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大孔吸附树脂分离纯化罗汉果皂甙的新方法
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摘　要: 该文对大孔树脂分离纯化高含量罗汉果皂甙提取物的新方法进行了研究。结果表明:大孔树脂D 101对罗汉果皂甙
的分离效果较好,最佳柱分离条件为:上样液pH 值9. 0,在40℃下依次用pH 值9. 0的碱水溶液、蒸馏水、30%乙醇及60%乙
醇进行洗脱,将60%乙醇洗脱液浓缩,冷冻干燥即得高含量罗汉果皂甙提取物。高效液相分析表明,罗汉果皂甙中几种主要
成分的含量均高于分离前的罗汉果皂甙水提物,其中罗汉果皂甙V 的含量为 69. 24% ,提高了41. 12%。
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0　引　言

罗汉果是广西特产中药,具有清热润肺、滑肠通便、
促进肠胃功能,用于治疗急慢性支气管炎、急慢性扁桃
体炎、大便秘结等[ 1, 2 ]。近年的研究表明,强甜味的非糖
物质三萜类成分罗汉果皂甙 (m ogro side)是其主要的有
效成分,具有多种生物活性[ 3- 7 ]。国内外尤其是日本对
于罗汉果皂甙提取物的研究较多, 并申请了数项专
利[ 3, 8 ] ,但所用的分离纯化方法多是采用无机吸附剂和
无机脱色剂,如活性炭、氧化镁、硅酸镁等,操作工艺复
杂,难以工业化生产。此外,由于皂甙的极性大,与色素
不易分离,目前国内使用的树脂分离法仅能获得皂甙含
量较低的提取物, 所采用的分离工艺未能有效去除杂
质[ 4, 9, 10 ]。因此,本文旨在根据罗汉果皂甙的结构及特
性,通过改进和优化大孔吸附树脂分离纯化罗汉果皂甙
的工艺条件,探讨高纯度罗汉果皂甙提取物制备的新方
法,为进一步规模制备高纯度罗汉果皂甙及深入研究罗
汉果皂甙的生物活性提供新的途径。

1　材料与方法

1. 1　材料
罗汉果水提物 (M GC,水分含量小于 5% ) ,罗汉果
皂甙V 对照品 (纯度大于99% ) ,均由桂林莱茵生物制品
有限公司提供; 112O 2罗汉果皂甙V ,罗汉果皂甙 IV 对
照品为本实验室制备。
1. 2　试剂
氢氧化钠、盐酸、硫酸、95%乙醇、乙腈、甲醇、香兰
素均为分析纯。
大孔吸附树脂D 101, D 3520, D 2400, N K29 (南开大
学)。

1. 3　仪器
高效液相色谱仪 (SPD 26AV 检测器) (L C26A 型,

Sh im adzu Co. , Japan) ; 紫外分光光度计 (752 型, 上海
分析仪器总厂)。
1. 4　试验方法
1. 4. 1　罗汉果皂甙含量的测定
采用香草醛- 硫酸比色法。取0. 5 mL 一定浓度的
样品溶液 (空白取 0. 5 mL 蒸馏水) ,加10%香草醛乙醇
溶液0. 5 mL ,摇匀,在冰浴下加75%硫酸溶液 5 mL ,摇
匀,于50℃水浴中加热20 m in 后取出,立即放在冰浴中
冷却10 m in 后,在600 nm 波长处测定其吸光度,然后按
下式计算罗汉果皂甙的含量[ 5, 9 ]:

A = K C

式中 　A —— 吸光度; C—— 罗汉果皂甙的浓度,

m gömL ; K—— 经验系数,即 1. 0635。
1. 4. 2　大孔树脂的预处理
将新大孔树脂于95%乙醇溶液中浸洗 8 h 后,用蒸
馏水清洗至无醇味,再用 5%氢氧化钠浸泡 4 h,用蒸馏
水洗至pH 值中性后,接着用5%盐酸浸泡4 h,再用蒸馏
水洗至pH 中性。湿法装柱,一次完成,自然沉降。
1. 4. 3　大孔树脂堆积密度的测定
取一标准玻璃层析柱 (26 mm×500 mm )将湿大孔
树脂堆至100 mL ,取出,称重。按下式计算大孔树脂的
堆积密度:

Θ=
m
v

式中 　m —— 湿树脂质量, g; v—— 树脂体积,mL ;

Θ—— 堆积密度, gömL。
1. 4. 4　饱和吸附量的测定
称取 1. 000 g 湿树脂于锥形瓶中,加入 50 mL 0. 8

m gömL 的罗汉果皂甙水提取物,封口,于室温下震荡吸
附 24 h。分别于吸附前后测定溶液中罗汉果皂甙的浓
度,按下式计算饱和吸附量:

Q 0 = (C 0 - C 1) ×V öW
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式中 　Q 0—— 饱和吸附量,m gög; C 0—— 吸附前浓
度,m gömL ; C 1—— 吸附后浓度,m gömL ; V —— 溶液
体积,mL ; W —— 大孔树脂湿重, g。
1. 4. 5　罗汉果皂甙静态吸附试验
称取 1. 000 g 湿大孔树脂置于锥形瓶中, 加入 50

mL 0. 8 m gömL 的罗汉果皂甙水提取物,封口,每隔 20

m in 从上清液中取样 0. 5 mL ,测定其吸光度,然后按下
式计算吸附量:

Q = (C 0 - C 1) ×V öW
以吸附量为纵坐标,作用时间为横坐标绘制静态吸
附曲线。
1. 4. 6　罗汉果皂甙静态解吸试验
称取 0. 500 g 湿大孔树脂 3 份,各加入 15 mL 0. 8

m gömL 的罗汉果皂甙提取物水溶液,于室温下吸附 24

h 后, 将充分吸附了罗汉果皂甙水溶液的树脂进行过
滤,去除水液,再将其置于锥形瓶中,各加入15 mL 95%

乙醇溶液,封口,分别于20℃, 40℃, 60℃下进行解吸,每
隔3 m in 测定解吸液中罗汉果皂甙的浓度,并绘制解吸
曲线,同时根据吸附量计算解吸率。
1. 4. 7　罗汉果皂甙的动态吸附试验
准确吸取20 mL (约 17. 93 g)D 101大孔树脂装柱,

以浓度为 4 m gömL 的罗汉果皂甙水提取物溶液上柱,

流速2 mL öm in,分部收集流出液,定时测定流出液中的
罗汉果皂甙浓度,然后以洗脱液体积为横坐标,流出液
中罗汉果皂甙含量为纵坐标绘制动态吸附曲线。吸附达
到饱和后,计算饱和动态吸附量。
1. 4. 8　洗脱剂及其浓度的选择
取一定量的罗汉果皂甙提取物水溶液,上柱,先用
蒸馏水洗脱至无色后,依次用50 mL 10%～ 80%浓度的
乙醇溶液进行洗脱,收集不同浓度的乙醇洗脱液并定容
至50 mL ,取其中 3 mL 洗脱液稀释至 10 mL 后测定其
罗汉果皂甙的浓度,以确定最佳的洗脱剂浓度。
1. 4. 9　上样液最适pH 值的选择
将罗汉果皂甙水提物溶液 (pH 值 6. 0)用氢氧化钠
溶液调至不同的pH 值,上柱,依次用50 mL 同样pH 值
的水溶液,蒸馏水及 60%的乙醇水溶液进行洗脱,收集
60%的乙醇洗脱液 (pH 值 6. 0) ,定容至 50 mL ,取 3mL
洗脱液稀释至 10 mL ,测定罗汉果皂甙的浓度,确定其
最佳pH 值。
1. 4. 10　罗汉果皂甙V , 112O 2罗汉果皂甙V 及罗汉果
皂甙 IV 的高效液相分析
对照品溶液的配制:准确称取罗汉果皂甙V , 112O 2
罗汉果皂甙V 及罗汉果皂甙 IV 对照品0. 005 g,用23%

乙腈水溶液溶解并定容至10 mL ,配制成混合对照品溶
液。
样品溶液的配制:准确称取各样品0. 010 g,用23%

乙腈溶解并定容至10 mL ,配制成1. 0 m gömL 的样品溶
液。
色谱条件: H ypersil OD S C18 柱 (250 mm ×4. 6

mm , 5 Λm ,大连伊利特科学仪器公司) ; 流动相: 乙腈:

水= 23∶77 (vöv) ; 流速: 0. 5 mL öm in; 柱温: 30℃; 检测

波长: 210 nm ;进样量: 10. 0 ΛL。
以保留时间定性,根据峰面积计算样品的含量。

2　结果与分析

2. 1　树脂的吸附特性
通过对大孔树脂D 101,D 3520,D 2400,N K29的初
步筛选发现,大孔树脂D 101对罗汉果皂甙的吸附、解吸
效果较好,因此本实验以大孔树脂D 101为柱材料,研究
其对罗汉果皂甙的分离纯化效果。结果表明,大孔树脂
D 101的堆积密度为 0. 8965 gömL。对罗汉果皂甙的饱
和吸附量为 25. 45 m gög,饱和吸附率为82. 23% , 40℃
时的平衡解吸率为87. 73%。
2. 2　罗汉果皂甙的静态吸附曲线
由图1可知,随着时间的递增,大孔树脂D 101对罗
汉果皂甙的吸附量也相应提高。且在120 m in 内吸附基
本达到饱和,说明大孔树脂D 101可对罗汉果皂甙进行
富集与纯化。

图 1　大孔树脂D 101对罗汉果皂甙的静态吸附曲线

F ig. 1　Stat ic adso rp t ion cu rve of m acropo rous

resin D 101 on mogro sides

2. 3　罗汉果皂甙的静态解吸曲线
大孔树脂D 101对罗汉果皂甙的静态解吸作用见图

2。结果表明,温度影响罗汉果皂甙的解吸平衡,温度越
高,解吸平衡所需时间越短,解吸越快。但当温度较高
时,不易进行工艺操作,综合有关因素,选用40℃时进行
洗脱,利于工业化大规模制备。

图 2　不同温度下大孔树脂D 101

对罗汉果皂甙的静态解吸曲线

F ig. 2　Stat ic elu t ion cu rve of m acropo rous

resin D 101 on mogro sides

2. 4　罗汉果皂甙的动态吸附曲线
由图 3 可知, D 101大孔树脂对罗汉果皂甙有良好
的动态吸附性能,在较长时间内保持低浓度泄漏。直到
洗脱液到 30 mL 时,流出液中罗汉果皂甙的浓度才达
0. 036 m gömL 左右。但是,此时泄漏速度开始快速增
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加,当洗脱液体积到达 105 mL 时,已达到吸附平衡,此
时大孔树脂的饱和动态吸附量为21 m gömL。

图 3　大孔树脂D 101对罗汉果皂甙的动态吸附曲线

F ig. 3　D ynam ic adso rp t ion cu rve of m acropo rous

resin D 101 on mogro sides

2. 5　洗脱剂浓度的选择
树脂吸附罗汉果皂甙后,可选用对罗汉果皂甙溶解
度较高的溶剂如甲醇、乙醇作洗脱剂。考虑到工业生产
时,甲醇的毒性较大,因此选用乙醇作为解吸剂。图4即
为依次采用不同浓度乙醇溶液对罗汉果皂甙的洗脱效
果图。结果表明, 10%～ 30%的乙醇水溶液对罗汉果皂
甙的洗脱能力较差,洗脱液中皂甙的含量很少; 当乙醇
浓度增至为 40%时,随乙醇浓度的升高,洗脱液中皂甙
的含量逐渐增大, 以 60%乙醇洗脱液中皂甙的含量最
高。随后,再用70%及80%的乙醇溶液进行洗脱,洗脱液
中皂甙含量较少,表明采用60%的乙醇洗脱液便可将大
部分的罗汉果皂甙解吸。因此,优选的洗脱条件为:在洗
脱过程中,先用蒸馏水及30%乙醇水溶液进行洗脱以去
除杂质,再用对罗汉果皂甙洗脱能力最佳的60%乙醇水
溶液进行洗脱,收集60%乙醇洗脱液。

上样量0. 0505 g,流速2 mL öm in,上样液pH 值6. 0

图 4　不同浓度乙醇对罗汉果皂甙的洗脱效果

F ig. 4　E lu tion effect of differen t concen trat ions

of ethano l on mogro sides

2. 6　上样液pH 值对柱分离效果的影响
在罗汉果皂甙的分离纯化中,最难去除的是色素类
杂质[ 5 ]。图 5表明, pH 值呈碱性时,大孔树脂对罗汉果
皂甙的分离纯化效果较好,且色素吸附少,有明显的脱
色效果,其中以pH 值9. 0时的分离效果最佳。这是由于
在一定碱性条件下,罗汉果皂甙比较稳定[ 5 ] ,以分子形
式存在,而色素类等杂质以离子形式存在,同时由于大
孔吸附树脂只对分子态物质有吸附,对离子态的物质无
吸附,从而使罗汉果皂甙得以富集、纯化。

上样量: 1. 0043 g; 流速: 2 mL öm in

图 5　上样液pH 值对柱分离罗汉果皂甙效果的影响

F ig. 5　 Influence of pH value on the iso lat ion

effect of mogro sides by m acropo rous resin D 101

2. 7　高含量罗汉果皂甙提取物的制备及分析
综上所述,罗汉果皂甙分离的最佳条件为: 上样液
的pH 值为9. 0,依次用pH 值9. 0的氢氧化钠水溶液、蒸
馏水、30%的乙醇溶液及 60%的乙醇溶液进行洗脱,收
集 60%乙醇洗脱液,浓缩并冷冻干燥,可得高含量罗汉
果皂甙提取物 (M G I)。其主要成分的分析结果见表1。
表 1　罗汉果皂甙提取物中主要皂甙成分的含量

T ab le 1　Con ten ts of m ain mogro sides of the ex tracts

含量ö% M GC M G I

罗汉果皂甙V 28. 12 69. 24

112O 2罗汉果皂甙V 6. 78 8. 59

罗汉果皂甙 IV 3. 12 7. 87

罗汉果皂甙V , 112O 2罗汉果皂甙V 及罗汉果皂甙
IV 为罗汉果中主要的皂甙成分[ 5, 11 ] , H PL C 的分析结
果表明,经柱层析分离制备的罗汉果皂甙提取物 (M G I)

中这三种皂甙成分的含量均高于分离前的罗汉果皂甙
水提物 (M GC) ,三种皂甙成分的总含量达 85. 70% ,尤
其是罗汉果皂甙V 的含量达到69. 24% ,比分离前罗汉
果皂甙V 的含量提高了 41. 12% ,表明此方法可有效的
分离纯化罗汉果皂甙,显著提高提取物中罗汉果皂甙的
含量。

3　结　论

本研究表明,大孔树脂D 101对罗汉果皂甙具有吸
附快、解吸率高及洗脱率高等特点,且再生简便,可较好
的分离、纯化罗汉果中的罗汉果皂甙。最佳分离条件为:

上样液pH 值9. 0,在40℃条件下依次采用pH 值9. 0的
氢氧化钠水溶液、蒸馏水、30%乙醇及 60%乙醇进行洗
脱,收集60%乙醇洗脱液,浓缩并冷冻干燥。与目前常用
的树脂分离方法相比,本文建立的工艺通过改变上样液
的pH 值及乙醇的洗脱浓度和条件,便可显著提高提取
物中罗汉果皂甙V 等主要皂甙成分的含量。同时,为工
业化生产提供了一种简单、快速的分离纯化方法。
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with macroporous resin
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1, Zha ng L iq in

1, C he n W e ijun
1, S ong Yunfe i
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(1. Colleg e of F ood S cience and T echnology , H uaz hong A g ricu ltu ra l U n iversity , W uhan 430070, Ch ina;
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Abstracts: A new m ethod fo r iso la t ion and pu rif ica t ion of m ogro sides w ith m acropo rou s resin w as stud ied. T he

resu lts show ed tha t the op t im um co lum n iso la t ion condit ion w as as fo llow s: the aqueou s so lu t ion of crude ex tract

of m om o rdica gro sveno ri. (M GC) at pH 9. 0 w as loaded on to an D 101 resin co lum n, and then w ashed w ith pH 9. 0

aqueou s so lu t ion, d ist illed w ater, 30% ethano l and 60% ethano l in p roper o rder a t 40℃. T he eluen t of 60%

ethano l w as co llected, concen tra ted and freeze2dried, the m ogro side ex tract (M G I)w as ob ta ined and the con ten ts

of its m ain m ogro sides w ere a ll m o re than tha t of M GC, especia lly the con ten t of its m ogro side V w as 69. 24%
(H PL C) , increasing by 41. 12% over M GC.
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661 农业工程学报 2005年　

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


