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细叶十大功劳叶中总生物碱大孔树脂纯化及抗氧化研究

贾　 凯ꎬ 刘　 俊ꎬ 耿晓桐ꎬ 张耀洲ꎬ 肖　 颖∗

( 信阳农林学院 制药工程学院ꎬ 河南 信阳 ４６４０００ )

摘　 要: 为确定细叶十大功劳(Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ)叶中总生物碱大孔树脂分离纯化的最佳工艺条件及抗氧化活

性ꎬ该研究通过比较 ６ 种大孔吸附树脂对总生物碱的静态吸附和解吸附效果ꎬ优选出最佳树脂并考察其动态

纯化总生物碱的工艺条件ꎬ并采用 ＤＰＰＨ 法对纯化前后的总生物碱抗氧化性能进行评价ꎮ 结果表明:(１)ＡＢ￣
８ 型大孔吸附树脂纯化效果最好ꎬ其最佳工艺条件为上样浓度 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(生药浓度)、上样量 ２６ ＢＶ、上样液

流速 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎻ吸附完成后ꎬ以 ３ ＢＶ 水洗后再以 ４ ＢＶ ５０％乙醇洗脱ꎬ在此条件下得到的总生物碱含量由

１３.３３％提高到５６.６４％ꎮ(２)各样品对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力为对照品 Ｖｃ(ＩＣ５０ ＝ １０.３９ μｇ􀅰ｍＬ￣１)>总生物碱

纯化品(ＩＣ５０ ＝ ３９.０８ μｇ􀅰ｍＬ￣１)>总生物碱粗品(ＩＣ５０ ＝ ５５.２８ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎮ 综上表明ꎬＡＢ￣８ 型大孔吸附树脂可有

效富集细叶十大功劳叶中总生物碱有效部位ꎬ细叶十大功劳叶中总生物碱具有一定的抗氧化活性ꎮ
关键词: 细叶十大功劳叶ꎬ 总生物碱ꎬ ＡＢ￣８ 树脂ꎬ 纯化ꎬ 抗氧化
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　 　 细叶十大功劳 (Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ) 系小檗科

(Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａｅ)十大功劳属(Ｍａｈｏｎｉａ Ｎｕｔｔ.)常绿

灌木ꎬ是一种常见的药用植物ꎬ具有清热解毒、滋
阴强壮之功效(中国科学院«中国植物志»编委会ꎬ
２００１)ꎬ用于治疗痢疾、腹泻、咽炎、牙痛等ꎮ 现代

药理表明ꎬ该属植物具有抗菌(蒲忠慧等ꎬ２０１６)、
抗炎 ( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ ) 及 抗 肿 瘤 ( Ｗｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)等生物活性ꎬ临床上主要用于湿疹(Ｄｏｎｓｋｙ
＆ Ｃｌａｒｋｅꎬ２００７)和牛皮癣(Ｊａｎｅｃｚｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)的
治疗ꎮ «中国药典» (２０２０ 年版)收载的细叶十大

功劳药用部分为其干燥茎ꎬ有效成分主要为小檗

碱、药根碱、巴马汀等生物碱(国家药典委员会ꎬ
２０２０)ꎮ 研究表明该植物的叶同样也含有此类成

分(樊丽博等ꎬ２０１１ꎻ张耀洲等ꎬ２０１７)ꎮ 目前ꎬ对于

十大功劳总生物碱的化学研究多集中在含量测定

(张耀洲等ꎬ２０１７ꎻ钟南海ꎬ２０１９)、提取工艺(周先

强等ꎬ２０１５ꎻ严志伟等ꎬ２０１５)方面ꎬ纯化工艺研究

多见于用一些色谱方法进行单体的分离(崔泽旭

等ꎬ２０１８)ꎬ而对于总生物碱有效部位的纯化研究

尚未见报道ꎮ 据统计ꎬ我国 ２００９—２０１８ 年获得生

产批准 的 ５ 类 中 药 新 药 共 １８ 项 ( 张 广 斌 等ꎬ
２０２１)ꎬ可见对中药有效部位的开发已成为中药创

新药物研发的重要方向ꎮ 然而ꎬ为达到 ５ 类中药

新药有效部位含量必须高于 ５０％的要求ꎬ建立适

用于工业化生产的纯化工艺就成为新药研发成功

与否的关键问题ꎮ 在获批生产的 ５ 类中药新药

中ꎬ应用大孔树脂纯化工艺的占 ５０％(张广斌等ꎬ
２０２１)ꎬ可见大孔树脂纯化技术已成为中药有效部

位纯化的常用且有效手段ꎮ
另外ꎬＨｕ 等(２０１１)报道同属植物阔叶十大功

劳叶的水提物表现出良好的抗氧化活性ꎬ但未对

抗氧化活性物质基础做进一步研究ꎬ而功劳木生

物碱类成分具有一定的抗氧化能力ꎬ且总生物碱

抗氧化能力强于单体成分(朱姮等ꎬ２０１６)ꎮ 为给

工业生产上简便、高效地获得高纯度、高活性的细

叶十大功劳总生物碱提供参考ꎬ促进细叶十大功

劳叶部资源的开发利用ꎬ本研究以其叶中总生物

碱有效部位为研究对象ꎬ采用大孔树脂纯化技术

和 ＤＰＰＨ 抗氧化性能评价方法ꎬ通过比较 ６ 种不

同极性大孔树脂对总生物碱的吸附和解吸特性以

及总生物碱纯化前后的抗氧化活性变化ꎬ拟探讨

以下问题:(１)细叶十大功劳叶总生物碱有效部位

大孔树脂纯化工艺参数的优化ꎻ(２)细叶十大功劳

叶总生物碱的体外抗氧化活性的初步评价ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 仪器与试剂

仪器:ＴＵ￣１８１０ 型紫外－可见分光光度计(北京

普析通用仪器有限责任公司)ꎻＡＢ１３５￣Ｓ 型电子天平

[梅特勒－托利多仪器(上海)有限公司]ꎻＤＫＺ￣１ 型

恒温振荡水槽(上海一恒科学仪器有限公司)ꎻＲＥ￣
５２Ａ 型旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂)ꎮ

试 剂: Ｄ１０１、 ＡＢ￣８、 ＡＤＳ￣３、 ＤＡ２０１、 ＮＫＡ￣９、
ＬＤ６０５ 大孔树脂(天津浩聚树脂科技有限公司)ꎻ
盐酸小檗碱对照品 (批号为 ＨＢ０３３１３ꎬ纯度≥
９８％ꎬ供含量测定用ꎬ陕西华昱生物科技有限公

司)ꎻ１ꎬ１￣二苯基￣２￣苦基肼(ＤＰＰＨꎬ分析纯ꎬ上海麦

克林生化科技有限公司)ꎻＶｃ(分析纯ꎬ国药集团化

学试剂有限公司)ꎻ乙醇(分析纯ꎬ天津市大茂化学

试剂厂)ꎻ水为纯化水ꎮ
鲜细叶十大功劳叶 １２ 月下旬采自信阳农林学

院校园内ꎬ经信阳农林学院中药资源与开发教研

室梁利香副教授鉴定为小檗科十大功劳属植物细

叶十大功劳(Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ)ꎮ 样品处理:洗净ꎬ
阴干ꎬ除去叶柄ꎬ粉碎ꎬ过 ４０ 目筛备用ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 细叶十大功劳叶中总生物碱的含量测定　 按

照文献方法测定(张耀洲等ꎬ２０１７)ꎮ 以盐酸小檗碱

为对照品ꎬ测定波长为 ３４５ ｎｍꎬ采用紫外分光光度

法测定总生物碱质量浓度ꎬ盐酸小檗碱线性回归方

程 Ａ＝ ０.０６３ ７３Ｃ － ０.００６ ８１(Ｒ２ ＝ ０.９９９ ９)ꎮ

４８１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２.２ 上样溶液及总生物碱粗品的制备 　 取细叶

十大功劳叶粉末约 １００ ｇ(过 ４０ 目筛)ꎬ精密称定ꎬ
加 ８ 倍生药体积的 ７５％乙醇加热回流提取 ３ 次ꎬ
每次 ２ ｈꎮ 冷至 ４０ ℃ꎬ滤过ꎬ滤液合并ꎬ减压浓缩

至无醇味ꎬ静置过夜ꎮ 过滤除去析出的黑色胶状

物质ꎬ滤液加水定容至相当于原生药 ２５ 倍体积

(相当于含生药量 ４０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ即得上样溶液ꎮ
依法可制得其他浓度的上样溶液ꎮ 按相同的提取

方法ꎬ滤液经浓缩、真空干燥至恒重ꎬ即得总生物

碱粗品(纯度 １３.３３％)ꎬ置于干燥器中备用ꎮ
１.２.３ 大孔吸附树脂型号的选择

１.２.３.１ 树脂的预处理　 分别取一定量的不同型号

树脂(Ｄ１０１、ＡＢ￣８、ＡＤＳ￣３、ＤＡ２０１、ＮＫＡ￣９、ＬＤ６０５)
置于 ９５％乙醇中浸泡 １２ ｈꎬ充分溶胀后ꎬ湿法装

柱ꎬ９５％乙醇洗至流出液加适量水无白色浑浊出

现ꎬ再用纯化水洗至无乙醇味为止ꎬ备用ꎮ
１.２.３.２ 不同树脂的静态吸附实验和解吸实验考察

　 精密称取上述已处理好的树脂各 １.０ ｇꎬ分别置

于 １００ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ加入上样溶液 ２０ ｍＬ(生药浓

度为 ４０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ置恒温振荡水槽中振荡吸附 ２
ｈ(３０ ℃ꎬ１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ然后静置 ２４ ｈꎮ 滤过ꎬ滤
液经适当稀释后测定吸光度计算出总生物碱质量

浓度ꎬ计算饱和吸附量和静态吸附率ꎮ 将抽滤后

的树脂吸干表面水分后分别转移至 １００ ｍＬ 锥形

瓶中ꎬ加入 ９５％乙醇 ３０ ｍＬꎬ置恒温振荡水槽中振

荡解吸 ２ ｈ(３０ ℃ꎬ１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ然后静置 ２４ ｈꎮ
滤过ꎬ滤液经适当稀释后测定吸光度计算出总生

物碱质量浓度ꎬ计算吸附率与解吸率ꎮ
１.２.３.３ 不同树脂的动态吸附、洗脱实验考察 　 分

别将预处理过的 Ｄ１０１、ＡＢ￣８、ＬＤ６０５ 树脂湿法装

柱(１.０ ｃｍ × ２０ ｃｍꎬ装柱量 １０ ｍＬ)ꎮ 缓慢加入上

样溶液 １００ ｍＬ(生药浓度为 ４０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ控制

流速为 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎬ收集流出液ꎮ 将吸附后的各树

脂柱先后用纯化水 ５０ ｍＬ、８０％乙醇 １００ ｍＬ 洗脱ꎬ
控制流速为 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎬ收集流出液ꎮ 各流出液经

适当稀释后测定吸光度ꎬ计算出总生物碱质量浓

度、动态吸附率、动态解吸率ꎮ
１.２.４ ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂纯化总生物碱的工艺

研究

１.２.４.１ 上样溶液浓度的确定　 取预处理过的 ＡＢ￣
８ 大孔吸附树脂ꎬ湿法装柱(１.０ ｃｍ × ２０ ｃｍꎬ装柱

量 １０ ｍＬ)ꎮ 将不同生药浓度的十大功劳上样液以

２ ＢＶ􀅰ｈ￣１的流速上样ꎬ每 ２ ＢＶ 为 １ 个流分ꎬ经适

当稀释后测定各流分中的总生物碱质量浓度ꎬ进
行不同上样浓度对树脂饱和吸附量的实验ꎮ
１.２.４.２ 上样流速和上样量的确定　 取相同质量预

处理过的 ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂ꎬ湿法装柱(１.０ ｃｍ ×
２０ ｃｍꎬ装柱量 １０ ｍＬ)ꎮ 将上样溶液(生药浓度为

５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)以不同流速上样ꎬ进行不同上样流速

对树脂饱和吸附量的实验ꎮ
１.２.４.３ 洗脱杂质用水量的确定 　 取预处理过的

ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂ꎬ湿法装柱(１.０ ｃｍ × ２０ ｃｍꎬ装
柱量 １０ ｍＬ)ꎮ 将 ２６０ ｍＬ 上样溶液(生药浓度为

５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)以 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１流速上样ꎬ吸附完全后ꎬ
用水洗脱ꎬ每 １ ＢＶ 为 １ 个流分ꎬ测定总生物碱质

量浓度ꎬ同时将每一流分浓缩干燥ꎬ称其固形物质

量ꎬ以总生物碱在固形物中的含量高低确定洗脱

杂质用水量ꎮ
１.２.４.４ 乙醇洗脱剂浓度及用量的确定　 取 ４ 等份

预处理过的 ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂ꎬ湿法装柱( １. ０
ｃｍ × ２０ ｃｍꎬ装柱量 １０ ｍＬ)ꎮ 将 ２６０ ｍＬ 上样溶液

(生药浓度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)以 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ 流速上

样ꎬ吸附完全后ꎬ用水洗脱 ３ ＢＶ 后ꎬ分别用 ３０％、
４０％、５０％、６０％乙醇洗脱ꎬ收集洗脱液ꎬ每 １ ＢＶ 为

１ 个流分ꎬ绘制洗脱曲线ꎮ
１.２.４.５ 验证性实验 　 取预处理过的 ＡＢ￣８ 大孔吸

附树脂ꎬ湿法装柱 ( ２. ６ ｃｍ × ３０ ｃｍꎬ装柱量 １００
ｍＬ)ꎮ 将 ２. ６ Ｌ 上样溶液 (生药浓度为 ５０ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１)以 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１流速上样ꎬ吸附完全后ꎬ用水洗

脱 ３ ＢＶ 后ꎬ再用 ５０％乙醇洗脱 ４ ＢＶꎬ收集乙醇洗

脱液ꎬ浓缩、干燥ꎬ测定总生物碱质量浓度ꎮ 重复 ３
次验证实验ꎮ
１.２.５ 总生物碱抗氧化活性测定 　 采用常用的

ＤＰＰＨ 自由基清除法来评价总生物碱的抗氧化活

性ꎮ 参照文献(李侠等ꎬ２０１８) 方法并略作修改ꎮ
精密称取 ＤＰＰＨ １０ ｍｇꎬ置 ２５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用
９５％乙醇溶解并稀释至刻度ꎬ摇匀ꎬ即得 １ × １０ ￣４

ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１(４０ μｇ􀅰ｍＬ￣１)的 ＤＰＰＨ 工作液ꎮ 精密称

取“１. ２. ２” 项中总生物碱粗品 (黑绿色固体)、
“１.２.４.５”项中总生物碱纯化品(黄绿色固体)和

阳性对照品 ＶＣ各 １０ ｍｇꎬ置于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ
用 ９５％乙醇溶解并稀释至刻度ꎬ摇匀ꎬ即得质量浓

度为 １００ μｇ􀅰ｍＬ￣１的各待测溶液ꎮ 各待测溶液对

半稀释成 ５ 个浓度ꎮ 实验组精密量取上述不同浓

度的待测溶液 ２ ｍＬ 与 ＤＰＰＨ 工作液 ２ ｍＬ 置于 １０
ｍＬ 具塞试管中ꎬ摇匀ꎬ室温下暗处放置 ３０ ｍｉｎꎮ
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依相同的方法ꎬ以不同浓度的待测溶液与 ９５％乙

醇混合作为对照组ꎬ以 ９５％乙醇与 ＤＰＰＨ 工作液

混合作为空白组ꎮ 以 ９５％乙醇调零ꎬ测定各组在

５１７ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 每个浓度平行测定 ３ 次ꎮ 依

如下公式计算 ＤＰＰＨ 自由基清除率ꎮ

ＤＰＰＨ 自由基清除率(％)＝ (１－
Ａ１－Ａ２

Ａ０
) ×１００

式中:Ａ０为空白组的吸光度值ꎻＡ１为实验组的

吸光度值ꎻＡ２为对照组的吸光度值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 总生物碱的含量测定结果

细叶十大功劳叶中总生物碱含量以盐酸小檗

碱计为 ４.１６％ꎮ 按标准曲线法求出上样溶液中总

生物碱质量浓度为 １.４３ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(生药浓度为 ４０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)、１.７６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(生药浓度为 ５０ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１)ꎮ
２.２ 大孔吸附树脂型号筛选结果

２.２.１ 不同树脂的静态吸附实验和解吸实验结果

　 根据十大功劳中生物碱的性质及各种树脂的性

能ꎬ选取 ６ 种树脂进行考察ꎬ结果见表 １ꎮ
从表 １ 可以看出ꎬＤ１０１、ＡＢ￣８、ＬＤ６０５ 树脂的

吸附性能和解吸附性能都优于 ＡＤＳ￣３、ＤＡ２０１ 及

ＮＫＡ￣９ꎬ因此需对这 ３ 种树脂做进一步考察ꎬ优选

出最佳型号的树脂ꎮ

表 １　 不同型号大孔树脂对细叶十大功劳

总生物碱的静态吸附率和解吸率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｉｎ Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ

大孔树脂
型号

Ｔｙｐｅ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ

ｒｅｓｉｎ

饱和吸附量
Ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

静态
吸附率
Ｓｔａｔｉｃ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

解吸量
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

静态解吸率
Ｓｔａｔｉｃ

ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

Ｄ１０１ １７.７６ ６２.０８ １６.３７ ９２.１８

ＡＢ￣８ １８.４７ ６４.５７ １６.９５ ９１.７５

ＡＤＳ￣３ １７.２４ ６０.２７ １４.８９ ８６.３３

ＬＤ６０５ １８.２４ ６３.７６ １６.５８ ９０.８９

ＤＡ２０１ １５.６９ ５４.８６ １０.７２ ６８.３１

ＮＫＡ￣９ １３.３８ ４６.７７ ８.８３ ６５.９６

２.２.２ 不同树脂的动态吸附、洗脱实验结果 　 对

Ｄ１０１、ＡＢ￣８、ＬＤ６０５ 这 ３ 种树脂做动态吸附、洗脱

实验考察ꎬ结果见表 ２ꎮ 从表 ２ 可以看出ꎬ３ 种树

脂洗脱能力差别不大ꎬ经水、乙醇洗脱后ꎬ９５％左

右的总生物碱都能被洗脱下来ꎮ 但 ＡＢ￣８ 树脂动

态吸附能力要较 ＬＤ６０５、Ｄ￣１０１ 好ꎬ综合考虑 ３ 种

树脂的动态吸附和洗脱能力ꎬ优选 ＡＢ￣８ 大孔树脂

进行细叶十大功劳提取液的纯化工艺实验ꎮ

表 ２　 不同大孔型号树脂对细叶十大功劳

总生物碱的动态吸附率和解吸率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｙｎａｍｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ

ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｉｎ Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ

大孔树脂
型号

Ｔｙｐｅ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ

ｒｅｓｉｎ

动态吸附量
Ｄｙｎａｍｉｃ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

动态吸附率
Ｄｙｎａｍｉｃ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

解吸量
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

动态解吸率
Ｄｙｎａｍｉｃ
ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

Ｄ１０１ １２.３２ ８６.１５ １１.７８ ９５.６２

ＡＢ￣８ １３.３７ ９３.５０ １２.９６ ９６.９３

ＬＤ６０５ １２.０６ ８４.３３ １１.４２ ９４.６９

２.３ ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂纯化总生物碱的工艺研究

结果

２.３.１ 上样溶液浓度的确定 　 按“１.２.４.１”项的方

法收集流分ꎬ并测定每流分中总生物碱质量浓度ꎬ
以其与上样溶液总生物碱质量浓度比值为纵坐

标ꎬ流出液体积为横坐标绘制不同上样溶液浓度

下的穿透曲线ꎬ并计算各浓度下的饱和吸附量ꎬ结
果见图 １ 和图 ２ꎮ 从图 １ 和图 ２ 可以看出ꎬ在一定

浓度范围内ꎬ随着上样液浓度增大ꎬ穿透时间提

前ꎬ树脂对总生物碱的饱和吸附量增大ꎮ 当上样

液浓度超过 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１生药浓度后ꎬ树脂吸附量

略有所下降ꎬ可能由于高浓度上样液中杂质与总

生物碱竞争吸附导致ꎮ 另外ꎬ高浓度上样液在静

置后易出现沉淀浑浊现象ꎮ 综合以上因素考虑ꎬ
上样溶液浓度确定为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１生药浓度ꎮ
２.３.２ 上样流速和上样量的确定 　 上样溶液(生药

浓度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)以不同流速上样ꎬＡＢ￣８ 树脂

饱和吸附量分别为 ４４.８２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(１ ＢＶ􀅰ｈ￣１)、
４３.０５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１( ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１)、４０. ８３ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１( ３
ＢＶ􀅰ｈ￣１)、３８. ５８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(４ ＢＶ􀅰ｈ￣１)ꎮ 可以看

出ꎬ流速越小ꎬ树脂的饱和吸附量越大ꎬ越有利于

６８１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 １　 不同上样液浓度下的穿透曲线
Ｆｉｇ. １　 Ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ ｃｕｒｖｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 不同上样溶液浓度下的饱和吸附量
Ｆｉｇ. ２　 Ｓａｔｕｒａｔｅｄ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

生物碱的吸附ꎮ 但流速过小ꎬ上样时间长ꎬ吸附效

率低ꎮ 考虑到不同流速下树脂的饱和吸附量相差

不大ꎬ为提高过柱效率ꎬ选择流速为 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎮ 经

计算ꎬ当流速为 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎬ上样量为 ２６ ＢＶ 时ꎬ上
样液浓度下降接近 ５０％ꎬ树脂吸附量为饱和吸附

量的 ８６.６９％ꎮ 因此ꎬ选择上样量为 ２６ ＢＶ 药液ꎮ
２.３.３ 洗脱杂质用水量的确定 　 上样溶液(生药浓

度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ上样量 ２６ ＢＶꎬ流速 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１

条件下ꎬ水洗结果见表 ３ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ当洗

脱用水量为 ３ ＢＶ 时ꎬ固形物中总生物碱含量达到

２４.１２％ꎬ总生物碱损失较大ꎮ 考虑到除杂目的及

减少总生物碱损失ꎬ确定杂质洗脱用水量为 ３ ＢＶꎮ

２.３.４ 乙醇洗脱剂浓度及用量的确定 　 上样溶液

(生药浓度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ上样量 ２６ ＢＶꎬ流速 ２
ＢＶ􀅰ｈ￣１条件下ꎬ水洗 ３ ＢＶ 后ꎬ醇洗结果见图 ３ꎮ
从图 ３ 可以看出ꎬ随着乙醇洗脱剂浓度的增大ꎬ洗
脱能力增强ꎬ生物碱集中出现在 ５０％及 ６０％乙醇

洗脱液中ꎬ但 ６０％乙醇洗脱较 ５０％乙醇洗脱增加

不明显ꎮ ５０％ 乙醇在 ４ ＢＶ 内可将总生物碱的

９０％以上洗脱下来ꎬ故选择 ５０％乙醇作为洗脱剂ꎬ
用量为 ４ ＢＶꎮ

表 ３　 不同体积水洗脱结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｌｕｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ

流分
Ｆｒａｃｔｉｏｎ

总生物碱质量
Ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ

ｔｏｔａｌ
ａｌｋａｌｏｉｄｓ
(ｍｇ)

固形物质量
Ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ

ｓｏｌｉｄ ｍａｔｔｅｒｓ
(ｍｇ)

固形物中
总生物碱的

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｉｎ ｓｏｌｉｄｓ (％)

１ ３.９３ ２２.４３ １７.５２

２ ３.１２ １６.２７ １９.１８

３ ２.４６ １０.２０ ２４.１２

４ ２.２１ ８.７５ ２５.２６

５ ２.０３ ７.８７ ２５.７９

图 ３　 不同浓度洗脱溶液下的洗脱曲线
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｌｕｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２.３.５ 验证性实验结果　 上样溶液(生药浓度为 ５０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ上样量 ２６ ＢＶꎬ流速 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１条件下ꎬ
水洗 ３ ＢＶ 后ꎬ５０％乙醇洗 ４ ＢＶꎬ验证结果见表 ４ꎮ
２.３.６ 总生物碱抗氧化活性 　 总生物碱抗氧化活

性结果如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 可以看出ꎬ在测试浓度

６.２５ ~ １００ μｇ􀅰ｍＬ￣１范围内ꎬ 十大功劳总生物碱粗
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表 ４　 验证性实验结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ

编号
Ｎｏ.

总生物
碱质量
Ｑｕａｌｉｔｙ
ｏｆ ｔｏｔａｌ
ａｌｋａｌｏｉｄｓ

( ｇ)

固形物
质量
Ｑｕａｌｉｔｙ
ｏｆ ｓｏｌｉｄ
ｍａｔｔｅｒｓ
( ｇ)

转移率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

平均值
Ｍｅａｎ
ｖａｌｕｅ
(％)

相对标准
偏差
ＲＳＤ
(％)

１ ３.２８ ５.７５ ６０.６３ ５７.０４

２ ３.３２ ５.８８ ６１.３７ ５６.４６ ５６.６４ ０.６２

３ ３.１７ ５.６２ ５８.６０ ５６.４１

图 ４　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力比较
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ

品、纯化品及对照品 Ｖｃ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率

随着浓度的增加而增加ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自由基半抑

制浓度 ＩＣ５０分别为 ５５.２８、３９.０８、１０.３９ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ
说明不同纯度的十大功劳总生物碱对 ＤＰＰＨ 自由

基都具有一定的清除作用ꎬ且经大孔树脂纯化后

抗氧化能力有了较大提升ꎬ但在相同质量浓度时

都比对照品 Ｖｃ 低ꎮ

３　 讨论与结论

制备上样溶液时ꎬ提取液浓缩后需静置一段

时间ꎬ待黑色胶状物质析出完全去除后再稀释ꎬ否
则上样溶液在放置过程中会有黑色胶状物质析

出ꎬ影响吸附效果ꎮ 另外ꎬ上样溶液浓度不宜过

高ꎬ否则上样溶液在静置过程中会出现浑浊现象ꎬ
可能为细叶十大功劳总生物碱在水中溶解度较小

所致ꎮ
不同类型的大孔树脂对化合物的吸附及解吸

能力不同ꎬ因此选择适当的树脂非常重要ꎮ 实验

选取 ６ 种不同极性的大孔树脂ꎬ对比其对总生物

碱的静态吸附和动态洗脱能力ꎬ结果显示弱极性

(如 ＡＢ￣８、ＬＤ６０５)及非极性(如 Ｄ１０１)树脂对细叶

十大功劳总生物碱有较大的吸附量ꎮ 结合洗脱能

力的比较ꎬ最终选取 ＡＢ￣８ 大孔树脂用于细叶十大

功劳总生物碱的纯化实验ꎮ 这与文献(刘丽梅等ꎬ
２０１０ꎻ林叶新等ꎬ２０１３)报道的同样含有盐酸小檗

碱的黄柏、黄连药材总生物碱纯化选取的大孔树

脂型号一致ꎮ ＡＢ￣８ 大孔树脂纯化工艺为:上样浓

度为 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１生药浓度ꎬ上样量为 ２６ ＢＶꎬ上样

流速为 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎬ３ ＢＶ 水洗后经 ４ ＢＶ ５０％乙醇

洗脱ꎬ收集乙醇洗脱液ꎬ浓缩即得总生物碱ꎮ 经

ＡＢ￣８ 大孔树脂纯化后的总生物碱含量符合 ５ 类中

药新药有效部位含量应高于 ５０％的要求ꎮ
同细叶十大功劳药用部位茎相似ꎬ生物碱也

是叶中主要的有效成分ꎮ 此类生物碱多为季铵型

生物碱ꎬ如主要成分小檗碱、药根碱等ꎬ具有广泛

的药理活性ꎮ 小檗碱既能抑制活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)生成ꎬ又可诱导抗氧化防御能

力ꎬ又能使病变细胞发生氧化应激ꎬ具备理想抗氧

化剂的潜质(赵雪莉等ꎬ２０１９)ꎮ 基于抗氧化剂在

神经退行性疾病的预防和治疗方面的药理作用ꎬ
刘久石(２０１９)研究发现ꎬ含有大量小檗碱及其衍

生物的功劳木药材作为潜在治疗神经退行性疾病

药物具有重大潜力ꎮ 本研究抗氧化活性表明ꎬ不
同纯度的十大功劳总生物碱均具有一定的抗氧化

能力ꎬ且纯化后的总生物碱抗氧化能力也有一定

的提高ꎮ 因此ꎬ在细叶十大功劳药材的利用过程

中ꎬ也应注重对非药用部位叶的开发和利用ꎮ
从细叶十大功劳叶中提取分离总生物碱ꎬ为

充分利用该药材非药用部位资源提供可行性探

索ꎮ ＡＢ￣８ 大孔树脂纯化十大功劳总生物碱工艺条

件简单可行ꎬ纯化效果好ꎬ工艺稳定ꎬ可为细叶十

大功劳总生物碱开发、制备及工业化生产提供
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