉｎ
的进样速度为最佳进样速度。

２．３．３　洗脱速度　图４可知，洗脱速度对分离有
较大的影响，速度过快，金丝桃素从层析柱上过早

下来，２５ｍＬ／ｍｉｎ的洗脱速度使金丝桃素只在层析
柱中保留９ｍｉｎ，４ＢＶ就出现泄漏点，１５ｍＬ／ｍｉｎ的
洗脱速度使洗脱液的解吸附能力减小，２５ｍｉｎ，１１
个ＢＶ还没出现泄漏点。故选择２０ｍＬ／ｍｉｎ洗脱速
度为最佳洗脱速度。

２．３．４　梯度洗脱条件的优化　以ＨＺ－８０１树脂为
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图３　进样速度对分离效果的影响

图４　洗脱速度对分离效果的影响

填料，在进样液质量浓度０．１１２５ｇ／４０ｍＬ、进样速
度５．０ｍＬ／ｍｉｎ、洗脱速度２０ｍＬ／ｍｉｎ、７０％体积分
数乙醇为洗脱剂条件下，得到的分离产物经旋转蒸

发浓缩后干燥得固体１．５７ｇ，测得其金丝桃素的含
量为５３．２２％，为了进一步提高纯度，将洗脱液乙醇
与水设置成按照不同比例混合的梯度洗脱，见表５。
将此条件下的７０％体积分数乙醇洗脱液经过浓缩、
真空干燥后得固体１．０５ｇ，含量提高至７９．１１％。

表５　梯度洗脱程序
Ｂ泵（乙醇） 时间／ｍｉｎ 目标

０％ ０．０１～７．００ 冲洗极性大杂质

４０％ ７．０１～４５．００ 冲洗极性较大杂质

７０％ ４５．０１～８５．００ 冲洗金丝桃素

９５％ ８５．０１～１０５．００ 冲洗极性较小杂质

图５　梯度洗脱的高效液相色谱图

　　验证试验结果表明，三次纯化的结果分别是
７５．１５１％、７８．３１４％、７９．８２４％，ＲＳＤ为２．３８％，说
明该方法准确有效，可以用来纯化金丝桃素，能够

为金丝桃素的工业化实施提供理论数据。

３　讨论与小结
静态吸附的试验结果表明，ＨＺ－８０１、ＨＺ－

８０６、ＨＺ－８１８三种树脂均对金丝桃素有较好的吸
附能力，方差分析表明 ＨＺ系列树脂与其他三种树
脂之间存在着显著差异（Ｐ＜０．００１）。动态吸附的
试验结果表明，ＨＺ－８０１树脂的动态吸附总量为
１１０５．５３μｇ，解吸附率为 ９８．８２％，为最佳填料，
７０％体积分数的乙醇溶液为最佳洗脱剂。在中压
分离系统上确定出０．１１２５ｇ／ｍＬ进样液质量浓度、
５．０ｍＬ／ｍｉｎ的进样速度及２０ｍＬ／ｍｉｎ洗脱速度为
最佳优化工艺，在此工艺下，用７０％体积分数乙醇
进行洗脱时金丝桃素的含量为５３．２２％，是原提取
液含量３．７１％的１４倍［１７］，说明７０％体积分数的乙
醇洗脱液不仅将金丝桃素洗脱下来也带出了较多

的杂质。将洗脱剂设置为梯度洗脱后，水、４０％、
９５％体积分数的乙醇溶液分别能将更多极性较大
或较小的杂质带出，纯化率提高了 ２５．８９％，达到
７９．１１％。测定实际的纯化率为７７．７６３％，ＲＳＤ为
２．３８％，说明ＨＺ－８０１大孔吸附树脂可以很好的分
离金丝桃素，优化后的工艺能有效的纯化金丝桃

素，其结果与王海燕研究结果一致［１６］，也符合康毅

华等［２０］用ＨＺ－８１８大孔树脂较好富集山楂总黄酮
的研究结果，说明ＨＺ系列大孔吸附树脂主要由于
范德华力或氢键的作用对多酚物质具有较好的吸

附性。应在此基础上对金丝桃素的纯化进行小试、

中试，为金丝桃素分离纯化的工业化发展提供技术

支持。与以往文献报道一致的是梯度洗脱已经成

为金丝桃素纯化较好的洗脱方法［１５］，通过梯度洗

脱，将洗脱液按照不同比例混合使其极性发生变化

可以起到较好的除杂、纯化作用。另有文献指出硅

胶［１４］、聚酰胺更有利于金丝桃素的纯化，有待进一

步研究。

但需要注意的是本试验中金丝桃素的分离纯

化均是在弱光条件下完成，今后课题组会进一步研

究氧、ｐＨ值、光等对金丝桃素分离纯化的影响，并
以此为突破口，期待金丝桃素的纯度能有更大的提

高，进一步改进工艺便于工业化生产的进行。

·４２·
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水杨苷对照品的制备工艺

房春林１，吴学渊２，杨海涵２，李 超２，唐华侨２

（１．成都农业科技职业学院，成都６１１１３０；２．成都乾坤动物药业有限公司，成都 ６１１１３０）
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［摘　要］　从白柳皮中提取分离水杨苷，并通过纯化工艺，制备水杨苷对照品。采用大孔树脂分

离、正丁醇萃取、重结晶方法从白柳皮中提取水杨苷，经熔点和比旋度测定、元素分析、红外光谱、液

相色谱－质谱联用和核磁共振谱进行水杨苷的鉴别，并采用 ＨＰＬＣ－ＵＶ进行水杨苷纯度测定。结

果表明其含量为９９．１９％，纯度大于９９％，符合中药标准品（供含量测定用）的要求。
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