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摘要： 目的　 优化蓝布正总鞣质提取纯化工艺。 方法　 以料液比、 乙醇体积分数、 超声温度、 超声时间为影响因素，
总鞣质提取率为评价指标， 正交试验优化提取工艺； 以洗脱剂 （乙醇） 体积分数、 洗脱剂用量、 上样质量浓度、 上

样量为影响因素， 总鞣质吸附量和洗脱率为评价指标， 单因素试验优化纯化工艺。 ＨＰＬＣ 法测定纯化前后鞣花酸含量

变化。 结果　 最优提取工艺为料液比 １ ∶ １０， 乙醇体积分数 ４０％ ， 超声温度 ６０ ℃， 超声时间 ６０ ｍｉｎ， 总鞣质提取率为

３􀆰 １６％ ； 最优纯化工艺为取 ＨＰＤ１００ 型大孔吸附树脂， 加入 ２０ ｍＬ １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 上样液， ４０ ｍＬ ５０％ 乙醇洗脱。
纯化后， 鞣花酸含量大幅提高至纯化前的 ２ 倍。 结论　 该方法可靠稳定， 可用于蓝布正总鞣质的提取纯化。
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　 　 蓝布正是蔷薇科植物路边青 Ｇｅｕｍ ａｌｅｐｐｉｃｕｍ ｊａｃｑ． 或柔

毛路边青 Ｇｅｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ Ｔｈｕｎｂ． ｖａｒ． ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｂｏｌｌｅ 的干燥全

草［１］ ， 民间主要用于治疗高血压、 头晕头痛、 月经不调、
风湿腰腿痛等［２］ ， 鞣花酸作为其主要成分， 具有很好的抗

氧化［３］ 、 抗肿瘤［４］作用。 近年来研究发现， 蓝布正鞣质在

抗凝血［５］ 、 治疗缺血性心脑血管疾病［６⁃７］ 等方面疗效显著，
其所含的鞣质特里马素Ⅱ、 二聚鞣花鞣质 Ａ、 大麻黄鞣宁

可通过抑制心肌细胞凋亡、 促进冠状动脉内皮细胞的增殖

来改善心肌缺血［８⁃９］ 。 最新的流行病学调查显示， 近 ３０ 年

来导致国人死亡主要原因已经从下呼吸道感染和新生儿疾

病变为中风和缺血性心脏病［１０］ ， 这使得蓝布正总鞣质的开

发前景和价值大大增加， 但目前国内外对该植物的研究主

要集中在化学成分［１１⁃１２］ 、 药理作用［１３］方面， 鲜有涉及提取

纯化， 仅有其总多酚的相关报道［１４］ 。 因此， 本实验优化蓝

布正鞣质的提取纯化工艺， 并采用 ＨＰＬＣ 法检验纯化效果，
旨在为其在药品、 功能食品中的推广应用奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 药材　 蓝布正购于中国安徽三义堂药业有限公司， 经

三峡大学医学院何毓敏博士鉴定为蔷薇科植物路边青 Ｇｅｕｍ
ａｌｅｐｐｉｃｕｍ ｊａｃｑ． 或柔毛路边青 Ｇｅｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ Ｔｈｕｎｂ． ｖａｒ．
ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｂｏｌｌｅ 的干燥全草， 粉碎， 过 ３ 号筛， 备用。
１􀆰 ２　 试剂　 没食子酸对照品购自上海源叶生物有限公司

（纯度≥９８％ ， 批号 Ｙ１９Ｍ８Ｃ３６１４３）； 鞣花酸对照品购自南

京源植生物科技有限公司 （纯度≥９８％ ， 批号 Ｙｚ１９０３１７）。

ＨＰＤ１００ 大孔吸附树脂购自北京索莱宝科技有限公司； 干

酪素购自上海麦克林生化科技有限公司； 磷钼钨酸试液购

自福州飞净生物科技有限公司。 乙腈， 甲醇为色谱纯， 购

自美国天地公司； 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 Ａ３９０ 扫描型紫外可见分光光度计 （上海翱艺

仪器有限公司）； ＡＬ２０４ 电子天平 ［梅特勒⁃托利多仪器

（上海） 有限公司］； Ｎ⁃１１００ 旋转蒸发仪 ［东京理化器械

（株） 独资工厂］； ０８０ＳＴ 超声波清洗机 （深圳市超洁科技

实业有限公司）； ＲＴ⁃１２ＨＫ 高速粉碎机 （泓荃制药机械公

司）； 玻璃层析柱 （１ ｃｍ×２０ ｃｍ）； Ａｌｌｉａｎｃｅ ｅ２６９５ 高相液相

色谱仪、 ２４８９ 紫外检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＳＰＯＬＡＲ
Ｃ１８ Ｓ５ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ） （日本 Ｓｈｉｓｅｉｄｏ
公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总鞣质提取　 称取 ４􀆰 ０ ｇ 干燥蓝布正粉末于 １００ ｍＬ 具

塞锥形瓶中， 根据料液比用不同体积分数乙醇浸泡， 置于

不同温度的超声波清洗机中超声不同时间， 抽滤， 取续滤

液， 即得提取液。
２􀆰 ２　 总鞣质含量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 线性关系考察　 参考文献 ［１５］ 报道。 以没食子酸

溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行

回归， 得方程为 Ａ ＝ １０４􀆰 ０９Ｘ＋０􀆰 ０３６ １ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， 在

０􀆰 ００１～０􀆰 ０１０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性关系。
２􀆰 ２􀆰 ２　 测定方法　 总多酚含量： 吸取 “２􀆰 １” 项下提取液
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１ ｍＬ， 与 ４ ｍＬ 双蒸水混匀， 作为供试液， 吸取 ０􀆰 ２５ ｍＬ 于

２５ ｍＬ 棕 色 量 瓶 中， 加 磷 钼 钨 酸 试 液 １ ｍＬ、 双 蒸 水

１１􀆰 ７５ ｍＬ， ２９％ 碳酸钠溶液定容至刻度， 摇匀， ３０ ｍｉｎ 后

于 ７６０ ｎｍ 波长处测定吸光度。 不可吸附多酚含量： 精密量

取上述供试液 ２ ｍＬ， 加入盛有 ０􀆰 ６ ｇ 干酪素的 １００ ｍＬ 具塞

锥形瓶中， 加 １４ ｍＬ 双蒸水， ３０ ℃水浴保温 ６０ ｍｉｎ， 其间

不断振摇， 取出冷却， 摇匀， 取续滤液 ２ ｍＬ 于 ２５ ｍＬ 棕色

量瓶中， 加磷钼钨酸试液 １ ｍＬ、 双蒸水 １０ ｍＬ， ２９％ 碳酸

钠溶液定容至刻度， 摇匀， ３０ ｍｉｎ 后于 ７６０ ｎｍ 波长处测定

吸光度。 将总多酚含量减去不可吸附多酚含量， 即为总鞣

质含量， 其提取率计算公式为提取率 ＝ ［ （Ｃ × ５００ ×Ｖ ×
１０－３） ／Ｍ］ ×１００％ ， 其中 Ｃ 为总鞣质含量， Ｖ 为提取液总

体积， Ｍ 为蓝布正粉末质量。
２􀆰 ３　 单因素试验 　 考察不同乙醇体积分数 （３０％ 、 ４０％ 、
５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ ）、 超声温度 （２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ ℃）、
超声时间 （３０、 ６０、 ９０、 １２０、 １５０ ｍｉｎ）、 料液比 （１ ∶ ５、
１ ∶ ７􀆰 ５、 １ ∶ １０、 １ ∶ １２􀆰 ５、 １ ∶ １５） 对总鞣质提取率的影

响， 结果见图 １。 由此可知， 最优提取工艺为乙醇体积分数

４０％ ， 超声温度 ４０ ℃， 超声时间 ９０ ｍｉｎ， 料液比１ ∶ ７􀆰 ５。

图 １　 各因素对总鞣质提取率的影响

２􀆰 ４　 提取工艺优化　 在单因素试验基础上， 选择超声温度

（Ａ）、 超声时间 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ）、 乙醇体积分数 （Ｄ）
作为影响因素， 总鞣质提取率作为评价指标 （ Ｙ） 进行

Ｌ９（３４）正交试验， 平行 ３ 次， 取平均值， 因素水平见表 １，
结果见表 ２。

表 １　 因素水平

水平
因素

Ａ 超声温度 ／ ℃ Ｂ 超声时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 料液比 Ｄ 乙醇 ／ ％
１ ４０ ６０ １ ∶ ５ ３０
２ ５０ ９０ １ ∶ ７􀆰 ５ ４０
３ ６０ １２０ １ ∶ １０ ５０

　 　 由表 ２ 可知， 各因素影响程度依次为 Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ， 最优

工艺为 Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２， 即料液比 １ ∶ １０， 乙醇体积分数 ４０％ ， 超

声温度 ６０ ℃， 超声时间 ６０ ｍｉｎ， 总鞣质提取率为 ３􀆰 １６％ 。
称取蓝布正 １２􀆰 ０ ｇ， 按上述优化工艺进行提取， 平行 ３ 次，
测得总鞣质提取率分别为 ３􀆰 １１％ 、 ３􀆰 １４％ 、 ３􀆰 １６％ ， 平均

３􀆰 １４％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８１％ ， 表明工艺稳定可靠。
２􀆰 ５　 纯化工艺优化

２􀆰 ５􀆰 １　 大孔树脂预处理　 参考文献 ［１６］ 报道。 取适量大

孔树脂浸泡于 ９５％ 乙醇中， ２４ ｈ 后用双蒸水洗至无醇味，

　 　 　 　 　 　 表 ２　 试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ 总鞣质提取率 ／ ％
１ １ １ １ １ ２􀆰 １２
２ １ ２ ２ ２ ２􀆰 ７５
３ １ ３ ３ ３ ３􀆰 ０６
４ ２ １ ２ ３ ２􀆰 ９７
５ ２ ２ ３ １ ２􀆰 ４７
６ ２ ３ １ ２ ２􀆰 ５０
７ ３ １ ３ ２ ３􀆰 １６
８ ３ ２ １ ３ １􀆰 ５８
９ ３ ３ ２ １ １􀆰 ４４
Ｋ１ ２􀆰 ６４ ２􀆰 ７５ ２􀆰 ０７ ２􀆰 ０１ —
Ｋ２ ２􀆰 ６５ ２􀆰 ２７ ２􀆰 ３９ ２􀆰 ８０ —
Ｋ３ ２􀆰 ０６ ２􀆰 ３３ ２􀆰 ９０ ２􀆰 ５４ —
Ｒ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ７９ —

４％ 盐酸冲洗 ３ ＢＶ， 双蒸水洗脱至中性， ５％ 氢氧化钠溶液

冲洗 ３ ＢＶ， 双蒸水洗脱至中性， 使用前抽滤至不滴水。
２􀆰 ５􀆰 ２　 上样液质量浓度筛选 　 根据 “２􀆰 ４” 项下正交试验

结果， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备 ５ 份不同质量浓度的提取

液， 称取预处理后大孔树脂 ２􀆰 ５ ｇ 于 １００ ｍＬ 具塞锥形瓶中，
加 ４０ ｍＬ 提取液， 室温振摇 ２４ ｈ 后测定吸附残液中总鞣质

含量， 计算吸附率， 公式为吸附率 ＝ ［ （Ｃ０ －Ｃ１） ／ Ｃ０］ ×
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１００％ ， 其中 Ｃ０ 为提取液中总鞣质含量， Ｃ１ 为吸附残液中

总鞣质含量， 结果见图 ２。 由此可知， 随着上样液质量浓度

升高， 大孔树脂吸附量先增加后降低， 在 １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 时达

到最大， 故确定为 １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 上样液质量浓度对总鞣质吸附量的影响

２􀆰 ５􀆰 ３　 洗脱剂 （乙醇） 体积分数筛选　 根据 “２􀆰 ４” 项下

正交试验结果， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备 １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 提取

液， 称取 ５ 份预处理后的大孔树脂， 每份 ３􀆰 ０ ｇ， 置于

１００ ｍＬ具塞锥形瓶中， 加入 ５０ ｍＬ 上述提取液， 室温振摇

２４ ｈ， 滤出残液， 双蒸水洗涤吸附饱和的大孔树脂， 抽滤

至不滴水后置于 ５ 个具塞锥形瓶中， 加入 １０％ 、 ３０％ 、
５０％ 、 ７０％ 、 ９０％ 乙醇各 ５０ ｍＬ， 室温振摇 ２４ ｈ 后取滤液，
测定总鞣质含量， 计算解吸率， 公式为解吸率 ＝ ｛ （Ｃ２ ×
Ｖ２） ／ ［ （Ｃ０－Ｃ１） ×Ｖ１］ ｝ ×１００％ ， 其中 Ｃ０ 为提取液中总

鞣质含量， Ｃ１ 为吸附残液中总鞣质含量， Ｃ２ 为解吸液中总

鞣质含量， Ｖ１ 为吸附液体积， Ｖ２ 为解吸液体积， 结果见图

３。 由此可知， 随着乙醇体积分数升高， 洗脱率不断增加，
在 ５０％ 时达到最大， 继续增加时可能会使洗脱液中醇溶性

杂质变多， 导致洗脱率稍有降低， 考虑到经济性， 故确定

为 ５０％ 。

图 ３　 洗脱剂体积分数对总鞣质洗脱率的影响

２􀆰 ５􀆰 ４　 洗脱剂 （乙醇） 用量筛选　 根据 “２􀆰 ４” 项下正交

试验结果， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备 １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 提取液，
称取预处理后的大孔树脂 １５􀆰 ０ ｇ， 加入 ２５０ ｍＬ 上述提取液

于 ５００ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 室温振摇 ２４ ｈ 后湿法装柱， 双蒸

水洗至流出液接近无色， ５０％ 乙醇洗脱， 每 １０ ｍＬ 收集 １ 份

流出液， 测定总鞣质含量， 结果见图 ４。 由此可知， 随着乙

醇用量增加， 洗脱率不断升高， 在 ４０ ｍＬ 时解吸已经达到

平衡， 继续增大时变化不明显， 故确定为 ４０ ｍＬ （约

３ ＢＶ）。
２􀆰 ５􀆰 ５　 上样量筛选　 将预处理后的大孔树脂湿法装柱， 以

１􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 质量浓度上样， 分段收集流出液， 每 １０ ｍＬ 收

集 １ 份， 测定其中总鞣质含量， 当其达到初始进样质量浓

图 ４　 洗脱剂用量对鞣质洗脱率的影响

度的 １０％ 时即可认为出现泄漏［１６］ ， 通过泄漏点确定上样

量， 结果见图 ５。 由此可知， 随着上样量增加， 流出液中总

鞣质含量不断增加， 在 ２０ ｍＬ 时出现明显泄漏， 故确定

２０ ｍＬ （约 ２ ＢＶ）。

图 ５　 大孔树脂泄漏曲线

２􀆰 ６　 鞣花酸含量测定 （ＨＰＬＣ 法）
２􀆰 ６􀆰 １　 色谱条件 　 ＳＰＯＬＡＲ Ｃ１８ Ｓ５ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯

度洗脱 （ ０ ～ ３０ ｍｉｎ， ９０％ Ａ； ３０ ～ ３５ ｍｉｎ， ７５％ Ａ； ３５ ～
４５ ｍｉｎ， ９０％ Ａ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波

长 ２７３ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ６􀆰 ２　 对照品溶液制备　 取鞣花酸对照品适量， 甲醇超声

溶解， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ６􀆰 ３　 进样液制备　 将 １􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 提取液中的乙醇旋转

蒸发后， 置于适量甲醇中溶解， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 在

“２􀆰 ６􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 即得。 同法处理以最优

纯化工艺纯化后的提取液。
２􀆰 ６􀆰 ４　 测定方法 　 取 “ ２􀆰 ６􀆰 ２” 项下对照品溶液， 在

“２􀆰 ６􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 通过与对照品保留时间

进行对比结合文献 ［１７］ 来确定纯化前后样品中鞣花酸色

谱峰， 再以其峰面积比值为指标计算其含量比值， 结果见

图 ６。 由此可知， 峰 １ 为鞣花酸， 纯化前该成分峰面积为

１７􀆰 ８４％ ， 纯化后为 ３１􀆰 ２５％ ， 即其含量提高约为 ２ 倍。
３　 讨论

蓝布正作为我国民间药材， 目前在市场上已有多个中

药及民族药制剂将其作为原料用于治疗疾病［１８］ ， 但其药理

活性成分及作用机制的研究目前仍不明晰， 严重阻碍了临

床推广应用与深度开发。 鞣质作为蓝布的主要成分， 具有

抗动脉粥样硬化［１９］ 、 抗氧化［３］ 、 抗癌［４］ 等作用， 故本实验

对该成分提取工艺进行优化以增加其提取率。
鞣质是一类富含酚羟基的化合物， 在高温、 光照条件

下易发生变化， 常用提取方法有超声、 浸提法等。 目前，
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１． 鞣花酸

图 ６　 鞣花酸 ＨＰＬＣ 色谱图

关于蓝布正总鞣质提取纯化工艺的报道较少， 仅欧阳玉祝

等［１４］采用超声协同双水相体系对路边青总多酚提取工艺进

行优化， 测得其提取率为 ３􀆰 ０４％ ， 但未进一步涉及总鞣质。
本实验采用更简便、 易于操作的超声辅助提取， 得到蓝布

正总鞣质最优提取工艺为料液比 １ ∶ １０， 乙醇体积分数

４０％ ， 超声温度 ６０ ℃， 超声时间 ６０ ｍｉｎ， 提取率为 ３􀆰 １６％ 。
然后， 本实验通过大孔树脂纯化蓝布正总鞣质， 得到

最优工艺为取 ＨＰＤ１００ 型大孔吸附树脂， 加入 ２０ ｍＬ
１􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ上样液， ４０ ｍＬ ５０％ 乙醇洗脱， 纯化后鞣花酸

含量大幅提高， 而且该工艺合理简便， 成本低廉， 可为相

关生产开发提供参考依据， 具有较高的实用价值。
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摘要： 目的　 对含矿物类中药的活血止痛制剂中金属元素、 形态砷元素进行聚类分析。 方法　 收集 ７ 个厂家 ２４ 批样

品， 采用 ＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 法测定其中 １６ 种金属元素、 ５ 种形态砷元素含量。 对共有峰含量进行 Ｚ 得分标准化标化折算后，
进行聚类分析。 结果　 １６ 种金属元素聚为一类， 二次开发新药的 ６ 批片剂与其余 １８ 批样品中的 １０ 个批次聚为一类；
５ 种形态砷元素聚为一类， 二次开发新药的 ６ 批片剂与其余 １８ 批样品中的 １２ 个批次聚为一类。 结论　 通过二次开发

不但能实现大部分金属元素聚类一致， 支撑矿物类中药的活血止痛制剂的有效性， 更能显著降低重金属、 砷盐含量，
从而提高制剂安全性。
关键词： 活血止痛制剂： 矿物类中药； 金属元素； 形态砷元素； ＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ； 聚类分析

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０５⁃１２９５⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０５􀆰 ０３５

　 　 在 ２０２０ 年版 《中国药典》 中， 对重金属、 禁用农药通

用要求涉及药典收载的植物类药材标准有 ５４４ 个。 由于重

金属含量超出西方药品质量标准， 传统中药大品种 （如六

神丸、 安宫牛黄丸等虽然具有良好的疗效）， 但很难进入

国际市场， 故大品种二次开发成为矿物中成药现代制剂应

用的策略。
活血止痛胶囊由当归、 煅自然铜等 ６ 种中药饮片组

成［１］ ， 主要用于治疗跌打损伤， 是骨伤科中药大品种， 方

中自然铜［２⁃５］含有较高的砷、 铅、 汞等多种有害元素， 会使

制剂中重金属、 砷盐超标。 文献表明， 活血止痛片除了生

产批件多家生产的品种外， 还有一家具有新药证书［６］ 的二

次开发品种， 故本实验系统收集了活血止痛胶囊及其不同

升级的片剂， 共 ７ 个厂家 ２４ 批样品， 测定其中金属元素、

形态砷元素的含量。
目前， 重金属含量的检测方法主要有 ＡＡＳ、 ＩＣＰ， 以及

比色法、 紫外分光光度法、 ＨＰＬＣ 法等［７⁃１０］ 。 本实验分别采

用 ＩＣＰ⁃ＭＳ、 ＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 法对含矿物药的活血止痛制剂中 １６
种金属元素及 ５ 种形态砷［１１］的含量进行测定， 并通过 ＳＰＳＳ
２２􀆰 ０ 软件进行聚类分析［１２］ ， 可为含有矿物药的其他中成药

的二次开发提供参考。
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