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[摘要]目的：研究不同型号的大孔树脂对金荞麦中有效成分的纯化效果，以寻找最佳型号的大孔树脂。方法：以表儿茶素、金E含量和浸膏率为指标，结合HPLC指纹图谱，选择最佳型号大孔树脂。结果：AB-8型大孔树脂对表儿茶素洗脱率为89.78%，对金E洗脱率为93.04%。HPLC指纹图谱共有峰面积比较表明AB-8型大孔树脂更适合用于金荞麦有效成分的纯化。结论：采用AB-8型大孔树脂纯化金荞麦中有效成分是可行的。
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[Abstract]Objective:Study the purification effect of different types of macroporous resin on effective constituents of Fagopyri Dibotryis Rhizoma, in order to find the best macroporous resin.Methods:Epicatechin,mixture of proanthocyanidins tannic condensation, combined with HPLC fingerprint,were used as evaluation to select the better vesin.Results:The elution rate of epicatechin by AB-8 resin was 89.78%,the elution rate of mixture of proanthocyanidins tannic condensation by AB-8 resin was 93.04%.The common peaks' area of HPLC fingerprint showed that AB-8 resin was suited to purify priceid in effective constituents of Fagopyri Dibotryis Rhizoma.Conclusion:The process of applying AB-8 resin to purity effective constituents of Fagopyri Dibotryis Rhizoma is feasible.
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金荞麦为蓼科植物Fagopyrum dibotrys (D.Don) Hara的干燥根茎，功效清热解毒，排脓祛瘀[1]。主治咽喉肿痛、痈疮、瘰疬、肝炎、肺痈、胃痛、菌痢、痛经、闭经等。金荞麦提取物具有明显的抗肿瘤作用，其抗肿瘤活性成分是一类原花色素缩合性单宁混合物，称为金E[2]。前期研究表明以金E比吸附量为指标，D-101型大孔树脂对金E有较好的纯化效果[3]。本实验进一步以表儿茶素和金E为指标，结合HPLC指纹图谱观察不同型号大孔树脂纯化金荞麦中有效成分的效果，现将研究报道如下。

1 仪器与材料
日立L-2000高效液相色谱仪（日本日立公司）；日立 U-2000紫外可见分光光度计（日本日立公司）；D101型大孔树脂（天津海光化工有限公司）；AB-8、DM130、HPD400、HPD600型大孔树脂（河北沧州宝恩化工有限公司），乙腈为色谱纯，其它试剂为分析纯。

表儿茶素对照品(供含测用，批号878-2001102)；原儿茶酸对照品(供含测用，批号110809-200604)、原儿茶醛对照品(供含测用，批号110810-200205)、芦丁对照品(供含测用，批号0080-9705) 均购于中国药品生物制品检定所。金荞麦药材购自济南建联中药店，经山东中医药大学周凤琴教授鉴定。

2 方法与结果

2.1 金荞麦提取液的制备[3]
金荞麦粉碎成粗粉，加70% 乙醇，加热回流提取3次，第1次加10倍量，提取3 h，第2次加5倍量，提取1.5 h，第3次加5倍量，提取1.5 h，合并提取液，回收乙醇，浓缩，加水定容至浓度为0.2 g•mL-1，摇匀，作为上样药液。

2.2 大孔树脂的处理方法
2.2.1 大孔树脂的预处理方法  取大孔树脂，用95% 乙醇浸泡至充分溶胀后装柱，继续用95% 乙醇洗涤，洗涤至洗涤液在试管中用水稀释不混浊时为止，然后用蒸馏水反复洗涤至无醇味，备用。

2.2.2 大孔树脂的再生方法  在树脂柱内加入高于树脂层的2%～3%盐酸溶液浸泡2～4 h，然后用同样浓度的5倍于树脂体积的盐酸溶液通柱淋洗，再用水淋洗至洗液接近中性，继用5%氢氧化钠溶液同盐酸溶液操作再处理一次，再用水淋洗至洗液接近中性，树脂即再生并可投入使用。

2.3 上样药液中有效成分的含量测定
2.3.1 表儿茶素的含量测定  色谱条件：KromasilC18色谱柱(5 μm，4.6 mm× 250 mm)；流动相：乙腈－0.01%磷酸溶液（10:90），检测波长280 nm；柱温35 ℃；流速1.0 mL•min-1。
标准曲线的绘制：精密称量表儿茶素标准品3.04 mg置10 mL量瓶中，加乙腈－0.01%磷酸溶液（10:90）充分溶解并稀释至刻度，摇匀。再分别精密量取上述对照品溶液0.25，0.50，1.0，1.5，2.0，2.5 mL置5 mL量瓶中，吸取各溶液40 µL，注入高效液相色谱仪。结果表儿茶素在15.2～152 µg•mL-1呈较好的线性关系，回归方程Y=11121.6X-4721.2(r=0.9999)。
供试品溶液中表儿茶素的含量测定：精密吸取供试品溶液5 mL，蒸干，残渣加甲醇转移置10 mL量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，微孔滤膜（0.45 μm）滤过，续滤液测定含量。结果上样药液中表儿茶素含量为82 µg•mL-1。
2.3.2 金E的含量测定  以表儿茶素为对照品，采用紫外分光光度法于280 nm处测定吸光度。
标准曲线的绘制[3]：精密称取表儿茶素对照品3.35 mg，置5 mL量瓶中，加无水乙醇溶解并稀释至刻度，摇匀。再分别精密量取上述对照品溶液0.1，0.2，0.4，0.6，0.8 mL置5 mL量瓶中，加无水乙醇定容至刻度，于280 nm处测定吸收度。结果表儿茶素在13.4～107.2 µg•mL-1范围内有良好的线性关系Y=0.07047+0.01034X(r=0.9996)。
2.3.3 供试品溶液中金E的含量测定[3]  取金荞麦提取液1 mL于10 mL量瓶中，用无水乙醇稀释至刻度，混匀后取0.5 mL于10 mL量瓶中，用无水乙醇稀释至刻度。按2.3.2项下方法进行测定，计算含量。结果上样药液中金E含量以表儿茶素计为21.4 g·L-1。
2.3.4 浸膏率的测定  精密吸取供试品溶液25 mL，分别置已干燥至恒重的蒸发皿中，蒸干，于105 ℃烘3 h，取出，置于玻璃干燥器中冷却后称重，计算浸膏率。结果见表1。
2.4 大孔树脂型号的选择
选择D101，AB-8，DM130，HPD400，HPD600五种型号的大孔树脂，以表儿茶素和金E的洗脱率，浸膏率为指标，优选出具有较好吸附和洗脱能力的最佳型号的大孔树脂。
取已经处理好的五种型号的大孔树脂装柱（ф1.5×11㎝），加入金荞麦提取液15 mL，通过大孔树脂柱，流速为0.5 mL•min-1，用100 mL水洗脱，弃去水洗脱液，而后用100 mL 70%乙醇洗脱[3]，收集洗脱液，洗脱液流速为0.5 mL•min-1，将70%乙醇洗脱液移至100 mL量瓶中，用70%乙醇稀释至刻度，备用。按2.3项下方法测定表儿茶素、金E含量和浸膏率，计算表儿茶素和金E洗脱率。结果见表1。
表1  各洗脱液浸膏率、表儿茶素及金E洗脱率比较

	大孔树脂型号
	表儿茶素洗脱率/%
	金E洗脱率/%
	浸膏率/%

	D101
	54.56
	94.12
	5.86

	AB-8
	89.43
	93.11
	4.32

	DM130
	51.65
	90.49
	4.02

	HPD400
	58.26
	82.63
	3.94

	HPD600
	52.92
	76.35
	3.58

	金荞麦提取液
	-
	-
	8.87


由表1可以看出，以表儿茶素洗脱率为指标，洗脱率大小排列顺序为：AB-8﹥HPD400﹥D101﹥HPD600﹥DM130；以金E洗脱率为指标，洗脱率大小排列顺序为：D101﹥AB-8﹥DM130﹥HPD400﹥HPD600；浸膏率大小排列顺序为：D101﹥AB-8﹥DM130﹥HPD400﹥HPD600。综合考察，AB-8型大孔树脂对金荞麦提取液中的表儿茶素和金E有较好的吸附和洗脱效果，因此采用AB-8型大孔树脂。
2.5 不同型号树脂纯化效果的指纹图谱研究
2.5.1 色谱条件  KromasilC18色谱柱(5 μm，4.6 mm×250 mm)；流动相见表2；检测波长280 nm；柱温35 ℃；流速1.0 mL•min-1。
表2  梯度洗脱条件

	时间/min
	乙腈/%
	0.01%磷酸溶液/%

	0～35

35～55

55～85

85～95
	10→25

25→35

35→50

50→10
	90→75

75→65

65→50

50→90


采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A版（国家药典委员会）分析指纹图谱相似度，结果见表3，表4。
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图1  HPLC指纹图谱

注: S1为混合标准品溶液，S2为金荞麦提取液，S3～S7分别为DM130，HPD600，HPD400，D101，AB-8型大孔树脂纯化后的药液。1号峰为原儿茶酸峰，2号峰为原儿茶醛峰，4号峰为表儿茶素峰，5号峰为芦丁峰。
由图1可以看出，以上样药液为对照，经各型号大孔树脂纯化的药液指纹图谱相似度较大，说明各种大孔树脂对金荞麦提取液中各成分的结构无较大影响，过柱前后的指纹图谱相似度见表3。在图1的指纹图谱中确定了13个主要成分峰，见图中圆点标记的峰，从左至右编号依次为1～13号，可以把1，2，3，4号峰作为1区峰；5，6，7号峰作为2区峰；8，9号峰作为3区峰；10，11，12，13号峰作为4区峰。大孔树脂纯化对1，2，3，4区峰的影响趋势大致相同，其各峰匹配数据见表4。
表3  HPLC指纹图谱的相似度比较

	
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	对照指纹图谱

	S2
	1
	0.998
	0.999
	0.999
	0.999
	0.999
	1

	S3
	0.998
	1
	0.996
	0.997
	0.997
	0.998
	0.998

	S4
	0.999
	0.996
	1
	1
	1
	0.999
	1

	S5
	0.999
	0.997
	1
	1
	1
	0.999
	1

	S6
	0.999
	0.997
	1
	1
	1
	1
	1

	S7
	0.999
	0.998
	0.999
	0.999
	1
	1
	1

	对照指纹图谱
	1
	0.998
	1
	1
	1
	1
	1


由表3可知各指纹图谱相似度均达到0.99以上，说明不同型号大孔树脂对药液皆具有明显的纯化效果。S3～S7 之间的相似度高，说明不同型号大孔树脂对药液的纯化效果相似，但因条件的不同，纯化效果也有差别。
表4  HPLC指纹图谱匹配数据

	编号
	保留
时间
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	对照指纹图谱

	1
	6.45
	226053
	36250
	63770
	38691
	5532
	21841
	65356

	2
	9.77
	266045
	255418
	130144
	131324
	134810
	156295
	179006

	3
	10.90
	282264
	92772
	94825
	106515
	103170
	278524
	159678

	4
	13.27
	226191
	129808
	132992
	146428
	137129
	214712
	164543

	5
	22.26
	68005
	57427
	35267
	36735
	39651
	51166
	48042

	6
	23.04
	319314
	58815
	64456
	69514
	65781
	278118
	142666

	7
	25.20
	174443
	69481
	99021
	70589
	62345
	163590
	106578

	8
	39.29
	335373
	105067
	94157
	103726
	112520
	303095
	175656

	9
	53.33
	113409
	53335
	32766
	36287
	44739
	100268
	63467

	10
	64.64
	623624
	333134
	119984
	157396
	243169
	401812
	313186

	11
	65.42
	247476
	118997
	45244
	62316
	101468
	160599
	122683

	12
	66.88
	125850
	36668
	36321
	44612
	51131
	104429
	66502

	13
	70.36
	186629
	94286
	29356
	41584
	60587
	98733
	85196


注：从1～13分别为图1中各主要成分峰
从共有峰面积可以看出，S3、S4、S5、S6损失较大，S7损失较小。所以AB-8大孔树脂较其它型号更适合用于金荞麦提取液的纯化。
2.6 验证试验  确定的AB-8型大孔树脂验证3次，结果见表5。
表5  验证试验结果

	组别
	表儿茶素洗脱率/%
	金E洗脱率/%
	浸膏率/%

	验证1
	89.84
	93.02
	4.40

	验证2
	90.57
	93.32
	4.56

	验证3
	88.93
	92.77
	4.28


由表5可以看出，采用AB-8型大孔树脂纯化金荞麦中有效成分是可行的。
3 讨论
    张雯杰[4]等报道从金荞麦抗肿瘤有效部位中分离得到的6个酚性化合物中（-）表儿茶素、（-）表儿茶素-3-O-没食子酸酯、原矢车菊素B-2、原矢车菊素C-1在280 nm附近皆有明显紫外吸收。光谱扫描发现表儿茶素对照品同本文方法制得的供试品溶液在280 nm处皆有最大吸收峰，方法学研究表明该方法准确可行，故本文以表儿茶素为对照品测定金荞麦中金E的含量。

指纹图谱研究中分别采用了235，254，280，324 nm作为检测波长，发现在280 nm波长下基线较平稳，且色谱峰较多，分离度好，峰形较好，最终确定应用280 nm作为指纹图谱的检测波长。
指纹图谱研究中以乙腈-0.01%磷酸溶液为基础，还进行了其他两种流动相系统的考察。其中梯度洗脱流动相系统1为：0～20 min，乙腈体积由10%增至30%，20～30 min，乙腈体积由30%增至40%，30～50 min，乙腈体积由40%增至70%，50～60 min，乙腈体积由70%降至10%；梯度洗脱流动相系统2为：0～35 min，乙腈体积由10%增至25%，35～55 min，乙腈体积由25%增至35%，55～80 min，乙腈体积由35%增至65%，80～90 min，乙腈体积由65%降至10%。结果表明使用流动相系统1时，基线漂移太严重；使用流动相系统2时，60 min以后色谱峰分离不理想；只有使用表2中的流动相系统分离效果最理想。
以有效成分结合HPLC指纹图谱分析技术研究不同纯化方法对中药提取液中有效成分的影响，可为深入研究中药提取液的纯化效果提供基础和依据[5-7]。大孔树脂法对金荞麦提取液的纯化工艺简单，纯化后的药液杂质少，通过表儿茶素和金E的含量测定结合HPLC指纹图谱、可以更全面地对各种型号的大孔树脂进行综合评价。研究结果表明，AB-8型大孔树脂对金荞麦中有效成分具有较好的纯化效果，适用于金荞麦提取液的纯化。
[参考文献]

[1]中国药典[S].一部.2010.203.

[2]陈晓峰,顾振纶.金荞麦抗肿瘤作用研究进展[J].中草药,2000,31(9):715.

[3]盛华刚,朱立俏,张超,等.金荞麦提取液的大孔树脂分离纯化工艺研究[J].中国中药杂志,2008,33(15):1832.

[4]张雯杰,李兴从,刘玉青,等.威麦宁的酚性成分[J].云南植物研究,1994,16(4):354.
[5]朱立俏,盛华刚,魏强强,等.壳聚糖絮凝沉降法对延胡索水提液的纯化工艺研究[J].中药新药与临床药理,2012,23(2):212.

[6]陈积优,郭丽蓉,童玉林,刘常青.川芎HPD-100大孔树脂和醇沉纯化物指纹图谱研究[J].中国实验方剂学杂志,2012,18(8):100.
[7]李娆娆,王彩芳,黄兰岚,等.大孔树脂处理对芫花药材HPLC指纹图谱的影响[J].中国实验方剂学杂志,2009,15(6):4
[基金项目]山东省高等学校科技计划项目J11LF30


[作者]盛华刚，讲师，博士，从事中药新制剂的研究，Tel:0531-89628590，E-mail:shenghuagang@sina.com





PAGE  
6

