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摘 要 目的：优化桑白皮有效成分的分离纯化工艺。方法：用大孔树脂静、动态吸附解吸法，以吸附率、解吸率等为指标，优选总

黄酮分离纯化工艺中大孔树脂类型、上样液量、洗脱剂体积分数、洗脱剂用量；采用水提醇沉法，以多糖得率和纯度为指标，优选总

多糖分离纯化工艺中沉淀多糖所用乙醇体积分数；用离子交换法，以总生物碱吸光度为指标，优选总生物碱分离纯化工艺中上样

液量、洗脱剂用量；并进行验证试验。结果：桑白皮总黄酮最优工艺为D101大孔树脂为吸附剂，上样液质量浓度为0.1 g（生药）/ml，上

样液量为9倍柱体积（BV），用5 BV 70％的乙醇洗脱；总多糖最优工艺中沉淀多糖的乙醇体积分数为80％；总生物碱最优工艺为

上样液量3 BV，用8 BV 0.5 mol/L的氨水洗脱。分离纯化后桑白皮总黄酮、总多糖、总生物碱平均纯度分别为35.68％、47.14％、

55.79％，RSD分别为1.28％、1.61％、1.14％（n＝3）。结论：优选的工艺条件稳定，适合桑白皮有效成分的分离纯化。
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Technology Study of Separation and Purification of Active Constituents from Morus alba L.
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the technology of separation and purification of active constituents from Morus alba L.

METHODS：With the adsorption rate and desorption rate as the indexes，static and dynamic macroporous resin adsorption-desorp-

tion methods were adopted to optimize the type of macroporous resin，the loading amount of fluid，the volume fraction and amount

of eluent in the separation and purification technology of total flavonids. With the yield and content of polysaccharide as the index-

es，water extraction and alcohol precipitation method was used to optimize the volume fraction of alcohol for polysaccharide precipi-

tation in the separation and purification technology of total polysaccharides. With the absorbance of total alkaloids as the index，ion

exchange method was employed to optimize the loading amount of fluid and the amount of eluent in the separation and purification

technology of total alkaloids. Then the verification was conducted. RESULTS：The optimal technology of total flavonids from

Morus alba L. was with D101 macroporous resin as the adsorbent，loading fluid mass concentration of 0.1 g（material medicinal）/

ml，loading fluid amount 9 times as the column volume（BV），70％ alcohol of 5 BV for elution. The optimal volume fraction of

alcohol for polysaccharide precipitation in the technology of total polysaccharides was 80％ . The optimal technology of total alka-

loids was with loading fluid amount of 3 BV，0.5 mol/L ammonia water of 8 BV for elution. After separation and purification，the

purities of total flavonids，total polysaccharides and total alkaloids from Morus alba L. were 35.68％，47.14％ and 55.79％，and

the RSDs were 1.28％，1.61％ and 1.14％（n＝3）. CONCLUSIONS：The optimal technology is stable and suitable for the separa-

tion and purification of active constituents from M. alba L.
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桑白皮为桑科落叶灌木或小乔木植物桑Morus alba L.的

干燥根皮，含有黄酮类、生物碱类、多糖类等多种物质，具有泻

肺平喘、利水消肿的功效[1]。药理研究显示，桑白皮总黄酮具

有降低血糖血脂[2]、抗病毒[3]等作用；桑白皮提取物（桑黄酮含

量＞30％）对实验性糖尿病模型大鼠坐骨神经损伤有一定的

改善作用[4]；桑白皮多糖对四氯化碳、对乙酰氨基酚所致小鼠

急性肝损伤均有明显的保护作用[5]；且桑白皮总黄酮、总多糖

及总生物碱各部位均具有一定的降糖作用[6]。笔者拟根据桑

白皮总黄酮、总多糖、总生物碱不同有效成分的性质，优选桑

白皮有效部位的分离纯化工艺，为有效提取桑白皮有效成分

提供参考。

1 材料
1.1 仪器

HH-S恒温水浴锅（金坛市亿通电子有限公司）；KYC-1102

恒温摇床（上海福玛实验设备有限公司）；UV-1750紫外分光光

度计（日本岛津公司）。

1.2 药品与试剂

芦丁对照品（四川省维克奇生物科技有限公司，批号：

130824，纯度：≥98％）；葡萄糖对照品（四川省维克奇生物科

技有限公司，批号：130407，纯度：≥98％）；4-羟基哌啶（阿拉丁

试剂有限公司，批号：41944，纯度：98％）；D101大孔吸附树脂、

HPD400大孔吸附树脂、AB-8大孔吸附树脂、001×7阳离子交

换树脂均购自沧州宝恩吸附材料科技有限公司；桑白皮饮片

（辽宁中医药大学附属第一医院，批号：20140110）；其他试剂

均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 总多糖、总黄酮、总生物碱的含量测定

2.1.1 总多糖含量测定 采用苯酚-硫酸法[7]。称取葡萄糖对

照品 6.19 mg，置于 50 ml 量瓶中，加蒸馏水溶解并稀释至刻

度，超声振荡得 0.123 8 mg/ml的葡萄糖对照品贮备液。分别

量取上述贮备液0、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、1.8 ml于具塞

试管中，用蒸馏水定容至2.0 ml，再加入1.0 ml 6％苯酚溶液及

5.0 ml 98％浓硫酸，盖塞，静置10 min，摇匀，再放置20 min，用

分光光度计于490 nm波长处测定吸光度（A）。以质量浓度（c）

为横坐标、A 为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 A＝

7.828 3c－0.025 3（r＝0.999 1）。结果显示，葡萄糖检测质量浓

度线性范围为0.024 8～0.111 4 mg/ml。

2.1.2 总黄酮含量测定 采用硝酸铝-亚硝酸钠比色法[8]。精

密称取芦丁对照品 5.690 1 mg于 50 ml量瓶中，用甲醇溶解并

定容至刻度，即得芦丁对照品溶液。准确吸取 0、0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 ml芦丁对照品溶液于 10 ml量瓶中，分别

加乙醇至5 ml，然后加入0.05 g/ml亚硝酸钠溶液0.3 ml，摇匀，

静置 6 min；加入 0.1 g/ml 硝酸铝溶液 0.3 ml，摇匀，静置 6

min；加入1 mol/L氢氧化钠溶液4 ml，再加无水乙醇至10 ml，

摇匀，静置15 min。用分光光度计于498 nm波长处测定A，以

c 为横坐标、A 为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 A＝

6.545 6c+0.124 8（r＝0.998 4）。结果显示，芦丁检测质量浓度

线性范围为0.011 4～0.091 1 mg/ml。

2.1.3 总生物碱含量测定 采用雷氏盐比色法[9]。精密称取

4-羟基哌啶0.307 8 g，置于50 ml量瓶中，用0.05 mol/L盐酸溶

液稀释至刻度，得6.156 mg/ml 4-羟基哌啶对照品溶液。取0、

0.2、0.4、0.8、1.0、1.2、1.6、2.0 ml 4-羟基哌啶对照品溶液于具塞

试管中，加入0.05 mol/L HCl溶液至2 ml，再加入20 g/L的雷氏

盐溶液3 ml，摇匀，冰浴1 h，以离心半径为15 cm（下同）、3 500

r/min离心10 min。取沉淀，用水洗涤至洗涤液无色，用70％丙

酮溶液溶解沉淀，以 3 500 r/min离心 5 min。用分光光度计于

498 nm波长处测定A，以 c为横坐标、A为纵坐标进行线性回

归，得回归方程为 A＝0.259 4c－0.137 8（r＝0.999 4）。结果

显示，4-羟基哌啶检测质量浓度线性范围为 0.615 6～6.156 0

mg/ml。

2.2 桑白皮提取物的制备

根据文献[10-12]，取干燥桑白皮粉碎，称取 100 g 加入 8

倍量80％（g/ml）乙醇浸泡，回流提取2次，每次2 h。收集提取

液，蒸发浓缩，并加一定量蒸馏水稀释提取液至质量浓度为

0.1 g（生药）/ml，此提取液作为总黄酮、总生物碱提取液。药渣

加8倍量蒸馏水回流提取2次，每次2 h，合并水提取液，减压浓

缩，此浓缩液作为总多糖提取液。

2.3 含量测定方法学考察

2.3.1 精密度试验 取葡萄糖对照品溶液1.0 ml、芦丁对照品

溶液2.0 ml、4-羟基哌啶对照品溶液1.0 ml，分别测定A，平行测

定 5次。结果，葡萄糖、芦丁、4-羟基哌啶 A 的 RSD 分别为

0.55％、0.37％、0.59％（n＝5），表明仪器精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 分别吸取桑白皮总多糖、总黄酮、总生物

碱提取液适量，在30 min内，每隔5 min 测定1次A，一共测定6

次。结果，总多糖、总黄酮、总生物碱A的RSD分别为1.36％、

1.11％、1.98％（n＝6），表明各供试品溶液在 30 min内基本稳

定。

2.3.3 重复性试验 分别吸取桑白皮总多糖、总黄酮、总生物

碱提取液适量，各5份，分别测定其A。结果，总多糖、总黄酮、

总生物碱A的RSD分别为 1.29％、1.46％、1.81％（n＝5），表明

本方法重复性良好。

2.3.4 加样回收率试验 分别吸取已知含量的桑白皮总多

糖、总黄酮、总生物碱提取液适量，各 5份，分别加入一定量的

相应对照品溶液，测定其A，计算平均回收率。结果，总多糖、

总黄酮、总生物碱 A 的平均加样回收率分别为 100.79％、

101.45％、101.23％，RSD分别为1.21％、2.18％、1.48％（n＝5）。

2.4 总黄酮的分离纯化

2.4.1 大孔吸附树脂的筛选 将已处理好的 D101、AB-8、

HPD400大孔吸附树脂中游离水分抽干，称取 1 g，置于 50 ml

锥形瓶中，加入总黄酮提取液20 ml，25 ℃恒温振荡24 h，振荡

速度为 130 r/min，使其充分吸附，抽滤，测定滤液A，计算总黄

酮吸附率[吸附率＝（吸附量－初始量）/初始量×100％]。将树

脂抽滤至干，各加入 95％乙醇 20 ml，按前述振荡条件振荡 24

h，使其充分解吸附，抽滤，测定滤液A，并计算总黄酮的静态解

吸率（解吸率＝解吸量/吸附量×100％）。结果，D101、HPD400

和 AB-8大孔对树脂桑白皮黄酮的吸附率分别为 78.32％、

79.27％、76.49％，解吸率分别为70.12％、68.34％、62.79％。这

表明D101大孔吸附树脂对桑白皮总黄酮的静态吸附性能和
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静态解吸附性能均较好，所以进一步研究其对桑白皮总黄酮

的动态吸附。

2.4.2 上样液量的筛选 量取D101大孔吸附树脂10 ml，湿法

装柱，加入桑白皮总黄酮提取液，进行动态吸附的流速为 1.0

ml/min，流出液每1 BV（柱体积倍数）收集1管并测定流出液中

桑白皮总黄酮的A，绘制动态吸附曲线，见图1。

由图 1可知，D101大孔吸附树脂对桑白皮总黄酮动态吸

附过程中，流出液的总黄酮浓度逐渐升高（A增大）；当上样液

体积为9 BV时，流出液总黄酮的浓度接近于桑白皮总黄酮原

液浓度（流出液的A接近原液），达到了吸附平衡。因此，确定

上样液的最佳上样液量为9 BV。

2.4.3 洗脱剂体积分数的筛选 准确吸取上样液，平行 4份，

以1.0 ml/min上柱，至吸附完全后，用水洗脱至无色，然后分别

用30％、50％、70％、90％乙醇各40 ml洗脱，收集洗脱液，测定

洗脱液A，计算树脂解吸量（解吸量＝洗脱液浓度×洗脱液体

积）和总黄酮解吸率（解吸率＝解吸量/吸附量×100％）。结果

表明，D101大孔吸附树脂对桑白皮总黄酮解吸率随乙醇体积

分数的增大呈先增大后减小的变化趋势，可能是由于乙醇体

积分数增大，醇溶性的杂质增多，降低了解吸率。因此，确定

以70％乙醇溶液进行洗脱，结果见表1。

表1 不同乙醇体积分数对桑白皮总黄酮的洗脱影响

Tab 1 Effects of different volume fractions of alcohol on the

elution of total flavonids from M. alba L.

乙醇体积分数，％
30

50

70

90

解吸量，mg

24.706 0

35.272 9

46.393 3

38.716 5

解吸率，％
34.94

49.88

65.60

54.75

2.4.4 洗脱剂用量的筛选 准确量取已处理好的D101大孔

吸附树脂10 ml，准确吸取90 ml上样液，以1.0 ml/min上柱，至

吸附完全后，先用水洗脱，再用 70％乙醇以 1.0 ml/min 洗脱。

流出液每1 BV收集1管，至流出液基本无黄酮时（测定流出液

吸光度值很低，当7 BV时A＝0.127 8）停止。测定各流出液中

桑白皮总黄酮的A，绘制桑白皮总黄酮的洗脱曲线，见图2。

从图 2可知，D101大孔吸附树脂在对桑白皮总黄酮的动

态洗脱过程中，2 BV的70％乙醇对桑白皮总黄酮的洗脱效率

最高，但5 BV左右的乙醇可以将其洗脱完全。因此，确定洗脱

剂用量为5 BV。

2.4.5 总黄酮的提取 综上所述，确定了D101大孔吸附树脂

纯化桑白皮总黄酮的最佳工艺为：上样液质量浓度为0.1 g（生

药）/ml，最大上样量 9 BV，洗脱剂为 70％的乙醇，洗脱剂用量

为 5 BV，减压干燥乙醇洗脱液。按上述工艺条件操作后制得

桑白皮总黄酮。

2.5 总多糖的分离纯化

将桑白皮总多糖提取液分成3等份，分别加入95％乙醇，

使其含醇体积分数至60％、70％、80％，静置12 h，抽滤得总多

糖沉淀。沉淀先后用无水乙醇、丙酮多次洗涤，干燥称质量，

计算总多糖得率；测定总多糖含量并计算总多糖纯度。结果，

3种乙醇体积分数下总多糖得率分别为1.7％、1.9％、2.5％，总

多糖纯度分别为40.22％、44.53％、47.15％。因此，确定沉淀多

糖的最佳乙醇体积分数为80％。

2.6 总生物碱的分离纯化

向总生物碱提取液中加入2 mol/L盐酸，调节pH为2～4，

抽滤，去除滤渣，将总生物碱滤液作为上柱样品溶液。

2.6.1 上样液量的筛选 量取预处理好的 001×7阳离子交换

树脂20 ml装柱，将总生物碱滤液加入到离子交换柱中，流速2

ml/min，每1 BV收集1管，测定各流出液中桑白皮总生物碱A，

绘制动态吸附曲线，见图3。

由图3可知，流出液中桑白皮总生物碱的A至上样液量为

3 BV时趋于平缓，即上样3 BV时已达到001×7阳离子交换树

脂对桑白皮总生物碱的最大吸附量。因此，确定最佳上样液

量为3 BV。

2.6.2 洗脱剂用量的筛选 准确量取桑白皮总生物碱提取液

3 BV，通过已处理好的001×7阳离子交换树脂柱，然后用去离

子水洗至流出液为无色，再以 0.5 mol/L氨水洗脱，每 1 BV收

集1管，测定各流出液中桑白皮总生物碱的A，绘制洗脱曲线，

见图4。

由图 4可知，洗脱剂用量为 3 BV时流出液中桑白皮总生

图1 不同上样液量对桑白皮总黄酮吸光度的影响

Fig 1 Effects of different loading amounts of fluid on the ab-

sorbancy of total flavonids from M. alba L.

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

柱体积倍数，BV

吸
光

度 图2 不同洗脱剂用量对桑白皮总黄酮吸光度的影响

Fig 2 Effects of different amounts of eluent on the absorban-

cy of total flavonids from M. alba L.
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图3 不同上样液量对桑白皮总生物碱吸光度的影响

Fig 3 Effects of different loading amounts of fluid on the ab-

sorbancy of total alkaloids from M. alba L.
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物碱浓度最高（A最大），至8 BV时洗脱完全。因此，确定将桑

白皮总生物碱洗脱完全需要0.5 mol/L氨水8 BV。

2.6.3 总生物碱的提取 将收集的氨水洗脱液减压浓缩，浓

缩液中按 1 ∶ 1比例加入正丁醇，振摇提取 5次，合并正丁醇

液。综上结果，桑白皮总生物碱提取液以001×7阳离子交换树

脂为吸附剂，上样3 BV后用0.5 mol/L氨水8 BV洗脱，将氨水

洗脱液浓缩并用正丁醇萃取[浓缩液-正丁醇（1 ∶ 1，V/V）]，合并

正丁醇液，减压浓缩，干燥，得桑白皮总生物碱。

2.7 验证试验

根据“2.4”“2.5”“2.6”项下所述的桑白皮总黄酮、总多糖、

总生物碱的纯化工艺，各进行 3次验证试验。结果，桑白皮总

黄酮干燥粉末的纯度分别为35.67％、35.22％、36.14％，平均纯

度为35.68％，RSD为1.28％（n＝3）；桑白皮总多糖干燥粉末的

纯度分别为 47.99％、46.51％、46.93％，平均纯度为 47.14％，

RSD为1.61％（n＝3）；桑白皮总生物碱干燥粉末的纯度分别为

55.74％、56.45％、55.18％，平均纯度为 55.79％，RSD为 1.14％

（n＝3）。结果表明上述纯化工艺稳定、可靠。

3 讨论
本研究通过D101大孔树脂吸附、分离纯化桑白皮总黄酮，

通过水提醇沉的方法分离纯化桑白皮总多糖，通过001×7阳离

子交换树脂吸附与正丁醇萃取分离纯化桑白皮总生物碱，其

干燥后总多糖、总黄酮、总生物碱粉末平均纯度分别为

47.14％、35.68％、55.79％。笔者通过不同的分离纯化方法，分

别制得桑白皮3种不同有效成分，对于桑白皮的工业开发利用

与药理药效的研究有一定意义。

水提醇沉是提取中药中总多糖成分的一种经典工艺，具

有方便、快捷、简单的特点，本试验方法可作为桑白皮总多糖

的富集工艺。

针对总生物碱的性质选用强酸型阳离子交换树脂，将酸

化的总生物碱提取液通过树脂，使总生物碱盐的阳离子交换

到树脂上而与其他成分和杂质分离；再用氨水碱化得到游离

态总生物碱，并经正丁醇萃取，萃取前后的纯度分别为 28％

（未经萃取的生物碱溶液干燥后所得）、55％。因此，桑白皮总

生物碱的提取纯化工艺虽较复杂，但有效地增加了桑白皮总

生物碱的纯度。

桑白皮总黄酮的纯度还有待提高，分析其原因如下：其

一，可能是不同产地、不同采集时间及不同贮藏时间的桑白皮

中总黄酮的含量差异较为明显[13]。今后宜采用不同批次、不同

产地的桑白皮进行对比试验。其二，在考察总黄酮动态吸附

曲线，上样1 BV时便可检测到总黄酮量，分析原因可能为打开

阀时速度未控制理想或其他操作不当，也有可能试验过程中

对上样速度、提取液浓度等相关重要参数选择不合理。因此，

拟在今后的研究中进一步优化此工艺，以提高桑白皮总黄酮

的纯度。
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图4 不同洗脱剂用量对桑白皮总生物碱吸光度的影响

Fig 4 Effects of different amounts of eluent on the absorban-

cy of total alkaloids from M. alba L.
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