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　　摘要：以穿心莲提取物为试验原料，采用动态轴向压缩制备色谱技术进行分离纯化，以制备高纯度穿心莲内酯。制
备柱装填纯化材料：硅胶基质Ｃ１８１０μｍ，装填质量３００ｇ，实测柱床规格５０ｍｍ×２５０ｍｍ。以甲醇水为流动相进行纯化工

艺优化，结果表明，甲醇水体系下水相添加０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵能促进穿心莲内酯的溶解，该体系下穿心莲内酯最佳纯化
工艺条件：流动相５５％甲醇水＋４５％０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲液，流速６０．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２５４ｎｍ，温度为室温。
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　　穿心莲［Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ（Ｂｕｒｍ．ｆ．）Ｎｅｅｓ．］为爵
床科（Ａｃａｎｔｈａｃｅａｅ）穿心莲属（ＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓＷａｌｌ．ｅｘＮｅｅｓ．）植
物，别称一见喜、苦草、四方草、印度草等［１］，在中国、印度、马

来西亚等国具有悠久的民间药用史，在国内主要分布在广东

省、广西壮族自治区、福建省、四川省等省（区），以广西壮族

自治区种植面积最大［２］。

穿心莲植株所含穿心莲内酯是目前穿心莲制剂的主要活

性成分［３］，其分子式为 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ５，在穿心莲叶中含量高达
１．８４％。现代药理研究表明，穿心莲内酯具有抗炎抗菌、抗病
毒、抗肿瘤、免疫调节、治疗心脑血管疾病、保肝利胆、抗肿瘤

等作用，具有毒性小、价格低的特点。穿心莲具有清热解毒、

凉血、消肿等功效，在临床上用于治疗呼吸道感染、急性菌痢、

肠胃炎等疾病［４－５］，还具有防治心血管疾病、抗肿瘤、保肝利

胆、免疫调节等多重功效［６－７］，在我国已作为穿虎宁、穿心莲

注射液等解热镇痛药的原料大量生产［８－９］。

穿心莲内酯提取主要采用乙醇直接提取法、水提法、超声

波辅助提取法、酶解辅助提取法等方法，在此基础上进一步采

用大孔树脂吸附和结晶等方法进一步纯化［１０］。范云鸽等采

用ＡＤＳ－７树脂对传统的乙醇回流提取液进行纯化，分离干
燥后得到的浸膏中穿心莲内酯含量达２５．３％［１１］。本试验原

料为穿心莲经乙醇水提取、大孔树脂纯化后粗品，在此基础上

采用反相高压液相色谱对其进一步纯化，优化工艺条件以获

得高纯度的产品，旨在为穿心莲内酯的精制提供工艺参考。

１　材料与方法

１．１　试剂

甲醇（ＡＲ），国药集团化学试剂有限公司生产；娃哈哈牌
饮用纯净水，自制去离子水；乙酸铵（ＡＲ），国药集团化学试
剂有限公司生产；９９．５８％穿心莲内酯对照品，４６％穿心莲内
酯乙醇水粗提物。

１．２　仪器及设备
Ｗａｔｅｒｓ２６９５—２９９８高效液相色谱仪；ＷａｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅＣ１８

５μｍ４．６ｍｍ×２５０ｍｍ色谱柱，柱恒温箱；创新牌制备型
５０ＤＡＣ液相色谱仪；装填普通 Ｃ１８填料色谱柱３００ｇ，实测柱
床高度２５０ｍｍ，柱床直径５０ｍｍ；万分之一分析天平（赛多利
斯公司）；超声波清洗机。

１．３　试验方法
１．３．１　标准曲线建立　标准曲线测试液相方法：Ｗａｔｅｒｓ
２６９５—２９９８高效液相色谱仪，ＳｕｎｆｉｒｅＣ１８４．６ｍｍ×２５０ｍｍ
柱，流动相甲醇 ∶水 ＝５５∶４５，水相中含有０．１％乙酸，进样
体积５μＬ，柱温度２５℃，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，以质量浓度为横坐
标和峰面积为纵坐标作标准曲线。

准确称取０．０１００ｇ纯度９９．５８％对照品，用甲醇定容至
５０ｍＬ，超声混匀，配制 ０．２０ｍｇ／ｍＬ标准液，依次稀释得到
０．２０、０．１０、０．０６、０．０４、０．０２ｍｇ／ｍＬ梯度标准溶液，进 Ｗａｔｅｒｓ
液相测试，鉴于该物质溶解度较低，故采取增大进样体积方式

增大进样量，分别进样１０μＬ和 １５μＬ作为 ０．４ｍｇ／ｍＬ和
０６ｍｇ／ｍＬ浓度标准曲线点。
１．３．２　甲醇水流动相体系下保留时间优化　为考察穿心莲
内酯在该Ｃ１８柱甲醇水体系下的保留性能，用穿心莲对照品做
试验样品考察合适该物质的甲醇比例。试验初始条件：流速

６０．０ｍＬ／ｍｉｎ，定量环进样３００μＬ，波长２５４ｎｍ，温度为室温。
穿心莲内酯溶解较差，相对其他有机试剂，其在甲醇、乙

醇中溶解性相对较好。从可行性和经济方面考虑，本试验有

机相优先考虑甲醇。因该部分试验主要考察穿心莲内酯保留

时间，故试验样品采用对照品，可以有效节约色谱系统净化时

间和保护色谱系统。

根据文献资料和该物质理化性质，选用 ７０％、６０％、
５２％、５０％甲醇水流动相比例进行试验。考察穿心莲内酯在
试验条件下的保留时间参数，得出在该纯化填料下较为合理

的保留时间。

—２０２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２１期



１．３．３　穿心莲内酯溶解量优化　由前期试验可知，制备时甲
醇比例５０％～６０％为宜，该条件下穿心莲内酯保留时间在
１２～２８ｍｉｎ。色谱纯化过程工艺中，样品的溶解性决定制备
效率，因而有必要对穿心莲内酯的溶解性进一步优化。本试

验中，样品采用５０％甲醇水溶解，在水相中加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ
乙酸铵改变溶液理化性质，以期增大其溶解度。

配制５０％甲醇、５０％乙酸铵水溶液，取７支规格５０ｍＬ
离心管，标号０、１、２、３、４、５、６，０号加入２０ｍＬ５０％甲醇水和
４００ｍｇ原料药，１～６号分别加入 ５０％乙酸铵水混合溶液
２０ｍＬ，依次加入 ４６％粗品原料 １００、２００、３００、４００、６００、
１２００ｍｇ，充分摇匀并超声促溶 ３ｍｉｎ，取出密闭静置过夜。
次日以８４００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，过 ０．２２μｍ有机
滤膜，分别上Ｗａｔｅｒｓ液相测试，每组做３个平行，根据标准曲
线计算溶解度。

１．３．４　制备优化试验　以纯度 ４６％穿心莲为原料，以甲
醇＋乙酸铵水溶液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）为流动相，根据杂质分离情
况对流动相甲醇比例进行适当再优化。

４６％粗品溶解液：根据“１．３．３”节试验结果，采用最大溶
解方式溶解，过０．４５μｍ滤膜过滤备用。

２　结果与分析

２．１　标准曲线
以穿心莲内酯质量浓度为横坐标，以对应浓度条件下色

谱峰面积为纵坐标作标准曲线。由图１可知，穿心莲内酯在
０．０２～０．６０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好，相关系数 ｒ２

为０．９９９９。

２．２　流动相中有机相甲醇比例优化
根据已知文献以及穿心莲内酯在Ｃ１８柱上的保留性质，在

优化流动相时，优先使用７０％甲醇水流动相作为洗脱条件。
由图２可知，７０％甲醇水条件下保留时间为８．３ｍｉｎ，保留时
间较短，若作为粗品的纯化方法则易出现目标物与杂质分离

度小的情况，故有必要进一步降低甲醇比例，增大保留时间。

６０％、５２％、５０％甲醇流动相条件下的色谱分别如图３、图４、
图５所示。

　　分析色谱图（图３至图６）可知，６０％、５２％、５０％甲醇流
动相条件下，穿心莲内酯的保留时间分别为 １３．０３、２３．００、
２７．６０ｍｉｎ。由此可知，甲醇比例在５０％ ～６０％时，穿心莲内
酯保留时间为 １２～２８ｍｉｎ，保留时间适中。该甲醇比例条件
下，制备周期较短且有可能获得较好的分离度。综合分析各

条件下穿心莲内酯保留时间，暂将５２％甲醇水流动相作为进

一步优化的基础条件，并在此基础上进行后续试验。

２．３　穿心莲内酯溶解量试验
根据“１．３．３”节溶解量试验方案，得出各物料比条件下

穿心莲内酯的浓度。由表 １可知，２０ｍＬ混合溶液加入
６００ｍｇ原料时，穿心莲内酯溶解度达４．１６ｍｇ／ｍＬ。

表１　不同条件下穿心莲内酯浓度

序号 浓度（ｍｇ／ｍＬ）
０ ２．０５
１ １．４２
２ １．７６
３ ２．１６
４ ２．７５
５ ４．１６
６ ５．３０

　　以５０％甲醇、５０％乙酸铵水溶液为溶剂，加入 １．２００ｇ
４６％的原料药和２０ｍＬ溶剂，常温下得到５．３０ｍｇ／ｍＬ穿心
莲内酯溶液。乙酸铵、甲醇水溶液溶解样品后得到澄清色液
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体，甲醇水溶液条件下得到的溶液浑浊，呈现青黄色且透光度

较差，说明在甲醇水溶液基础上，加入乙酸铵能有效提高物质

的溶解性。

２．４　制备条件下甲醇乙酸铵水优化试验
根据“２．２”节试验，初步确立５２％甲醇水基础流动相；由

“２．３”节试验结果可知，在甲醇水乙酸铵体系下，穿心莲内酯
粗溶解浓度较好。以该溶液作为色谱制备工艺进样原料，在

此流动相和溶解量基础上进一步对工艺进行优化。

“２．２”节试验已经研究了甲醇比例对穿心莲内酯溶解度
的影响，因而本次试验只在原来基础上进行细微优化。首先

考察５２％甲醇水乙酸铵体系下穿心莲内酯粗品分析图谱，进
样体积和检测波长等参数不变。

由图６分析可知，穿心莲内酯保留时间２２．５０ｍｉｎ，但目
标峰后存在一明显杂质峰且分离度较差，不利于制备分离

纯化。

　　前期试验结果表明，提高流动相中甲醇的比例，穿心莲内
酯保留时间变短。由图６可知，目标物质峰和前杂质峰分离
度较好，因此将流动相中甲醇比例提高到５５％，乙酸铵水溶
液比例为４５％，其他条件不变，进样分析。

由图７可知，该制备条件下主峰与杂质峰分离效果较好，
杂质峰４和峰６与目标物质分离度大，且目标峰保留时间为
１７．５ｍｉｎ，故该流动相条件下目标物质有效分离且缩短了制
备时间。

２．５　制备工艺放大试验
使用“２．３”节中 ６号溶解液，穿心莲内酯含量约为

５．３０ｍｇ／ｍＬ；流动相：５５％甲醇、４５％０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲
液；模拟制备色谱柱：某公司Ｃ１８１０μｍ４．６ｍｍ×２５０ｍｍ。穿
心莲内酯溶解量不高，故放大试验采取增大上样体积的方式。

进样１２．０ｍＬ，得制备色谱如图８所示。

　　收集穿心莲整峰，进样测定，按峰面积归一化法计算，穿心
莲内酯含量９９．９０％，因收集整个主峰，故而回收率接近１００％。

当进样１２．０ｍＬ时，制备回收率和目标物质纯度均较高，
为提高制备效率，需进一步增大上样体积，以提高上样量。其

他参数不变条件下进样１２０．０ｍＬ，得图９所示色谱图。

　　如图９所示，制备时按下述方法收集：收集峰１峰起至后
峰肩馏分并标号为Ｆ１；收集峰１后峰肩至峰尾馏分并标号为
Ｆ２。按峰面积归一化法计，馏分 Ｆ１ 穿心莲内酯含量为
９９．２７％，有效回收率占８６．００％（图１０）。Ｆ２馏分内酯含量
为８９．００％，后杂质含量为１０．８４％，根据峰面积粗略计算，该
段馏分中穿心莲内酯占总内酯的２％。

３　结论

穿心莲内酯在０．０２～０．６０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系
良好，相关系数为０．９９９，可用于穿心莲内酯定量分析。

经甲醇乙酸铵水体系优化，穿心莲内酯溶解度有效提高，

溶解量达到５．３０ｍｇ／ｍＬ。
常温制备条件下，纯穿心莲内酯上样体积１２０．０ｍＬ，上

样量为６３６．０ｍｇ，上样量占柱填料质量百分比约为 ０．２％。
馏分中穿心莲内酯纯度９９．２７％，回收率为８６．００％。
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不同地区紫薯的花青素含量与体外抗氧化活性比较

张　毅，钮福祥，孙　健，徐　飞，朱　红，岳瑞雪
（江苏徐淮地区徐州农业科学研究所，江苏徐州２２１１３１）

　　摘要：为研究不同生长环境对紫薯花青素含量和体外抗氧化活性的影响，分别选取同时在我国两大甘薯主产区山
东省和湖北省种植的８个紫薯品种（系），测定其干物率、花青素含量和体外抗氧化能力，通过多重比较分析品种（系）
和地区之间的差异。结果表明，２地区内参试样品间的干物率、花青素含量、总抗氧化能力和清除１，１－二苯基 －
２－三硝基苯肼 （１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，简称ＤＰＰＨ）自由基能力的差异均较大；山东地区种植的紫薯品种
（系），除龙紫薯４号外，干物率极显著低于湖北地区种植的紫薯品种（系）（Ｐ＜０．０１）；山东地区种植的紫薯品种
（系），除漯紫薯１号外，花青素含量显著或极显著高于湖北地区种植的紫薯品种（系）；总抗氧化能力和清除ＤＰＰＨ自
由基能力与花青素含量呈极显著正相关关系（Ｐ＜０．０１）。
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　　紫薯（ＩｐｏｍｏｅａｂａｔａｔａｓＬ．）属于璇花科一年生草本植物，
富含的花青素具有着色、营养和保健等多重功能，是农业产业

转型升级、结构调整的优势作物［１］。紫薯的块根和茎叶中均

含有花青素，尤其在块根中的含量非常高，是提取花青素的主

要原料。国内一直在开展富含花青素紫薯品种的筛选培育工

作，笔者所在研究所目前已经筛选出包括徐紫薯３号、徐紫薯
６号和徐紫薯 ８号等数十个适合紫薯花青素加工的优良
品种［２－３］。

通过呼吸进入人类体内的氧，少部分没有燃尽会转变为

活性氧，活性氧可与体内的不成对电子结合形成自由基。人

体内的自由基既可以帮助传递维持生命的能量，也可被用来

杀灭病菌和寄生虫，还能参与毒素排出，一定范围内的自由基

含量对人体是有益的。但当自由基在体内超过一定量时，会

造成脂类代谢紊乱，引起蛋白质变性和酶失活，致使基因突变

和细胞衰老，诱发多种慢性疾病。

花青素，以Ｃ６－Ｃ３－Ｃ６作为基本骨架，具有２－苯基 －
苯并吡喃阳离子的典型结构，属类黄酮化合物。紫薯花青素

具有抗氧化活性、抗炎活性、抗肿瘤活性及抑制肥胖等生物学

作用［４］，特别是对自由基及机体抗氧化防御系统有明显的生

理效应。目前关于环境对紫薯花青素含量与体外抗氧化活性

影响的研究较少，本研究以８个紫薯品种（系）为材料，分别
在山东泗水和湖北红安２地种植收获后，测定样品的干物率、
花青素含量、总抗氧化能力和清除ＤＰＰＨ自由基能力，分析比
较地区内样品本身的差异和地区间的差异，以期为紫薯的育

种、加工及综合利用提供理论依据。
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