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摘要： 目的　 优化毓麟原方中总黄酮提取纯化工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以料液比、 乙醇体积分数、 提取时

间为影响因素， 总黄酮含量、 得膏率、 淫羊藿苷含量为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 以树脂种类、 上样质量浓

度、 最大上样量、 上样体积流量、 洗脱剂种类、 洗脱剂用量为影响因素， 总黄酮含量及指标成分 （淫羊藿苷、 朝藿定

Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 宝霍苷Ⅰ） 总含量为评价指标， 单因素试验优化纯化工艺。 结果　 最佳提取工艺为料液比

１ ∶ １８， 乙醇体积分数 ６０％ ， 提取时间 ２􀆰 ５ ｈ， 提取次数 ２ 次， 总黄酮含量、 得膏率、 淫羊藿苷含量分别为 ３８７􀆰 ５５
ｍｇ ／ ｇ、 ３９􀆰 ７１％ 、 １􀆰 ６２ ｍｇ ／ ｇ。 最佳纯化工艺为 ＡＢ⁃８ 型树脂上样质量浓度 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ， 最大上样量 ２０ ｍＬ， 上样体积流量

１􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 洗脱剂 （７０％ 乙醇） 用量 １２ ＢＶ， 总黄酮含量、 指标成分总含量分别为 ３０２􀆰 ４８、 ３􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｇ。 结论　 该方

法稳定可行， 可用于毓麟原方中总黄酮的提取纯化， 为其后期开发利用提供依据。
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　 　 毓麟原方 （沪药制字 Ｚ０５０５０６０４） 为上海中医药大学

附属岳阳中西医结合医院的院内制剂， 由该院名中医乐秀

珍教授的经验方转化而来， 全方由淫羊藿、 黄精等多味中

药组成， 具有温肾填精、 调经种子功效， 用于治疗不孕

症［１⁃２］ ， 治愈率可达 ８５％ 以上［３］ 。 方中君药淫羊藿主要有

效成分为黄酮［４］ ， 以淫羊藿苷、 朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝

藿定 Ｃ、 宝霍苷为代表。 研究表明， 淫羊藿总黄酮对大鼠

睾丸生殖功能具有保护作用［５］ ， 可改善 ＰＣＯＳ 大鼠高雄激

素血症， 调节 ＬＨ ／ ＦＳＨ， 升高雌激素水平［６⁃７］ ； 淫羊藿苷与

朝藿定 Ｃ 具有拟雌激素活性［８］ ， 具有升高雌激素、 增加子

宫重量、 降低雄激素作用［９⁃１０］ 。
目前， 尚无关于毓麟原方黄酮类成分提取纯化工艺的

研究。 因此， 本实验采用正交试验优化方中总黄酮提取工

艺， 单因素试验优化该成分纯化工艺， 以期为其后期药效

研究提供依据， 也为其药效物质研究奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 朝霍定 Ａ （批号 ２０１０２２２１， 纯度≥
９８％ ）、 朝霍定 Ｂ （批号 ２００３１１３１， 纯度≥９８％ ）、 朝藿定

Ｃ （ 批 号 ２００１０２３２， 纯 度 ≥ ９８％ ）、 宝 霍 苷 Ⅰ （ 批 号

２００１１８３１， 纯度≥９８％ ） ）、 淫羊藿苷 （批号 １７０６１７３１， 纯

度≥９８％ ） 对照品均购自上海同田生物技术有限公司。 ＡＢ⁃
８、 Ｄ１０１、 ＬＸ⁃３８ 型大孔吸附树脂 （天津允开树脂科技有限

公司）。 甲醇、 乙腈均为色谱纯 （国药集团化学试剂有限

公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 ＲＥ５２ＣＳ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器厂）；
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｓｅｒｉｅｓ 高效液相色谱仪、 Ｃａｒｙ ８４５４ 紫外可见分

光光度计 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＥＳ２２５ＳＭ⁃ＤＲ 电子分析天

平 （瑞士普利塞斯公司）； ＣＱ⁃２５０⁃ＤＳＴ 超声波清洗机 （上
海跃进医用光学器械厂）； 电热恒温鼓风干燥箱 （上海精

宏实验设备有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水制备仪 （美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＦＤ⁃１Ｃ⁃５０ 冷冻干燥机 （上海比朗仪器有

限公司）。
１􀆰 ３　 药 材 　 淫羊藿 （批号 ２０２２０２１４⁃１）、 续断 （批号

２０２２０１０８⁃１）（上海万仕诚国药制品有限公司）； 制黄精 （批
号 ２２０１１８）、 香附 （批号 ２２０２０５） （上海虹桥中药饮片有限

公司）； 石菖蒲 （批号 ２１１２２７， 上海青浦中药饮片有限公

司）； 甘草 （批号 ２１０８２７０８， 吴江上海蔡同德堂中药饮片

有限公司）， 均经专家鉴定为正品。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总黄酮含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取干燥至恒重的淫羊藿苷

对照品 ２􀆰 ８０ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 加甲醇适量， 超声溶

解， 放冷， 甲醇定容至刻度， 摇匀， 制成 ０􀆰 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 即得。
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２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备　 按照处方称取 １ 倍量各药材， 参

考正交试验设计进行乙醇回流提取， 过滤， 合并滤液， 浓

缩至 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ， 摇匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 测定波长选择 　 精密吸取对照品溶液 １ ｍＬ， 置于

２０ ｍＬ 量瓶中， ６０％ 乙醇定容至刻度， 摇匀， 在 ２５０ ～ ５００
ｎｍ 波长处进行扫描， 发现 ２７０ ｎｍ 波长处有最大吸收， 即

为最大吸收波长。
２􀆰 １􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 １􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 分别精密吸取 ０􀆰 ０７、 ０􀆰 ０９１、
０􀆰 １３４ ４、 ０􀆰 １４、 ０􀆰 ２２４、 ０􀆰 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法稀释， 以 ６０％ 乙醇为空白， 在 ２７０ ｎｍ 波

长处测定吸光度。 以吸光度为纵坐标 （Ａ）， 溶液质量浓度

为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝ ３􀆰 ７１６Ｘ－ ０􀆰 ００８ ９
（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 在 ０􀆰 ０７～０􀆰 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 精密吸取 ０􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液适

量， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法稀释， 在 ２７０ ｎｍ 波长处测定吸光

度 ６ 次， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３９％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６
份供试品溶液， 在 ２７０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ
为 ２􀆰 ３４％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品

溶液， 于 ０、 １５、 ３０、 ６０、 １２０、 １８０ ｍｉｎ 在 ２７０ ｎｍ 波长处

测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８１％ ， 表明溶液在 ３ ｈ 内稳

定性良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验 　 取含量已知的处方药材适量，
按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法平行制备 ９ 份供试品溶液， 分别按

８０％ 、 １００％ 、 １２０％ 水平精密加入对照品溶液， 在 ２７０ ｎｍ
波长处测定吸光度， 计算回收率。 结果， 淫羊藿苷平均加

样回收率为 ９９􀆰 ０９％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ４５％ 。
２􀆰 ２　 指标成分总含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备　 分别精密称取淫羊藿苷、 朝藿定

Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 宝霍苷Ⅰ对照品 ３􀆰 １、 ２􀆰 ９、 ３􀆰 ３、
２􀆰 ９、 ３􀆰 １ ｍｇ， 甲醇定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 即得， 置于 ４ ℃
冰箱中保存。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得提取液供试品溶液；
将上述溶液按照单因素试验设计制备纯化样品， ０􀆰 ４５ μｍ
微孔滤膜过滤， 即得纯化液供试品溶液。
２􀆰 ２􀆰 ３　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＥＬｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸 （Ａ） ⁃乙腈

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ３０ ｍｉｎ， ２４％ ～ ２６％ Ｂ； ３０ ～ ３５ ｍｉｎ，
２６％ ～５０％ Ｂ； ３５～４０ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ； ４０ ～ ４３ ｍｉｎ， ５０％ ～ ２４％
Ｂ； ４３～４８ ｍｉｎ， ２４％ Ｂ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃；
检测波长 ２７０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。 色谱图见图 １。
２􀆰 ２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 分别取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶

液 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 １ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇

定容至刻度， 摇匀， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定。

１． 朝藿定 Ａ． 　 ２． 朝藿定 Ｂ　 ３． 朝藿定 Ｃ　 ４． 淫羊藿苷

５． 宝霍苷Ⅰ

图 １　 各指标成分 ＨＰＬＣ 色谱图

以对照品峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ）
进行回归， 结果见表 １， 可知各指标成分在各自范围内线

性关系良好。
表 １　 各指标成分线性关系

成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
朝霍定 Ａ Ｙ＝ ２０ ５７３Ｘ＋１􀆰 ７９１ ７ ０􀆰 ９９９ ６ ２􀆰 ９～２９０
朝霍定 Ｂ Ｙ＝ １８ ３８４Ｘ＋１􀆰 ２５９ ８ ０􀆰 ９９９ ７ ３􀆰 ３～３３０
朝藿定 Ｃ Ｙ＝ １８ ８８４Ｘ＋１􀆰 ２３６ ４ ０􀆰 ９９９ ６ ２􀆰 ９～２９０
淫羊藿苷 Ｙ＝ ２０ ０７３Ｘ＋１􀆰 ５４９ ０ ０􀆰 ９９９ ５ ３􀆰 １～３１０
宝霍苷Ⅰ Ｙ＝ ２７ ４６２Ｘ＋２􀆰 １６７ ４ ０􀆰 ９９９ ８ ３􀆰 １～３１０

２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 取同一份对照品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３”
项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、
朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝霍苷Ⅰ峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７３％ 、
１􀆰 ３０％ 、 １􀆰 ４８％ 、 １􀆰 ３１％ 、 １􀆰 ３３％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６
份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测

得朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿苷、 宝霍苷Ⅰ
峰面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ３􀆰 ７７％ 、 ４􀆰 １３％ 、 ３􀆰 ６４％ 、 ３􀆰 ８０％ 、
３􀆰 ７９％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品

溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 ２４、 ４８ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件

下进样测定， 测得朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 淫羊藿

苷、 宝 霍 苷 Ⅰ 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ５８％ 、 ０􀆰 ９５％ 、
０􀆰 ７２％ 、 ０􀆰 ９９％ 、 ３􀆰 ０４％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验 　 取同一份本品， 分别按 ８０％ 、
１００％ 、 １２０％ 水平精密加入对照品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下
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方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测

定， 计算回收率。 结果， 朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、
淫羊藿苷、 宝霍苷Ⅰ 平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ６２％ 、
９４􀆰 ６５％ 、 ９７􀆰 ３６％ 、 ９９􀆰 ７７％ 、 ９８􀆰 ３７％ ， ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ７４％ 、
３􀆰 ０５％ 、 ４􀆰 ５１％ 、 ４􀆰 ２９％ 、 ３􀆰 ９６％ 。
２􀆰 ３　 提取工艺优化

２􀆰 ３􀆰 １　 单因素试验　 按照处方称取 １ 倍量各药材， 固定料

液比 １ ∶ １５， 提取时间 ２ ｈ， ６０％ 乙醇分别提取 １、 ２、 ３ 次。
结果， 提取 ２ 次时总黄酮含量、 指标成分总含量高于 ３ 次，
故最终确定为 ２ 次， 不再进行后续优化， 见图 ２～３。

图 ２　 提取次数对总黄酮含量的影响

２􀆰 ３􀆰 ２　 正交试验 　 以料液比 （Ａ）、 乙醇体积分数 （Ｂ）、
提取时间 （Ｃ） 为影响因素， 总黄酮含量、 淫羊藿苷含量、
干膏得率为评价指标， 计算综合评分 （Ｙ）， 因素水平见表

２， 权重分配见表 ３， 结果见表 ４。 由此可知， 各因素影响

　 　 　 　 　

图 ３　 提取次数对指标成分总含量的影响

程度依次为提取时间＞料液比＞乙醇体积分数， 最优提取工

艺为 Ａ３Ｂ２Ｃ３， 即料液比 １ ∶ １８， 乙醇体积分数 ６０％ ， 提取

时间 ２􀆰 ５ ｈ， 提取次数 ２ 次。
表 ２　 正交试验因素水平

水平
因素

Ａ 料液比 Ｂ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｃ 提取时间 ／ ｈ
１ １ ∶ １２ ５０ １􀆰 ５
２ １ ∶ １５ ６０ ２
３ １ ∶ １８ ７０ ２􀆰 ５

表 ３　 各评价指标权重分配

评价指标 权重分配

总黄酮含量 ０􀆰 ５

得膏率 ０􀆰 ３

淫羊藿苷含量 ０􀆰 ２

表 ４　 正交试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
总黄酮含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
得膏率 ／ ％

淫羊藿苷含量 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

总黄酮含量

评分 ／ 分
得膏率

评分 ／ 分
淫羊藿苷含量

评分 ／ 分
综合评

分 ／ 分
１ １ １ １ １ ２９１􀆰 ８１ ３０􀆰 １１ １０２􀆰 ２７ ２９􀆰 ６６ ２４􀆰 ４６ １４􀆰 ４８ ６８􀆰 ５９
２ １ ２ ３ ２ ４９１􀆰 ９３ ２８􀆰 ２５ １１３􀆰 ４８ ５０􀆰 ００ ２２􀆰 ９５ １６􀆰 ０６ ８９􀆰 ０１
３ １ ３ ２ ３ ４０７􀆰 ２９ ２８􀆰 ６５ １２２􀆰 ４５ ４１􀆰 ４０ ２３􀆰 ２７ １７􀆰 ３３ ８２􀆰 ００
４ ２ １ ３ ３ ３６５􀆰 ９１ ３６􀆰 ９３ １４１􀆰 ３０ ３７􀆰 １９ ３０􀆰 ００ ２０􀆰 ００ ８７􀆰 １９
５ ２ ２ ２ １ ３２５􀆰 ３１ ２７􀆰 ８２ １０１􀆰 １１ ３３􀆰 ０６ ２２􀆰 ５９ １４􀆰 ３１ ６９􀆰 ９７
６ ２ ３ １ ２ ３３６􀆰 ４３ ２８􀆰 ６７ １１１􀆰 ５８ ３４􀆰 １９ ２３􀆰 ２８ １５􀆰 ７９ ７３􀆰 ２７
７ ３ １ ２ ２ ４０５􀆰 ６３ ３４􀆰 ６５ ９９􀆰 ０２ ４１􀆰 ２３ ２８􀆰 １４ １４􀆰 ０２ ８３􀆰 ３９
８ ３ ２ １ ３ ３９９􀆰 ９６ ３４􀆰 ３７ １２５􀆰 ５２ ４０􀆰 ６５ ２７􀆰 ９２ １７􀆰 ７７ ８６􀆰 ３４
９ ３ ３ ３ １ ４５８􀆰 ８５ ２６􀆰 ９５ １２０􀆰 ６６ ４６􀆰 ６４ ２１􀆰 ８９ １７􀆰 ０８ ８５􀆰 ６１

总黄酮含量 Ｋ１ ３９７􀆰 ０１ ３５４􀆰 ４５ ３４２􀆰 ７３ ３５８􀆰 ６６
总黄酮含量 Ｋ２ ３４２􀆰 ５５ ４０５􀆰 ７３ ３７９􀆰 ４１ ４１１􀆰 ３３
总黄酮含量 Ｋ３ ４２１􀆰 ４８ ４００􀆰 ８６ ４３８􀆰 ８９ ３９１􀆰 ０５
总黄酮含量 Ｒ ７８􀆰 ９３ ５１􀆰 ２８ ９６􀆰 １６ ５２􀆰 ６７
得膏率 Ｋ１ ２９􀆰 ０１ ３３􀆰 ９０ ３１􀆰 ０５ ２８􀆰 ２９
得膏率 Ｋ２ ３１􀆰 １４ ３０􀆰 １５ ３０􀆰 ３７ ３０􀆰 ５２
得膏率 Ｋ３ ３１􀆰 ９９ ２８􀆰 ０９ ３０􀆰 ７１ ３３􀆰 ３２
得膏率 Ｒ ２􀆰 ９８ ５􀆰 ８１ ０􀆰 ６８ ５􀆰 ０３

淫羊藿苷含量 Ｋ１ １１２􀆰 ７３ １１４􀆰 ２０ １１３􀆰 １２ １０８􀆰 ０１
淫羊藿苷含量 Ｋ２ １１８􀆰 ００ １１３􀆰 ３７ １０７􀆰 ５３ １０８􀆰 ０３
淫羊藿苷含量 Ｋ３ １１５􀆰 ０７ １１８􀆰 ２３ １２５􀆰 １５ １２９􀆰 ７６
淫羊藿苷含量 Ｒ ５􀆰 ２６ ４􀆰 ８７ １７􀆰 ６２ ２１􀆰 ７４
综合评分 Ｋ１ ４０􀆰 ３５ ３６􀆰 ０３ ３４􀆰 ８４ ３６􀆰 ４５
综合评分 Ｋ２ ３４􀆰 ８２ ４１􀆰 ２４ ３８􀆰 ５６ ４１􀆰 ８１
综合评分 Ｋ３ ４２􀆰 ８４ ４０􀆰 ７４ ４４􀆰 ６１ ３９􀆰 ７５
综合评分 Ｒ ８􀆰 ０２ ５􀆰 ２１ ９􀆰 ７７ ５􀆰 ３５

　 　 注： 综合评分计算公式为综合评分＝ （总黄酮含量 ／ 最大总黄酮含量） ×１００×０􀆰 ５＋ （得膏率 ／ 最大得膏率含量） ×１００×０􀆰 ３＋ （淫羊藿苷

含量 ／ 最大淫羊藿苷含量） ×１００×０􀆰 ２。
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２􀆰 ３􀆰 ３　 验证试验 　 按照处方称取各药材 １ 倍量， 平行 ３
份， 按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下优化工艺进行提取， 在 ２７０ ｎｍ 波长

处测定吸光度， 结果见表 ５。 由此可知， 该方法重复性良

好， 工艺稳定可行。
表 ５　 提取工艺验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号
总黄酮含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
得膏率 ／ ％

淫羊藿苷含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
１ ３９７􀆰 ８６ ４１􀆰 １３ １􀆰 ６１
２ ３８８􀆰 ７８ ３９􀆰 ６６ １􀆰 ５２
３ ３７６􀆰 ０１ ３８􀆰 ３４ １􀆰 ７４

平均值 ３８７􀆰 ５５ ３９􀆰 ７１ １􀆰 ６２
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 ８３ ３􀆰 ５１ ６􀆰 ８１

２􀆰 ４　 纯化工艺优化

２􀆰 ４􀆰 １　 上样液制备　 将 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下优化工艺得到的提

取液浓缩至 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ， 稀乙醇稀释成指定质量浓度， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ２　 树脂预处理 　 根据总黄酮性质结合文献 ［１３⁃１５］，

本实验选择 ＬＸ⁃３８、 Ｄ１０１、 ＡＢ⁃８ 型树脂， 使用前均用 ９５％
乙醇浸泡过夜， 使其充分溶胀， 取 １ ｍＬ ９５％ 浸泡液， 加入

９ ｍＬ 蒸馏水， 当不出现浑浊时即可湿法上柱， 并用蒸馏水

洗至无醇味。
２􀆰 ４􀆰 ３　 树脂型号筛选

２􀆰 ４􀆰 ３􀆰 １　 吸附率　 取湿重状态下 Ｄ１０１、 ＬＸ⁃３８、 ＡＢ⁃８ 型树

脂各 ５􀆰 ０ ｇ， 置于 １００ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 加入 ５ ｍＬ 上样

液， 置于恒温空气振荡器中， ２５ ℃、 １００ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡吸

附 ２４ ｈ， 使其达到吸附饱和， 过滤， 上层滤液作为吸附液；
载体树脂中加入 ３５ ｍＬ ８０％ 乙醇， ２５ ℃、 １００ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振

荡解吸 ２４ ｈ， 过滤， 上层滤液作为解吸液， 测定吸附前后

总黄酮、 淫羊藿含量， 计算吸附率， 结果见表 ６。
２􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ２　 洗脱率 　 取饱和 Ｄ１０１、 ＬＸ⁃３８、 ＡＢ⁃８ 型树脂适

量， 置于具塞锥形瓶中， 蒸馏水洗涤后加入 ３５ ｍＬ ８０％ 乙

醇， 密塞， 置于 ２５ ℃恒温振荡器中振荡 ２４ ｈ， 过滤， 测定

续滤液中总黄酮含量， 计算洗脱率， 结果见表 ６。
表 ６　 总黄酮、 指标成分吸附率、 洗脱率测定结果 （ｎ＝３）

树脂型号
总黄酮 指标成分

吸附量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 洗脱率 ／ ％ 吸附量 ／ （μｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 洗脱率 ／ ％
Ｄ１０１ ３７７􀆰 ６７ ８５􀆰 ６７ ５２􀆰 ５１ ７８􀆰 ９８ ８１􀆰 ９１ ４２􀆰 ２５
ＬＸ⁃３８ ３９２􀆰 ７４ ８９􀆰 ０８ ５８􀆰 ３２ ８３􀆰 ４８ ８７􀆰 ０９ ４３􀆰 ７１
ＡＢ⁃８ ４１３􀆰 ６２ ９３􀆰 ８２ ６７􀆰 ２５ ８４􀆰 ２７ ９０􀆰 ８４ ４５􀆰 ８１

２􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ３　 结果分析　 由表 ６ 可知， ＡＢ⁃８ 型树脂吸附率和洗

脱率均较高， 故本实验将其用于后续研究。
２􀆰 ４􀆰 ４　 单因素试验

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 １　 上样质量浓度 　 精密称取预处理好的 ＡＢ⁃８ 型树

脂 ５ 份， 湿法缓慢装入吸附柱 （１􀆰 ０ ｃｍ×２０ ｃｍ） 中， 分别

精密吸取 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 浓缩液 ４、 ８、 １２、 １６、 ２０ ｍＬ， 置于 ２０
ｍＬ 量瓶中， ６０％ 乙醇定容至刻度， 超声混匀， 以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ

体积流量上样， 动态吸附后加入 ８ ＢＶ （１ ＢＶ ＝ １５ ｍＬ） 去

离子水除杂， 收集未吸附的溶液、 水洗液及上样液， 在 ２７０
ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算吸附量、 吸附率， 结果见表 ７。
由此可知， 上样质量浓度为 ０􀆰 ３～０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 时， 总黄酮吸附

量较高； 为 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 时， 指标成分吸附量、 吸附率略有降

低； 为 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 时， 上样液未全部通过动态吸附， 故最终

确定为 ０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ。
表 ７　 上样质量浓度对总黄酮、 指标成分吸附量、 吸附率的影响

上样质量浓度 ／ （ｇ·ｍＬ－１）
总黄酮 指标成分

吸附量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 吸附量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％
０􀆰 １ ４５􀆰 ５１ ９４􀆰 ５３ ６􀆰 ７７ ９８􀆰 ５０
０􀆰 ２ ８７􀆰 ２６ ９５􀆰 ８９ ５４􀆰 ２６ ９９􀆰 ８１
０􀆰 ３ １５６􀆰 ５０ ９６􀆰 ７３ ９８􀆰 ７８ ９９􀆰 ８９
０􀆰 ４ １７４􀆰 ０１ ９６􀆰 ７８ ６７􀆰 ９６ ９９􀆰 ８４

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 ２　 上样体积流量 　 精密称取预处理好的 ＡＢ⁃８ 型树

脂 ３ 份， 湿法缓慢装入吸附柱 （１􀆰 ０ ｃｍ×２０ ｃｍ） 中， 精密

吸取 ３０ ｍＬ ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 浓缩液， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 去离子

水定容至刻度， 超声混匀， 分别以 ０􀆰 ５、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ
体积流量上样， 动态吸附后加入 ８ ＢＶ 去离子水除杂， 收集

未吸附的溶液、 水洗液及上样液， 在 ２７０ ｎｍ 波长处测定吸

光度， 计算吸附量、 吸附率， 结果见表 ８。 由此可知， 上样

体积流量为 ２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 总黄酮、 指标成分吸附量、 吸

附率均显著降低； 为 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 速度过慢及上样液含

有部分黏性物质而导致柱子堵塞； 为 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 总黄

酮、 指标成分吸附量、 吸附率均较高， 而且不易堵塞柱子，
故最终确定为 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

表 ８　 上样体积流量对总黄酮、 指标成分吸附量、 吸附率的影响

上样体积流量 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）
总黄酮 指标成分

吸附量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 洗脱率 ／ ％ 吸附量 ／ （μｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 洗脱率 ／ ％
０􀆰 ５ ６３５􀆰 ７２ ９８􀆰 ７１ ９３􀆰 ０５ １００􀆰 ４１ １００􀆰 ００ ９８􀆰 ０３
１􀆰 ５ ６３４􀆰 １１ ９８􀆰 ４６ ８５􀆰 ７４ ９８􀆰 ３５ ９８􀆰 ０４ ９６􀆰 ４６
２􀆰 ５ ６１４􀆰 ６０ ９５􀆰 ４３ ６０􀆰 ０３ ７６􀆰 ５６ ７６􀆰 ３２ ９０􀆰 ７８
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２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 ３　 最大上样量　 精密称取预处理好的 ＡＢ⁃８ 型树脂 １
份， 湿法缓慢装入吸附柱 （１􀆰 ０ ｃｍ×２０ ｃｍ） 中， 精密量取

３０ ｍＬ ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 浓缩液， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 去离子水定

容至刻度， 超声混匀， 以 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样， 每 ５
ｍＬ 为 １ 份， 逐份收集， 依次编号， 测定总黄酮含量， 绘制

泄露曲线， 结果见图 ４。 由此可知， 总黄酮含量随着流出液

体积增加逐渐升高， 在 ２０ ｍＬ 后开始明显泄露， 故最终确

定为 ２０ ｍＬ。

图 ４　 总黄酮泄露曲线

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 ４　 洗脱液种类　 精密称取预处理好的 ＡＢ⁃８ 型树脂 ４
份， 湿法缓慢装入吸附柱 （１􀆰 ０ ｃｍ×２０ ｃｍ） 中， 精密量取

３０ ｍＬ ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 浓缩液， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 去离子水定

容至刻度， 超声混匀， 以 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样， 动态

吸附后加入 ８ ＢＶ 去离子水除杂， 再分别用 １０ ＢＶ ５０％ 、
６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 乙醇以 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量梯度洗脱，
收集洗脱液， 在 ２７０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算洗脱率，
结果见表 ９。 由此可知， ７０％ 、 ８０％ 乙醇能将大部分总黄酮

和指标成分洗脱下来， 综合考虑富集效果及资源节约， 最

终确定为 ７０％ 乙醇。
表 ９　 洗脱液种类对总黄酮、 指标成分洗脱率的影响

乙醇体积分数 ／ ％
洗脱率 ／ ％

总黄酮 指标成分

５０ ４６􀆰 ６４ ５６􀆰 ８８
６０ ５８􀆰 ３６ ６４􀆰 ７３
７０ ６３􀆰 ５５ ８８􀆰 ２３
８０ ６３􀆰 ４０ ８２􀆰 ９８

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 ５　 洗脱液用量　 精密称取预处理好的 ＡＢ⁃８ 型树脂 １
份， 湿法缓慢装入吸附柱 （１􀆰 ０ ｃｍ×２０ ｃｍ） 中， 精密量取

３０ ｍＬ ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 浓缩液， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 去离子水定

容至刻度， 超声混匀， 以 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样， 动态

吸附后加入 ８ ＢＶ 水除杂， ８０％乙醇洗脱， 分段收集洗脱液，
每份 ２ ＢＶ， 共 ６ 份， 测定总黄酮含量， 结果见图 ５。 由此可

知， 随着洗脱剂用量增加， 总黄酮洗脱效果逐渐加强， 为

１２ ＢＶ时可将该成分完全洗脱， 故最终确定为 １２ ＢＶ。
２􀆰 ４􀆰 ５　 验证试验 　 根据单因素试验结果， 确定最优工艺

为 ＡＢ⁃８ 型树脂， 上样质量浓度 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ， 最大上样量 ２０
ｍＬ， 上样体积流量 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 洗脱剂 ７０％ 乙醇， 洗脱

剂体积 １２ ＢＶ。 按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 结果

见表 １０， 可知该工艺稳定可行， 可为相关后期工业化生产

提供依据。

图 ５　 洗脱液用量对总黄酮含量的影响

表 １０　 纯化工艺验证试验结果 （ｎ＝３）
试验号 总黄酮含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 指标成分总含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

１ ２９７􀆰 ６７ ３􀆰 ２１
２ ３０９􀆰 ７８ ２􀆰 ９９
３ ２９９􀆰 ９８ ３􀆰 ０７

平均值 ３０２􀆰 ４８ ３􀆰 ０９
ＲＳＤ ／ ％ ２􀆰 １２ ３􀆰 ６０

３　 讨论与结论

由毓麟原方制成的毓麟合剂在临床上对不孕症患者具

有显著疗效［３］ ， 课题组前期研究证实该方具有良好的药理

活性［１１⁃１４］ ， 但其具有服用量大、 不便储存与运输的缺点。
本实验对方中总黄酮分别采用乙醇回流提取法提取、 大孔

树脂吸附法纯化［１５］ ， 分析其药效物质基础， 以期为其工业

化生产与进一步开发利用提供依据。
黄酮类成分极性较小， 本实验分别考察了 Ｄ１０１、 ＬＸ⁃

３８、 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂［１６⁃２０］ ， 发现弱极性的 ＡＢ⁃８、 ＬＸ⁃３８ 对

毓麟原方中总黄酮及指标成分淫羊藿苷、 朝藿定 Ａ、 朝藿

定 Ｂ、 朝藿定 Ｃ、 宝霍苷Ⅰ的吸附、 解吸附性能均明显优于

非极性的 Ｄ１０１。 另外， 文献 ［１７⁃１８］ 报道采用 ＡＢ⁃８ 型大

孔树脂分离总黄酮， 它具有较大的极性、 孔径与比表面积，
更有利于该成分进入树脂内部并充分吸附， 同时也有助于

洗脱溶剂将其从树脂上洗脱下来。 因此， 本实验选择 ＡＢ⁃８
型大孔树脂纯化毓麟原方中总黄酮。

综上所述， 本实验所建立的方法成熟、 稳定、 可行，
可用于毓麟原方中总黄酮的提取纯化， 为该方进一步开发

利用提供依据。 目前， 课题组正对纯化后的该成分进行体

内外药效研究， 结果均显示较好的疗效， 进一步印证了本

实验的意义。
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摘要： 目的　 优化金蝉花多糖树脂法脱色、 脱蛋白工艺， 并考察其抗氧化活性。 方法　 以脱色率、 脱蛋白率、 多糖保

留率为评价指标， 静态单因素试验优化脱色时间、 脱色温度、 ｐＨ 值、 树脂用量， 筛选树脂类型， 动态单因素试验优

化上样体积流量、 上样体积、 金蝉花用量。 再考察多糖对 ＤＰＰＨ·、ＯＨ·的清除能力，Ｏ－
２ ·的抑制能力、Ｆｅ２＋的螯合能

力。 结果　 Ｄ３０１ 树脂效果最好， 最佳静态工艺为脱色时间 ３ ｈ， 脱色温度 ３０ ℃， ｐＨ 值 ５， 树脂用量 ３ ｇ， 脱色率、 脱

蛋白率、 多糖保留率分别为 ８１􀆰 ７４％ 、 ６９􀆰 ０５％ 、 ８２􀆰 ０６ ％ ； 最佳动态工艺为上样体积流量 ３ ＢＶ ／ ｈ， 上样体积 ２ ＢＶ， 金

蝉花用量 ２􀆰 ０ ｇ。 ＤＰＰＨ·清除率、ＯＨ·清除率、Ｏ－
２·抑制率、Ｆｅ２＋螯合率分别为 ８７􀆰 ４２％ 、 ８８􀆰 ９３％ 、 ６８􀆰 ６２％ 、 ９５􀆰 ７２％ 。

结论　 Ｄ３０１ 树脂具有良好的脱色、 脱蛋白能力， 而且不影响金蝉花多糖抗氧化活性。
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　 　 金蝉花 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｃｉｃａｄａｅ 又名蝉花、 蝉蛹草、 蝉茸等，
是我国古老而名贵的药食两用真菌， 与同为虫草家族的冬

虫夏草、 北虫草并称为三大药用虫草， 含有腺苷、 核苷、

过氧化麦角固醇、 虫草素、 虫草酸、 麦角甾醇、 多糖等与

冬虫夏草类似的成分［１］ ， 具有护肝、 抗肿瘤、 抗氧化、 抗

衰老、 降血糖等作用［２⁃７］ ， 有望作为冬虫夏草平价替代品。
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