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摘要# 目的!优化白花败酱草,%’&1)1% 61BB*3% Q<996的提取纯化工艺& 方法!以总皂苷含有量为评价指标% 乙醇体积分
数’ 溶剂用量’ 提取时间’ 提取次数为影响因素% 正交试验优化提取工艺& 通过静’ 动态吸附与解吸实验% 优化纯化
工艺& 通过C**法% 比较纯化前后提取物对人肝癌 BCCG’&&"# 细胞的抑制作用& 结果!最佳提取条件为加 #$ 倍量
&$!乙醇回流提取 % 次% 每次 # :( 最佳纯化条件为采用 F#$# 型大孔树脂% $M". TA1_提取液% 药材量’树脂比例
$M&. r#% 体积流量 " â A:% "M. â 水除杂后% . â &.!乙醇洗脱% 总皂苷纯度为 -(M.#!% 回收率为 ($M-/!& 纯
化后% 总皂苷体外抑制 BCCG’&&"# 细胞的作用显著提高% nG.$比纯化前降低 .-!& 结论!该方法简便’ 快速’ 准确%
可用于白花败酱草总皂苷的提取纯化&
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!!白花败酱草为败酱科植物白花败酱,%’&1)1% 61BV
B*3% Q<996的干燥全草,#- % 为我国常用中草药% 具
有清热解毒’ 排脓破淤’ 祛瘀止痛的功效,"- % 其
化学成分比较复杂% 主要含有皂苷’ 黄酮’ 多酚
等,%’(- % 其中皂苷是其抗肿瘤药效成分之一,.- & 随
着对白花败酱草化学成分研究的不断深入% 如何分
离纯化得到更多’ 更纯的有效物质具有广泛的经济
和社会效益& 本实验在前期研究的基础上,/- % 对
白花败酱草总皂苷提取纯化工艺进行优化% 克服了
由于纯度不够导致物质基础相对不清晰的问题% 可
为该药材的合理利用及开发奠定实验基础&
%K材料

P@F’#$$’ P@F’%$$’ F#$#’ ‘’.’ ?a’- 大孔
树脂 "沧州宝恩化工有限公司$& 胎牛血清’ L@’
Cn’#/($ 培养基 "美国 c3W78公司$( 齐墩果酸
"中国 食 品 药 品 检 定 研 究 院% 批 号 ##$&$)’
"$$.$.$& 白花败酱草购自亳州市远光中药饮片厂
"批号 "$#($.$#$% 经辽宁中医药大学许亮教授鉴
定为白花败酱 ,%’&1)1% 61BB*3% Q<996的干燥全草&
肝癌细胞株 BCCG’&&"# 购自上海复蒙生物有限公
司& 硫酸’ 香草醛’ 冰乙酸均为分析纯&
LK方法与结果
"M#!总皂苷提取
"M#M#!对照品溶液制备!根据前期实验及相关文
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献调研% 确定以齐墩果酸为考察指标,&’-- & 精密称
取齐墩果酸对照品适量% 加甲醇制成每 # 1_含
$M")# " 1T该成分的对照品溶液&
"M#M"!检测波长选择!精密吸取 $M. 1_齐墩果酸
对照品溶液于试管中% 水浴蒸干% 采用香草醛’冰乙
酸’硫酸显色法% 在 ($$ k-$$ ;1波长范围内扫描%
同法制得空白溶液& 结果% 对照品溶液在 ..$ ;1波
长处有最大吸收% 故选择其作为检测波长&
"M#M%!线性关系考察!精密吸取齐墩果酸对照品
溶液 $M#’ $M"’ $M%’ $M(’ $M.’ $M/’ $M& 1_于
试管中% 水浴蒸干% 按 ."M#M"/ 项下方法操作&
以齐墩果酸质量为横坐标 "W$% 吸光度为纵坐标
"T$ 进行线性回归% 得方程为 Td$M$$" (.WI
$M$(/ #("&d$M))) .$% 在 $M$") #" k$M"$% -( 1T
范围内呈良好的线性关系&
"M#M(!正交试验优化!通过预实验及相关文献调
研% 选择乙醇体积分数 "?$’ 溶剂用量 "a$’ 提
取时间 "G$’ 提取次数 "F$ 作为影响因素,)- %
总皂苷含有量 "N$ 作为评价指标% 通过 _) "%

( $
正交试验进行优化& 因素水平见表 #% 试验设计及
结果见表 "% 方差分析见表 %&

表 %K因素水平
=2:Q%KT2,-’0.26&7+3+7.

水平 ?乙醇A! a溶剂用量A倍 G提取时间A: F提取次数A次
# .$ / # #
" &$ - #M. "
% )$ #$ % %

表 LK试验设计与结果
=2:QLKD+.(8626&0+.V7-.’*-+.-.

试验号 ? a G F NA"1T0Tj#$
# # # # # &M($#
" # " " " )M/).
% # % % % ##M)%"
( " # " % #-M(/(
. " " % # #"M&"/
/ " % # " "$M%)"
& % # % " #&M%#.
- % " # % #)M%("
) % % " # #.M#$)

均值 # )M/&/ #(M%)% #.M&#" ##M&(. #
均值 " #&M#)( #%M)"# #(M("% #.M-$# #
均值 % #&M".. #.M-## #%M))# #/M.&) #
极差 &M.&) #M-)$ #M&"# (M-%( #

!!由此可知% 各因素影响程度依次为 ?iFi
aiG% 即 ? "乙醇体积分数$ 影响最显著 ",h
$M$.$% 故对其进行单因素考察% 结果见表 (% 可
知乙醇体积分数为 &$!时% 总皂苷含有量最高&

!!! 表 MK方差分析
=2:QMK!6279.(.’*320(26,+

来源 离均差平方和 自由度 H比 H临界值 ,值
? ##%M)&$ " "%M/)) #)M$$$ h$M$.
a .M-$. " #M"$& #)M$$$ i$M$.
G (M-$) " #M$$$ #)M$$$ i$M$.
F ($M("$ " -M($. #)M$$$ i$M$.
误差 (M-#$ " # # #

!!注!H$M$.""%"$ d#)M$$

因此% 最优提取工艺为?"a%G#F%% 即 #$ 倍量 &$!
乙醇回流提取 % 次% 每次 # :&

表 PK乙醇体积分数考察结果
=2:QPK>+.V7-.’*+-526’7,’6,+6-02-(’6(63+.-(82-(’6

乙醇A! 总皂苷A"1T0Tj#$
/$ #(M&.
&$ #/M-/
-$ #.M%(
)$ #.M$%

"M#M.!验证试验!按上述优化条件重复 % 次% 测得
总皂苷纯度分别为 #)M$%!’ "$M#"!’ #)M%/!% 平
均 #)M."!% LBF"M-&!% 表明该方法稳定可行&
"M"!总皂苷纯化
"M"M#!上样液制备!精密称取药材约 %$$ T% 按
."M#M(/ 项下最优提取工艺制备% 即得&
"M"M"!静态吸附与解吸实验,#$-!取预处理好的 .
种大孔树脂 "P@F’#$$’ P@F’%$$’ F#$#’ ‘’.’
?a’-$% 抽滤至干% 各精密称取 ( T% 置于 #$$ 1_
具塞三角瓶中% 加入 $M". TA1_样品溶液 .$ 1_%
每隔 #$ 13;振摇 "$ 9% 持续 " :后静置 "" :以使其
充分吸附% 过滤% 测定总皂苷含有量% 计算静态吸
附率及解吸率% 结果见表 .& 由表可知% F#$# 树
脂的吸附率和解吸率最高% 故选择其作为最佳
树脂&

表 XK各大孔树脂的静态吸附和解吸性能
=2:QXK$-2-(,2&.’0R-(’626&&+.’0R-(’6,2R2,(-(+.’*320(4

’V./2,0’R’0’V.0+.(6.

树脂类型 极性
孔径A

;1

总皂苷A

"1T0Tj#$

吸附率A

!
解吸率A

!
?a’- 弱极性 #%$ k#($ "-M($" " /(M-% /)M%&
P@F’#$$ 非极性 -. k)$ "/M&#% . /"M#( &.M#-
P@F’%$$ 非极性 .$ k.. "%M-(/ ) ..M%$ -$M(&
F#$# 非极性 #$$ k##$ ")M)#" " /)M&# -/M"%
‘’. 弱极性 ") k%$ ""M-)$ . .%M.$ -#M.)

"M"M%!上样量考察!取树脂 "$ 1_% 湿法上柱%
将 $M". TA1_提取液以 " â A: 体积流量上样% 收
集流出液% 每份 . 1_% 计算总皂苷含有量% 结果
见图 #& 由图可知% 当上样至第 ## 份时% 总皂苷含
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有量显著提高% 表明此时该成分开始明显泄漏% 故
确定最大上样量为第 #" 份% 即 /$ 1_"$M&. TA1_%
药材量A树脂体积$&
"M"M(!上样质量浓度考察!取树脂 "$ 1_% 以及
$M"$’ $M".’ $M%%’ $M.$’ #M$$ TA1_提取液% 按
$M&. TA1_"药材量A树脂体积$ 比例以 " â A: 体
积流量上样% 收集流出液% 计算比吸附量% 结果见
图 #& 由图可知% 在上样质量浓度为 $M". TA1_
时% 比吸附量最高&
"M"M.!上样体积流量考察!取树脂 "$ 1_% 以及
$M". TA1_提取液% 按 $M&. TA1_"药材量A树脂体
积$ 比例以 #’ "’ %’ ( â A: 体积流量上样% 结
果见图 #& 由图可知% 当上样体积流量为 " â A:
时% 比吸附量最高&
"M"M/!除杂用水量考察!按上述条件动态吸附后%
以 %$’ ($’ .$’ /$’ &$ 1_水洗脱% 收集洗脱液%

计算总皂苷含有量% 结果见图 #& 由图可知% 当除
杂用水量为 .$ 1_ ""M. â $ 时% 总皂苷含有
量最高&
"M"M&!洗脱剂 "乙醇$ 体积分数考察!按上述条
件动态吸附’ 除杂后% 以 #.!’ %.!’ ..!’
&.!’ ).!乙醇洗脱% 体积流量 " â A: "B2,[8U9’
[3反应呈阴性$% 收集洗脱液% 计算总皂苷含有
量% 结果见图 #& 由图可知% 乙醇体积分数为 &.!
时% 总皂苷含有量最高&
"M"M-!洗脱剂 "乙醇$ 用量考察!!按 ."M"M&/
项下方法上样和除杂后% &.!乙醇洗脱% 体积流量
" â A:% 每 #$ 1_收集 # 份洗脱液% 共 #" 份
"B2,[8U9[3反应呈阴性$% 计算总皂苷含有量% 结
果见图 #& 由图可知% 第 #$ 份洗脱液 "即洗脱剂
用量 #$$ 1_$ 中总皂苷含有量很低% 表明已基本
解吸完全&

图 %K动态吸附和解吸试验结果
T(8Q%K>+.V7-.’*&962/(,2&.’0R-(’626&&+.’0R-(’6-+.-.

"M%!工艺重复性试验!最优提取工艺为 #$ 倍量
&$!乙醇回流提取 % 次% 每次 # :( 最优纯化工艺
为采用F#$# 树脂% $M". TA1_提取液按 $M&. TA1_
"药材量A树脂体积$ 比例’ " â A:体积流量上样%
"M. â 水除杂% . â &.!乙醇洗脱& 精密称取 %
份药材% 按以上优化工艺进行提取纯化% 计算总皂
苷纯度’ 回收率% 结果见表 /% 可知该工艺稳定
可靠&
"M(!总皂苷对细胞抑制率的影响!精密称取"$M$ 1T
纯化前后粉末置于 #$ 1_具塞试管中% 加. 1_L@’
Cn’#/($ 培养液% $M"" "1微孔滤膜过滤% 配制成
( 1TA1_溶液% 依次加培养液稀释% 使其质量

!!!! 表 SK工艺重复性试验结果 $#OM&
=2:QSK>+.V7-.’*R0’,+..0+R0’&V,(:(7(-9 -+.-.$#OM&
试验号 总皂苷纯度A! 回收率A!
# -(M$# ($M&-
" -%M)" ($M")
% -(M/# (#M.#

平均值 -(M.# ($M-/
LBFA! #M#% #M.$

浓度分别为 "M$$’ #M$$’ $M.$’ $M". 1TA1_%
备用&
!!取培养 " k% >’ 处于对数生长期’ 生长状态良
好的人肝癌 BCCG’&&"# 细胞% @aB 缓冲液清洗%
$M".!胰蛋白酶消化% 培养液制备成 . e#$( A1_
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细胞悬液% 接种于 )/ 孔培养板中% 每孔 #$$ "_%
培养 "( :& 再分别加入提取物和纯化物% 每组设 .
个复孔% 将正常肝癌细胞组作为空白对照组% 对照
组加等量培养液% 继续培养 %/ : 后% 每孔加入
#-$ "_培养液和 "$ "_C**% 培养 ( : 后% 吸弃上
清液% 加入 #.$ "_FCBE% 摇床上振摇 #$ 13; 后%
酶标仪于 ()" ;1波长处测定吸光度 T% 取 . 孔平
均值计算抑制率,##’#%- % 计算公式为细胞抑制率 d
"# j实验组 TA对照组 T$ e#$$!% 再应用 B@BB
#)M$ 软件计算nG.$值

,#(- % 结果见表 && 由表可知%
总皂苷可抑制 BCCG’&&"# 细胞生长% 而且纯化后
nG.$值比纯化前降低了 .-!% 表明总皂苷纯度越
高% 抗肝癌作用越显著&

表 aK总皂苷对$AA?4aaL%细胞的抑制作用
=2:Qa K @65(:(-(’6+**+,-’*-’-27.2R’6(6.’6$AA?4

aaL% ,+77.
给药量A

"1T01_j#$

纯化前抑制

率A!

nG.$ A

"1T01_j#$

纯化后抑制

率A!

nG.$ A

"1T01_j#$
$M$$ j
$M". )M-#
$M.$ #/M/&
#M$$ "#M/$
"M$$ (-M&.

"M#.

j
.M/&
(%M"&
/#M$-
)$M&(

$M)#

(M$$ -/M%( ).M)/

MK讨论
本实验首先通过静态实验% 比较了 . 种大孔树

脂对白花败酱草总皂苷吸附和解吸性能的影响% 发
现F#$# 型性能最佳& 然后% 考察了上样质量浓
度’ 上样体积流量’ 除杂量’ 洗脱剂体积分数’ 洗
脱用量对其的影响% 发现经 F#$# 大孔树脂处理
后% 总皂苷纯度和回收率均达到较高水平% 而且该
方法简便’ 稳定’ 可靠&

文献表明% 白花败酱草总皂苷通过复杂的提取
纯化操作后% 其纯度仅为 /$!,#.- & 本实验对其进
行优化% 得到纯度 -(M.#!’ 收率 ($M-/!的提取
物% 而且所用工艺具有操作简便’ 节约溶剂等优
!!!

点% 有利于扩大该药材工业化生产% 也可为其开发
和利用提供实验依据&
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