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聚酰胺柱层析法分离回心草总黄酮的研究

蔡　鹰 1, 2
,陆晓和 1

,魏群利 1
( 11南京军区南京总医院 ,江苏 南京 210002; 21中国人民解放军第 454医院 ,江苏 南京

210002)

作者简介 :蔡鹰 ( 19672) ,女 ,副主任药师 ,在职博士后 1Tel: ( 025 )

80863169, E2mail: caiying1967@126. com1
通讯作者 :陆晓和 1Tel: ( 025 ) 80860160, E2mail: Luxiaohe @medmail.

com. cn1

摘要　目的 :确定聚酰胺柱层析法分离回心草总黄酮的条件。方法 :对聚酰胺用量、乙醇洗脱浓度、洗脱速度

等方面进行考察。结果 :干法上样 ,聚酰胺用量以药材 ζ聚酰胺 = 1ζ 1为佳 ,以 50%的乙醇为洗脱溶剂 , 2

倍柱体积 / h为最佳的洗脱速率。结论 :聚酰胺可较好地用于回心草总黄酮的分离富集。
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Stud ies of isola tion for tota l flavono ids in R hodobryum gigan teum by polyam ide

column adsorption chroma togtaphy
CA I Ying1, 2 , LU Xiao2he1 , W E I Qun2L i1 ( 1. Department of Pharmacy, Nanjing General Hosp ital of Nanjing Command, Nanjing

210002, China; 2. No. 454 Hosp ital of PLA, Nanjing 210002, China)

ABSTRACT　O bjective: To select the op timal condition of polyam ide column adsorp tion chromatogtaphy for separating the total fla2
vonoids in R hodobryum gigan teum ( Schwaegr. ) Par. M ethods: The amount of polyam ide, the eluting reagent and the eluting rate were

studied1Results: It was suitable when the herb amount: polyam ide amount was 1ζ 1 , and 50% ethnoal was the sutiable eluting rea2
gent1The flow rate of eluent was 2 times volume of column /h. Conclusion:polyam ide is suitable for the separation and collection of the

total flavonoids from Rhodobryum giganteum ( Schwaegr. ) Par .
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　　回心草为真藓科植物大叶藓 R hodobryum rose2
um (Hedw. ) L imp r. 以及暖地大叶藓 Rhodobryum

gigan teum ( Schwaegr. ) Par.的干燥或新鲜全草 ,分

布于东北、华北、华东和西南地区 ,其中云南省为主

要产地 ,是我国云南省少数民族共用的传统草药 ,傈

僳族、彝族、景颇族、纳西族等均有用药历史。《中

药大辞典》称具有清热明目 ,养心安神 ,镇咳祛痰的

功效 ,主治心悸怔忡 ,神经衰弱 ,目赤肿痛等。本院

通过多年的实验研究 ,发现回心草对动脉硬化有较

好的治疗作用。

由于回心草主要在民间作草药使用 ,因而对

回心草化学成分的研究报道不多。戴畅 [ 1 ]从其中

分离得到 26个化合物 ,鉴定了其中 23个化合物。

其中含黄酮类化合物 :芹菜素 ,槲皮素等。黄酮类

成分对心血管疾病有显著的药理活性。通过化学

成分预试验我们发现回心草的水提液含大量多

糖 ,醇提液含大量叶绿素 ,对成分鉴定和测量造成

很大困难 ,通过聚酰胺柱处理后 ,盐酸 2镁粉反应明
显 ,说明黄酮类成分得到富集。目前 ,聚酰胺已广

泛应用于中药有效部位或有效成分的分离 ,且对

黄酮类、酚类、醌类等物质的分离远比其他方法优

越 ,具有可逆、分离效果高等特点。为了富集回心

草的黄酮类成分 ,我们采用聚酰胺为载体进行分

离研究 ,考察了聚酰胺分离纯化回心草总黄酮的

条件 ,以期为回心草的进一步开发和利用提供参

考。

1　仪器与材料

UV21700紫外分光光度计 (日本岛津公司 ) ;

芦丁对照品 ( 中国药品生物制品检定所 , 批号

008029705) ;聚酰胺 [中国医药集团上海化学试剂

公司产品 (50～60目 ) ];回心草药材 (亳州中药材

公司 ) ,经南京中医药大学中药鉴定教研室岳魏鉴

定 ,为真藓科植物暖地大叶藓 R hodobryum gigan teum

( Schwaegr. ) Par.的干燥全草 ,试剂亚硝酸钠、硝酸

铝、氢氧化钠、甲醇均为分析纯。
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2　方法与结果

2. 1　标准曲线的绘制 [ 2 ] 　精密称取在 105 ℃干燥

至恒重的芦丁对照品 111. 5 mg ,置 50 mL量瓶中 ,

加甲醇 30 mL ,置水浴上微热使溶解 ,放冷 ,加甲醇

稀释至刻度 ,摇匀。精密吸取 5 mL,置 50 mL量瓶

中 ,加水稀释至刻度 ,摇匀 ,即得芦丁标准溶液

(01223 mg/mL ) 。精密吸取芦丁标准溶液 010、

110、210、310、410、510、610 mL ,分别置 25 mL量

瓶中 ,各加水至 6 mL ,加 5%亚硝酸钠溶液 1 mL ,

使混匀 ,放置 6 m in ,加 10%硝酸铝溶液 1 mL ,摇

匀 ,放置 6 m in ,加 5%氢氧化钠试液 10 mL ,再加水

至刻度 ,摇匀 ,放置 15 m in ,以第 1管作为空白对

照 ,在 500 nm处测吸收度 ,以吸收度为纵坐标 ,浓度

为横坐标 ,绘制标准曲线。求得回归方程 : A =

81071 7C - 01011 3, r = 01999 1 ,对照品在 01008

92～01053 52 mg/mL呈良好线性关系。

2. 2　对照品的稳定性试验　照“2. 1”项下方法 ,对

照品溶液经显色后 ,于不同时间在 500 nm处测吸收

度。实验结果表明 , 对照品溶液在显色后 120 m in

内吸收度稳定。因此 ,测定吸收度应在 120 m in内

完成。

2. 3　样品中总黄酮的含量测定 　各洗脱液蒸干后

加 50%甲醇适量溶解 ,置 25 mL容量瓶中 , 以下按

照标准曲线制备方法进行操作 ,测定吸光度 , 由得

到的回归方程计算样品中总黄酮的含量。

2. 4　总黄酮的分离研究 [ 3, 4 ]

2. 4. 1　聚酰胺的预处理 　因聚酰胺树脂残留有

甲苯等有机残留物 ,有较强的毒性 ,对产品有不良

影响 ,因此使用前应作预处理 :用 95%乙醇浸泡聚

酰胺树脂 24 h,湿法装柱 ,用 95%乙醇淋洗至洗脱

液与蒸馏水混合 ( 1 ζ 5 )不呈白色浑浊 ,再用蒸馏

水洗至无醇味 ,然后用 3倍柱体积 0. 5 mol/L HCl、

NaOH溶液洗脱 ,加入蒸馏水浸泡树脂 1 h后 ,水

洗至中性 ,用 3倍柱体积 0. 5 mol/L HCL溶液洗

脱 ,加入蒸馏水浸泡树脂 1 h后 ,水洗至中性 ,备

用。

2. 4. 2　聚酰胺用量的考察 　干法上样 , 18g回心

草药材 60%醇提物浓缩至稠膏状 ,加 60%乙醇适

量 ,按药材生药量 :聚酰胺重量 = 3 ζ 1充分混合 ,

置烘箱中 80 ℃烘干 ,备用。未加药的聚酰胺湿法

装柱 ,装于Φ 2. 5 cm的玻璃柱 ,水排至液面与聚

酰胺平齐 ,分别按拌药的聚酰胺 :未拌药的聚酰胺

= 1ζ 1、1ζ 2、1ζ 3,上样 ,先以水洗 ,洗出液无色 ,

弃去水洗液 ; 再用 50%的乙醇 500 mL洗脱 ,洗脱

物测总黄酮含量 ,以考察其合适的聚酰胺用量。

结果见表 1。

表 1　聚酰胺用量的考察

聚酰胺用量 洗脱的总黄酮量 (mg)

1ζ 1 (共 12g) 52. 12

1ζ 2 (共 18g) 64. 26

1ζ 3 (共 24g) 60. 34

从表 1可以看出 ,拌药的聚酰胺 ζ未拌药的聚

酰胺 = 1ζ 2时 ,洗脱的总黄酮量最大。

2. 4. 3　总黄酮在聚酰胺柱上的洗脱曲线　18 g药

材 60%醇提液浓缩后用 6 g聚酰胺搅拌均匀 ,烘干 ,

备用。12 g未加药的聚酰胺装于Φ2. 5 cm的玻璃

柱 ,湿法装柱 ,水排至液面与聚酰胺平齐 ,加入拌上

药的聚酰胺 ,先以水洗 ,洗出液无色 (500 mL水 ) ,弃

去水洗液 ; 再用 20、30、40、50、60%不同浓度的乙醇

洗脱 ,以考察其对总黄酮的洗脱率。

表 2　不同浓度乙醇对回心草中总黄酮洗脱能力的考察

乙醇洗脱浓度
( % )

18 g药材洗脱的
总黄酮量 (mg)

换算成总黄酮量
(mg/g生药 )

20 14. 36 0. 80

30 14. 02 0. 78

40 14. 51 0. 81

50 25. 92 1. 44

小计 68. 81 3. 82

60 1. 42 0. 08

单用 50 65. 52 3. 64

从表 2可以看出 , 20%、30%、40%乙醇洗脱的

总黄酮量相近 ,至 50%时洗脱量接近翻一倍 ,至

60%时黄酮洗脱量极少 ,洗脱物几乎全为绿色色素 ,

单独用 50%乙醇洗脱总黄酮量与分别从 20～50%

乙醇每一步洗脱总黄酮量的总和接近 ,所以认为

50%乙醇是合适的洗脱溶剂。

2. 4. 4　洗脱速率的确定 [ 5 ]　照 2. 4. 3方法 , 50%乙

醇洗脱 ,考察不同洗脱速率对结果的影响。结果见

表 3。

表 3　不同洗脱速度对回心草中总黄酮量的影响

洗脱速度 洗脱的总黄酮量 (mg)

1倍柱体积 / h 62. 33

2倍柱体积 / h 59. 24

3倍柱体积 / h 42. 31

从表 3可以看出 ,洗脱速率对结果有一定影响 ,

太慢耗时太长 ,太快又洗脱不完全 , 2倍柱体积 / h是

比较适宜的洗脱速度。

2. 4. 5　转移率的考察 　按 2. 3样品中总黄酮的含
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量测定方法测定 18 g药材总黄酮量为 77. 12 mg,比

较 2. 4. 3表 2结果 , 18 g药材单独用 50%乙醇洗脱

得 65. 52 mg总黄酮 ,转移率达 84. 95% ,基本符合

要求。

2. 5　回心草总黄酮的制备 　18 g回心草药材

60%醇提物浓缩至稠膏状 ,加 60%乙醇适量 ,按药

材生药量 ζ聚酰胺重量 = 3 ζ 1充分混合 ,置烘箱

中 80 ℃烘干 ,备用。未加药的聚酰胺湿法装柱 ,

水排至液面与聚酰胺平齐 ,按拌药的聚酰胺 ζ未

拌药的聚酰胺 = 1 ζ 2,上样 ,先以水洗 ,洗出液无

色 ,弃去水洗液 ; 再用 50%的乙醇 500 mL洗脱 ,

于 60 ℃减压回收乙醇 ,至稠膏状 ,于 60 ℃减压干

燥 ,得回心草总黄酮。测定其中的总黄酮含量 ,结

果见表 4。

表 4　回心草提取物中的总黄酮含量测定结果

批号
洗脱物重量
(mg/g生药 )

洗脱的总黄酮量
(mg/g生药 )

洗脱物总黄酮含量
( % )

080111 12. 12 3. 81 31. 4

080201 12. 50 3. 92 31. 4

080226 12. 92 3. 65 28. 3

从表 4可以看出 ,上聚酰胺柱后 50%乙醇洗脱

物总黄酮含量能达到 30%左右 ,说明聚酰胺对回心

草中的总黄酮有较好的富集作用。

3　讨论

3. 1　由于芦丁和黄酮类化合物都是以 22苯基色原
酮为母核的结构 , 具有相同的吸光度测试性质 , 均

在 500 nm附近有最大吸收 , 所以采用芦丁为对照

品测定回心草总黄酮的含量。

3. 2　用干法上样是为了减少水溶性差的黄酮类成

分的丢失 ,传统的上样都是取样品水溶液的上清液

上样 ,因为本样品是 60%醇提物 ,该法势必造成水

溶性差的黄酮类成分的丢失。干法上样保留了这部

分成分 ,使结果更准确。

3. 3　采用 60%乙醇作为药材提取溶剂 ,是药效跟

踪的结果。
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状况进行系统调研的基础上 ,修订医疗机构处方集 ,

并对医院的药物使用体系进行规划和调整 ,以确保

医疗机构药房的正常运转。

3. 4　药品价格问题一直是各国关注的焦点 ,也是公

众急切想要解决的问题。美国医药市场虽然一直处

于世界的前列 ,但由于人口趋于老龄化和疾病谱扩

大等客观问题的存在 ,造成其卫生机构支出趋势逐

年上涨。美国政府相应采取了健全立法、加强监管、

扩大医疗保险覆盖面、缩短新药审查时间等一系列

措施 ,以从宏观上控制药品费用的增长。我国药品

价格问题同样备受政府和社会关注 ,近几年来全国

各省市相继采取了多种形式的药品集中招标采购模

式以降低药品价格 ,但收效不明显。通过本文的分

析 ,美国对药品费用增长的控制措施更多地从增长

源头着手 ,如缩短新药审评时间来降低开发成本 ,健

全立法和扩大医保覆盖面来分摊增长的费用等方

法 ,对于我国如何有效控制不断增长的药品费用具

有重要的借鉴意义。
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