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摘要：目的  优化山核桃叶球松素的制备工艺，为进一步开发利用山核桃叶提供理论依据。方法  采用单因素试验，山

核桃叶通过乙醇回流提取，氢氧化钠变性，聚酰胺吸附并洗脱，石油醚萃取，乙醇结晶等步骤，以球松素作为检测指标，

进行 RP-HPLC 测定。结果  山核桃叶球松素的制备工艺为山核桃叶粉末用 10 倍量的 95%乙醇回流提取 2 次，每次 30 min，

以体积比 400︰5 的比例往提取液中加入 1 mol·L1 氢氧化钠溶液，静置过夜取上清，以液质比 20︰1 的比例与聚酰胺混

合并旋蒸至干燥，先用 15 倍量聚酰胺体积的水洗去杂质，再用 15 倍量聚酰胺体积的 20%乙醇溶液洗去杂质，最后用 15

倍量聚酰胺体积的 60%乙醇溶液解吸附；收集 60%乙醇溶液洗脱液，浓缩至干后，获得球松素含量在 20%左右的粗产物，

以液质比 50︰3 的比例将此粗产物溶解于甲醇溶液中，加入等体积石油醚，连续萃取 10 次，收集石油醚产物，再将此产

物用乙醇进行结晶，获得纯度>90%的球松素。结论  该方法稳定可行，适合工业生产；氢氧化钠变性、聚酰胺纯化及结

晶是制备高纯度球松素的关键步骤，为球松素大规模制备奠定了基础，也为山核桃叶的开发利用提供了理论依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the preparation process of pinostrobin from the leaves of Carya cathayensis Sarg. 
and to provide theoretical basis for further development and utilization of the leaves. METHODS  Signal factor test was 
investigated to optimize the manufacturing process of pinostrobin. Pinostrobin was obtained by alcohol-backflow extracting, 
sodium hydroxide degeneration, adsorption and desorption of polyamide resins, extract of petroleum ether, alcohol crystallization 
and determined by RP-HPLC. RESULTS  The best preparation process of pinostrobin was as follows: the powdered leaves 

were extracted twice with 95% ethanol by reflux for 30 min at 100 ℃. Add 1 mol·L1 sodium hydroxide solution to the 

extraction solution with a volume ratio of 400︰5, then let it rest the night and take the supernatant mixed with polyamide and 

rotate to dry with liquid ratio 20︰1. The sample-laden polyamide resins were added to a glass column and first washed with 

15 BV deionized water, second with 15 BV 20% ethanol-water solution and last with 15 BV 60% ethanol-water solution which 
was concentrated and dried. Crude from 60% ethanol-water solution was dissolved in methanol and extracted 10 times 
continuously with petroleum ether. The product from petroleum ether was dissolved and crystallized in ethanol-water solution 
and the pinostrobin with high purity (> 90%) was obtained. CONCLUSION  The method is stable and feasible, and is suitable 
for industrial production. Sodium hydroxide degeneration, adsorption and desorption of polyamide resins and alcohol 
crystallization are the key steps to obtain high purity pinostrobin which can lay the foundation for pinostrobin preparation at 
large scale, also provides theoretical basis for the development and utilization of the leaves. 
KEY WORDS: Carya cathayensis Sarg.; pinostrobin; preparation process; polyamide resin; sodium hydroxide 
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山核桃叶为胡桃科山核桃属山核桃 (Carya 

cathayensis Sarg.)的干燥树叶，是一种民间用药，

其性凉，味苦、涩，具有清热解毒、杀虫止痒的

功效，广泛分布于浙、皖两省交界的天目山区[1]。

山核桃叶含有较多的黄酮类物质，球松素是其主

要的黄酮类成分之一[2]。近年来研究发现，球松素

具有多种生物学活性，如抗炎、抗溃疡、抑制血

管生成和抑制神经毒性等作用[3-7]，并且本课题组
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前期药理学研究证明球松素是山核桃叶抗氧化的

主要药效物质，而大规模制备高纯度球松素工艺

未有文献报道。因此本实验对山核桃叶中球松素

的提取纯化过程进行了研究，确定了最佳工艺，

并测定了球松素的纯度，为新药开发中大规模提

取分离山核桃叶球松素提供技术支持。 

1  材料 

1.1  药品与试剂 

山核桃叶于 2014 年 11 月采自浙江杭州淳安

县威坪镇汪川村，经浙江中医药大学丁志山教授

鉴 定 为 胡 桃 科 山 核 桃 树 属 山 核 桃 (Carya 

cathayensis Sarg.)的干燥树叶。 

甲醇(色谱纯，天津赛孚瑞科技有限公司，批

号：20130925002)；乙醇(分析纯，无锡市佳妮化

工有限公司，批号：20130805)；其他试剂为分析

纯(天津市永大化学试剂有限公司)，水为重蒸水。

100~200 目聚酰胺(浙江台州市路桥四甲生化塑料

厂，批号：20150911)，球松素由本实验室制备液

相制得，经归一化法测定其纯度为 99.2%。 

1.2  仪器 

美国戴安公司 Ultimate 3000 型高效液相色谱

仪系统、AcclaimTM 120 C18 色谱柱 (250 mm× 

4.6 mm，5 µm)；BD 211D 电子天平(德国赛多利斯，

十万分之一)；SZ-93A 自动双重纯水蒸馏器(上海

亚荣生化仪器厂)；SENCOR-R502B 旋转蒸发器(上

海申顺生物科技有限公司)。 

2  方法与结果 

2.1  球松素标准曲线的建立 

依据实验室前期优化建立的反相 HPLC 进行

球松素含量测定[8]，即：采用戴安 Ultimate 3000 系

统，使用 AcclaimTM 120 C18 色谱柱 (250 mm× 

4.6 mm，5 µm)，以甲醇-0.1%乙酸水溶液(70︰30)

为流动相，流速 1.0 mL·min1，柱温为 30 ℃，检

测器为戴安 Ultimate 3000 DAD，以 284 nm 为检

测波长，对样品溶液中球松素进行含量测定。配

制系列浓度球松素对照品溶液，按前述反相 HPLC

测定峰面积，以浓度为纵坐标，峰面积为横坐标

进行线性回归。 

结果显示，保留时间为 23.74 min，回归方程

为：Y=0.001 6X0.054(r=0.999 9，n=6)，线性范围

为 0.012 5~0.250 mg·mL1。 

2.2  氢氧化钠对样品溶液中球松素浓度的影响 

称取山核桃叶粉末 200.0 g，用 10 倍量 95%乙

醇回流提取 2 次，每次 30 min，将提取液用滤纸

减压过滤，获得滤液，4 ℃保存备用[1]。用移液枪

吸取样品溶液 4 mL，分别加入 1 mol·L1 的氢氧化

钠 0，15，30，50，70，100，130，150 µL，上下

颠倒，充分混合，室温静置 30 min，取上清，过

0.22 µm 滤膜，HPLC 检测样品溶液中球松素的

含量。 

结果显示，随着样品溶液中氢氧化钠含量的

增加，样品溶液中球松素浓度呈现先增加后缓慢

降低的变化，其中当氢氧化钠浓度为 0.7 mg·mL1

时 ， 球 松 素 浓 度 从 0.352 mg·mL1 增 加 到

0.980 mg·mL1，增加了 2.78 倍，达到最大，同时

球松素查尔酮的浓度降至最低。结果见图 1。 

 
图 1  氢氧化钠对样品溶液中球松素浓度的影响 

Fig. 1  Effects of the sodium hydroxide on the concentration 
of pinostrobin in sample solution 

2.3  样品溶液体积对球松素吸附的影响 

称取 100~200 目聚酰胺 5.00 g，分别加入经氢

氧化钠处理后的样品溶液 50，75，100，200，300，

400 mL，在 500 mL 圆底烧瓶中充分混合，经旋转

蒸发仪减压浓缩，挥去乙醇，至干燥。将负载样

品溶液的聚酰胺放入层析柱(1.8 cm×33.0 cm)中，

先用 15 BV 蒸馏水洗脱(5.00 g 聚酰胺的柱体积为

22.0 mL)，除去未被聚酰胺吸附的物质，再用

15 BV 95%乙醇洗脱，收集乙醇洗脱液，并经 HPLC

检测洗脱液中球松素的浓度。通过回收率来确定

样品溶液和聚酰胺之间的最佳固液比。回收率(R)

公式如下：R=C2×V2/(Ci×Vi)×100%。 

其中 Ci和 C2分别为样品溶液和乙醇洗脱液中

球松素的浓度(mg·mL1)，Vi 和 V2 分别为样品溶液

和乙醇洗脱液的体积(mL)。 

结果显示，每 5 g 聚酰胺，当样品溶液体积为

75，100 mL 时，聚酰胺对球松素具有较高的回收
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率，分别为 89%和 85%，两者差异较小，当样品

溶液体积超过 100 mL时，球松素回收率急剧降低，

有大量球松素未被聚酰胺吸附，从节约实验材料

和降低实验成本角度出发，笔者最终选择了每

100 mL 样品溶液与 5 g 聚酰胺的比例进行混合。

结果见图 2。 

 
图 2  聚酰胺树脂和样品溶液的固液比对聚酰胺树脂回收

率的影响 

Fig. 2  Effects of the solid-liquid ratio between polyamide 
resin and sample solution on the recovery of polyamide resin 

2.4  洗脱液乙醇浓度对球松素解吸附的影响 

称取 100~200 目聚酰胺 5.00 g，7 份，加入经

氢氧化钠处理后的样品溶液 100 mL，在 500 mL

圆底烧瓶中充分混合，经旋转蒸发仪减压浓缩，

挥去乙醇，至干燥。将负载样品溶液的聚酰胺放

入层析柱(1.8 cm×33.0 cm)中，先用 15 BV 蒸馏水

洗脱，除去未被聚酰胺吸附的物质，再分别用

15 BV 20%，30%，40%，50%，60%，70%，80%

乙醇溶液洗脱，收集乙醇洗脱液，经旋转蒸发仪

减压浓缩，挥去乙醇，至干燥，获得粗产物，HPLC

检测粗产物中球松素的含量。 

结果显示，与其他洗脱液相比，当洗脱液乙

醇浓度为 60%时，洗脱物中球松素总量最大，球

松素纯度最高，约为 22%，因此选择 60%乙醇溶

液作为后续实验中的洗脱液。结果见表 1。 

2.5  洗脱液体积对球松素解吸附的影响 

称取 100~200 目聚酰胺 5.00 g，加入经氢氧化

钠处理后的样品溶液 100 mL，在 500 mL 圆底烧

瓶中充分混合，经旋转蒸发仪减压浓缩，挥去乙

醇，至干燥。将负载样品溶液的聚酰胺放入层析

柱(1.8 cm×33.0 cm)中，先用 15 BV 蒸馏水洗脱，

除去未被聚酰胺吸附的物质，再用 60%乙醇洗脱，

收集乙醇洗脱液，每隔 5 mL 或者 10 mL，对洗脱

液中球松素浓度进行 HPLC 检测，从而确定最佳

的洗脱体积。 

结果显示，15 BV 60%乙醇溶液可几乎将吸附

的球松素完全解吸附，因此确定洗脱体积为

15 BV，结果见图 3。 

表 1  洗脱液乙醇浓度对球松素解吸附的影响 

Tab. 1  Effect of the concentration of eluent liquid (ethanol) 
on the desorption of pinostrobin 

乙醇浓度/% 产物质量/mg 球松素质量/mg 球松素纯度/% 回收率/%

20 89.67±5.51 2.19±0.12 2.44±0.03 2.94±0.04

30 124.33±13.05 13.06±0.97 10.53±0.35 15.36±0.51

40 164.00±18.08 19.19±0.80 11.76±0.80 22.31±0.48

50 223.33±12.90 36.43±1.25 16.33±0.40 44.81±0.63

60 288.33±12.34 63.52±1.78 22.04±0.33 76.79±1.23

70 305.00±13.86 59.13±2.49 19.39±0.22 72.69±1.45

80 365.33±7.64 61.39±2.12 16.80±0.24 74.64±1.85

 
图 3  球松素解吸附曲线 

Fig. 3  Dynamic desorption curves of Pinostrobin at 10 BV·h1 

2.6  放大试验 

称取 400.0 g 山核桃叶粉末，用 10 倍量 95%

乙醇回流提取 2 次，每次 30 min，将提取液用滤

纸减压过滤，获得滤液 6 000 mL，加入氢氧化钠

4.50 g，混合均匀，静置过夜，再次过滤取滤液。

往上清液中加入 100~200 目聚酰胺 300 g，经旋转

蒸发仪减压浓缩，挥去乙醇，至干燥。将负载样

品溶液的聚酰胺放入层析柱(7.5 cm×90.0 cm)中，

先用 15 BV 蒸馏水洗脱，接着用 15 BV 20%乙醇

洗脱，最后用 15 BV 60%乙醇洗脱，收集 60%乙

醇洗脱液，减压旋蒸至干燥，获得粗产物

15.45 g(图 4A)，HPLC 检测粗产物中球松素的纯度

为 21.20%。 

2.7  萃取与结晶 

称取上述粗产物 33.50 g，超声溶解于 500 mL

甲醇溶液中，3 000 r·min1 的转速离心 15 min，取

上清。往上清液中加入石油醚，每次 500 mL，连
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续萃取 10 次，收集石油醚层，减压旋蒸至干燥，

获得深黄色粗产物(图 4B)18.72 g，并将此产物在

90 ℃水浴中溶解于 70.0 mL 95%乙醇中，再缓慢

加入 15.0 mL 蒸馏水，降低球松素在乙醇溶液中的

溶解度。在 90 ℃水浴中静置 15 min，取上清，迅

速放于 4 ℃冰箱中，静置 12 h。静置结束后，有

大量晶体产生，经布氏漏斗抽滤，烘干，获得浅

黄色产物(图 4C)2.11 g，经 HPLC 检测球松素的纯

度为 92.30%。 

 

图 4  样品示意图 
A放大试验后产物；B石油醚萃取后产物；C结晶后产物。 

Fig. 4  Sample diagram 
Acrude product from laboratory preparative-scale test; Bthick yellow 

crude product from petroleum ether extraction; Cpinostrobin crystals. 

2.8  样品溶液经最佳工艺处理前后的比较 

准确称取最后获得的产品，并用无水乙醇配

成 1.0 mg·mL1，过 0.22 µm 滤膜，备用。原样品

溶液和氢氧化钠处理后的样品溶液，分别过

0.22 µm 滤膜，备用。将上述 3 种溶液，按“2.1”

项下 HPLC 条件进行检测。 

样品溶液经过氢氧化钠处理后，球松素查尔

酮绝大部分转变成球松素，并经后续最佳条件下

处理后，大部分杂质被除去或保留在聚酰胺柱上，

最后获得的产品球松素纯度>90%。结果见图 5。 

3  讨论 

聚酰胺树脂是一类由酰胺聚合而成的高分子

物质，主要通过氢键和范德华力进行吸附，对黄

酮类化合物有较强的选择吸附特性，并且是可逆

的，其分离效果好，可分离极性相近的类似物；

其柱层析的样品容量大，适用于制备分离[9-10]。本

课题组前期考察了 5 种不同目数的聚酰胺(14~30，

30~60，60~100，80~120，100~200 目)对球松素回

收率的影响，结果发现随着聚酰胺目数的增加，

聚酰胺粒径的减小，球松素的回收率逐渐增加，

其中 80~120 目和 100~200 目聚酰胺具有较高的回

收率，两者之间无显著性差异，但是 100~200 目

聚酰胺略高于 80~120 目聚酰胺，因此在本实验中，

选用 100~200 目聚酰胺纯化山核桃叶中的球松素。 

 
图 5  高效液相色谱图 
A样品溶液；B氢氧化钠处理后样品溶液；C最佳工艺条件下的最

终产品。1球松素；2球松素查尔酮。 

Fig. 5  HPLC chromatograms  
Asample solution; Bsample solution after treatment with sodium 

hydroxide; Cfinal product under optimum technical condition 

(crystallization); 1pinostrobin; 2pinostrobin chalcone. 

球松素和球松素查尔酮互为同分异构体，在

一定的条件下，可以相互转变[11]。本课题组前期

在一次偶然的实验中，发现球松素查尔酮在碱性

条件下能大量转变成球松素，因此进行了深入研

究，结果发现样品溶液中，随着氢氧化钠含量的

增加，球松素浓度急剧增加，但当氢氧化钠含量

为 0.7 mg·mL1 时，球松素浓度达到最大，此后随

着氢氧化钠含量的增加，溶液中球松素浓度略微

下降；另一方面，随着氢氧化钠含量的增加，球

松素浓度急剧增加时，球松素查尔酮急剧下降，

当氢氧化钠含量为 0.7 mg·mL1 时，球松素查尔酮

浓度下降到最低，由此笔者推测，溶液中增加的

球松素来自球松素查尔酮的转变。而当氢氧化钠

含量从 0 增加到 0.7 mg·mL1 时，溶液中球松素的

浓度从 0.352 mg·mL1 增加到 0.980 mg·mL1，增

加了约 2.78 倍。因此在后续的实验中，本课题组

选择氢氧化钠含量为 0.7 mg·mL1，使球松素查尔

酮最大程度上转变成球松素。 

本实验首次使用氢氧化钠将山核桃叶提取液

中的球松素查尔酮转变成球松素，从而使样品溶

液中球松素的浓度大大提高，降低高纯度球松素

制备的难度，并对此步骤进行多次考察，确定氢
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氧化钠能使提取液中球松素查尔酮转变成球松

素，具有较好的重复性。并且对聚酰胺的用量比，

洗脱液乙醇浓度及用量进行了详细的考察，并进

行了放大实验，石油醚萃取，乙醇结晶等步骤，

使该工艺简单易行，具有较好的可行性。在后续

球松素制备过程中，均采用最佳工艺，获得的产

品中球松素纯度均>90%，说明此工艺稳定可行，

具有较好的重复性。本实验为新药开发中大规模

提取分离山核桃叶球松素提供了技术支持，也为进

一步开发利用山核桃叶提供了理论依据。 
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