
２０１９年４月　第２１卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ４

·中药工业·

 ［通信作者］　石万银，工程师，研究方向：中药分离纯化研究；Ｅｍａｉｌ：４９５４３０７３２＠ｑｑｃｏｍ

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ＬＳＩ０１０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（１ｄｅｏｘｙｎｏｊｉｒｉｍｙｃｉｎ，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［５６］。

本文采用前期实验确定的桑叶 ＤＮＪ纯化工艺，
比较了ＬＳＩ０１０（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。

·８０５·



２０１９年４月　第２１卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ４

１　材料

１１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）。

１２试药

ＬＳＩ０１０（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

２１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６５ｍｍｏｌ乙酸铵）溶
解并定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２２对照品溶液制备
精密称取 ＤＮＪ对照品７００ｍｇ于２５ｍＬ容量瓶

中，用乙腈水（５０∶５０，水中含６５ｍｍｏｌ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。

２３色谱条件

色谱 柱：ＳｈｏｄｅｘＡｓａｈｉｐａｋＮＨ２Ｐ５０色 谱 柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；蒸发光散射检测器，
漂移管温度为１００℃，氮气流速为２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，
乙腈６５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵 ＝８２∶１８等度洗脱，流动
相流速为１０ｍＬ·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

２４色谱柱的选择

比较了 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）、ＷａｔｅｒｓＴ３色谱柱 （２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ）和ＳｈｏｄｅｘＡｓａｈｉｐａｋＮＨ２Ｐ５０色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，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×４６ｍｍ，５μｍ）为检测 ＤＮＪ的
色谱柱。

２５检测方法学研究

２５１线性范围考察　分别精密吸取２２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６５ｍｍｏｌ乙酸铵）稀释并定容至刻度，
得到ＤＮＪ质量浓度分别为５３２０、１０６４０、１５９６０、
２１２８０、２６６００ｍｇ·Ｌ－１的对照品溶液，用０２２μｍ
有机相微孔滤膜过滤后作为对照品溶液备用。按照

２３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＝０５２７２６６Ｘ－０５８９３４４，ｒ＝
０９９９２。
２５２精密度试验　精密称取桑叶提取物３２７６ｍｇ，
按照２１方法制备桑叶提取物供试品溶液，在 ２３
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１５６％。

２５３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２３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１３２％。
２５４重复性试验　精密称取桑叶提取物３０ｍｇ，按

·９０５·
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照２１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５２８％，ＲＳＤ值
为０７６％。
２５５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２１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 ９６３０％，ＲＳＤ值
为１５８％。

３　阳离子种类及用量对ＤＮＪ纯化效果考察

３１不同种类阳离子交换树脂对桑叶 ＤＮＪ纯化效果
考察

３１１阳离子树脂预处理　量取 ＬＳＩ０１０（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，ＬＳＩ０１０（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。

３１２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 ＬＳＩ０１０
（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１０００ｍＬ０５ｍｏｌ·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］。

３２００１×７（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

３２１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） １４５ ７６４

００１×７（Ｎａ型） ０９４ １５７１

ＬＳＩ０１０（Ｈ型） １６２ ８９３

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＃。
３２２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１０００ｍＬ０５ｍｏｌ·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 １５５０ ０９８ ６９８

２＃ １∶１５ ４１４３ ０６６ ５４７

３＃ １∶２ ６２０８ ０５８ ４３６

４＃ １∶３ １５１２６ ０４５ ３２２

５＃ １∶４ １８４１５ ０４５ ３０７

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）＞ＬＳＩ０１０（Ｈ型）＞００１×７（Ｈ型），纯化后桑叶
提取物得率从高到低依次为 ＬＳＩ０１０（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，
１５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。

参考文献

［１］　国家药典委员会．中华人民共和国药典：一部［Ｍ］．北

京：中国医药科技出版社，２０１５：２９７．

［２］　任玉珍，王龙虎，蒋焕，等．不同采收期桑叶药材的质量

比较［Ｊ］．中国现代中药，２００６，８（５）：８９．

［３］　ＬＩＹＧ，ＪＩＤＦ，ＺＨＯＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｈｙｂｒｉｄｏｆ１ｄｅｏｘｙｎｏｊｉｒｉｍｙ

ｃｉｎａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｍｕｌｂｅｒｒｙｌｅａｖｅｓｔｒｅａｔｄｉａｂｅｔｅｓ

ｍｅｌｌｉｔｕｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＰＤＸ１／ｉｎｓｕｌｉｎ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌ

ｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅａｎｄｇｌｕｃｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｉｎａｌｌｏｘ

ａｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，１３４

（３）：９６１９７０．

［４］　周晓玲，孙凌云，张进，等．１脱氧野尻霉素的来源及合

成研究进展［Ｊ］．蚕业科学，２０１１，３７（１）：１０５１１０．

［５］　刘韦軻，赵骏，高秀梅，等．１脱氧野尻霉素的提取精

制工艺［Ｊ］．中华中医药学刊，２００９，２７（１０）：２０７９

２０８１．

［６］　刘超，徐立，史正琴，等．植物源１脱氧野尻霉素分离纯

化技术综述［Ｊ］．蚕业科学，２０１４，４０（３）：５４４５５０．

［７］　周玉飞，褚以文，王欣荣．ＨＰＬＣＥＬＳＤ分析米格列醇和

杂质１脱氧野尻霉素［Ｊ］．中国新药杂志，２０１２，２１（４）：

３７５３７７．

［８］　吴方睿．桑叶中１脱氧野尻霉素提取分离工艺研究［Ｄ］．

合肥：合肥工业大学，２００９．

（收稿日期：２０１８０９１０　　编辑：王笑辉）

·１１５·




