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摘要:目的 从葛根中获取高强度的大豆苷样品。方法 用大孔吸附树脂进行分离 ,反复结晶进一步纯化。结果 D101树

脂适宜于大豆苷分离, 30%乙醇洗脱液放置析出白色沉淀, 以甲醇结晶 2~ 3次, 得针状晶体,该晶体 HPLC测定大豆苷。

结论 该方法操作简单易行, 成本低,分离大豆苷纯度高,安全性能好。纯度 92. 4% , 收得率为 3%。
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葛根为豆科植物野葛 Pueraria lobata ( W illd ) Ohw i的根, 为

常用中药,其提取物总黄酮对高血压病、心绞痛以及突发性耳聋、

耳鸣等有确切的疗效,有扩张冠状动脉血管和脑血管、促进血液

循环、增强机体的免疫力作用 [1, 2]。葛根的主要成分为葛根素、

大豆苷、大豆苷元。近年来, 对大豆提取物大豆异黄酮的研究发

现 [ 3, 4] ,大豆异黄酮对心脑血管疾病和激素依赖性肿瘤具有较好

的治疗和预防作用,尤其在防癌、抗癌方面引起了各方面的广泛

关注。其主要的功能成分之一为大豆苷,因而加大大豆苷研究对

合理和充分利用野生葛根资源有着十分重要的现实意义。

对葛根提取物的研究已有大量的报道, 主要集中在葛根

素 [ 5]的药效、药理、分离纯化等方面, 对大豆苷的研究还很少有

相关的报道。江和源 [6]采用高效逆流色谱法, 用醋酸乙酯 -醋

酸 -水 ( 5 1 10)为溶剂系统, 从大豆异黄酮中提取了纯度为

98. 2%的大豆苷。本实验用大孔吸附树脂结合结晶的方法对大

豆苷纯化进行了研究。

1 材料与仪器

1. 1 材料 葛根异黄酮粗品购于成都双流应天生化厂, 其中葛根

素含量为 35% ,大豆苷含量为 6. 33%。大豆苷的标样购于中国药

品生物制品检定所,纯度为 98%。大孔吸附树脂 D101、AB - 8、

NKA- 9、D3520、D130均购于西安蓝深吸附材料有限责任公司。

1. 2 试剂与仪器 WATERS公司高效液相色谱系统, 600型控制

器, 996型二级管阵列检测器, 717型自动进样器, M ILLENNI

UM32色谱工作站; 电子天平 ( hangp ing FA1004, 精确到万分之

一 ); 蒸馏水为实验室自制 ; 95% 医用酒精; 其它乙醇、甲醇等均

为分析纯。

2 方法

2. 1 大豆苷、葛根素、大豆苷元的测定方法 按照文献 [ 7]所提

供的方法对大豆苷、葛根素、大豆苷元进行了梯度测定。

2. 2 大孔吸附树脂的预处理 严格按照产品说明书进行处理。

2. 3 大豆苷饱和吸附量的测定 准确称取已经处理过的 6种干

树脂各 1份,每份各 1 g,然后分别置于 100 m l的三角瓶中, 加入

葛根样品液 50 m l( HPLC测其浓度为 C1 ),在振荡器上振荡 24 h,

频率为 120次 /m in, 成分吸附后, 过滤, HPLC测定剩余溶液中大

豆苷的浓度 C2, 按下式计算各树脂在室温时的吸附量 Q ( m g大

豆苷 /g干树脂 )。

Q = (C1 - C2 ) V /W

Q 吸附量 ( m g /g ); C1, C2 吸附前后大豆苷溶液的浓度

( m g /m l); V为黄酮溶液的体积 ( m l); W 为树脂的质量 ( g)。

2. 4 大豆苷树脂解吸率实验 通过预实验得知,在梯度洗脱的条

件下, 30%的乙醇可以把大豆苷洗脱下来。

取已经计算出吸附量的树脂, 分别精密加入 30% 的乙醇、

50%的乙醇各 50 m ,l浸泡后振荡 24 h, 过滤后, 测定滤液中大豆

苷的浓度,根据解吸量计算出解吸率 (% )。

解吸率 (% ) = [解吸量 /吸附量 ] 100%

2. 5 大豆苷梯度洗脱实验 称取葛根异黄酮粗品 20 g。置于烧

杯中,用 200m l的热水溶解, 趁热过滤 (如果过滤速度慢, 可以采

用抽滤的方式 )。待滤液冷却后上 D101树脂 ( 44 cm 4. 5 cm ) ,

依次用 1 000 m l的水、1 500 m l的 10%的乙醇、1 000 m l的 30%

的乙醇洗脱。在 30%的乙醇洗脱过程中, 每 100 m l接一瓶, 同时

用 HPLC测定每瓶中大豆苷的含量, 然后以 HPLC的大豆苷的积

分值对洗脱瓶序号做出洗脱曲线。

采用上述实验方法, 仅把 30%的乙醇改为 25%的乙醇洗脱,

做出洗脱曲线。

比较 30%和 25%乙醇洗脱曲线的异同。

2. 6 大豆苷制备实验 实验方法同 2. 5 项。30% 的乙醇洗脱

液每 100m l接一瓶,放置数天, 观察溶液的变化。

2. 7 大豆苷结晶实验 30% 乙醇洗脱液放置析出白色不溶物,

H PLC测定大豆苷含量越高的洗脱瓶析出白色不溶物越多, 对白

色不溶物进行结晶 [ 8]。不溶物过滤烘干后置于烧杯中, 然后滴

加甲醇,用水浴或加水促溶使其溶解,过滤, 放置结晶。

3 结果

3. 1 大豆苷饱和吸附量的测定 结果见表 1。

表 1 不同树脂条件下大豆苷的饱和吸附量 m g g- 1

树脂型号 大豆苷的饱和吸附量

D101 36. 2

AB- 8 32. 3

NKA- 9 16. 8

D3520 25. 6

D130 30. 5

从表 1可以看出, 5种树脂的的饱和吸附量都较小, 大约在

30 m g大豆苷 /g干树脂, 不同树脂对大豆苷的吸附能力为: D101

> AB - 8 > D130 > D3520 > NKA - 9, 弱极性的 D101、AB - 8、

D130大孔吸附树脂对大豆苷有较好的吸附能力, 适宜于大豆苷

的分离纯化。

3. 2 大豆苷解吸率实验 结果见表 2。

结果表明, 解吸剂的极性越小, 解吸率越高的趋势。 D101、

AB - 8对不同的解吸剂都可以获得 50%以上的解吸率。

3. 3 大豆苷梯度洗脱实验 在制备葛根素的实验中发现, 通过加

大乙醇的浓度, 可以分离得到大豆苷。但是由于样品溶液中葛根
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素的含量较高,相反大豆苷的含量却很小。因此分离大豆苷时,

必须先去除大部分的葛根素, 才能达到富集大豆苷的目的。

表 2 各种饱和吸附树脂在不同乙醇浓度下的解吸率

树脂型号 30%的乙醇解吸率 (% ) 50%的乙醇解吸率 (% )

D101 54. 1 65. 2
AB- 8 50. 3 58. 5

NKA- 9 49. 1 53. 2

D3520 42. 1 47. 8

D130 46. 9 55. 4

图 1 30%的乙醇洗脱曲线 图 2 25%的乙醇洗脱曲线

一般的, 10%的乙醇对分离葛根素效果是最好的, 通过加大

10%的乙醇的洗脱量 ( 1 500 m l), 可以把大部分葛根素先洗下

来。然后用 30%或 25%的乙醇洗脱。结果见图 1。

在 30%的乙醇洗脱液中仍有较多的葛根素存在, 并且在葛

根素后面有较大的峰,说明还有含量较高的杂质影响大豆苷的纯

化。由于二者保留时间相差较长, 作了第 2次实验, 用 15% 的乙

醇洗脱葛根素,用 25%的乙醇洗脱大豆苷。结果见图 2。

通过比较两图可以看出, 用 30%的乙醇洗脱,大豆苷的洗脱

量大,分离效果好, 峰形尖锐,大豆苷集中出现第 3瓶中, 这样有

利于大豆苷的分离纯化;相反的 25%的乙醇洗脱时, 洗脱曲线平

缓,大豆苷的分布范围广, 比较均匀的出现在洗脱过程中, 不利于

富集大豆苷。

梯度洗脱时,可以首先用水洗去蛋白质、糖类等水溶性杂质,

然后用过量 10%的乙醇把大部分的葛根素洗去这样有利于大豆

苷的富集,再用 30%的洗脱大豆苷。

3. 4 大豆苷结晶实验 白色的不溶物用甲醇结晶,滤液放置 2~ 3

h有白色的针状晶体析出。晶形良好,甲醇用量大约是: 沉淀物 1

g,甲醇用 40 m l。不溶物反复结晶 1~ 2次。实验结果如表 3。

通过比较,过柱分离后的沉淀中含有较多的大豆苷,并且含量

很高, 用甲醇 -水结晶后,纯度反而降低了,这说明甲醇 -水不适

合作结晶溶剂,直接用甲醇重结晶 2次,大豆苷的纯度为 92. 3%。

4 讨论

树脂分离所得的白色不溶物是 30% 的乙醇洗脱下来的, 说

明大豆苷在 30%的乙醇中可以达到很高的纯度 ,因此, 结晶的溶

剂也可以采用乙醇或乙醇的水溶液。

表 3 不同溶剂对结晶纯度的影响

大豆苷结晶溶剂 大豆苷的纯度 结晶量 m /g 收得率 (% )

沉淀 (未结晶 ) 86. 6% 1. 0 5. 0

甲醇 -水 78. 5% 0. 5 2. 5

甲醇一晶 90. 2% 0. 8 4. 0

甲醇二晶 92. 4% 0. 6 3. 0

葛根素和大豆苷的极性相差较小, 从分离的原理上讲, 在同

一颗柱子通过改变乙醇的极性可以把两种成分分离开, 从而实现

葛根素和大豆苷的连续分离。但是由于葛根异黄酮粗品中葛根

素、大豆苷的含量相差很大,为了能够分离得到大豆苷, 上样量相

对较大 ( 20~ 30 g), 影响了葛根素的吸附分离, 在实验中 10%的

乙醇洗脱液浓缩后没有结晶析出。因此对葛根素和大豆苷的综

合利用有待于进一步的研究。

此外,通过实验得出:用大孔吸附树脂初步分离后, 选择合适

的结晶试剂, 可以实现目标物质分离纯化。

感谢重庆合川葛恩生物科技开发有限公司在数据测定方面

的大力支持。
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