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摘要：目的  研究 S-8 型大孔树脂精制泽兰总黄酮(酚酸)的工艺条件。方法  以总黄酮(酚酸)、咖啡酸含量结合指纹图谱

主要特征峰面积保留率为考察指标；采用紫外-可见分光光度法测定总黄酮(酚酸)含量，HPLC 测定咖啡酸含量并分析指

纹图谱主要特征峰面积。结果  S-8 型大孔吸附树脂纯化泽兰总黄酮(酚酸)的 佳工艺条件为：上样液浓度为含生药量 0.1 

g·mL1，上样量为每 10 g 干树脂上样 7 g 生药，吸附速率为 1 mL·min1，水洗脱量为 60 mL，洗脱溶媒为 80 mL70%乙醇，

洗脱速率为 2 mL·min1；树脂经 95%乙醇和 1 moL·L1 氢氧化钠溶液再生后，至少可重复使用 5 次。总黄酮(酚酸)与咖啡

酸的保留率为 75.56%及 104.59%，峰 1~5 的保留率均达 89%以上，纯化后总黄酮(酚酸)及咖啡酸的含量分别提高了 3.99

倍和 4.69 倍。结论  S-8 型大孔吸附树脂能较好地纯化富集泽兰总黄酮(酚酸)。 
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Study on Purification of the Total Flavonoids (Phenolic Acids) from Herba Lycopi with S-8 Macroporous 
Adsorption Resin  
 
HUANG Yuechun1, HUANG Yinghua1, LIU Cuiling2, WEI Gang2, LIU Donghui2(1.The Frist Affiliated Hospital of 
Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China; 2.Guangzhou University of Traditional Chinese 
Medicine, Guangzhou 510405, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the technologic conditions of purifying the total flavonoids (phenolic acids) from Herba 
Lycopi by S-8 resin. METHODS  UV-VIS spectrophotometry was used to determine the total flavonoids (phenolic acids), HPLC 
was used to determine caffeic acid and analyze the characteristic peaks of fingerprint. RESULTS  The results showed that the 
effect was perfect when the concentration of original solution of the extract of Herba Lycopi was 0.1 g·mL1, the loading amount 
was 7 g Herba Lycopi per 10 g dry S-8 resin, the adsorption velocity was 1 mL·min-1, the volume of water was 60 mL, the eluant 
was 80 mL 70% alcohol, and the elution velocity was 2 mL·min1. AB-8 resin could be used at least 5 times repeatedly after being 
reproducted by 95% ethanol and 1 moL·L1 NaOH. The remaining rate of the total flavonoids (phenolic acids) and caffeic acid was 
75.56% and 104.59%, and the remaining rate of peak 1-5 was over 89%. The content of the total flavonoids and caffeic acid was 
raised 3.99 times and 4.69 times after being purified by the S-8 resin. CONCLUSION  S-8 resin was fit for separating and 
purifying the total flavonoids (phenolic acids) from Herba Lycopi. 
KEY WORDS: Herba Lycopi; the total flavonoids(phenolic acids); caffeic acid; fingerprint; macroporous adsorption resin 

 

双柏散是广州中医药大学用于外科、骨伤科的

经验方，由大黄、侧柏叶、黄柏、泽兰、薄荷五

味药组成，具有活血化瘀、清热解毒、消肿止痛

等功效，用于治疗跌打损伤早期、急性软组织损

伤、急性踝关节扭伤、疮疡肿毒等有显著疗效[1]。

泽兰是双柏散的臣药之一，为唇形科植物毛叶地

瓜儿苗 Lycopus lucidus Turcz.var.hirtus Regel 的干

燥地上部分，有活血袪瘀、行水消肿的功能[2]。泽

兰的成分包括木犀草素-7-O-葡萄糖醛苷[3]、咖啡

酸[4]等黄酮类、酚酸类成分，其中咖啡酸具有抗菌、

抗炎、止痛等作用[5]，为双柏散的有效成分之一。

为研究开发双柏散新剂型，在课题组前期建立了

分析方法，进行了泽兰 佳提取工艺研究及 佳

精制树脂类型的基础上，本实验以总黄酮(酚酸)、

咖啡酸的含量结合指纹图谱主要特征峰面积保留

率为指标，进一步研究 S-8 型大孔树脂精制泽兰总

黄酮的工艺条件。 

1  仪器与试药 

Agilent 1100 高效液相色谱仪，含二极管阵列

检测器(安捷伦公司)；TU-1221 型紫外可见分光光
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度计(北京市通用仪器设备公司)；咖啡酸对照品(中

国药品生物制品检定所，批号：110885-200102，供

含量测定用)；泽兰购于广东杏林天城药业有限公

司，经广州中医药大学第一附属医院黄月纯主任中

药师鉴定，系唇形科植物毛叶地瓜儿苗 Lycopus 

lucidus Turcz.var.hirtus Regel 的干燥地上部分；S-8

大孔树脂(粒径为 280~300 nm)等均购于天津南开

大学化工厂；乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  泽兰总黄酮(酚酸)含量测定方法 

2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取咖啡酸对照

品 5.04 mg，置 50 mL 棕色量瓶中，加 50%乙醇溶

解并定容至刻度，得浓度为 0.100 8 mg·mL1 咖啡酸

贮备液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密吸取泽兰精制过

程中各工艺样品适量，加 50%乙醇稀释至一定体

积，摇 ，滤过，取续滤液，作为供试品溶液。 

2.1.3  标准曲线的制备  精密量取咖啡酸贮备液

适量，用50%乙醇配制成浓度为0.504，1.008，1.512，

2.016，4.032，5.040，6.048，8.064，10.080 μg·mL1

的对照品溶液，按照紫外-可见分光光度法，在 325 

nm 波长处测定吸光度，以吸光度为纵坐标，浓度

为横坐标，得标准曲线：Y=83.449 75 X+ 0.003 838，

r=0.999 9。表明咖啡酸在 0.504 0~10.08 μg·mL1 内

线性关系良好。 

2.1.4  样品的测定  取“2.1.2”项下供试品溶液适

量，按照紫外-可见分光光度法，在 325 nm 的波长

处测定吸光度，从标准曲线上求得总黄酮(酚酸)的

量，计算各样品的含量。 

2.2  咖啡酸的含量测定方法 

2.2.1  色谱条件  色谱柱 ZOBAX Eclipse XDB 

C18 (250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈-0.1%

磷酸溶液(13 87)∶ ；流速为 1.0 mL·min1；检测波长

为 325 nm；柱温为 35 ℃。 

2.2.2  对照品溶液的制备   取咖啡酸对照品适

量，精密称定，用 50%乙醇溶解配制成浓度为 0.02 

mg·mL1 的对照品溶液。 

2.2.3  线性关系   咖啡酸的回归方程为 Y= 

5 832.288X+2.524 8 ， r=0.999 9 。表明咖啡酸在

0.020 16~0.504 0 μg 内线性关系良好。 

2.2.4  供试品溶液的制备  精密吸取泽兰精制过

程中各工艺样品适量，加 50% 乙醇稀释至一定体

积，摇 ，滤过，取续滤液，作为供试品溶液。 

2.2.5  样品的测定  分别精密吸取对照品溶液 10 

μL、供试品溶液 5~20 μL，注入液相色谱仪中，测

定峰面积，按外标法计算各样品的含量。 

2.3  HPLC 指纹图谱分析方法 

2.3.1  色谱条件  采用 ZORBAX Eclipse XDB-C18

色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈

-0.1%磷酸溶液，梯度洗脱程序如下：0~20 min 乙

腈由 13%升为 25%，20~40 min 乙腈由 25%升为

38%，40~50 min 乙腈由 38%升为 70%，50~60 min

乙腈由 70%升为 95%；检测波长为 330 nm；流速 1 

mL·min1，柱温为 35℃。 

2.3.2  供试品溶液的制备  精密吸取泽兰精制各

工艺样品适量，水浴蒸干，残渣用 50%乙醇溶解，

转移至 5 mL 量瓶中，加 50%乙醇至刻度，摇 ，

作为供试品溶液。 

2.3.3  方法学考察  精密度、稳定性及重复性试验

5个特征峰的相对保留时间及相对峰面积的RSD均

小于 2%和 3%，符合指纹图谱方法学要求。 

2.3.4  样品的测定  分别精密吸取供试品溶液 10 

μL，注入液相色谱仪中，测定 5 个主要特征指纹峰

的峰面积，其中峰 1 为咖啡酸，泽兰细粉醇提液的

HPLC 图谱见图 1。以样品浓度为 0.1 g·mL1，进样

量 10 μL 的峰面积作为基准，其他不同浓度或不同

进样量的样品所测定的峰面积按拟定的基准浓度

与进样量进行折算，即得单位生药折算峰面积。 

 
图 1  泽兰细粉醇提液的 HPLC 图谱 
1咖啡酸 

Fig 1  HPLC chromatogramof Herba Lycopi 
1caffeic acid 

2.4  大孔树脂吸附法精制泽兰的总黄酮(酚酸) 

2.4.1  泽兰醇提液的制备  称取泽兰饮片适量，加

15 倍量的 50%乙醇，浸泡 30 min，加热回流 3 次，

每次 1.5 h，滤过，合并 3 次滤液，加 50%乙醇稀释

成每 1 mL 含 0.02 g 生药量的药液，即得。 

2.4.2  大孔吸附树脂的选择  课题组前期实验结

果表明，S-8 型大孔树脂对泽兰总黄酮(酚酸)有较好

的吸附与解吸特性，因此，本实验研究 S-8 型大孔

树脂精制泽兰总黄酮(酚酸)的工艺条件。 
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2.4.3  大孔树脂的前处理  S-8 大孔吸附树脂用

95%乙醇浸泡 24 h，充分溶胀，弃去上层树脂细粒，

用 95%乙醇冲洗，直到取适量流出液加水不显白色

浑浊为止，再用蒸馏水冲洗至无醇味。 

2.4.4  吸附速率的选择  大孔吸附树脂纯化的吸

附速率多以 1~2 mL·min1 为宜，经试验采用 1 

mL·min1 的流速进行吸附。 

2.4.5  上样液浓度的考察   

2.4.5.1  不同上样液浓度的含量考察  取醇提液适

量，浓缩成每 1 mL 含 0.1~0.3 g 生药的上样液，考

察上样液的转移率。结果随着上样液浓度的增大，

沉淀不断增多，原因可能与泽兰中某些脂溶性较大

的黄酮类及酚酸类成分析出有关。上样液为 0.1，

0.2，0.3 g·mL1 时，其总黄酮(酚酸)的保留率分别

为 98.29%，93.85%，81.67%。因此，上样液浓度

选择 0.1 g·mL1 为宜。 

2.4.5.2  大上样量的考察  取预处理好的 S-8 大

孔树脂约 10 g(抽滤至不滴水的重量)，装于层析柱

(1.8 cm×30 cm)。量取上样液(0.1 g·mL1)100 mL 上

样，进行动态吸附。收集过柱液，每 5 mL 接一管，

共收集 20 管，按“2.1”项下方法，测定各过柱液

中总黄酮(酚酸)的泄漏量，计算泄露率，确定 大

上样量，结果见表 1。测定结果显示，第 14 管的泄

漏率为 4.97%(<5%)，因此，确定 S-8 型大孔树脂

10 g(抽滤至不滴水)上样 7 g 生药。 

表 1  最大上样量考察结果 

Tab 1  Results of the loading amount 

管号 生药量/g 
上样体积

/mL 

总黄酮(酚酸)

泄漏量/mg 

总黄酮泄漏

率/% 

1 0.5 5 0.162  0.13  

2 1.0  10 0.401  0.32  

3 1.5 15 0.674  0.55  

4 2 20 0.988  0.80  

5 2.5  25 1.328  1.08  

6 3 30 1.699  1.38  

7 3.5 35 2.100  1.70  

8 4.0  40 2.512  2.03  

9 4.5 45 2.969  2.40  

10 5 50 3.505  2.84  

11 5.5  55 4.082  3.31  

12 6 60 4.710  3.81  

13 6.5 65 5.402  4.38  

14 7.0  70 6.138  4.97  

15 7.5 75 6.927  5.61  

16 8 80 7.761  6.29  

17 8.5  85 8.597  6.96  

18 9 90 9.472  7.67  

19 9.5 95 10.416  8.44  

20 10.0  100 11.347  9.19  

2.4.7  水洗脱量的考察  按上述确定的吸附条件

进行动态吸附后，静置 2 h，用纯化水以 2 mL·min1

的速率洗脱树脂柱，水洗液每 20 mL 收集一管，共

收集 5 管，按拟定的方法，分别测定各水洗液总黄

酮(酚酸)及咖啡酸的含量，观察指纹图谱主要特征

峰的洗脱情况，确定水洗量。结果见表 2，图 2。

结果显示，峰 1(咖啡酸)的水洗损失率较低，与咖

啡酸的含量测定结果一致；峰 2~5 的水洗损失率明

显高于峰 1，因此，总黄酮(酚酸)的水洗损失率明

显高于咖啡酸；水洗液 1~3 管(60 mL)已经基本把水

溶性的杂质洗脱完全，为避免目标成分在水洗过程

中的流失，水洗量宜选择 60 mL。 

表 2  水洗量的考察结果 

Tab 2  Results of the amount of water 

流失率/% 
项目 

1 管 2 管 3 管 4 管 5 管 

总黄酮(酚酸) 4.26 3.33 1.6 1.03 0.93 

咖啡酸(峰 1) 0.18 0.038 0.49 0.5 0.64 

峰 1(RT=7.492 min) 0.17 0.37 0.44 0.46 0.61 

峰 2(RT=11.625 min) 0.12 5.09 3.7 2.87 2.67 

峰 3(RT=11.853 min) 0.07 5.2 3.56 2.81 2.77 

峰 4(RT=17.078 min) – 1.31 1.24 1.05 1.04 

峰 5(RT=26.394 min) – 0.91 0.58 0.28 0.41 

注：水洗流失率=水洗量/吸附量×100%；“–”表示未检出 

Note: The rate of running off = (quantity of running off from water) 

/(adsorption quantity)×100%；“–”expresses no detection 

 
图 2  泽兰水洗液 HPLC 指纹图谱 
A第 1 管；B第 2 管；C第 3 管；D第 4 管；E第 5 管 

Fig 2  HPLC chromatograms of the washing liquid with water 
ANo.1 tube；BNo.2 tube；CNo.3 tube；DNo.4 tube；ENo.5 tube 

2.4.8  洗脱溶媒的考察  按上述确定的上样量(70 

mL)及水洗量进行动态吸附及水洗后，分别用 30%，

50%，70%乙醇通过树脂柱，收集醇洗液 100 mL，

按拟定的方法，分别测定各醇洗液每 1 g 生药总黄

酮(酚酸)及咖啡酸的含量，计算指纹图谱主要特征

峰的保留率，确定洗脱溶媒。结果见表 3。 
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表 3  洗脱溶媒的考察结果 

Tab 3  Results of solvent for elution 
总黄酮(酚酸) 咖啡酸 主要特征峰保留率/% 

洗脱溶媒 洗脱量/ 

mg·g1 
保留率/% 

洗脱量/ 

mg·g1 
保留率/% 峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 

30%乙醇 3.443 7  31.22  0.114  61.88  62.08  80.25  77.74  71.86  2.42  

50%乙醇 6.542 2  59.32  0.194 104.75 105.57  93.19  95.55  98.84  71.68  

70%乙醇 8.750 6  79.34  0.198 106.92  104.68  93.48  95.31  100.05  86.15  

注：保留率按上样量为 100%计 

Note: The remaining rate is according to the loading amount with 100% 

实验结果表明，以总黄酮(酚酸)为指标时，70%

乙醇的洗脱效果优于 30%乙醇及 50%乙醇；以咖啡

酸含量为指标时，50%乙醇与 70%乙醇的洗脱效果

相当，均明显优于 30%乙醇；以指纹图谱主要特征

峰保留率为指标时，30%乙醇的洗脱效果比较差，

特别是峰 5；50%乙醇及 70%乙醇对峰 1~4 的洗脱

效果相当，但峰 5的保留率 50%乙醇低于 70%乙醇。

综合以上结果，洗脱溶媒宜选择 70%乙醇。 

2.4.9  洗脱速率的考察  通过查阅文献得知，洗脱

速率多以 1~2 mL·min1 为宜，故本实验不再考察洗

脱速率，直接采用 2 mL·min1 的流速进行洗脱。 

2.4.10  乙醇洗脱量的考察  按上述所确定的条件，

进行上柱，吸附，纯化水洗脱，再用 70%乙醇洗脱，

醇洗液每 10 mL 收集一管，共收集 12 管，按上述拟

定的方法，分别测定每 1 g 生药总黄酮(酚酸)和咖啡

酸的含量，绘制洗脱曲线。结果见表 4，图 3-4。 

从测定结果及洗脱曲线可知，当 70%乙醇洗脱

量为 40 mL 时，咖啡酸几乎洗脱下来，当 70%乙醇

洗脱量为 80 mL 时，总黄酮(酚酸)基本洗脱下来，

为使总黄酮(酚酸)洗脱更完全，洗脱溶媒用量宜选

择 80 mL。   

表 4  乙醇洗脱量考察结果 

Tab 4  Results of amount of alcohol 

洗脱体积/mL 总黄酮(酚酸)含量/mg·g1 咖啡酸含量/mg·g1

10 0.666 0.003 6 

20 4.847 0.107 5 

30 2.245 0.066 9 

40 0.471 0.005 9 

50 0.183 – 

60 0.106 – 

70 0.066 – 

80 0.043 – 

90 0.034 – 

100 0.033 – 

110 0.031 – 

120 0.021 – 

注：“–”表示未检出 

Note: “–”expresses no detection 

 
图 3  泽兰总黄酮(酚酸)的洗脱曲线 

Fig 3  Curve of elution of the total flavonoids (phenolic 
acids) 

 
图 4  泽兰咖啡酸的洗脱曲线 

Fig 4  Curve of elution of caffeic acid 

2.4.11  验证试验  按上述确定的上柱10 g树脂(抽

滤至不滴水)、吸附、洗脱条件精制泽兰总黄酮(酚

酸)，进行工艺验证试验(n=3)。按拟定的方法，分

别测定各收集液总黄酮(酚酸)及咖啡酸的含量；以

样品浓度为 0.1 g·mL1，进样量 10 μL 的峰面积作

为基准，其他不同浓度或不同进样量的样品所测定

的峰面积按拟定的基准浓度与进样量进行折算，即

得单位生药折算峰面积，以上样液的单位折算峰面

积为 100%，计算不同样品特征成分的保留率。结

果见表 5，图 5。纯化后总黄酮(酚酸)及咖啡酸的含

量分别提高了 3.99 倍和 4.69 倍，结果见表 6。各样

品的指纹图谱显示，峰 1~5 的解吸效果均比较好，

其保留率达 89%以上，特别是峰 1(咖啡酸)损失很

少，表明 S-8 型大孔吸附树脂能较好地纯化富集泽

兰总黄酮(酚酸)。 
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表 5  泽兰大孔树脂精制验证试验结果 

Tab 5  Results of verification test of purification by macroporous adsorption resin 

主要特征峰保留率/% 
项目 

总黄酮(酚酸) 

保留率/% 

咖啡酸 

保留率/% 峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 

1 76.76  104.54 103.23  93.58  95.23  99.89  86.21  

2 74.33  103.64 102.95  89.07  90.06  95.50  88.96  

3 75.58  105.60 105.99  90.36  92.03  99.66  93.40  

均值 75.56  104.59 104.05  91.00  92.44  98.35  89.53  

RSD/% 1.61  0.94 1.61  2.55  2.82  2.51  4.05  

注：醇洗保留率按上样液为 100%计 

Note: The remaining rate of washing with alcohol is according to the loading amount with 100% 
 

 
图 5  泽兰不同样品 HPLC 指纹图谱 
A细粉醇提液；B醇提液；C上样液；D乙醇洗脱液 

Fig 5  HPLC chromatogram of samples of Herba Lycopi 
Aextract of fine powder with alcohol; Bextract with alcohol; Coriginal 

solution; Delution solution with alcohol 

表 6  泽兰中主要成分的精制效果(n=3) 

Tab 6  Effect of purification of the main component(n=3) 
含量/mg·g 干膏1 

成分 
精制前 精制后 

精制率/倍 

总黄酮(酚酸) 56.45 225.13 3.99 

咖啡酸 1.30 6.11 4.69 

2.4.12  树脂重复使用次数的考察  按上述确定的

吸附、洗脱条件，取样品液进行上柱、吸附和洗脱，

在同一根树脂柱上重复操作 5 次，分别计算 5 次总

黄酮(酚酸)的洗脱量。结果见表 7。结果表明，S-8

型大孔树脂每次上柱、吸附、洗脱后用 95%乙醇及

1 moL·L1氢氧化钠溶液再生树脂柱后可继续使用，

树脂至少可重复使用 5 次。 

表 7  树脂重复使用次数考察结果 

Tab 7  Effect of frequency of reuse of macroporous 
adsorption resin 

再生溶剂用量 

次数 
70%乙醇 

洗脱剂用量/mL 
95% 

乙醇/mL 

氢氧化钠 

溶液/mL 

总黄酮 

(酚酸)/mg·g1

保留率/

% 

1 80 60 100 7.06 82.07

2 80 60 100 6.94 80.69

3 80 60 100 7.03 81.68

4 80 60 100 6.89 80.11

5 80 60 100 6.91 80.30

3  讨论 

上样液浓度考察试验表明，随着药液浓度的增

大，沉淀增多，总黄酮(酚酸)的含量下降，原因可

能与泽兰中某些脂溶性较大的黄酮类及酚酸类成

分析出有关。 

水洗量考察的主要特征指纹峰面积分析结果

显示，除峰 1(咖啡酸)损失很少外，峰 2~5 在水洗

过程中均有一定的损失，因此，总黄酮(酚酸)的保

留率较咖啡酸的保留率低。 

研究表明 S-8 型大孔吸附树脂对泽兰总黄酮

(酚酸)精制纯化效果较好， 佳工艺条件为：上样

液浓度为含生药量 0.1 g·mL1，上样量为每 10 g 树

脂(抽滤至不滴水)上样 7 g 生药，吸附速率为 1 

mL·min1，水洗脱量为 60 mL，洗脱液为 80 mL 的

70%乙醇，洗脱速率为 2 mL·min1；树脂经 95%乙

醇和 1 moL·L1 氢氧化钠溶液再生后，至少可重复

使用 5 次。总黄酮(酚酸)及咖啡酸的保留率为

75.56%及 104.59%，峰 1~5 的保留率达 89%以上，

纯化后总黄酮及咖啡酸的含量分别提高了 3.99 倍

和 4.69 倍。 

本试验以总黄酮(酚酸)、咖啡酸含量结合指纹

图谱主要特征峰面积保留率为考察指标，采用可见

分光光度法测定总黄酮含量，HPLC 测定咖啡酸含

量，HPLC 分析指纹图谱主要特征峰面积，能更好

地分析各主要成分在精制过程中的保留效果。 
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