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大孔树脂吸附法对黄芪皂苷Ⅳ富集纯化工艺的研究
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［摘要］　目的：进行黄芪药材中黄芪皂苷Ⅳ的富集纯化工艺研究，为大规模制备黄芪皂苷Ⅳ提供借鉴。方法：建立高效液相

色谱质谱检测器（ＨＰＬＣＭＳＤ）测定黄芪皂苷Ⅳ含量的方法。对多种不同型号大孔树脂的吸附能力进行了筛选，同时考察确

定了其吸附容量；通过对不同比例的乙醇溶液进行最佳洗脱液和洗脱量的选择。结果：ＨＰＬＣＭＳＤ测定方法学考察结果良

好。工艺筛选最终确定吸附能力最强的Ｄ１０１型作为纯化工艺的大孔树脂，同时确定黄芪皂苷Ⅳ的吸附容量为０．４２ｍｇ／ｇ，洗

脱液为５倍量７０％乙醇。结论：Ｄ１０１型大孔树脂对黄芪皂苷Ⅳ的精制程度效果较好，能提高黄芪皂苷Ⅳ的纯度，并为分析总

皂苷的组成提供保证。　　　　　　
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　　中药黄芪为豆科植物蒙古黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａ

ｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ．）Ｈｓｉａｏ或膜荚

黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．的干燥根，具

有补气固表、利尿托毒、排脓、敛疮生肌等功效［１］。现代药理

研究表明，黄芪皂苷是黄芪药效物质基础的重要组成之一，

在抗衰老、调节免疫功能、保护心肌和大脑缺血等多方面具

有显著作用［２］。

　　目前，已有文献［３～５］报道采用大孔树脂进行黄芪皂苷Ⅳ
富集纯化的研究，但是大多都未进行树脂筛选、吸附容量的

确定及洗脱液选择等方面的研究，且检测方法无法有效保证

测定结果的准确性。《中国药典》（２００５版）［１］采用甲醇回流

提取、正丁醇萃取、氨试液处理、大孔树脂吸附除杂等步骤对

黄芪药材进行前处理，过程繁琐，不适合大规模制备黄芪皂

苷Ⅳ，而且采用高效液相色谱蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣ

ＥＬＳＤ）进行含量测定的灵敏度也较差，需要对样品溶液进行

浓缩，可导致待测溶液成分变化，影响测定结果的准确性。

　　本试验通过系统研究，选择适合黄芪皂苷Ⅳ纯化的大孔

吸附树脂，并对制备条件进行优化。同时采用高效液相色

谱质谱检测器（ＨＰＬＣＭＳＤ）测定药材中黄芪皂苷的含量，

样品溶液经稀释后可直接分析，能保证检测灵敏度和结果的

可靠性。

１　仪器和材料

　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＬＣ／ＭＳＤ高效液相色谱仪：低压四元梯度

泵；四极杆质谱检测器；在线脱气机；自动进样器；柱温箱；

ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色谱工作站。上海淀久 ＤＪ０４药材粉碎机；

ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电子天平。黄芪药材由上海华宇药业有

限公司提供经本院生药学教研室陈万生副教授鉴定为膜荚

黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．。黄芪皂苷Ⅳ
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对照品（批号：０７８１９８０７）购自中国药品生物制品检定所。

Ｄ１０１、ＤＭ３０１和ＤＡ２０１型大孔吸附树脂购自天津农药股份

有限公司（批号：１０１５５１６，３０１２７２５，２１０４２９６）；ＳＩＰＩ９０５和

ＳＩＰＩ１３００型购自上海医药工业研究院（批号：００６４９９２）；ＡＢ

８型购自天津光复精细化工研究所（批号：０３２４８７０）。乙腈为

色谱纯，乙醇为分析纯，水为纯化水。

２　方法和结果

２．１　黄芪皂苷Ⅳ的含量测定

２．１．１　色谱分析条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱

（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈水（３２６８），流速

１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱后分流比为８２，柱温为室温。ＭＳＤ参数：

大气压电离电喷雾电离源（ＡＰＩＥＳＩ），负离子检测模式，选

择离子监测：黄芪皂苷Ⅳ［ＭＨ］－，ｍ／ｚ＝７８３．５，干燥气（Ｎ２）

流速为９．０Ｌ／ｍｉｎ，雾化气压力为３０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝７０３．０７Ｐａ），

干燥气温度为３５０℃，裂解电压为１１０Ｖ，毛细管电压为

３５００Ｖ。溶液进样前均经０．４５μｍ微孔滤膜过滤。

２．１．２　样品溶液的制备　称取黄芪药材１ｋｇ，粉碎后过４０

目筛，６０℃干燥至恒重，以１０倍量的７０％乙醇加热回流提取

４ｈ，减压回收溶剂后得浸膏，以１Ｌ水溶解，得到每１ｍｌ含１

ｇ黄芪药材的样品溶液。

２．１．３　线性关系考察　精密称取黄芪皂苷Ⅳ对照品适量，

加甲醇制成浓度为６９３．０μｇ／ｍｌ的对照贮备液。精密量取

对照贮备液０．５ｍｌ置于１０ｍｌ量瓶中，加甲醇制成黄芪皂苷

Ⅳ３４．６５μｇ／ｍｌ的对照品溶液。分别精密量取对照品溶液

０．０５、０．５、１．０、１．５和２．０ｍｌ，置于５ｍｌ量瓶中，以甲醇稀释

至刻度，摇匀，得不同浓度的溶液，按２．１．１色谱分析条件取

１０μｌ分别进样。以对照品溶液的浓度为横坐标（Ｘ），峰面积

值为纵坐标（Ｙ）进行线性回归处理，回归方程为Ｙ＝１１７１０５

Ｘ ＋４８１３．９，ｒ＝０．９９９７，在０．３４６５～１３．８６μｇ／ｍｌ的范围

内呈良好线性关系。

２．１．４　精密度试验　取浓度为６．９３０μｇ／ｍｌ的对照品溶

液，在１ｄ之内连续进样５次，以及连续５ｄ分别进样，进行

日内和日间精密度考察，其峰面积的ＲＳＤ分别为０．８５％和

１．２６％（ｎ＝５）。

２．１．５　稳定性试验　分别在０、３、６、１２、１８、２４、３６和４８ｈ测

定经稀释后样品溶液（浓度约为３ｍｇ／ｍｌ）中黄芪皂苷Ⅳ的

峰面积，进行稳定性考察，结果显示４８ｈ内黄芪皂苷Ⅳ的峰

面积ＲＳＤ为０．９５％（ｎ＝８）。

２．１．６　回收率试验　精密称取已知含量的黄芪药材粗粉３

份，分别精密加入对照品溶液适量，按２．１．２项下方法操作，

测定经稀释后样品溶液并计算黄芪皂苷Ⅳ的平均加样回收

率为９９．３１％，ＲＳＤ为０．５９％（ｎ＝３）。

２．１．７　最低检测限　将黄芪皂苷Ⅳ对照品溶液稀释进样，

以信噪比为３１确定其最低检测限为０．０３４６５μｇ／ｍｌ。

２．２　大孔树脂富集纯化黄芪皂苷Ⅳ的工艺考察

２．２．１　大孔树脂的预处理　取不同型号大孔树脂用１０倍

体积量９５％乙醇浸泡２４ｈ，湿法装柱，继用９５％乙醇冲洗，

至洗脱液加适量纯化水混合无白色浑浊现象，最后用大量纯

化水洗至无醇味，备用。

２．２．２　不同型号树脂的比较　分别取上述６种大孔树脂经

预处理后，沥干水分，称取１５ｇ于烧杯中，各加入同一黄芪样

品溶液２０ｍｌ和纯化水１８０ｍｌ，振摇１ｈ，每隔５ｍｉｎ取样，以

ＨＰＬＣＭＳＤ测定稀释后溶液中黄芪皂苷Ⅳ含量的变化。结

果表明６种吸附树脂对黄芪皂苷Ⅳ的吸附均在１５ｍｉｎ内即

可达到平衡，其吸附能力的顺序是：Ｄ１０１＞ＳＩＰＩ９０５＞ＳＩ

ＰＩ１３００＞ＡＢ８＞ＤＭ３０１＞ＤＡ２０１。

２．２．３　吸附容量的确定　精密量取样品溶液１５ｍｌ上Ｄ１０１
型大孔树脂柱（１．５ｃｍ×１５ｃｍ，湿树脂１５ｇ），控制流速１

ｍｌ／ｍｉｎ，过柱液流出后重吸附１次，以纯化水冲洗，收集过柱

液，平行操作３次，按２．１．１色谱分析条件测定稀释后溶液

中黄芪皂苷Ⅳ的含量，计算吸附容量（吸附容量为单位质量

湿大孔树脂吸附黄芪皂苷Ⅳ的质量），结果表明其吸附容量

为０．４２ｍｇ／ｇ。

２．２．４　洗脱液的选择　精密量取样品溶液５０ｍｌ上Ｄ１０１
型大孔树脂柱（湿树脂１００ｇ），控制流速１ｍｌ／ｍｉｎ，过柱液流

出后重吸附１次，依次用纯化水、３０％、５０％、７０％、９５％乙醇

各２５０ｍｌ洗脱，按２．１．１色谱分析条件测定稀释后溶液中黄

芪皂苷Ⅳ的含量。

表１　不同浓度乙醇的洗脱结果

Ｔａｂ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｗｅｉｇｈｔ
（ｍＢ／ｇ）

ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ
（ρＢ／ｍｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｎｔｅｎｔ
（％）

Ｈ２Ｏ ４．６７８  
３０％ｅｔｈａｎｏｌ １．８６６  
５０％ｅｔｈａｎｏｌ ０．２８２ ０．０１４８ １．３１
７０％ｅｔｈａｎｏｌ ０．２０７ ０．０７４０ ８．９４
９５％ｅｔｈａｎｏｌ ０．１１５  

　：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

　　结果表明，黄芪皂苷Ⅳ主要集中在７０％乙醇洗脱液中，

５０％乙醇虽能洗出部分黄芪皂苷Ⅳ，但洗脱能力弱，且含量

较低，其余洗脱液中均未检测到黄芪皂苷Ⅳ，故确定７０％乙

醇为洗脱液，并可用于产品制备。

３　讨　论

　　《中国药典》（２００５版）采用氨试液对样品溶液进行处理，

可以解离黄芪皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分子中糖上的乙酰基，形成黄芪

皂苷Ⅳ，从而增加产量达到富集的目的。但这种做法的结果

将无法有效区分各种黄芪皂苷化合物之间的比例关系。

　　在采用 ＨＰＬＣＭＳＤ测定７０％乙醇洗脱液时，可以发现

ｍ／ｚ为８６８．３、８２６．４和７８３．５的色谱峰，经初步的质谱解析，

确认它们为黄芪皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的分子离子峰［６］，其色谱峰面

积均大于黄芪皂苷Ⅳ。因尚未得到相应对照品暂时无法确

定其具体含量，现已开展对照品的制备研究，这也是黄芪皂
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苷Ⅳ在Ｄ１０１型大孔树脂上的吸附容量偏低的可能原因。

　　本实验采用Ｄ１０１型大孔树脂进行了黄芪皂苷Ⅳ的提取

工艺研究，具有吸附快、吸附容量大、洗脱率高等优点，而且

方法操作简单，树脂再生方便，为工业化生产提供了良好的

提示。
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