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阳离子树脂种类及用量对桑叶中
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［摘要］　目的：确定桑叶中１脱氧野尻霉素（ＤＮＪ）纯化的最佳树脂种类和用量。方法：采用ＬＳＩ０１０型（Ｈ型）、
００１×７（Ｈ型）、００１×７（Ｎａ型）３种阳离子交换树脂纯化桑叶ＤＮＪ，并考察等量阳离子交换树脂对不同量桑叶 ＤＮＪ
纯化效果。结果：３种阳离子树脂对桑叶ＤＮＪ纯化效果差异较大，等量阳离子树脂对不同上样量的桑叶 ＤＮＪ纯化
效果不同。结论：００１×７（Ｎａ型）阳离子交换树脂对桑叶 ＤＮＪ纯化效果最好，阳离子树脂用量与药材量最佳比例
为１∶１。
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桑叶为桑科植物桑 ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ的干燥叶［１］。

初霜后采收，除去杂质，晒干。桑叶是蚕的日常食

物，又名家桑、荆桑、桑椹树、黄桑叶等，桑叶药

性平和、营养丰富，含有人体必需的多种氨基酸和

维生素，被国家卫计委列为 “既是食品又是药品”

名单［２］。

１脱氧野尻霉素（１ｄｅｏｘｙｎｏｊｉｒｉｍｙｃｉｎ，ＤＮＪ）是桑
叶中一种哌啶类生物碱，是一种天然糖的结构类似

物［３］，ＤＮＪ降血糖主要途径表现在小肠内与 α葡萄
糖苷酶结合，抑制麦芽糖、蔗糖的分解，从而使在

肠道内糖分吸收量明显下降，安全性好［３］。目前，

ＤＮＪ的主要获得途径有天然来源和化学合成，但现
有的化学合成方法存在过程复杂、条件苛刻、产率

低等弊端。因此，从植物中获得高纯度 ＤＮＪ成为当

今研究的热点［４］。

离子交换树脂纯化天然 ＤＮＪ是目前应用较多
的方法，通过离子交换原理，选择性置换出提取

液中带相应电荷的离子或者分子，洗去杂质后再

将其洗脱下来，从而实现目标成分和杂质的分

离。该方法操作步骤为桑叶提取液上阳离子交换

树脂，纯水洗去杂质，再用适宜浓度的氨水洗

脱，收集氨水洗脱液浓缩干燥，得到含 ＤＮＪ的提
取物［５６］。

本文采用前期实验确定的桑叶 ＤＮＪ纯化工艺，
比较了ＬＳＩ０１０（Ｈ型）、００１×７（Ｈ型）、００１×７（Ｎａ
型）３种阳离子树脂对桑叶ＤＮＪ的纯化效果，并确定
了００１×７（Ｎａ型）阳离子交换树脂纯化桑叶 ＤＮＪ的
最佳用量。
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１　材料

１１仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００系列高效液相色谱仪（Ｇ１３１１Ａ四元

梯度泵、Ｇ１３２９Ｂ自动进样器、Ｇ１３１６Ａ柱温箱、蒸
发光散射检测器）；纯水机（威立雅水务）；电子天

平（梅特勒托利多公司）；水浴锅（北京市光明医疗
仪器有限公司）；真空泵（ｖａｃｕｕｂｒａｎｄ）。

１２试药

ＬＳＩ０１０（Ｈ型）、００１×７（Ｈ型）、００１×７（Ｎａ
型）阳离子交换树脂；对照品ＤＮＪ（１脱氧野尻霉素，
纯度９５％，批号：Ｄ１０１２４２，Ａｌａｄｄｉｎ）；乙腈（ＴＥＤＩＡ，
色谱纯）；乙酸铵（ＳＩＧＭＡ，色谱纯）；超纯水；乙
醇、浓盐酸、浓氨水、氢氧化钠（国药集团化学试剂

有限公司，分析纯）。

２　ＤＮＪ检测方法学考察

２１供试品溶液的制备

精密称取桑叶提取物２０ｍｇ，置１０ｍＬ容量瓶
中，用乙腈水（５０∶５０，水中含６５ｍｍｏｌ乙酸铵）溶
解并定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２２对照品溶液制备
精密称取 ＤＮＪ对照品７００ｍｇ于２５ｍＬ容量瓶

中，用乙腈水（５０∶５０，水中含６５ｍｍｏｌ乙酸铵）溶
解并定容至刻度，配制成ＤＮＪ质量浓度为２６６ｍｇ·Ｌ－１

的对照品溶液。

２３色谱条件

色谱 柱：ＳｈｏｄｅｘＡｓａｈｉｐａｋＮＨ２Ｐ５０色 谱 柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；蒸发光散射检测器，
漂移管温度为１００℃，氮气流速为２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，
乙腈６５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵 ＝８２∶１８等度洗脱，流动
相流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１［７］。上述色谱条件下，ＤＮＪ
对照品色谱图见图１，桑叶提取物色谱图见图２。

图１　ＤＮＪ对照品ＨＰＬＣ图

图２　桑叶提取物ＨＰＬＣ图

２４色谱柱的选择

比较了 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）、ＷａｔｅｒｓＴ３色谱柱 （２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ）和ＳｈｏｄｅｘＡｓａｈｉｐａｋＮＨ２Ｐ５０色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）对ＤＮＪ对照品和桑叶提取物的分离
效果，根据对照品和提取物样品的 ＨＰＬＣ图分离度
和对称因子，最终确定选择 ＳｈｏｄｅｘＡｓａｈｉｐａｋＮＨ２Ｐ
５０色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）为检测 ＤＮＪ的
色谱柱。

２５检测方法学研究

２５１线性范围考察　分别精密吸取２２项下对照品
溶液１、２、３、４、５ｍＬ于５ｍＬ容量瓶中，用乙腈
水（５０∶５０含６５ｍｍｏｌ乙酸铵）稀释并定容至刻度，
得到ＤＮＪ质量浓度分别为５３２０、１０６４０、１５９６０、
２１２８０、２６６００ｍｇ·Ｌ－１的对照品溶液，用０２２μｍ
有机相微孔滤膜过滤后作为对照品溶液备用。按照

２３的色谱条件进行色谱分析，经色谱分析分别得
到各浓度ＤＮＪ对照品色谱峰的峰面积，分别以 ＤＮＪ
对照品溶液峰面积的对数为纵坐标，以 ＤＮＪ对照品
溶液浓度的对数为横坐标建立标准曲线。ＤＮＪ的标
准曲线方程：Ｙ＝０５２７２６６Ｘ－０５８９３４４，ｒ＝
０９９９２。
２５２精密度试验　精密称取桑叶提取物３２７６ｍｇ，
按照２１方法制备桑叶提取物供试品溶液，在 ２３
色谱条件下连续进样分析 ６次，得到各次分析的
ＤＮＪ色谱峰面积，计算提取物中 ＤＮＪ峰面积的 ＲＳＤ
值为１５６％。

２５３稳定性试验　取精密度试验中的桑叶提取物
的供试品溶液，分别在２３色谱条件下于０、１、２、
３、４ｈ进样分析，得到桑叶提取物中ＤＮＪ的峰面积，
计算ＤＮＪ峰面积的ＲＳＤ值为１３２％。
２５４重复性试验　精密称取桑叶提取物３０ｍｇ，按

·９０５·
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照２１项下的方法制备６份桑叶提取物供试品溶液，
在上述色谱条件下进行色谱分析，利用建立的标准

曲线计算各供试品溶液中 ＤＮＪ的含量。计算得到桑
叶提取物中ＤＮＪ的平均质量分数为５２８％，ＲＳＤ值
为０７６％。
２５５加样回收试验　精密称取桑叶提取物１５ｍｇ样
品６份，分别加入相当于１５ｍｇ桑叶提取物中 ＤＮＪ
含量的８０％、１００％、１２０％３个梯度的 ＤＮＪ对照溶
液各２份，按照２１项下的方法制备桑叶提取物供
试品溶液，在上述色谱条件下进行色谱分析，利用

标准曲线计算ＤＮＪ的含量及回收率。计算所得桑叶
提取物中 ＤＮＪ的平均回收率为 ９６３０％，ＲＳＤ值
为１５８％。

３　阳离子种类及用量对ＤＮＪ纯化效果考察

３１不同种类阳离子交换树脂对桑叶 ＤＮＪ纯化效果
考察

３１１阳离子树脂预处理　量取 ＬＳＩ０１０（Ｈ型）、
００１×７（Ｈ型）、００１×７（Ｎａ型）阳离子交换树脂
３份，每份２００ｍＬ，纯水浸泡后分别装入３根玻璃
层析柱，水洗至无色，ＬＳＩ０１０（Ｈ型）、００１×７
（Ｈ型）分别用 １０００ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
洗脱，流速为４００ｍＬ·ｈ－１，水洗至中性，再分别
用 １０００ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液洗脱，流速为
４００ｍＬ·ｈ－１，水洗至中性备用；００１×７（Ｎａ型）
分别用１０００ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液洗脱，流速为
４００ｍＬ·ｈ－１，水洗至中性，再分别用 １０００ｍＬ
１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液洗脱，流速为４００ｍＬ·ｈ－１，
水洗至中性备用。

３１２桑叶ＤＮＪ纯化　称取桑叶药材２００ｇ共３份，
分别加入４Ｌ纯净水，９０℃提取两次，每次２ｈ，趁
热过滤，合并两次滤液，分别用预处理过的 ＬＳＩ０１０
（Ｈ型）、００１×７（Ｈ型）、００１×７（Ｎａ型）３种阳离子
交换树脂纯化，流速为４００ｍＬ·ｈ－１，提取液上样完毕
后每根树脂柱分别用８００ｍＬ水洗，弃去水洗液，再
用１０００ｍＬ０５ｍｏｌ·Ｌ－１氨水洗，收集氨水洗脱液，
浓缩干燥，称质量，检测 ＤＮＪ含量。检测结果见
表１［８］。

３２００１×７（Ｎａ型）阳离子交换树脂对不同量的桑叶
提取液中ＤＮＪ纯化效果考察

３２１阳离子树脂预处理　量取００１×７（Ｎａ型）阳离
子交换树脂５份，每份２００ｍＬ，纯水浸泡后分别装

表１　不同类型阳离子交换树脂对桑叶
ＤＮＪ纯化结果

％

树脂类型 提取物得率 提取物ＤＮＪ含量

００１×７（Ｈ型） １４５ ７６４

００１×７（Ｎａ型） ０９４ １５７１

ＬＳＩ０１０（Ｈ型） １６２ ８９３

入５根玻璃层析柱，水洗至无色，分别用１０００ｍＬ
１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液洗脱，流速为４００ｍＬ·ｈ－１，水洗
至中性，再分别用１０００ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
洗脱，流速为４００ｍＬ·ｈ－１，水洗至中性备用，树脂
柱编号为１＃、２＃、３＃、４＃、５＃。
３２２桑叶 ＤＮＪ纯化　分别称取桑叶药材 ２００、
３００、４００、６００、８００ｇ共 ５份，分别加入 ２０倍体
积的纯净水，９０℃提取两次，每次 ２ｈ，趁热过
滤，合并两次滤液，分别用预处理过的上述５组阳
离子交换树脂纯化，流速为 ４００ｍＬ·ｈ－１，提取液
上样完毕后每根树脂柱分别用８００ｍＬ水洗，弃去
水洗液，再用１０００ｍＬ０５ｍｏｌ·Ｌ－１氨水洗，收集
氨水洗脱液，浓缩干燥，称质量，检测 ＤＮＪ含量。
检测结果见表２。

表２　００１×７（Ｎａ型）阳离子树脂对不同量桑叶提取
液纯化效果

树脂柱

编号

树脂量∶
药材量

流出液ＤＮＪ
量／ｍｇ

提取物得

率／％
提取物ＤＮＪ质量
分数／％

１＃ １∶１ １５５０ ０９８ ６９８

２＃ １∶１５ ４１４３ ０６６ ５４７

３＃ １∶２ ６２０８ ０５８ ４３６

４＃ １∶３ １５１２６ ０４５ ３２２

５＃ １∶４ １８４１５ ０４５ ３０７

４　结论及讨论

不同类型阳离子树脂对桑叶 ＤＮＪ纯化检测结果
显示，桑叶提取液经过３种阳离子树脂纯化后得到
桑叶提取物中 ＤＮＪ含量从高到低依次为００１×７（Ｎａ
型）＞ＬＳＩ０１０（Ｈ型）＞００１×７（Ｈ型），纯化后桑叶
提取物得率从高到低依次为 ＬＳＩ０１０（Ｈ型）＞００１×
７＞（Ｈ型）００１×７（Ｎａ型），不同阳离子树脂纯化
ＤＮＪ提取物得率和 ＤＮＪ含量差异较大，与不同类
型树脂交联度不一样，对 ＤＮＪ吸附和交换能力不

·０１５·
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一样有关；采用 Ｈ型阳离子树脂提取物得率高于
Ｎａ型阳离子树脂，是由于相同质量的 Ｈ型阳离子
树脂比 Ｎａ型阳离子树脂能交换更多带正电荷的
物质。

桑叶提取液不同上样量实验，从流出液中 ＤＮＪ
检出量结果看，１倍上样量流出液 ＤＮＪ含量最少，
１５倍、２倍、３倍、４倍上样量流出液中 ＤＮＪ含量
依次增大，且后期实验证明，树脂多次使用后，

ＤＮＪ得率降低而流出液中 ＤＮＪ检出量增加，可能是
由于树脂本身破碎，功能退化或者是再生不彻底，

而使纯化效果变差。

采用００１×７（Ｎａ型）阳离子交换树脂进行桑
叶 ＤＮＪ纯化后，由于树脂上的 Ｎａ离子也被部分
交换下来，导致浓缩液碱性太强，提取物中 Ｎａ
离子含量较高，可根据需求提取物 ＤＮＪ含量的高
低选择不同种类的阳离子交换树脂进行桑叶 ＤＮＪ
的纯化。
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