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中药研究

不同纯化方法对丹参水提取液中

丹酚酸 Ｂ的含量影响

王　萍１　王宇鹤２　贺新怀１　辛爱洁１　刘亚倩１

（１陕西国际商贸学院，咸阳，７１２０４６；２西藏民族大学，咸阳，７１２０８２）

摘要　目的：考察不同纯化方法对丹参水提液中丹酚酸Ｂ含量的影响，以优选出丹参水提取液的最佳纯化方法。方法：以
丹酚酸Ｂ含量和浸膏得率为考察指标，对乙醇沉淀法、高速离心法和大孔树脂吸附法３种纯化方法进行了比较。结果：大
孔树脂吸附法处理后所得到的丹酚酸Ｂ的含量最高，浸膏得率最低；乙醇沉淀法处理后丹酚酸Ｂ的含量最低，浸膏得率居
中；高速离心法处理后丹酚酸Ｂ的含量居中，但浸膏得率最高。结论：大孔树脂吸附法为丹参水提液的最佳纯化方法。
关键词　丹参；丹酚酸Ｂ；乙醇沉淀法；高速离心法；大孔树脂吸附法
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｓｏｎＣｏｎｔｅｎｔｏｆＳａｌｖｉａｎｏｌｉｃＡｃｉｄＢｉｎＷａｔｅｒＥｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ

ＷａｎｇＰｉｎｇ１，ＷａｎｇＹｕｈｅ２，ＨｅＸｉｎｈｕａｉ１，ＸｉｎＡｉｊｉｅ１，ＬｉｕＹａｑｉａｎ１

（１ＳｈａａｎｘｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＴｒａｄｅ＆Ｃｏｍｍｅｒｃｅ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０４６，Ｃｈｉｎａ；
２ＴｉｂｅｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｆｏｒＮａｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０８２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｂｅｓｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｂｙｏｂｓｅｒｖｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｙｓｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｖｅ
ｒａｔｅｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢｉｎＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＳａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｄｒｙｅｘｔｒａｃｔｙｉｅｌｄ
ｒａｔｅｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｉｎｄｅｘｅｓｆｏｒａｓｓｅｓｓｉｎｇｔｈｅｂｅｓｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｍｏｎｇｅｔｈａｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄ
ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ａｍｏｎｇａｌｌｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ，ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢｃｏｎｔｅｎｔｂｙｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎｗａｓ
ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ，ｗｉｔｈｄｒｙｅｘｔｒａｃｔｙｉｅｌｄｒａｔｅｂｅｉｎｇｔｈｅｌｏｗｅｓｔ；ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢｃｏｎｔｅｎｔｂｙｅｔｈａｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｗａｓｔｈｅｌｏｗｅｓｔ，ｗｉｔｈｄｒｙ
ｅｘｔｒａｃｔｙｉｅｌｄｒａｔｅｂｅｉｎｇｔｈｅｍｅｄｉｕｍｌｅｖｅｌ；ａｎｄｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢｃｏｎｔｅｎｔｂｙｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎｗａｓａｔｔｈｅｍｅｄｉｕｍｌｅｖｅｌ，
ｗｉｔｈｄｒｙｅｘｔｒａｃｔｙｉｅｌｄｒａｔｅｂｅｉｎｇｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＷａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅｂｙｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒｅｓｉｎｉｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓｔｈｅｂｅｓｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ；ＳａｌｖｉａｎｏｌｉｃＡｃｉｄＢ；Ｅｔｈａｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ；Ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｂｓｏｒｐ
ｔｉｏｎｒｅｓｉｎ
中图分类号：Ｒ２８４２ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１６．０６．０３９

　　丹参为唇形科植物鼠尾草属植物丹参（Ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ）的干燥根及根茎，味苦、性微寒，具
有祛瘀止痛、活血调经、清心除烦之效［１］，为临床上

治疗“血瘀”症的常用药物。丹参水提液中有效成

分主要是酚酸类物质，包括丹酚酸Ａ、Ｂ、Ｃ以及原儿
茶醛等，其中丹酚酸Ｂ是丹参水溶性代表成分之一，
且其含量最高［２５］，故其含量的高低直接影响着丹参

水提液质量的好坏，从而影响着丹参制剂的质量。

本文以丹参水提液中丹酚酸Ｂ含量和浸膏得率为指
标，比较了乙醇沉淀法、高速离心法和大孔树脂吸附

法三种方法对水提液中丹酚酸 Ｂ成分的纯化效果，
为丹参水提液的纯化工艺提供依据。

１　材料与方法
１１　仪器　Ａｌｌｉａｎｃｅｅ２６９５型高效液相色谱仪（美
国 ｗａｔｅｒｓ公司，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站）；电子天平
（ＭＳＡ１２５Ｐ１ＣＥＤＵ，德国赛多利斯）；高速台式离心
机（ＴＧＬ１０Ｃ，上海安亭）；旋转蒸发仪（ＲＥ５２ＡＡ，上
海亚荣生化仪器厂）；真空干燥箱（ＤＺＦ６０５０，常州
市衡正电子仪器有限公司）。

１２　试剂　丹参药材（购自陕西康胜堂药业有限公
司，批号：０９４Ｑ１４０３０１）；丹酚酸 Ｂ对照品（购自中国
食品药品检定研究院，批号：１１１５６２２０１２１２）；ＡＢ８
大孔吸附树脂（河北沧州宝恩化工有限公司）；乙

腈、甲醇为色谱纯，水为超纯水，其余试剂为分析纯
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（购自南京化学试剂股份有限公司）。

２　方法
２１　提取与纯化
２１１　提取工艺　取丹参７００ｇ，加水浸泡３０ｍｉｎ，
煎煮２次，第１次１５ｈ，第２次１ｈ，滤过，合并滤
液，浓缩至每毫升含１ｇ原生药的药液，备用。
２１２　纯化工艺　为了保证实验数据的准确性，每
个试验方法平行制备４份样品溶液。
２１２１　乙醇沉淀法　取水提液２００ｍＬ，平均分
成４份，每份５０ｍＬ，加乙醇至药液醇浓度为６５％，
静置，冷藏过夜，抽滤，回收乙醇并真空干燥成干浸

膏，粉碎后备用。

２１２２　高速离心法　取水提液２００ｍＬ，平均分
成４份，每份５０ｍＬ，置高速离心机中，１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，滤过，滤液浓缩并真空干燥成干浸膏，
粉碎后备用。

２１２３　大孔树脂吸附法　取水提液２００ｍＬ，平
均分成４份，每份５０ｍＬ，加１％盐酸溶液调ｐＨ值至
３，静置，离心，取离心液上树脂柱（生药量∶树脂量＝
２∶１）。待药液流完后，加入１倍生药量超纯水冲洗
树脂柱，待超纯水流净后，用 ４倍量 ６０％乙醇，以
１ＢＶ／ｈ流速进行洗脱，收集洗脱液，回收乙醇，浓缩
并真空干燥成干浸膏，粉碎后备用。

２２　丹酚酸Ｂ的含量测定
２２１　色谱条件　根据２０１０版《中华人民共和国
药典》及有关文献［６９］确定丹酚酸 Ｂ含量测定的色
谱条件：色谱柱为 ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳＢＰ色谱柱（４６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇乙腈甲酸水
（３０∶１０∶１∶５９），流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８６
ｎｍ，柱温为室温，进样量１０μＬ。
２２２　对照品溶液的制备　精密称取丹酚酸 Ｂ对
照品４０ｍｇ，加适量７５％甲醇溶解并定容至２５ｍＬ
容量瓶中，摇匀，作为对照品溶液（０１６ｍｇ／ｍＬ）。
２２３　供试品溶液的制备　本品粉末（过三号筛）
约０１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加人７５％
甲醇５０ｍＬ，称定重量，加热回流１ｈ，放冷，再称定
重量，用７５％甲醇补足减失的重量，摇匀，微孔滤膜
（０２μｍ）滤过，取续滤液，即得。各色谱图见图１。
２２４　标准曲线的制备　精密吸取对照品溶液２
μＬ、６μＬ、１０μＬ、１４μＬ、１８μＬ、２０μＬ进样，记录色
谱图，测定峰面积。以进样量为横坐标，以峰面积的

积分值为纵坐标绘制标准曲线并计算回归方程。结

果丹酚酸Ｂ在 ０３２～３２（μｇ）范围内线性关系良
好，回归方程为 Ｙ＝８４４５１９Ｘ２８２５０，Ｒ２＝０９９９９（ｎ

＝６）。
２２５　精密度试验　精密吸取丹酚酸 Ｂ对照品溶
液１０μＬ，连续重复进样６次，测定丹酚酸 Ｂ的峰面
积值，结果ＲＳＤ为０３４％，说明仪器的精密性良好。
２２６　稳定性试验　精密吸取对照品溶液于０ｈ，２
ｈ，４ｈ，６ｈ，８ｈ，１０ｈ各进样１０μＬ，对照品溶液中丹
酚酸Ｂ的峰面积值的 ＲＳＤ为 ０６５％，表明在 １０ｈ
内对照品溶液稳定。

图１　丹参对照品、样品ＨＰＬＣ色谱图
　　注：Ａ对照品溶液，Ｂ样品。

２２７　加样回收率试验　称取浸膏细粉（过三号
筛）共６份，每份约０１ｇ，精密称定，置锥形瓶中，精
密加入一定量已知浓度的丹酚酸 Ｂ对照品溶液，按
照２３３方法制备供试品溶液，照上述高效液相色
谱条件测定。见表１。

表１　丹酚酸Ｂ加样回收率

序号
样品含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ８１５２６ ６７２７５ １４７８６２ ９８６０
２ ８２１８７ ６７２７５ １４９７６３ １００４５
３ ８５２４３ ８２８ １６６９９１ ９８７３ １００３０ １１３
４ ８３５０９ ８２８ １６７０８１ １００９３
５ ８４５８２ １０３５ １８９７６４ １０１６２
６ ８３１７８ １０３５ １８８１９８ １０１４７

２２８　样品的测定　精密吸取各供试品溶液 ５
ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，加 ７５％甲醇溶液至刻度，摇
匀，微孔滤膜（０２μｍ）滤过，取续滤液１０μＬ进样，
测定丹酚酸Ｂ含量。
２３　浸膏得率的测定　精密吸取提取液２０ｍＬ，置
干燥值恒重的蒸发皿中，蒸干，于１０５℃干燥３ｈ，取
出，置干燥器中冷却３０ｍｉｎ，迅速称定重量，计算浸
膏得率。结果见表２。计算公式如下：（Ｗ１为浸膏
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重量，Ｖ为样品溶液的体积，Ｗ２为药材重量）。

浸膏得率＝
Ｗ１×Ｖ
２０×Ｗ２

×１００％

３　结果
对丹参水提液不同纯化方法处理所得丹酚酸 Ｂ

含量和浸膏得率进行了测定。见表２。

表２　不同纯化方法的丹酚酸Ｂ含量和浸膏得率（珋ｘ±ｓ）

方法 丹酚酸Ｂ含量（ｍｇ／ｇ） 浸膏得率％

乙醇沉淀法（１） １６５７±０７９ １８７０±０４９
高速离心法（２） １７５２±０５２ ２０８４±０３１

大孔树脂吸附法（３） ２８０２±１４３ ４４８±０２２

　　由表２可知大孔树脂吸附法处理后所得到的丹
酚酸Ｂ的含量最高，浸膏得率最低；乙醇沉淀法处理
后丹酚酸Ｂ的含量最低，浸膏得率居中；高速离心法
处理后丹酚酸Ｂ的含量居中，但浸膏得率最高。对
以上３组丹酚酸Ｂ含量数据进行方差分析，用以说
明各组之间是否有统计学意义。见表３。

表３　方差分析表

方差来源 平方和 自由度 均方差 Ｆ Ｐ

水平间 ３２３４６ ３ １０７８２ ９７８３ ＜００１
水平内 ８８２ ８ １１０
总和 ３３２２８ １１

　　注：Ｆ（３，８）００５＝４０７，Ｆ（３，８）００１＝７５９。

　　从方差分析的结果可知，３种纯化方法丹酚酸Ｂ
含量的差异有统计学意义，但表３尚未表明３种纯
化方法两两方法之间的差异是否有统计学意义，因

此，我们采取两两间多重比较（ｑ检验法）对丹酚酸
Ｂ含量测定结果进行了统计学处理。见表４。

表４　三种纯化方法两两比较表

对比各组 ２组均数差 组数ａ ｑ值 ｑ界值ｑ００５ Ｐ

１与２ ０９５ ２ １８１ ３１１ ＞００５
２与３ １０５０ ２ ２０００ ３１１ ＜００５
１与３ １１４５ ３ ２１８１ ３８２ ＜００５

　　由表４可知，水提醇沉法与高速离心法的差异
无统计学意义，高速离心法与大孔树脂吸附法差异

有统计学意义，水提醇沉法与大孔树脂吸附法差异

有统计学意义，其中以大孔树脂吸附法纯化丹参水

提液所得到的丹酚酸 Ｂ含量最高，与其他方法差异
有统计学意义。

４　讨论
中药水提液中往往所含的化学成分较多，采用

单一指标对中药制剂的制备工艺与质量进行评价具

有较大的局限，故本次实验中采用双指标进行考察，

确保优选的纯化工艺条件的合理性。

在实验过程中，我们查阅文献，发现在近５年的
文献资料中采用高速离心法对丹酚酸Ｂ进行纯化工
艺的文献报道较少，选择大孔树脂吸附法对丹酚酸

Ｂ进行纯化工艺的文献报道较多，故而在纯化方法
选择时，将传统的乙醇沉淀法、高速离心法和大孔树

脂吸附法作为本次实验纯化方法，并对结合参考文

献［１０１４］，对乙醇沉淀法和高速离心法采用正交试验

确定了各自工艺的最佳参数，同时次对大孔树脂吸

附法进行考察，筛选了纯化丹酚酸 Ｂ的大孔吸附树
脂，优选了大孔吸附树脂纯化丹酚酸Ｂ的工艺条件，
确定该法的工艺参数。

乙醇沉淀法虽为水提液中常用的纯化方法之

一，醇沉后有效成分含量最低，可能是醇沉时选用的

醇沉浓度较高，造成溶液的极性变小，有效成分的溶

解度变小而沉淀，影响丹参的药效；高速离心法对丹

参水提液的处理操作方法较为简单，有效成分的损

失也不大，但浸膏得率最高，可能是因为离心机的转

速不够，没有将水提取液中的大分子杂质去除完全；

大孔树脂吸附法虽操作过于麻烦，工艺复杂，但有效

成分保留率较高，且出膏率大幅度降低，为降低服用

量的较好方法。

丹参是常用活血化瘀中药之一，水溶性成分主

要为酚酸类成分，本次实验仅仅是通过对比实验，考

察了纯化方法对丹酚酸 Ｂ含量的影响，而对丹参水
溶性其余成分含量变化的影响还需进一步研究。
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２８　加样回收率试验　精密量取已知含量（０１４３０
ｍｇ／ｍＬ）的炒酸枣仁样品溶液０９ｍＬ，加入０１ｍＬ
对照品溶液（１ｍｇ／ｍＬ），摇匀，进样 １０μＬ进行测
定，平行测定６份。计算平均回收率，结果平均回收
率为９９７４％，ＲＳＤ＝１４６％。见表５。

表５　斯皮诺素加样回收率

编号
样品量

（ｍｇ）
加入标准品量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
％

１ ０１２５８ ０１ ０２２４１ ９８３１ ９９７４ １４６
２ ０１２５８ ０１ ０２２５１ １００４０
３ ０１２５８ ０１ ０２２１１ ９５３１
４ ０１２５８ ０１ ０２２５７ ９９９４
５ ０１２５８ ０１ ０２２９６ １０３８０
６ ０１２５８ ０１ ０２２６５ １００６７

２９　样品含量测定　样品按上述供试品溶液的制
备方法制备样品溶液，精密吸取样品溶液１０μＬ，依
照上述色谱条件进行测定。见表６。

表６　样品斯皮诺素含量测定结果

样品 峰面积 含量（％） 平均值（％） ＲＳＤ（％）

１ ３２０２ ００７５
２ ３１９８ ００７４ ００７５ ０１４
３ ３２６０ ００７６

３　讨论
本实验以斯皮诺素为标准品，用 ＨＰＬＣ法测定

了福州特色饮片蜜炙酸枣仁中该成分的含量，实验

结果显示，该方法准确、重现性好，可为蜜炙酸枣仁

的炮制工艺研究及质量控制提供检测标准。

目前，蜜枣仁生产多依赖传统经验，缺乏客观

化、数字化、可推广的工艺参数。如此条件下，很难

保证饮片质量，进而会影响临床疗效。因此，斯皮诺

素含量可作为质控指标，开展蜜枣仁炮制工艺规范

化和质量标准研究。

实验过程中，尝试分析生枣仁中斯皮诺素的含

量，发现酸枣仁蜜炙后斯皮诺素含量稍有升高，可能

与炮制过程辅料和加热有关，尤其是加热可在一定

程度上促进药效成分的溶出。如需进一步研究酸枣

仁蜜炙过程中的变化，需结合多个化学成分指标和

药效学分析进行深入研究。
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