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摘要：目的  探索工业色谱法纯化山银花中绿原酸的最优工艺参数。方法  以绿原酸的转移率为评价指标，以山银花水

提液过大孔树脂后的 20%乙醇洗脱液为原料液，采用单因素及响应面设计试验，对采用工业色谱纯化山银花中绿原酸工

艺中的原料液浓缩程度、固定相类型、流动相乙醇浓度、乙醇流速、进样量等主要工艺参数进行优化，确定了最优工业

色谱纯化山银花中绿原酸的工艺条件。结果  工业色谱纯化山银花中绿原酸的最优工艺条件：以 60 ℃，0.1 MPa 为浓

缩条件，将原料液浓缩至原体积的 0.166 7(1/6)，工业色谱 UV 检测波长为 230 nm，以 PIPO-02 色谱填料为固定相，以 18.54%

乙醇作为流动相，流速为 14.57 mL·min，进样量为 13.15 mg。该工艺绿原酸的平均转移率为 95.49%，RSD=1.91%，绿

原酸产品纯度为 97.45%，RSD=3.30%。结论  经过工艺优化与验证，创立了一条工业色谱纯化山银花中绿原酸工艺路线，

该工艺制备的绿原酸产品纯度>97%，绿原酸转移率高，工艺简单、无毒，溶剂易于回收，适合于山银花中绿原酸纯化的

工业化生产。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the optimal process of the purification by industrial chromatography of chlorogenic 
acid in Lonicera macranthoides. METHODS  The transport rate of chlorogenic acid was used as main assessment index, the 
eluent of 20% ethanol solution of macroporous resin, which first gained from the water extract solution of Lonicera 
macranthoides, was used as raw material, single factor and response surface test was adopt to design this test, these main factors, 
which have effect on the process of the purification by industrial chromatography of chlorogenic acid in Lonicera macranthoides, 
such as the type of stationary phase, the concentration of ethanol in mobile phase, the flow rate of mobile phase, the sample 
amount, were optimized. The optimum condition of the process of the purification by industrial chromatography of chlorogenic 
acid in Lonicera macranthoides was determined. RESULTS  The optimum conditions of the process of the purification by 
industrial chromatography of chlorogenic acid in Lonicera macranthoides were as follows: the condense condition was 60 , ℃

0.1 MPa, the volume of raw material should be concentrated to one-sixth of its original volume, the UV determine wavelength 

of industrial chromatography was 230 nm, the chromatography packing of PIPO-02 was used as the stationary phase, 18.54% 

ethanol was used as the mobile phase, the flow rate of mobile phase was 14.5 mL·min, the sample amount was 13.15 mg. In 

this process the average data-transfer rate of chlorogenic acid was 95.49% (RSD=1.91%), the purity of product was 97.45% 
(RSD=3.30%). CONCLUSION  A new route of the process of the purification by industrial chromatography of chlorogenic 
acid from Lonicera macranthoides has been established through optimization and verification experiment. The process, with a 
high transport rate of chlorogenic acid, is simple, healthy, the solvent is easy to recycle, and the process is suitable for 
industrialize production of the purification by industrial chromatography of chlorogenic acid in Lonicera macranthoides. 
KEY WORDS: Lonicera macranthoides; chlorogenic acid; purification by industrial chromatography; PIPO-02; CT-25; CT-36 
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绿原酸是从金银花、山银花等药材中提取分

离得到的一种具有生物活性的化合物[1]，研究发现

其具有多种药理作用[2]，绿原酸提取物广泛应用于

生物医药、保健食品等各个领域[3]。目前，绿原酸

含量高的中药材主要有金银花类、山银花类、杜

仲叶等[4]，而灰毡毛忍冬等山银花类药材因来源

广、价廉备受市场青睐[5]。目前用于植物中绿原酸

分离、纯化的方法主要有乙酸乙酯萃取法、常规

柱层析法等[6-9]，但这些传统方法存在转移率低、

生产过程复杂、溶剂不适合回收等问题。 

工业色谱是一种新型高效分离技术，它利用

各组分在相间滞留时间的不同而进行分离，与制

备色谱法相比，它采用动态轴向压缩技术来填装

色谱填料，采用连续进料等方式，是一种可大规

模制备中药有效成分的方法 [10]。近年出现的

PIPO-02 新型色谱填料[11]，是一种以聚本乙烯结构

为骨架，颗粒度为 5~150 μm 的高分子材料，理化

性质稳定，与分离的各类目标物质不产生化学反

应，适于亲水性层析，环保价格低，寿命长，能

在线活化，适合工业化生产，重现性好，库存量

大，年生产能力达 10 吨。CT-25 型填料为多孔亲

水性聚甲基丙烯酸酯骨架的弱酸离子交换填料，

CT-36 型填料为多孔亲水性聚甲基丙烯酸酯骨架

的弱碱离子交换填料，这 2 种型号填料平均孔径

1 000 Å，平均粒径 40~75 μm，非特异性吸附少，

产物回收率高，具有良好的化学稳定性，耐受水

溶性的有机溶剂，pH 值范围 2~13，使用温度范围

4~60 ℃，柱床稳定性和机械性能稳定性较好，能

在高流速下使用，适用于生物大分子和生化产品

(如溶菌酶等)的分离纯化，特别适合工业大规模的

制备纯化过程。CT-25 适用于碱性生物大分子， 

CT-36 适用于酸性生物大分子。 

本研究首次采用工业色谱法纯化山银花中绿

原酸，建立了一条绿原酸产品纯度>97%，绿原酸

转移率高、工艺简单、无毒、溶剂易于回收的工

艺路线。 

1  仪器与材料 

RE-52AA 型旋转蒸发器(上海亚华仪器设备

有限公司)；SHZ-DШ 型循环水式真空泵(巩义市予

华仪器设备有限责任公司)；SH101-1 型鼓风干燥

箱(上杭仪器公司)；DZF-6020 型真空干燥箱(上海

博迅实业有限公司)；2X2-2 型旋片真空泵(浙江台

州求精真空泵有限公司)；T500 型电子天平(常熟

市双杰测试仪器厂)；AL104 型电子分析天平(上海

梅特勒-托利多仪器有限公司)；UtiMate-3000 型高

效液相分析色谱仪 (Thermo Scientific 公司 )；

LS2010 型工业色谱仪(江苏汉邦科技有限公司)。 

PIPO-02 填料(广州牌牌生物科技有限公司)；

CT-25、CT-36 填料(天津南开和成科技有限公司)；

AR 乙醇(广州化学试剂厂)；AR 无水乙醇(天津市

科密欧化学试剂有限公司)；AR 甲醇(广州新成精

细化工有限公司)；绿原酸对照品(中国食品药品检

定研究院，批号：110753-200413，供含量测定用)；

分离绿原酸的原料为在 优提取工艺条件下得到

的山银花水提液(山银花药材经重庆中药研究院李

云隆研究员鉴定为忍冬科植物灰毡毛忍冬的花蕾

或带初开的花，符合中国药典 2015 年版一部 30

页相关规定)，再在 优大孔树脂吸附分离工艺条

件下所得的洗脱液。 

2  单因素试验法优化工业色谱纯化山银花中绿

原酸工艺方法及结果 

2.1  绿原酸的 HPLC 测定  

照中国药典 2015 年版一部山银花项下法测定

绿原酸含量[12-13]，山银花中绿原酸含量为 4.41%。 

2.2  工业色谱纯化试验的计算与说明  

绿原酸转移率(在原料液浓缩程度实验中)/%=

原料液中绿原酸量 (mg)/ 浓缩液中绿原酸量

(mg)×100%；绿原酸转移率(在工业色谱实验中) 

/%=工业色谱供试液中绿原酸量(mg)/工业色谱接

收馏分中绿原酸量(mg)×100%；绿原酸纯度/%=

工业色谱接收馏分析晶干品中绿原酸量(mg)/工业

色谱接收馏分析晶干品重量(mg)×100%。 

2.3  工业色谱填料的前处理  

将色谱填料浸泡于已过滤的蒸馏水中，除掉

色谱填料碎屑及杂物。以湿法匀浆上柱，上柱压

力为 0.2 MPa，采用动态轴向压缩技术，静压 2 h

以上至无液体流出，后用 10 倍柱体积的水淋洗至

流出液澄明，即得。 

2.4  原料液浓缩程度对绿原酸转移率的影响 

原料液需要浓缩至原体积一定倍数，并浓缩

至无醇味，过滤，后才能注入工业色谱对绿原酸

进行纯化。以 60 ℃，0.1 MPa 为浓缩条件，将原

料液分别浓缩至原体积的 46%，25%，16%，15%，

13%，11.6%，10%，过滤。按“2.1”项下方法测

定，按“2.2”项下方法计算，平行重复 3 次，结
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果见表 1。 

表 1  原料液浓缩程度对绿原酸转移率的影响(n=3) 

Tab. 1  The influence of the degree of concentration of raw 
material solution on the transport rate of chlorogenic acid 
(n=3) 

浓缩至原体积百分数/% 绿原酸转移率/% 95%置信区间 

0.460 8 99.93±0.18 99.48～100.4 

0.25 98.93±0.21 98.41～99.45 

0.16 94.59±0.23 94.02～95.16 

0.149 9 93.23±0.26 92.58～93.88 

0.13 89.23±0.25 88.61～89.85 

0.115 7 85.45±0.28 84.75～86.15 

0.1 80.92±0.24 80.32～81.52 

由表 1 结果可知，7 组浓缩程度样品，21 个

数据采用 95%可信区间重叠法统计处理，表明 95%

置信区间皆未重叠，说明差别有统计意义，进一

步分析发现，自变量与因变量可建立函数关系，

以浓缩至原体积倍数平均值为自变量 X，转移率(%)

平均值为因变量 Y，采用计算机对表 1 结果进行拟

合，结果见表 2。 

表 2  原料液浓缩程度对绿原酸转移率影响的数学模型拟合 

Tab. 2  The mathematical model fitting of the influence of 
the degree of concentration of raw material solution on the 
transport rate of chlorogenic acid 

数学模型 判断指标 拟合结果 

逻辑斯蒂模型 R2 0.998 9 

F 1 816 

P 0.000 1 

Gompertz 模型 R2 0.998 5 

F 1 361 

P 0.000 1 

负指数函数模型 R2 0.908 2 

F 49.46 

P 0.000 9 

由表 2 可知，浓缩至原体积倍数(X)与转移率

(Y)的函数关系与逻辑斯蒂模型拟合度 高，故建

立的数学模型方程为
0.05)-X(5023.0.9109-1

85.99

e
Y


 ，将

Y=100%代入方程求解，得 X=0.165 4 倍，即浓缩

至原体积的 0.165 4 倍，实际调整为浓缩至原体积

的 0.166 7(即浓缩至原体积的 1/6)，以此作为 优

浓缩至原体积倍数。 

2.5  工业色谱绿原酸供试品溶液的制备  

取原料液，浓缩至原体积的 0.166 7(即浓缩至

原体积的 1/6)，过滤，即得。 

2.6  色谱填料类型对纯化绿原酸效果的影响  

分别取 PIPO-02 型、CT-25 型、CT-36 型色谱

填料各取 600 g，按“2.2”项下方法进行预处理，

以此作为工业色谱固定相；以乙醇-水(20∶80)为

流动相，以 15 mL·min为流速，每种类型固定相

注入 15 mL 工业色谱绿原酸供试品溶液，根据检

测信号收集出峰馏分。平行重复 3 次，按“2.1”

项下方法测定，按“2.2”项下方法计算。结果见

图 1~3、表 3。 

 
图 1  PIPO-02 型色谱填料纯化绿原酸的工业色谱图谱 

Fig. 1  The industrial chromatogram of the purification by 
the chromatography packing of PIPO-02 of chlorogenic acid 
 

 
图 2  CT-25 型色谱填料纯化绿原酸的工业色谱图谱 

Fig. 2  The industrial chromatogram of the purification by 
the chromatography packing of CT-25 of chlorogenic acid 
 

 
图 3  CT-36 型色谱填料纯化绿原酸的工业色谱图谱 

Fig. 3  The industrial chromatogram of the purification by 
the chromatography packing of CT-36 of chlorogenic acid 
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表 3  色谱填料类型对绿原酸转移率影响结果表(n=3) 

Tab. 3  The influence of the type of chromatography 
packing on the transport rate of chlorogenic acid (n=3) 

色谱填料类型 绿原酸平均转移率/% 95%置信区间 

PIPO-02 95.58±0.37 94.66~96.50 

CT-25 79.93±0.39 78.96~80.90 

CT-36 86.14±0.36 85.25~87.03 

表 3 结果显示，3 种类型色谱填料 95%置信区

间未重叠，差别有统计意义，PIPO-02 型色谱填料

纯化绿原酸平均转移率比其他 2 种型号色谱填料

高。由图 1~3 可知，色谱填料 PIPO-02 型的分离

度比 CT-25 型和 CT-36 型的好，PIPO-02 型的分离

时间比 CT-36 型的短。当流动相乙醇-水比例逐渐

提升后，PIPO-02 型色谱填料的柱压比其他 2 种型

号的低。而笔者未见国内外文献报道有关 PIPO-02

色谱填料纯化绿原酸的报道。综上考虑，选择

PIPO-02 型色谱填料作为工业色谱纯化山银花中

绿原酸的 佳色谱填料。 

3  响应曲面法优化工业色谱纯化山银花中绿原

酸工艺方法及结果 

每次实验取 600 g 色谱填料，按“2.3”项下

方法进行预处理，测定 1 倍柱体积为 600 mL，按

响应面试验设定的参数进行试验。 

3.1  响应曲面工艺优化设计  

采用 Box-Bebnken 试验设计，以流动相乙醇

浓度、流动相流速及进样量 3 个影响因素为自变

量，每个因素取 3 个水平，以1、0、+1 编码，以

绿原酸转移率为响应值，考察以上 3 种因素对工

业色谱纯化山银花中绿原酸工艺的影响。试验因

素水平及编码设计见表 4。 

表 4  Box-Behnken 设计试验因素水平及编码表 

Tab. 4  The factors and level and coding schedule of 
Box-Behnken design 

自变量 代码 
编码水平 

1 0 +1 

乙醇浓度/% A 10.00 20.00 30.00 

流速/mL·min B 10.00 15.00 20.00 

进样量/mg C  5.50 11.00 16.50 

3.2  响应曲面优化工业色谱纯化山银花中绿原酸

工艺过程    

分别按响应曲面试验设计，将“2.5”项下工

业色谱绿原酸供试品溶液注入工业色谱仪分离，

根据检测信号收集出峰馏分，按“2.1”项下方法

测定，按“2.2”项下方法计算。 

3.3  响应曲面试验结果  

响应曲面试验结果见表 5。表 5 共 15 个试验

点，其中 12 个为析因点，3 个为零点，析因点为

自变量取值乙醇浓度(A)、乙醇流速(B)和进样量(C)

所构成的顶点，零点为区域的中心点，其中零点

试验重复 3 次，用以估算试验误差。 

表 5  响应曲面试验结果 

Tab. 5  The result of response surface experiment 

序号 
A 乙醇 

浓度/% 

B 乙醇流速/ 

mL·min 

C 进样量/ 

mg 

R 绿原酸 

转移率/% 

1 30 15 5.5 87.63 

2 10 20 11 92.08 

3 20 20 16.5 93.27 

4 20 20 5.5 85.85 

5 20 10 5.5 88.57 

6 10 10 11 93.43 

7 20 15 11 94.01 

8 20 15 11 93.77 

9 30 15 16.5 92.35 

10 30 20 11 91.75 

11 20 10 16.5 91.76 

12 10 15 5.5 87.22 

13 20 15 11 93.57 

14 10 15 16.5 92.89 

15 30 10 11 93.46 

3.4  模型的建立及显著性分析 

利用 Design Expert 8.0软件对表 5试验数据进

行二次回归拟合，得绿原酸转移率(R)对流动相乙

醇浓度(A)、流动相乙醇流速(B)和进样量(C)二次多

项 回 归 模 型 方 程 ： R=93.7830.054A0.534B+ 

2.625C0.09AB0.238AC+1.06BC0.472A20.632B2
3.289C2。对该模型进行显著性检验，结果见表 6。 

表 6  回归模型方差分析表 

Tab. 6  The analysis of variance table of regression model 
来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 102.77 9.00 11.42 106.81 <0.000 1 

A-A 0.02 1.00 0.02 0.22 0.661 5 

B-B 2.28 1.00 2.28 21.32 0.005 8 

C-C 55.13 1.00 55.13 515.63 <0.000 1 

AB 0.03 1.00 0.03 0.30 0.605 7 

AC 0.23 1.00 0.23 2.11 0.206 0 

BC 4.47 1.00 4.47 41.84 0.001 3 

A2 0.82 1.00 0.82 7.68 0.039 3 

B2 1.47 1.00 1.47 13.78 0.013 8 

C2 39.95 1.00 39.95 373.64 <0.000 1 

残差 210.13 3.00 70.04   

失拟 0.44 3.00 0.15 3.00 0.259 6 

误差 0.10 2.00 0.05   

综合 103.31 14.00    

校正系数 R2=0.994 8 R2
adj=0.985 5 
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实验选用的模型 P 值<0.01 具有显著性，失拟

项不显著(P=0.259 6>0.05)，说明该模型是有统计

意义的；复相关系数 R2
adj=0.985 5，说明该模型能

解释 98.55%响应值的变化，因而该模型的拟合程

度比较好，可以用此模型来分析和预测工业色谱

纯化山银花中绿原酸工艺参数。 

3.5  工业色谱纯化山银花中绿原酸工艺各因素对

加强指数影响的曲面分析结果  

利用 Design Expert 8.0 软件对工业色谱纯化

山银花中绿原酸工艺数据进行处理得到曲面分析

结果见图 4~6，从回归方程各项方差的进一步检验

也可看出，一次项中影响显著因素为 C、B，在所

选的各因素水平范围内，按照对结果的影响排序：

A>B>C，即乙醇浓度>乙醇流速>进样量，3 个因

素中，进样量与流速之间具显著的交互作用，而

进样量与乙醇浓度和流速与乙醇浓度之间交互作

用并不明显。 

 
图 4  乙醇浓度(A)和乙醇流速(B)对绿原酸转移率影响的

曲面图 

Fig. 4  The surface diagram of the effect of the 
concentration of ethanol (A) and the flow rate (B) on the 
transport rate of chlorogenic acid 

 
图 5  乙醇浓度(A)和进样量(C)对绿原酸转移率影响的曲

面图 

Fig. 5  The surface diagram of the effect of the 
concentration of ethanol (A) and the sample amount (C) on 
the transport rate of chlorogenic acid 

 
图 6  乙醇流速(B)和进样量(C)对绿原酸转移率影响的曲

面图 

Fig. 6  The surface diagram of the effect of the flow rate (B) 
and sample amount (C) on the transport rate of chlorogenic 
acid 

3.6  工业色谱纯化工艺条件优化结果  

采用程序 Design-Expert 8.0 软件对方程 R 求

解，得到工业色谱纯化山银花中绿原酸的 优工

艺：乙醇浓度为 18.54%，乙醇流速为 14.57 mL·min，

进样量为 13.15 mg，理论工业色谱绿原酸转移率 R

为 94.322 7%。 

3.7  验证试验结果   

采用 佳优化条件对绿原酸进行纯化，结果

得绿原酸平均转移率为 95.49%，RSD 为 1.91%，

与理论值很接近，所以基于响应曲面法优化的绿

原酸纯化工艺参数科学、合理、可行。 

3.8  优工业色谱纯化工艺中绿原酸产品纯度的

测定  

按 优工业色谱纯化绿原酸工艺条件进行 6

批实验，每批实验进行 10 次，将每批实验收集的

馏分接收液合并，减压浓缩，趁热加入 95%乙醇

至溶液呈浑浊状，将其置于低温下冷却，待其静

置析出晶体，过滤，得高纯度的绿原酸提取物(含

水量为 2.1%)，按“2.1”项下方法测定，按“2.2”

项 下 方 法 计 算 ， 其 平 均 纯 度 为 97.45% ，

RSD=3.30%。 

4  小结与讨论 

本研究首次采用工业色谱法从山银花中纯化

绿原酸，该工艺绿原酸转移率高达 95.49%，

RSD=1.91%，所得绿原酸产品纯度为 97.45%，

RSD=3.30%。通过单因素及响应曲面试验，确定

了 优工业色谱纯化山银花中绿原酸工艺参数。

利用 PIPO-02 型色谱填料能有效富集绿原酸，除

去杂质，消耗溶剂仅为水和乙醇，过程无毒，溶
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剂易于回收。 

关于聚苯乙烯型和聚甲基丙烯酸酯型色谱填

料对绿原酸的吸附与解析作用可从以下几点探

讨。①吸附机制：质粒在色谱填料表面上受到的

作用力未被完全抵消，因而会产生吸附力场，这

种力场可以降低界面张力而吸引绿原酸；相对于

硅胶色谱填料的力场主要来源于氢键间作用力来

说，聚苯乙烯型色谱填料主要来源于范德华力、

静电引力；由于聚苯乙烯型色谱填料主要依靠物

理吸附力来吸附绿原酸，所以不易产生不可逆的

非特异性吸附作用，因此绿原酸转移率高。②吸

附过程：当有供试品溶液注入工业色谱仪后，色

谱填料会从流动相中吸附绿原酸分子；开始吸附

速度大于脱吸附速度，绿原酸分子会在带孔的色

谱填料质粒周围形成一道液膜再扩散至色谱填料

表面，即产生膜扩散作用，此阶段一般也是控速

阶段，然后再从色谱填料表面往孔穴中扩散，即

在产生粒内扩散作用。③脱附机制：含有有机溶

剂的流动相对聚苯乙烯型和聚甲基丙烯酸酯型色

谱填料解析绿原酸的影响主要表现在 2 个方面，

一是有机溶剂分子能将聚苯乙烯和聚甲基丙烯酸

酯色谱填料吸附结构改变，甚至破坏，使色谱填

料对绿原酸的吸附作用减弱，甚至消失。二是流

动相溶液对绿原酸也存在吸附力，这类力可以将

被色谱填料吸附的绿原酸拉回流动相；当溶剂产

生浓度差时，这类作用力效果会得到增强。④脱

附过程：当流动相以一定流速流经色谱填料时，

流动相有机溶剂分子能冲击聚苯乙烯和聚甲基丙

烯酸酯色谱填料吸附活性中心，使绿原酸分子被

挤出；被挤出绿原酸分子再从孔穴内逸出色谱填

料质粒表面，回到溶剂分子中。 

乙醇分子能够冲击聚苯乙烯型和聚甲基丙烯

酸酯型色谱填料活性结构，增加色谱填料碎屑。

实验时，笔者发现 PIPO-02 型色谱填料可用乙醇-

水流动相以梯度淋洗方式即可再生，但工业色谱

柱压会不断上升，再生的色谱填料的分离纯化效

果也会下降。当流动相乙醇-水的比例超过 20∶80

后，CT-36 型色谱填料的柱压会猛增，而再降低乙

醇-水的比例后，CT-36 型色谱填料的柱压不再降

低，说明 CT-36 型色谱填料在高浓度乙醇液中结

构会发生较大变化，且该变化不可逆。 
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