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狗脊，是祛风湿类中药，为蚌壳科植物金毛狗脊Cibotium

baronetz（L.）J. Sm.的干燥根茎。狗脊的 70％乙醇提取物可显
著抑制卵巢切除大鼠的骨密度降低及其所伴随的骨结合素、

碱性磷酸酯酶下降、股骨钙流失[1]。狗脊的正丁醇提取物可显
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摘 要 目的：研究狗脊中鞣质类成分的纯化工艺。方法：以大孔吸附树脂纯化狗脊中鞣质类成分。以静态吸附量、静态吸附率

和静态解吸量、静态解吸率为指标，筛选大孔吸附树脂型号；以洗脱率为指标，筛选纯化工艺。结果：最佳纯化工艺为选用D101 型

大孔吸附树脂，上样量为6个柱体积（BV），洗脱流速为1 BV/h，3 BV水除杂，各收集4 BV的10％和20％乙醇洗脱液。该工艺下，

洗脱率为92.64％，总鞣质质量分数为69.5％。结论：所选工艺合理、可行，可作为狗脊中鞣质类成分的纯化工艺。
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Study on Purification Technology of Total Tannins from Cibotium baronetz
WANG Li，CAO Yue，JIA Tian-zhu，XU Nan（School of Pharmacy，Liaoning University of TCM，Liaoning Da-
lian 116600，China）

ABSTRACT OBJECTIVE: To study the purification technology of total tannins from Cibotium baronetz. METHODS: Tannins

from C. baronetz was optimized by macroporous adsorptive resins. The types of macroporous adsorptive resins were screened with

static adsorption capacity，static adsorption rate，static desorption quantity and static desorption rate as index. The purification tech-

nology was optimized with elution rate as index. RESULTS：The optimal purification technology was as follows: D101 macroporous

adsorption resin，sample of 6 BV，flow rate of 1 BV/L，eluted by 3 BV water，collecting 10％ and 20％ ethanol eluent of 4 BV.

The elution rate was 92.64％ and the content of total tannins was 69.5％. CONCLUSION：The technology is reasonable and feasi-

ble，and it can be used for the purification technology of tannins from C. baronetz.
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著增加卵巢切除大鼠的骨密度，改善骨微观结构，并可明显提
高血清碱性磷酸酯酶水平，降低骨质疏松大鼠肋骨干骺端
MMP-2蛋白表达[2-3]。单体成分研究表明，狗脊中的Cibotium-

baroside A和Cibotiumbaroside B成分具有明显的抗骨质疏松
作用[4]。为深入揭示狗脊中鞣质的抗骨质疏松作用及其作用
机制，笔者在课题组前期研究的基础上[3，5-6]，采用大孔吸附树
脂法，对狗脊中鞣质类成分进行富集纯化，优化出狗脊中鞣质
类成分的制备工艺。

1 材料
FA1004B 型万分之一分析天平（上海精密科学仪器有限

公司）；U3010型紫外分光光度计（日本日立公司）；超声波清洗
器（天实中美科技有限公司，功率：250 W，频率：40 kHz）。

狗脊，购自湖南怀化，经辽宁中医药大学王冰教授鉴定为
蚌壳科植物金毛狗脊的干燥根茎。

D101型树脂（天津欧瑞生物科技有限公司）；HPD700、

HPD100、HPD450、DM130型树脂（河北沧州宝恩化工有限公
司）；没食子酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110831-200803）；水为重蒸馏水，磷钼钨酸试液按 2010年版
《中国药典》附录中方法配制，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 对照品溶液的制备

精密称取没食子酸对照品 10 mg，置于 100 ml 棕色量瓶
中，加水溶解并稀释至刻度，作为对照品溶液。

2.2 供试品溶液的制备
取狗脊样品粉末5.0 g，精密称定，置于100 ml具塞锥形瓶

中，加 60％丙酮 50 ml，超声提取 30 min，滤过，取续滤液，蒸
干，残渣加水 50 ml溶解，滤过，取续滤液作为供试品溶液（含
生药量0.1 g/ml）。

2.3 检测波长的确定
精密吸取供试品溶液 1 ml、对照品溶液 0.6 ml，分别置于

25 ml棕色量瓶中，加入磷钼钨酸试液1 ml，加水补至13 ml，再
加入20％ Na2CO3溶液稀释至刻度，摇匀，静置30 min。以相应
试剂为空白，照紫外-可见分光光度法，在400～800 nm波长范
围测定吸光度。结果，供试品和对照品溶液均在 760 nm波长
处有最大吸收，且吸收峰平缓，故确定760 nm为检测波长。

2.4 狗脊中总鞣质的质量浓度测定
2.4.1 标准曲线的制备 精密量取没食子酸对照品溶液0.10、

0.25、0.50、1.00、2.00、3.00 ml，分别置于 25 ml棕色量瓶中，分
别加磷钼钨酸试液 1 ml，再分别加水 11.90、11.75、11.50 、

11.00、10.00、9.00 ml，用 20％ Na2CO3溶液稀释至刻度，摇匀，

放置 30 min。以相应的试剂为空白，照紫外-可见分光光度法
在760 nm 波长处测定吸光度。以吸光度（Y）为纵坐标，没食
子酸质量浓度（X）为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程为
Y＝1 043.6X+0.000 08（r＝0.999 2，n＝6）。结果表明，没食子
酸质量浓度在0.04～1.20 mg/L范围内与吸光度呈良好线性关
系。

2.4.2 样品中总酚质量浓度测定 精密量取供试品溶液2 ml，

置 25 ml 棕色量瓶中，按“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液 1

ml”起操作，依法测定吸光度，并根据回归方程计算供试品溶
液中总酚质量浓度。

2.4.3 样品中不被吸附的多酚质量浓度测定 精密量取供试
品溶液 25 ml，加至已盛有干酪素 0.6 g 的 100 ml 具塞锥形瓶
中，密塞，置30 ℃水浴中保温1 h，时时振摇，取出，放冷，摇匀，

滤过，弃去初滤液。精密量取续滤液 2 ml，置 25 ml棕色量瓶

中，按“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液1 ml”起操作，依法测
定吸光度，并根据回归方程计算供试品溶液中不被吸附的多
酚质量浓度。按下式计算狗脊中总鞣质的质量浓度：总鞣质
质量浓度＝总酚质量浓度－不被吸附的多酚质量浓度。

2.5 不同型号的大孔吸附树脂筛选

2.5.1 大孔吸附树脂的预处理 [7] 分别量取 D101、HPD100、

HPD450、HPD700、DM130型大孔吸附树脂各 100 ml，加 95％
乙醇浸泡 24 h，装入色谱柱，用 95％乙醇洗脱，至流出液与水
（1 ∶5，V/V）混合不产生浑浊，再用水洗至洗脱液无醇味，备用。

2.5.2 大孔吸附树脂静态吸附量和静态吸附率测定 准确量
取上述处理过的大孔吸附树脂各 6 ml，分别装入具塞锥形瓶
中，加入供试品溶液 30 ml，静置 12 h，时时振摇，抽滤，滤液按

“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液1 ml”起操作，依法测定吸光
度。从标准曲线中读出总鞣质质量浓度，按下式计算比吸附
量（Q）、吸附率和比上样量：Q＝（c0－c1）×V/m、吸附率＝（c0－

c1）/c0×100％、比上样量＝（上柱液中总鞣质质量－过柱液中总
鞣质质量）/树脂体积[式中，c0为初始质量浓度（mg/ml），c1为剩
余质量浓度（mg/ml），V为溶液体积，m为大孔树脂质量（g）]。

5种大孔吸附树脂对狗脊总鞣质的静态吸附量和静态吸附率
见表1。

表1 5种大孔吸附树脂对狗脊总鞣质的静态吸附量和静态吸

附率

Tab 1 Static adsorption quantity and adsorption rate of to-

tal tannins from C. baronetz by 5 types of macroporous resin

树脂类型
D101

HPD450

HPD100

DM130

HPD700

比上样量，mg/L

20.01

20.03

20.00

20.03

20.04

比吸附量，mg/L

19.80

18.58

19.19

19.51

16.29

吸附率，％
99.25

96.84

98.05

98.68

92.30

2.5.3 大孔吸附树脂静态解吸量和静态解吸率测定 上述吸
附饱和的5种大孔吸附树脂用水冲洗后，加入95％乙醇50 ml，

静置12 h，时时振摇，抽滤，滤液按“2.4.1”项下自“加入磷钼钨
酸试液1 ml”起操作，依法测定吸光度。从标准曲线中读出总
鞣质质量浓度，按下式计算解吸量（W）、解吸率和比上样量：

W＝c×V/m、解吸率＝c/（c0－c1）×100％、比上样量＝（上柱液中
总鞣质质量－过柱液中总鞣质质量）/树脂体积（式中，c为解吸
液质量浓度）。5种大孔吸附树脂对狗脊总鞣质的静态解吸量
和静态解吸率见表2。

表2 5种大孔吸附树脂对狗脊总鞣质的静态解吸量和静态解

吸率

Tab 2 Static desorption quantity and static desorption rate

of total tannins from C. baronetz by 5 types of macroporous

resin

树脂类型
D101

HPD450

HPD100

DM130

HPD700

比上样量，mg/L

20.01

20.03

20.00

20.03

20.04

比解吸量，mg/L

14.30

8.14

17.71

12.15

18.08

解吸率，％
87.08

81.32

82.52

71.03

85.09

以上综合考察了各种树脂对狗脊总鞣质的吸附和解吸附
性能。结果表明，D101型大孔吸附树脂对狗脊总鞣质具有易
于吸附和易于解吸的优点，适于狗脊总鞣质的富集和纯化。

2.6 大孔吸附树脂富集狗脊中总鞣质的工艺考察
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2.6.1 泄露曲线的绘制 量取D101型树脂 20 ml，装柱，将供
试品溶液缓缓加入树脂柱中，控制流速为1柱体积（BV）/h，收
集洗脱液，每20 ml为一份，跟踪测定每份样品的吸光度。从标
准曲线中读出总鞣质质量浓度，按下式计算泄漏率：泄漏率＝洗
脱液中总鞣质质量浓度/上样液中总鞣质质量浓度×100％，并
绘制泄露曲线。狗脊总鞣质泄露曲线见图1。

由图1可知，上样量为180 ml时，泄漏率为12％，确定120

ml（6 BV）为最大上样量。

2.6.2 吸附时间考察 量取D101型树脂 20 ml，共 3份，分别
装柱，将 6 BV 供试品溶液缓缓加入树脂柱中，分别吸附 30、

60、90 min，以 5 BV水洗脱，控制流速为 1 BV/h，收集流分，照
“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液1 ml”起操作，依法测定吸光
度，计算洗脱率（按泄漏率公式计算）。结果，洗脱率依次为
2.79％、1.58％、0.06％，吸附 90 min 后洗脱率最低，故确定 90

min 为最佳吸附时间。

2.6.3 水洗用量考察 照“2.6.2”项下方法装柱、上样、吸附
后，依次用1、2、3、4、5、6 BV 水洗脱，照“2.4.1”项下自“加入磷
钼钨酸试液1 ml”起操作，依法测定吸光度，计算得洗脱液中总
鞣质质量分别为0.01、0.02、0.04、0.10、0.11、0.15 mg。同时，将
流分干燥至恒重，得干膏质量分别为 0.09、0.05、0.04、0.03、
0.03、0.03 g。由此可知，水洗用量超过4 BV时，杂质质量无明
显变化，而总鞣质质量逐渐增加，故确定最佳水洗用量为 3

BV。

2.6.4 洗脱溶媒的确定 照“2.6.2”项下方法装柱、上样、吸附
后，先用 3 BV 的水洗脱，去除杂质，再依次用 10％、20％、

30％、50％乙醇洗脱，各洗脱 4 BV，收集流分（每 1 BV为一流
分），照“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液1 ml”起操作，依法测
定吸光度，计算洗脱率。狗脊总鞣质在不同溶剂中的洗脱率
见表3。

表3 狗脊总鞣质在不同溶剂中的洗脱率（％）
Tab 3 Elution rates of total tannins from C. baronetz in dif-

ferent solvents（％）

洗脱溶媒

10％乙醇
20％乙醇
30％乙醇
50％乙醇

上样的总鞣质质量，mg

146.6

146.6

146.6

146.6

流分
1 BV

8.7

19.5

5.3

1.6

2 BV

11.1

14.6

1.0

0.9

3 BV

11.9

13.1

1.4

1.1

4 BV

9.8

7.8

1.7

1.4

由表 3可知，10％、20％乙醇可将 96.5％的狗脊总鞣质洗
脱下来，而 30％、50％乙醇洗脱下来的总鞣质质量仅为 7％左
右。由此可知，10％、20％乙醇对总鞣质有较好的洗脱能力，

故确定洗脱溶媒为10％、20％乙醇，洗脱体积为4 BV。

综上，狗脊总鞣质的树脂纯化工艺为狗脊药材粉末采用
60％丙酮超声提取，上D101 型大孔吸附树脂，最大上样量为
6 BV（0.1 g/ml），吸附 90 min 后，以 1 BV/h流速洗脱，3 BV水
除杂，以各4 BV的10％、20％乙醇洗脱，收集洗脱液即可得到
狗脊总鞣质。100 g洗脱液经富集纯化后的总鞣质质量可达

69.2 g。

2.7 放大试验
精密吸取供试品溶液 360 ml，缓缓上于装有已处理好的

60 ml D101 型大孔吸附树脂的色谱柱中，吸附 90 min 后，以 1

BV/h流速洗脱，3 BV水除杂，以各 4 BV的 10％、20％乙醇洗
脱，收集流分，照“2.4.1”项下自“加入磷钼钨酸试液1 ml”起操
作，依法测定吸光度，计算洗脱率。结果，洗脱率为92.64％，即
100 g供试品溶液上样后，可洗脱出 92.64 g溶液；总鞣质质量
分数为 69.5％，即 100 g洗脱液经富集纯化后总鞣质质量可达
69.5 g。

3 讨论
本试验考察了包含非极性、中等极性、极性和强极性的 5

种树脂，结果显示，不同型号的树脂对狗脊总鞣质的吸附和解
吸附能力差别较大，提示树脂型号的筛选对纯化有效成分影
响较大[8]。试验最终优选出对狗脊总鞣质吸附和解吸性能较
好的D101型树脂，原因是D101型大孔吸附树脂比表面积较
大，且对糖、无机盐等杂质成分吸附较差，而对狗脊中鞣质类
成分具有较好的选择性吸附。

采用《中国药典》方法[9]进行质量浓度测定时，发现由于质
量浓度过高，29％Na2CO3极易析出，影响含量测定。为避免
Na2CO3溶液的析出，分别考察了15％、20％、29％的Na2CO3溶
液对吸光度的影响，结果三者的吸光度无显著性差异（RSD＜

3％）。采用 20％Na2CO3 溶液为显色剂时，测定结果稳定
（RSD＝2.21％）、重现性好（RSD＝0.78％），加样回收率为
99.5％（RSD＝1.7％）。因此，本试验选用 20％Na2CO3溶液作
为显色剂。

干酪素可选择性吸附具有生理活性的鞣质，对鞣质的吸
附作用较经典的皮粉法更具专属性[10]。因此，本试验采用干酪
素法测定总鞣质质量浓度。
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图1 狗脊总鞣质泄露曲线

Fig 1 Leak curve of total tannins from C. baronetz
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