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大孔树脂吸附纯化黔产龙胆草多糖工艺优化
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摘要!采用硫酸(苯酚法测定多糖的含量#研究
]/5!

树脂对

龙胆多糖的吸附和洗脱效果$以多糖的吸附率和解吸量为

指标#对
]/5!

树脂纯化龙胆多糖的工艺条件进行了研究$

结果表明#

]/5!

树脂对龙胆多糖的吸附和洗脱能力较好#最

佳工艺条件为'上样浓度
"<

2

+

</

%上样流速
#G'

+

S

%上样

量
AG'

%洗脱流速
#G'

+

S

%用
!$N

乙醇溶液
#$$</

集中

洗脱$经过纯化后多糖的颜色变浅#多糖的含量从
#D*A#N

提高到
&%*#IN

#多糖回收率为
AI*"#N

$

关键词!龙胆草&多糖&纯化&
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树脂
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龙胆草*

%9,;/0,0GE0>=0L

-

9

+!又名地胆草
%

龙胆
%

草

龙胆!药用部分为龙胆科龙胆属植物龙胆干燥的根和茎!是

一种常用的中草药&龙胆草在中国产地分布较广!主要分布

在贵州
%

云南
%

四川等地&黔产龙胆草主要分布在六枝!为

黔西北道地药材&龙胆草具有清热燥湿
%

清肝泻胆的作

用0

%

1

!有着广泛的用途!如中成药#龙胆泻肝丸$就是以龙胆

草为主要原料制成的0

#

1

&研究发现龙胆汤对病毒性脑炎0

!

1

'

肝胆湿热型带状疱疹0

A

1

'突发性耳聋0

"

1

'湿热型带下病0

D

1

'单

纯疱疹性角膜炎的系统评价0

&

1

'面瘫0

>

1

'宫颈炎合并
@

?

U

0

I

1

感染等疾病均有一定的疗效&多糖为龙胆的有效成分之

一0

%$Y%%

1

!试验发现龙胆多糖有明显的生理活性!具有抗肿

瘤0

%#

1

%

抗氧化0

%

1

%

抗凝血0

%!

1

%

保肝
%

降血脂
%

调节免疫

力0

%A

1等作用!因此对龙胆草多糖的研究有一定的意义&

目前对龙胆多糖的研究主要是提取工艺!对龙胆多糖纯

化的研究较少&常见的分离纯化方法是
OKPK

琼脂糖凝胶

法0

%"

1

%

OKPK50F))3)(;FOK5"#

离子交换层析法等0

%D

1

&但这

些方法成本较高!价格昂贵&大孔树脂法作为一种常见的分

离纯化的方法!因其具有吸附量较大'吸附速率快'价格便

宜'可再生等优点!而被广泛地应用于天然产物的分离和纯

化0

%&

1

&本试验拟以黔产龙胆草为原料!提取龙胆多糖!并研

究
]/5!

树脂对龙胆多糖的吸附和洗脱!确定最佳纯化的工

艺条件!以期为龙胆多糖的工业化生产和进一步的开发利用

提供参考&

%

!

材料与方法
%*%

!

材料与试剂

龙胆草)购于贵州济仁堂!产地为贵州六枝,

]/5!

树脂)郑州勤实科技有限公司,

试验所用试剂均为国产分析纯&

%*#

!

仪器

干燥箱)

%$%5%P

型!天津泰斯特公司,

电子天平)

P#$$1

型!德国科恩公司,

>&%



循环水式多用真空泵)

1@G5RRRP

型!郑州长城科工贸

公司,

分光光度计)

a'#!$$

型!上海天美科学仪器公司,

植物粉碎机)

]C%$#

型!天津市泰斯特公司&

%*!

!

方法

%*!*%

!

龙胆粗多糖的提取
!

参照文献0

%>

1!将龙胆草清洗
%

干燥并粉碎!按照料液比
%

"

!$

*

2

/

</

+加入蒸馏水!在

>$\

热水中浸提
#S

!离心*

A$$$7

/

<89

+取上清液!将上清

液
>$\

减压浓缩至原体积的
%

/

"

!加入
!

倍体积的无水乙

醇!静置过夜!抽滤!依次用丙酮
%

无水乙醇洗涤沉淀!自然

风干!得到龙胆草粗多糖&

%*!*#

!

葡萄糖标准曲线的绘制
!

参照文献0

%I

"

#$

1!将葡萄

糖标准品在
%$"\

干燥至恒重!准确配制
%$$

#

2

/

</

的葡萄

糖标准溶液&精确移取
%$$

#

2

/

</

葡萄糖溶液
$*$$

!

$*%$

!

$*#$

!

$*A$

!

$*D$

!

$*>$

!

%*$$</

!分别置于
&

支比色管中!补水

至
%</

!再加入
"N

的苯酚
#*$$</

!混合均匀后迅速加入

浓硫酸
&*$$</

!摇匀后静置
%$<89

!放入沸水浴中
#$<89

!

冷至室温!在
AI$9<

下测吸光度!并绘制标准曲线*见图
%

+&

葡萄糖标准曲线的回归方程)

?

k$*$"$#Id$*$#!"

!相关系

数
N

#

k$*III&

!在
$

"

%$

#

2

/

</

范围内!浓度和吸光度呈现

良好的线性关系&

图
%

!

葡萄糖标准曲线
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]/5!

树脂的预处理
!

向
]/5!

树脂中加入
!

倍体积

的
I"N

乙醇!浸泡
#AS

!再用蒸馏水洗涤树脂至无乙醇味后!

加入
AN

的
+-Z@

浸泡
#S

!用蒸馏水洗涤至中性!再用
AN

的
@B)

浸泡
#S

!用蒸馏水洗涤至中性!并用蒸馏水浸泡以

备用0

#%

1

&

%*!*A

!

上样浓度对
]/5!

树脂动态吸附的影响
!

将已处理好

的
]/5!

树脂等体积*

!$0<

!

+分别装入
"

根规格一样的层析

柱中!配制浓度分别
#*$$$$

!

!*$$$$

!

A*$$$$

!

"*$$$$

!

D*$$$$<

2

/

</

的多糖溶液各
"$</

!以
#G'

/

S

的流速分

别上样&充分吸附后收集流出液!测定流出液中多糖的含

量!按式*

%

+计算吸附率0

##

1

&

N

%

X

E

$

U

$

Y

E

%

U

%

E

$

U

$

Z

%$$N

! *

%

+

式中)

N

%

(((吸附率!

N

,

E

$

(((进样液中多糖的浓度!

<

2

/

</

,

U

$

(((进样液的体积!

</

,

E

%

(((流出液中多糖的浓度!

<

2

/

</

,

U

%

(((流出液的体积!

</

&

%*!*"

!

上样流速对
]/5!

树脂动态吸附的影响
!

取
"

份浓度

为
"*%!>$<

2

/

</

的多糖溶液!上样量均为
#G'

!分别以
%

!

#

!

!

!

A

!

"G'

/

S

的流速通过装有
!$0<

!

]/5!

树脂的层析柱!

充分吸附后收集流出液!测定流出液中多糖的含量!并计算

吸附率&

%*!*D

!

上 样 量 对
]/5!

树 脂 动 态 吸 附 的 影 响
!

配 制

"*AA"$<

2

/

</

的多糖溶液!以
#G'

/

S

的流速上样!总上样

量为
IG'

*

#&$</

+!并分别在上样量为
%

!

#

!

!

!

A

!

"

!

D

!

&

!

>

!

IG'

时测流出液中多糖的含量!并计算吸附率&

%*!*&

!

洗 脱 液 浓 度 对 洗 脱 效 果 的 影 响
!

将 浓 度 为

D*$$$$<

2

/

</

的龙胆多糖溶液
%$$</

以
#G'

/

S

的流速

通过装有
!$0<

!

]/5!

树脂的层析柱!待吸附充分后!排净树

脂间隙中的多糖溶液!再依次加入
%$$ </

去离子水及

%$N

!

!$N

!

"$N

!

&$N

!

I$N

的乙醇进行梯度洗脱!洗脱流速

为
#G'

/

S

!且每
#"</

收集一次洗脱液&测定每瓶洗脱液

中多糖的含量!并以瓶子编号为横坐标!多糖含量为纵坐标

做图&按式*

#

+计算洗脱量&

Q

X

E

!

Z

U

!

! *

#

+

式中)

Q

(((洗脱量!

#

2

,

E

!

(((洗脱液中多糖的浓度!

#

2

/

</

,

U

!

(((洗脱液的体积!

</

&

%*!*>

!

洗脱液用量对洗脱效果的影响
!

将
"$</

浓度为

"*$$$$<

2

/

</

的龙胆多糖溶液以
#G'

/

S

的流速通过层析

柱!吸附充分后!先用蒸馏水将树脂颗粒之间的间隙液冲走!

再用
!$N

乙醇溶液对树脂进行洗脱!洗脱流速为
#G'

/

S

!前

%$$</

流出液每隔
"</

检测一次多糖含量!后
A$$</

每

隔
#"</

检测一次流出液中多糖的含量!并以累积洗脱体积

和多糖的含量为坐标绘制曲线&

%*!*I

!

洗脱流速对洗脱效果的影响
!

取
"

份浓度为

"*!A$$<

2

/

</

的多糖溶液!上样量均为
#G'

!均以
%G'

/

S

的流速通过装有
!$0<

!

]/5!

树脂的层析柱!充分吸附后!用

少量的蒸馏水洗涤树脂!再用
#$$</!$N

的乙醇分别以
%

!

#

!

!

!

A

!

"G'

/

S

的流速进行洗脱!并测定流出液中多糖的

含量&

%*!*%$

!

验证性实验
!

准确配制
$*$%

2

/

</

的粗多糖溶液再

从中移取
#*"</

定容至
%$$</

!取
%</

稀释液按照
%*!*#

的方法测吸光度!并按式*

!

+计算粗多糖的纯度&

)

X

A

Z

$

Z

U

Z

%$

Y

D

H

Z

%$$N

! *

!

+

式中)

)

(((多糖纯度!

N

,

A

(((稀释后溶液的多糖浓度!

#

2

/

</

,

$

(((稀释倍数,

U

(((多糖样品液的总体积!

</

,

H

(((粗多糖质量!

2

&

准确配制一定浓度的粗多糖溶液!以最佳的上样流速通

过树脂柱!待充分吸附后!用
#$$</

的
!$N

乙醇以
#G'

/

S

I&%

提取与活性
!

#$%&

年第
"

期



的洗脱流速洗脱!并将洗脱液旋转蒸发浓缩!冷冻干燥!测冻

干多糖的纯度!并按式*

A

+计算多糖回收率&

%

X

C

%

C

#

Z

%$$N

! *

A

+

式中)

%

(((多糖回收率!

N

,

C

%

(((提纯多糖的质量!

<

2

,

C

#

(((粗多糖的质量!

<

2

&

#

!

结果与讨论
#*%

!

多糖的提取

按上述提取方法得到的龙胆草粗多糖为深棕色颗粒状

的固体!味道清香!在水中溶解效果较好!产率为
A*"N

&

#*#

!

上样浓度对动态吸附率的影响

由图
#

可知!上样浓度对龙胆草多糖吸附率的影响较

大!吸附率随着上样浓度的增大呈先升高后下降的趋势!上

样浓度为
"<

2

/

</

时吸附率最大&所以最佳上样浓度为

"<

2

/

</

!此时吸附率为
>"*"&N

&

图
#

!

上样浓度对多糖吸附率的影响

]8

2

37F#

!

WSFFVVF04(V4SF0(90F947-48(9(V

?

()

.

;-00S-78MF;

(94SF-6;(7

?

48(97-4F

#*!

!

上样流速对动态吸附率的影响

由图
!

可知!上样流速越大!多糖的吸附率越小&如果

多糖溶液上样流速过快!多糖还没来得及被树脂吸附!就已

经流出层析柱!会使吸附率减少,而如果流速较慢时!溶液中

的多糖可以和树脂充分接触!吸附率较高!但如果流速过慢!

会使过柱时间过长&由图
!

可知!当流速为
%G'

/

S

时!多糖

的吸附率最高!但速率过慢!而
#G'

/

S

的吸附率与其相差不

大!所以选择
#G'

/

S

的上样流速较为合适&

#*A

!

上样量对动态吸附率的影响

由图
A

可知!随着上样量的增大!多糖吸附率随之降低!

图
!

!

上样流速对多糖吸附率的影响
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当上样量
&

AG'

后!吸附率趋于稳定&说明上样量到了一

定程度!树脂对多糖的吸附会达到饱和&虽然当上样量为

%G'

时!吸附率最高!但树脂对多糖的吸附量较少*仅

%"%*##I<

2

+,而当上样量为
AG'

时!吸附率较低!但树脂对

多糖的吸附量较高*

!#D*&$$<

2

+&所以选
AG'

为上样量较

为合适&

图
A

!

上样量对多糖吸附率的影响
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!
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?

48(97-4F

(V

?

()

.

;-00S-78MF

#*"

!

洗脱液浓度的确定

由图
"

可知!龙胆多糖的洗脱量主要集中在蒸馏水
%

%$N

乙醇和
!$N

乙醇洗脱部分!其中最大洗脱峰出现在

!$N

乙醇洗脱部分!

!$N

乙醇部分的总洗脱量也最大且乙醇

浓度升高!洗脱量变小&因此选择用
!$N

乙醇做洗脱液&

%

"

A

号为水洗脱液,

"

"

>

号为
%$N

乙醇洗脱液,

I

"

%#

号为
!$N

乙

醇洗脱液,

%!

"

%D

号为
"$N

乙醇洗脱液,

%&

"

#$

号为
&$N

乙醇洗脱

液,

#%

"

#A

为
I$N

乙醇洗脱液

图
"

!

乙醇浓度对多糖洗脱量的影响
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#*D

!

洗脱液用量的确定

由图
D

可知!多糖的洗脱量主要集中在前
#$$</

的洗

脱液中!当洗脱液的体积超过
#$$</

!再用
!$N

乙醇继续洗

脱!多糖的量增加得很少!可以忽略!因此从经济的角度出

发!洗脱液的用量为
#$$</

时最佳&

#*&

!

洗脱流速的确定

由图
&

可知!当洗脱量相同时!洗脱流速对洗脱量有一

定的影响!流速加快!洗脱量减少!当流速为
%G'

/

S

时!洗脱

效果最好!但如果流速过慢!会使时间成本提高!考虑到洗脱

流速为
%G'

/

S

时!洗脱量与流速为
#G'

/

S

时的洗脱量相差

不大!所以选择的合适的洗脱流速为
#G'

/

S

&

#*>

!

验证实验

实验 测得提取的粗多糖纯度为
#D*A#N

!经过树脂纯化

$>%

第
!!

卷第
"
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!



图
D

!

洗脱液用量的考察曲线图
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图
&

!

洗脱流速对多糖洗脱量的影响

]8

2

37F&

!

WSFFVVF04(VF)348(9V)(T7-4F(94SFF)348(9

(V

?

()

.

;-00S-78MF

后!多糖的纯度提高到了
&%*#IN

!多糖回收率为
AI*"#N

&

说明
]/5!

树脂对龙胆多糖纯化的效果较好&纯化前的粗多

糖颜色为深棕色!经过树脂纯化后!颜色变浅!为浅黄色的粉

末!说明
]/5!

树脂对多糖中的色素也具有一定的吸附和脱

色功能&

!

!

结论
*

%

+本试验利用
]/5!

树脂对龙胆草多糖进行提纯!该

树脂对龙胆草多糖具有较好的分离纯化效果!提纯后多糖的

颜色变浅!纯度也从
#D*A#N

提高到了
&%*#IN

!多糖回收率

为
AI*"#N

&

*

#

+通过对
]/5!

树脂进行动态工艺参数研究!得出最佳

的纯化工艺条件为)上样浓度
"<

2

/

</

!上样流速
#G'

/

S

!上

样量
AG'

!用
#$$</!$N

乙醇洗脱!洗脱流速
#G'

/

S

&

*

!

+本试验仅对
]/5!

树脂纯化龙胆多糖的工艺进行研

究!今后还应该进一步深入研究如何提高龙胆的纯度&此

外!用该工艺纯化后是否会影响其生物活性尚未可知!因此

在后续的试验中可对提纯前后多糖的抗氧化和抑菌活性进

行深入研究&
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