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巴戟天环烯醚萜苷类成分的制备及其对破骨细胞骨吸收的抑制作用
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[摘要] 目的 研究巴戟天中环烯醚萜苷类成分（Morinda officinalis iridoid glycosides，MOIG）的制备方法及其对

破骨细胞骨吸收的抑制作用。方法　用高效液相色谱（HPLC）法测定 MOIG 中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸的含

量；通过对 AB-8、ADS-17、D101、HPD400、HPD600、HP20、S-8、SP850、XDA-1、XDA-6 等型号大孔吸附树脂进

行静态吸附-解吸附实验筛选大孔树脂型号，并优化大孔树脂富集 MOIG 的条件；以由小鼠骨髓单核细胞诱导的破骨细

胞为模型评价 MOIG 对骨吸收的抑制作用。结果　经过优选，XDA-1 型大孔树脂对 MOIG 有较好的吸附和解吸附作

用，优化的 XDA-1 型大孔树脂富集 MOIG 的条件为：上样液中 MOIG 的质量浓度为 19.15 mg/mL，pH 值为 1.0，树脂

柱的径高比为 1︰7，上样流速为 2.0 BV/h（1 BV＝80 mL），上样体积为 0.75 BV，树脂吸附时间为 11 h，7 BV 水洗脱

以除去其他的成分，10% 乙醇以 3.0 BV/h 流速洗脱 MOIG。验证试验结果表明，所制备的 MOIG 中水晶兰苷和去乙酰

基车叶草苷酸的总含量可达 54% 以上。MOIG 对由小鼠骨髓单核细胞诱导的破骨细胞增殖无显著影响，但能抑制破骨

细胞抗酒石酸酸性磷酸酶活性，抑制破骨细胞的骨吸收（P＜0.05，P＜0.01）。结论　XDA-1 型大孔树脂可用于富集 
MOIG，得到的水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸总含量在 54% 以上；MOIG 可抑制破骨细胞的骨吸收。
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Preparation of Morinda officinalis iridoid glycosides and the inhibitory effect on bone resorption of osteoclasts
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[Abstract]　Objective　To study the preparation method of Morinda officinalis iridoid glycosides (MOIG) and to 
explore the inhibitory effect on bone resorption of osteoclasts. Methods　High-performance liquid chromatography (HPLC) 
was applied to determine the contents of monotropein and deacetyl asperulosidic acid from MOIG. The static adsorption-
desorption test was used to screen the types of macroporous resins of AB-8, ADS-17, D101, HPD400, HPD600, HP20, 
S-8, SP850, XDA-1 and XDA-6, and to optimize the related parameters in process of enriching MOIG using macroporous 
resins. Furthermore, the osteoclasts induced from mouse bone marrow monocytes were used to evaluate the inhibitory 
effects of MOIG on osteoclastic bone resorption. Results　After optimization, XDA-1 macroporous resin had better 
adsorption and desorption effects on MOIG. The optimized preparation conditions were as follows: mass concentration 
of MOIG in the sample solutions was 19.15 mg/mL, pH value was 1.0, diameter-height ratio of resin column was 1︰7, 
flow rate of loading samples was 2.0 BV/h (1 BV＝80 mL), loading volume was 0.75 BV, and adsorption time was 11 h. 
7 BV water was used to remove other constituents, and 10% ethanol was used to elute MOIG in the flow rate of 3.0 BV/h. 
The total content of monotropein and deacetyl asperulosidic acid in the prepared MOIG was more than 54%. MOIG 
had no significant effect on proliferation of the osteoclasts induced by mouse bone marrow monocytes, while it could 
significantly inhibit the tartrate-resistant acid phosphatase activity and the bone resorption of osteoclasts (P＜0.05, P＜0.01).  
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巴戟天为茜草科植物巴戟天（ M o r i n d a 

officinalis How.）的干燥根，主产于我国广东、广西

和福建，具有补肾阳、强筋骨、祛风湿的作用[1-2]。

研究表明，巴戟天含有多糖、寡糖、环烯醚萜苷

和蒽醌类化学成分，具有抗抑郁、免疫调节、抗

骨质疏松、抗类风湿性关节炎、抗炎镇痛和抗氧

化等多种生物活性[3-7]。巴戟天中环烯醚萜苷类成

分（Morinda officinalis iridoid glycosides，MOIG）

的含量较高，可达到 2.0% 左右，且具有抗炎镇

痛、抗类风湿性关节炎、抗骨质疏松等多种药理

作用[8-10]。特别是 MOIG 中的水晶兰苷可抑制去卵

巢和脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的小

鼠骨丢失[11]，显示出抗骨质疏松和抗炎作用。然

而，关于 MOIG 的富集和纯化研究尚未见报道。

因此，本实验在课题组前期研究[12]的基础上，应

用大孔吸附树脂富集 MOIG，并评价其对破骨细胞

性骨吸收的作用，为 MOIG 的开发利用提供科学 

依据。

1　材料和方法

1.1　仪器　Agilent 1100 型高效液相色谱仪（包括

四元泵、手动进样器、柱温箱、DAD 检测器），

美国 Agilent 公司；AG285 型电子分析天平，瑞

士 Mettler-Toledo 公司；DHG-9145A 型电热恒温

鼓风干燥箱，上海一恒科技有限公司；W2-100SP 

型旋转蒸发仪，上海申生科技有限公司；HYG-A 

型全温摇瓶柜，苏州培英实验设备有限公司；

ELX800 型连续波长酶标仪，美国 Bio-Tek 公司；

DMI3000B 型 Leica 倒置荧光显微镜，成贯仪器

（上海）有限公司；TDL80-2B 型台式离心机，上

海安亭科学仪器制造厂。

1.2　试药与试剂　巴戟天药材采自广东肇庆，由

海军军医大学（第二军医大学）药学院生药学教研

室张巧艳教授鉴定为茜草科植物巴戟天（Morinda 

officinalis How.）的干燥根。水晶兰苷标准品（批

号：Z09D6X7027，纯度＞98%）和去乙酰基车

叶草苷酸标准品（批号：Z26D6B8130，纯度＞

98%）购于上海源叶生物科技有限公司。胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS），美国 Gibco 公司；

萘酚 AS-BI 磷酸钠，美国 Sigma 公司；小鼠可溶

性核因子 κB 受体活化因子配体（soluble receptor 

activator of nuclear factor κB ligand，sRANKL）

和巨噬细胞集落刺激因子（macrophage colony 

stimulating factor，M-CSF），美国 PeproTech 

公司；Tri ton  X-100，上海索莱宝科技有限公

司；CCK-8 试剂盒，大连美仑生物技术有限公

司；抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant acid 

phosphatase，TRAP）染色试剂盒，南京建成

生物工程研究所；牛血清白蛋白（bovine serum 

albumin，BSA），上海碧云天生物技术有限公

司；α-MEM 培养液，天津灏洋生物制品科技有限

公司；甲醇、乙腈为色谱纯；其他试剂均为国产

分析纯试剂。AB-8、ADS-17、D101、HPD400、

HPD600、HP20、S-8 型大孔树脂，沧州宝恩吸附

材料科技有限公司；SP850 型大孔树脂，北京绿百

草科技发展有限公司；XDA-1 、XDA-16 型大孔树

脂，西安蓝晓科技新材料股份有限公司。

1.3　MOIG 的含量测定　将巴戟天药材粉碎至

粗粉，过  2  号筛，用  70% 乙醇渗漉提取，以  

0.8 BV/h（1 BV＝80 mL）的流速收集 16 BV 渗漉

液。渗漉液减压浓缩后加适量水定容至质量浓度为 

1.0 g/mL，备用。

精密称取水晶兰苷标准品和去乙酰基车叶草

苷酸标准品适量，用初始流动相分别制备成浓度为 

840 μg/mL 和 626 μg/mL 的对照品储备液。

参考本课题组前期建立的高效液相色谱

（high-performance liquid chromatography，HPLC）

法[12]进行测定。艾杰尔 Venusil MP C18 色谱柱（250 

mm×4.6 mm，5 µm）；以乙腈（A）-0.2% 磷 

酸＋0.01 mol/L 磷酸氢二钠缓冲盐（B）为流动

相，梯度洗脱 0～12 min（1%～2% A），检测波

长为 235 nm，流速为 1.0 mL/min，柱温为 25 ℃，

Conclusion　XDA-1 macroporous resin can be used to enrich MOIG, with more than 54% total content of monotropein and 
deacetyl asperulosidic acid. The MOIG can significantly inhibit the bone resorption of osteoclasts. 

[Key words]　Morinda officinalis; iridoid glycosides; macroporous resin; osteoclasts; bone resorption
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(2): 149-156]
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进样量为 20 µL。各个目标峰分离度＞1.5。水晶兰

苷和去乙酰基车叶草苷酸分别在 3.28～420 μg/mL 

和 2.45～313 μg/mL 浓度范围内线性关系良好（相

关系数分别为 0.999 9 和 1.000 0）。方法学考察结

果表明精密度、重复性、样品溶液稳定性、加样回

收率均符合含量测定要求。

1.4　MOIG 供试品溶液的制备　取 1.3 项制备的质

量浓度为 1.0 g/mL 的巴戟天提取液 300 mL，定容

至质量浓度为 0.5 g/mL 的供试品溶液（MOIG 质量

浓度为 9.57 mg/mL）。

1.5　大孔树脂型号选择

1.5.1　树脂的预处理　取 AB-8、ADS-17、D101、

HPD400、HPD600、HP20、S-8、SP850、XDA-1 

和 XDA-16 型大孔树脂适量，分别用乙醇浸泡 24 h  

充分溶胀后，用 95% 乙醇冲洗，直至洗出液按 

1︰3 比例加水无白色浑浊现象，再用水洗至无醇

味。依次用 5% HCl 水溶液浸泡 4 h，再用蒸馏水

洗至中性，继用 5% NaOH 水溶液重复以上操作，

备用。

1.5.2　静态吸附-解吸附性能的考察　取已处理

的 AB-8、ADS-17、D101、HPD400、HPD600、

HP20、S-8、SP850、XDA-1 和 XDA-16 型大孔树

脂各 5 g 置于 250 mL 的锥形瓶中，加入 MOIG 质

量浓度为 9.57 mg/mL 的供试品溶液 50 mL，于恒

温摇床中振荡 24 h 后，将吸附饱和的树脂用 50 mL 

纯水振荡 24 h、 50 mL 95% 乙醇振摇 24 h 进行解

吸附。按 1.3 项方法测定解析液中 MOIG 的含量，

重复 3 次，计算树脂的平均吸附量和解吸附率。

1.6　XDA-1 型大孔树脂富集 MOIG 的性能考察

1.6.1　上样液质量浓度　分别取 5 g XDA-1 型

大孔树脂置于 5 个 250 mL 锥形瓶中，分别加入 

MOIG 质量浓度为 19.15、15.32、11.49、7.66、

3.83 mg/mL 的供试品溶液 50 mL，于恒温摇床中

振荡 4 h 后，按 1.3 项方法测定溶液中 MOIG 的

质量浓度，重复 3 次，计算树脂平均吸附量以确

定最佳上样液质量浓度。 

1.6.2　pH 条件　取已处理好的 XDA-1 型大孔树

脂，加入用盐酸和氨水调至 pH 值分别为 1.0、3.0、

5.0、7.0、9.0 的 MOIG（质量浓度为 19.15 mg/mL）

供试品溶液，于恒温摇床中振荡 4 h，按 1.3 项方

法测定溶液中 MOIG 的吸附量，重复 3 次，计算

树脂平均吸附量以确定 pH 值。

1.6.3　静态吸附动力学　取 5 g XDA-1 型大孔树脂

置于 250 mL 锥形瓶中，加 50 mL MOIG 质量浓度

为 19.15 mg/mL 的供试品溶液，室温振荡，分别于 

1、3、5、7、9、11、13、24 h 时按 1.3 项方法测

定上样液中 MOIG 的质量浓度，重复 3 次，计算

树脂对 MOIG 的平均比吸附量，以确定完全吸附

时间。

1.6.4　上样流速　取 5 份 MOIG 质量浓度为 19.15  

mg/mL 的供试品溶液各 35 mL，分别以 1.0、2.0、

3.0、4.0 BV/h 的流速通过装有 30 g 树脂的柱子，按 

1.3 项方法测定过柱液中 MOIG 的含量，重复 3 次，

计算树脂的平均吸附率，以确定最佳上样流速。

1.6.5　柱径高比　取 5 份 1 BV 体积的 MOIG 供

试品溶液（质量浓度为 19.15 mg/mL），以 2.0 

BV/h 的流速分别通过径高比为  1︰3、1︰5、 

1︰7、1︰9、1︰11 的树脂柱，收集过柱液，按  

1.3 项方法测定过柱液中  MOIG 的含量，重复  

3 次，计算树脂的平均吸附率，以确定最佳径高比。

1.6.6　上样量　取 XDA-1 型大孔树脂，按径高比 

1︰7 装柱（树脂 70 g，柱体积 80 mL），以 2.0 

BV/h 的流速加入 MOIG 供试品溶液，每 20 mL 收

集 1 份流出液，按 1.3 项方法测定流出液中 MOIG 

的质量浓度，绘制泄露曲线，以选择最大上样量。

1.6.7　洗脱溶剂　按上述优化条件，取 MOIG 供试

品溶液进行试验。吸附完毕后，依次用水和 10%、

30%、50% 乙醇洗脱（体积流量为 2.0 BV/h），收

集各洗脱液 7 BV，按 1.3 项方法测定 MOIG 的质

量浓度，重复 3 次，计算平均累积洗脱率，以确定

最优洗脱溶剂。

1.6.8　洗脱流速　按上述优化条件，取 MOIG 质

量浓度为 19.15 mg/mL 的供试品溶液 50 mL 通过

径高比为 1︰7 的大孔树脂柱，先用 7 BV 的水

洗脱，再用 10% 乙醇以 1.0、2.0、3.0、4.0 BV/h 

的流速洗脱，收集并按 1.3 项方法检测洗脱液中 

MOIG 的质量浓度，重复 3 次，计算平均洗脱率，

以确定最佳洗脱流速。

1.6.9　洗脱溶剂用量　按上述优化条件，取 MOIG 

供试品溶液进行试验。吸附完毕后，先用 7 BV 的水

洗脱，再用 10% 乙醇洗脱，洗脱流速为 3.0 BV/h，

每 1 BV 收集 1 份洗脱液，按 1.3 项方法检测洗脱
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液中 MOIG 的质量浓度，重复 3 次，以确定最佳

洗脱溶剂用量。

1.6.10　验证试验　按优选条件进行验证：上样液

中 MOIG 的质量浓度为 19.15 mg/mL，pH 值为 1.0，

树脂柱的径高比为 1︰7，上样流速为 2.0 BV/h， 

上样体积为 0.75 BV，树脂吸附 11 h 后用 7 BV 水

洗脱以除去其他成分，10% 乙醇以 3.0 BV/h 流速

进行洗脱，收集 10% 乙醇洗脱部位，减压浓缩得 

MOIG。进行 3 次平行试验和 3 次放大试验，按 

1.3 项方法分别测定样品中水晶兰苷和去乙酰基车

叶草苷酸的含量，计算转移率。

1.7　MOIG 对破骨细胞的作用

1.7.1　MOIG 溶液配制　精密称取按 1.6.10 项方法

制备得到的 MOIG 5 mg，置于 10 mL 容量瓶中，用

磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）溶

解，定容，得到质量浓度为 0.5 mg/mL 的储备液。

1.7.2　破骨细胞的诱导与培养　取  6 周龄雄性 

C57BL/6 小鼠 [购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司，许可证号：SCXK（沪）2012-0002]，脱颈

椎处死后，用 75% 乙醇浸泡 5～10 min。超净台中

取下胫骨和股骨，用 5 mL 注射器吸取 α-MEM 培

养液将骨髓腔内的骨髓细胞冲出，收集冲洗液，

225×g 离心 10 min，细胞用 PBS 冲洗 2 次，得新

鲜骨髓单核细胞[13]。用含 5 ng/mL M-CSF 和 10% 

FBS 的 α-MEM 培养液培养细胞，于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱中培养 24 h。将未贴壁细胞转移至离

心管中，225×g 离心 10 min，收集底部细胞用含  

30 ng/mL M-CSF 和 10% FBS 的 α-MEM 培养液

培养，以 1×105/mL（MTT 实验）、1×106/mL

（TRAP 染色）细胞密度接种于 96 孔板中。第  

3 天换含 30 ng/mL M-CSF 和 50 ng/mL sRANKL 

及 10% FBS 的 α-MEM 培养液培养，每 3 d 换  

液 1 次，8 d 后破骨细胞分化成熟。

1.7.3　破骨细胞形态观察及鉴定　按照文献 [14] 

方法，用 TRAP 染色试剂盒对诱导的破骨细胞进行 

染色。

1.7.4　MTT 破骨细胞增殖测定[15]　破骨细胞以 

1×105/mL 细胞密度接种于 96 孔板中。第 3 天换

含 30 ng/mL M-CSF 和 1.7.1 项 MOIG 储备液稀释得

到质量浓度为 0.1、1、10 μg/mL 的 MOIG 的培养

液，2 d 后称取 MTT 50 mg 溶于 10 mL PBS 中，避

光震荡 30 min，0.22 μm 滤膜过滤除菌，分装于避

光离心管中，4 ℃ 保存、备用。细胞中加入 100 μL 

无血清 α-MEM 培养液和 10 μL CCK-8 试剂， 

37 ℃、5% CO2 条件下培养 1 h 后，于 450 nm 波长

处测定光密度（D）值。

1.7.5　破骨细胞 TRAP 活性的测定[16-17]　破骨细胞

以 1×106/mL 细胞密度接种于 96 孔板中。第 3 天 

换含 30 ng/mL M-CSF 和 50 ng/mL sRANKL 及 1.7.1 

项 MOIG 储备液稀释得到质量浓度为 0.04、0.4、

4 μg/mL 的 MOIG 的培养液，第 9 天弃去旧液，

加入 1% Triton X-100 20 μL 室温破细胞膜 30 min 

 后，加入反应液 100 μL（0.02 g 对硝基苯基磷酸

二钠，用去离子水溶解，加入 0.1 g 酒石酸钾钠，

加水溶解至 7.5 mL，HCl 调节 pH 至 3.5，加水定

容至 10 mL），于 37 ℃ 孵育 30 min 后，迅速加

入 1 mol/L NaOH 溶液 100 μL 终止反应，于 405 nm  

波长处测定 D 值。以对硝基苯酚溶液作标准线，

TRAP 活性用每孔破骨细胞生成的对硝基苯酚的纳

摩尔数表示。

1.8　统计学处理　应用 GraphPad Prism 5.0 软件进

行统计学分析，实验数据以 x±s 表示，多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 

检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　树脂型号的选择　大孔树脂 AB-8、ADS-17、

D101、HPD400、HPD600、HP20、S-8、SP850、

XDA-1 和 XDA-16 的静态吸附-解吸附性能的结果

如表 1 所示，XDA-1 型大孔树脂对 MOIG 的吸附

量为（38.29±1.31）mg/g，水的解吸附率较小，

为（19.00±0.82）%，而 95% 乙醇的解吸附率较

大，为（75.09±2.36）%，故选择 XDA-1 型大孔

树脂富集 MOIG。

2.2　XDA-1 型大孔树脂富集 MOIG 的性能考察

2.2.1　上样液质量浓度　上样液中 MOIG 质量浓

度为 19.15、15.32、11.49、7.66、3.83 mg/mL 时，

XDA-1 型大孔树脂吸附量分别为（70.40±1.13）、

（ 6 2 . 4 4 ± 2 . 2 9 ） 、 （ 5 3 . 7 8 ± 0 . 8 3 ） 、

（37.09±1.12）、（20.42±0.31）mg/g，故选择最

佳质量浓度为 19.15 mg/mL（按生药计 1.0 g/mL）。

2.2.2　pH 条件　上样液的 pH 值分别为 1.0、3.0、
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2.2.4　上样流速　当上样流速为 1.0、2.0、3.0、 
4.0 BV/h 时，XDA-1 型大孔树脂对 MOIG 的吸附

率分别为（91.01±0.43）%、（90.62±0.38）%、

（84.21±1.77）%、（81.55±0.90）%，表明吸

附率随上样流速的增大而降低。当上样流速在  
1.0 BV/h 和 2.0 BV/h 时吸附率均较大，综合分析

选择上样流速为 2.0 BV/h。
2.2.5　柱径高比　MOIG 供试品溶液以 2.0 BV/h 的流

速分别通过径高比为 1︰3、1︰5、1︰7、1︰9、1︰11  
的 XDA-1 型大孔树脂柱时，其对 MOIG 的吸附

率分别为（79.18±0.84）%、（88.01±2.64）%、

（93.04±1.05）%、（96.90±0.51）%、（97.48± 

0.05）%，表明随着径高比的增大吸附率逐渐增

加，当径高比大于 1︰7 时吸附率增加变缓，考虑

实际操作的难度最终选择径高比为 1︰7。
2.2.6　上样量　结果显示，当上样量为 0.75 BV 时 
MOIG 基本被树脂吸附，当上样量大于 0.75 BV 时
开始出现泄露，上样量为 7 BV 时达到动态平衡，

最大动态吸附量为（97.28±1.94）mg/g，为确保

吸附完全，选择最大上样量为 0.75 BV。见图 2。

表 1　10 种大孔树脂对 MOIG 的吸附量和解吸附率

Tab 1　Adsorption capacity and desorption rate of 10 macroporous resins for MOIG
                                                                                                                                      n＝3, x±s　

Type Adsorption capacity wB/(mg • g－1) Water desorption rate (%) 95% Ethanol desorption rate (%)
AB-8 19.44±1.20 27.26±1.51 8.30±0.50
ADS-17 14.63±0.34 24.54±0.97 4.97±0.18
D101 15.93±0.78 36.27±1.79 8.06±0.32
HPD400 17.39±1.41 26.60±1.93 8.57±0.72
HPD600 16.95±1.12 27.75±2.04 7.76±0.50
HP20 19.36±0.48 23.32±0.63 7.39±0.98
S-8 16.07±0.08 27.48±1.56 8.08±0.12
SP850 21.46±0.46 28.51±0.54 16.68±1.00
XDA-1 38.29±1.31 19.00±0.82 75.09±2.36
XDA-16 18.28±0.22 26.87±1.34 10.21±0.19

MOIG: Morinda officinalis iridoid glycosides

图 1　XDA-1 型大孔树脂在不同时间点对

MOIG 的吸附能力

Fig 1　Adsorption capacity of XDA-1 macroporous resin 

for MOIG at different time points
MOIG: Morinda officinalis iridoid glycosides. n＝3, x±s

2.2.3　静态吸附动力学　XDA-1 型大孔树脂在不

同时间点吸附 MOIG 的结果见图 1。XDA-1 型大孔

树脂在 1 h 内的吸附速率很快，3 h 后开始变缓， 
11 h 基本稳定，此时总的比吸附量为（90.18±0.44） 
mg/g，因此确定树脂吸附 11 h 后进行洗脱。

图 2　上样量考察

Fig 2　Investigation of loading amount
1 BV＝80 mL. MOIG: Morinda officinalis iridoid glycosides; 

BV: Bed volume. n＝3, x±s

2.2.7　洗脱溶剂　结果显示，水和 10%、30%、50% 

乙醇的累积洗脱率分别为（18.62±1.11）%、

5.0、7.0、9.0 时，XDA-1 型大孔树脂对 MOIG 的

吸附量分别为 （95.42±0.71）、（76.63±0.64）、

（74.19±0.61）、（71.18±1.09）、（62.16± 

0.33）mg/g，表明随着 pH 值的降低，XDA-1 型大

孔树脂对 MOIG 的吸附量增加，当 pH 值降到 1.0 时

树脂的吸附量最大，故选择上样液的 pH 值为 1.0。
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图 3　洗脱溶剂用量考察

Fig 3　Investigation of elution solvent volume
1 BV＝80 mL. MOIG: Morinda officinalis iridoid glycosides. 
BV: Bed volume. n＝3, x±s

（94.85±0.95）%、（98.59±1.07）%、（98.74± 

1.09）%，10% 乙醇可以将大部分的 MOIG 从 XDA-

1 型大孔树脂洗脱，故确定 10% 乙醇为洗脱溶剂。

2.2.8　洗脱流速和溶剂用量　用 10% 乙醇以 1.0、

2.0、3.0、4.0 BV/h 的流速洗脱时，MOIG 的洗脱

率分别为（80.03±2.07）%、（78.36±0.90）%、

（77.09±1.56）%、（72.78±2.62）%，1.0～ 

3.0 BV/h 下降趋势缓慢，至 4.0 BV/h 时下降趋势

增加，故选择 3.0 BV/h 作为最佳洗脱流速。

通过监测每 1 BV 洗脱液中 MOIG 的质量浓

度，发现 7 BV 以后的洗脱液中 MOIG 含量极少，

故确定洗脱剂用量为 7 BV（图 3）。

表 2　XDA-1 型大孔树脂富集 MOIG 的相关参数

Tab 2　Related parameters of XDA-1 macroporous resin enriching MOIG

Group Dosage
m/g

MOIG yield
m/g

Extract yield
(%)

Content of MON
from MOIG (%)

Content of DA 
from MOIG (%)

Total transfer rate of 
MON and DA (%)

Parallel verification 1 60 1.18 1.97 35.88 25.86 66.91
Parallel verification 2 60 1.24 2.07 31.25 23.26 69.74
Parallel verification 3 60 1.37 2.28 32.80 22.95 70.13
Magnified verification 1 1 000 24.60 2.46 44.80 19.30 76.45
Magnified verification 2 1 000 24.30 2.43 38.57 23.62 76.47
Magnified verification 3 1 000 29.80 2.98 45.40 19.81 82.19

MOIG: Morinda officinalis iridoid glycosides; MON: Monotropein; DA: Deacetyl asperulosidic acid

图 4　成熟破骨细胞（A）和 TRAP 染色破骨细胞（B）

Fig 4　Mature osteoclasts (A) and TRAP staining osteoclasts (B)
TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase. Original magnification: ×100

2.2.9　验证试验　3 次平行试验和放大试验的结

果（表 2）表明，MOIG 经 XDA-1 型大孔树脂纯

化后，MOIG中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸

的总含量达 54% 以上，表明该优选工艺稳定、 

可靠。

2.3　MOIG 对破骨细胞的作用

2.3.1　MOIG 对破骨细胞增殖的影响　成熟的破

骨细胞经  TRAP 染色后，破骨细胞呈油煎鸡蛋

形，细胞质染成紫色，细胞内可见多个细胞核，

呈现圆形和椭圆形（图 4）。MOIG 给药浓度分别

为 0.1、1、10 µg/mL，给药后测得的 D 值分别为 

1.11±0.14、1.11±0.18、1.11±0.13，未给药组细

胞 D 值为 1.03±0.12，表明任一质量浓度的 MOIG 

对破骨细胞的增殖均无明显影响。

2.3.2　MOIG 对破骨细胞 TRAP 活性的影响　结果 

显示，空白对照组破骨细胞  T R A P  活性为 

100.01±13.92，0.04、0.4、4 µg/mL MOIG 给

药后测得的 TRAP 活性分别为 62.85±16.80、

50.29±1.42、53.13±10.41，分别比空白对照组

降低 37.16%（P＜0.05）、49.71%（P＜0.01）、

46.88%（P＜0.01）。表明 MOIG 可抑制破骨细胞 

TRAP 活性，从而抑制了破骨细胞的骨吸收。
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3　讨　论

MOIG 的极性较大，易溶于水和乙醇，其中

水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸含量较高，二者

属于同分异构体，理化性质相似，母核上均含有

羧基，具有一定酸性。研究表明水晶兰苷单体在

酸性条件下存放 3 d 时，有近 6% 转化为去乙酰基

车叶草苷酸，而去乙酰基车叶草苷酸单体相对稳

定[12,18]。原药材经 70% 乙醇提取后水晶兰苷和去

乙酰基车叶草苷酸含量的比值约为 2︰1，经调 pH 

值过大孔树脂富集后，所得 MOIG 中水晶兰苷和

去乙酰基车叶草苷酸含量比值约为 3︰2，研究表

明仅有小部分水晶兰苷转化为去乙酰基车叶草苷 

酸[19]。本课题组进行的药效学实验表明巴戟天总提

取物和 MOIG 均有抗骨质疏松作用，故水晶兰苷

的部分转化并不影响 MOIG 的药效[11]。

本研究观察了  A B - 8、A D S - 1 7、D 1 0 1、

HPD400、HP20、SP850、XDA-1 和 XDA-16 等

非极性树脂，以及 S-8 和 HPD600 等极性树脂对 

MOIG 的吸附和解吸附作用，筛选合适的树脂型

号。结合本课题组前期正交试验优化的 MOIG 提

取工艺[11]，本实验以水晶兰苷和去乙酰基车叶草

苷酸为指标成分进行研究，结果表明 XDA-1 型大

孔树脂能更好地富集 MOIG，经大孔树脂富集后 

MOIG 中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸的总含

量达 54% 以上，浸膏得率为 2% 左右，转移率达 

60% 以上。富集过程中除去了大量杂质，提高了

所得物中 MOIG 的纯度，从而减少了药物剂量。

王玉磊[20]用大孔树脂、活性炭从巴戟天中分

离纯化水晶兰苷，操作过程烦琐，且含量仅从 2% 

提高到 6% 左右。彭朵花等[21]先用石油醚、乙酸乙

酯、正丁醇萃取后，再经 D101 型大孔树脂富集，

操作步骤复杂。而本实验用 XDA-1 型大孔树脂富

集后，MOIG 含量从原药材的 2% 提高至 54% 以

上，且实际操作简单，工艺稳定。

本课题组前期研究表明，MOIG 能减缓佐剂和

Ⅱ型胶原诱导的大鼠类风湿性关节炎的发生和骨

质丢失，显示出良好的抗骨质疏松和抗炎作用（未

发表资料）。基于上述发现，我们进行了 MOIG 

的富集研究，以期将其研制成防治炎症性骨丢失

的药物。本实验研究了 MOIG 对破骨细胞的增殖

和 TRAP 活性的影响，结果表明 MOIG 浓度在 

0.04～4 µg/mL 范围内均能抑制破骨细胞 TRAP 活

性，降低破骨细胞的骨吸收能力，抑制骨丢失，

为本课题组后期研究 MOIG 对破骨细胞的作用和

抗骨质疏松机制奠定了基础。而制备得到的 MOIG 

中仅由其中的环烯醚萜苷类成分发挥药理作用还

是其他成分同时发挥作用，有待于进一步深入 

研究。

综上所述，XDA-1 型大孔树脂可用于富集 

MOIG，且其含量达 54% 以上，因此可将其制备成

需要的药物剂型，为进一步的临床应用奠定了基

础。MOIG 对破骨细胞性骨吸收的抑制作用也为将

中药巴戟天开发成抗骨质疏松的中药新药提供了科

学依据。
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