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调整，分离效果有所改善，达到了基线分离的要求。 

3.2  样品提取溶剂与提取方法的选择 

本实验比较了超声提取中不同溶剂(甲醇、

95%乙醇以及无水乙醇)对 4 种重楼皂苷总得率的

影响，结果表明甲醇提取效果 好，其次为 95%

乙醇，无水乙醇提取得率 低。 

本实验还比较了甲醇超声与甲醇回流对 4 种

重楼总皂苷提取得率的影响，结果表明，甲醇超

声 3 次，每次 20 min，4 种重楼皂苷总得率与甲醇

回流相当，考虑到甲醇回流对身体的伤害，本实

验采用甲醇超声。 

3.3  浙江七叶一枝花优质种源的筛选 

七叶一枝花是中国药典 2010 年版收载的重楼

药材基源植物之一，在浙江多个县市均有分布，

各地药用均以野生为主。本实验研究发现来自浙

江不同种源地的七叶一枝花的重楼皂苷含量存在

较大差异，内在品质参差不齐，这与文献报道的

云南、贵州等产野生七叶一枝花内在品质评价结

果一致[5-7]，提示若想获得稳定疗效，筛选七叶一枝

花优质种源并进行规范化栽培研究显得尤为必要。 

中药有效成分的积累是一个非常复杂的过

程，既受自身遗传因素的影响，也与气候条件及

地理环境密切相关。采自永嘉上桥头村的样品重

楼皂苷总含量明显高于其他地区，一方面说明其

本身重楼皂苷的合成能力强，另一方面也说明生

长地的气候条件及生态环境有利于重楼中次生代

谢物的积累，可以作为优质种源进行家化栽培。

从种源的地域分布看，浙南山区的环境条件比较

适于七叶一枝花中重楼皂苷的积累，可考虑在这

一带建立人工种植基地。 
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莲房原花青素提取纯化工艺研究与抗氧化活性评价 
    

栾连军 1，雷后亮 1，周芸 1，刘忠达 2，袁宙新 2，吴永江 1*
(1.浙江大学药学院，杭州 310058；2.丽水市中医院，浙江 丽

水 323000) 
 

摘要：目的  优化莲房原花青素提取纯化工艺并评价抗氧化活性。方法  以正交设计 L9(3
4)优化莲房原花青素提取工艺

参数，用大孔吸附树脂进行纯化，而后通过 1,1-二苯基-2-苦肼基(DPPH)和羟基自由基(·OH)清除率评价其体外抗氧化活性。

结果  在最佳提取工艺条件下(8 倍量 50%乙醇回流提取 2 次，每次 3 h)，提取率达 91.3%，进一步通过大孔树脂 AB-8 纯

化，最终提取物中原花青素纯度为 80.7%。莲房原花青素抗氧化活性与葡萄籽原花青素无显著性差异，均明显优于维生

素 C。结论  该提取纯化方法简单、高效，可用于莲房原花青素提取物的制备。莲房原花青素具有较强的抗氧化活性，

值得进一步开发利用。 
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Extraction and Purification of Proanthocyanidins from Nelumbinis Receptaculum and Evaluation of Its 
Antioxidant Activity 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the extraction and purification conditions of proanthocyanidins from Nelumbinis 
Receptaculum and to evaluate its antioxidant activity. METHODS  An orthogonal experiment L9(3

4) was applied to obtain the 
best extraction conditions, and macroporous adsorption resin was used to purify the crude extract. Furthermore, the antioxidant 
activities of proanthocyanidins from Nelumbinis Receptaculum and grape seed were evaluated with two different in vitro assays 
methods: scavenging effect on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl and hydroxyl radicals. RESULTS  The highest extraction yield of 
91.3% was obtained when extraction times, ratio of solvents to raw material and concentration of ethanol were 3 h, 8 and 50%, 
respectively. And the crude extract was purified with macroporous adsorption resin AB-8 to gain the final extract with 
proanthocyanidins purity of 80.7%. The antioxidant activity of proanthocyanidins extract from Nelumbinis Receptaculum was 
similar to that from grape seed, which was much better than vitamin C. CONCLUSION  An extraction and purification process 
with procedural simplicity, high efficiency is established for the preparation of Nelumbinis Receptaculum proanthocyanidins 
extract which can be futher developed because of its strong antioxidant activity. 
KEY WORDS: Nelumbinis Receptaculum; proanthocyanidins; extraction; purification; antioxidant activity 

 

原花青素是一种氧自由基清除剂和脂质过氧

化抑制剂，是迄今为止发现的 好的天然抗氧化

剂之一，目前，葡萄籽是其 主要来源[1-3]。研究

发现，莲房与葡萄籽类似，含有大量原花青素成

分，具有广泛的生物活性和药理作用[4]。据文献报

道[5-8]，莲房原花青素的提取方法主要有微波辅助

提取法、超声辅助提取法和酶辅助提取法等，上

述方法在传统的浸渍法和煎煮法上结合新的辅助

手段可以实现莲房原花青素的有效提取，但设备

要求与生产成本较高，且不易于放大生产。本研

究采用易于实现工业化的热回流提取方法，结合

正交试验设计，对莲房原花青素提取工艺进行优

化，且通过大孔吸附树脂法进一步富集纯化，建

立简单高效的莲房原花青素提取物制备方法，并

在此基础上对其抗氧化活性进行评价，展现其药

用价值，希望能促进莲房的进一步开发利用，避

免资源的浪费和对环境的污染。 

1  仪器与试剂 

TU-1810 紫外可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司)；DK-S24 电热恒温水浴锅(上

海精宏实验设备有限公司)；FA2004 电子天平(上

海越平科学仪器公司)；KQ-250B 型超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司)；BT100-2J 蠕动泵(保

定兰格恒流泵有限公司)。 

莲房采自浙江丽水，批号为 20100927，经浙

江大学药学院徐娟华副教授鉴定为睡莲科植物莲

Nelumbo nucifera Gaertn.的干燥花托；葡萄籽原花

青素提取物(河北宝恩生物科技有限公司，纯度：

95%)；原花青素对照品(天津尖峰天然产物研究开

发公司，批号：20120824，纯度：98%)；DPPH(日

本和光纯药工业株式会社)；维生素 C(杭州大方化

学试剂厂，批号：120715，纯度：99.7%)；香草醛、

浓盐酸、双氧水、水杨酸、磷酸二氢钾、铁氰化

钾、三氯乙酸、氯化铁均为分析纯，购自杭州禾

德化工有限公司；水(娃哈哈有限公司)。 

2  方法与结果 

2.1  原花青素含量的测定 

2.1.1  对照品溶液的制备  取原花青素对照品适

量，精密称定，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解

并定容，密塞，摇 ，即得浓度为 1.11 mg·mL1

的对照品储备液。 

2.1.2  标准曲线的绘制  将原花青素对照品储备

液逐级稀释，得到浓度为 333.0，222.0，166.5，

111.0，66.6 μg·mL1 的系列对照品溶液，精密吸取

各对照品溶液 1 mL 至 10 mL 具塞试管，加入 3%

香草醛-甲醇溶液 3 mL 和浓盐酸 1.5 mL，摇 ，

于 30 ℃水浴中避光显色 15 min，取出，以甲醇为

空白对照，在 500 nm 处测定吸光度，以浓度(C)

为横坐标，吸光度(A)为纵坐标，绘制标准曲线，

计算得回归方程 A=0.002 4C+0.011，r=0.999 9，线

性范围为 66.6~333.0 μg·mL1。 

2.1.3  样品测定   精密吸取供试品溶液，按

“2.1.2”项下操作显色，测定吸光度，按回归方

程计算供试品溶液中原花青素的含量。 
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2.2  莲房原花青素的提取工艺 

根据预试验，选择乙醇浓度、溶剂倍量、提

取时间 3 个因素进行正交设计试验，固定提取次

数为 2 次，以原花青素提取转移率为指标，优选

佳工艺参数。因素水平安排见表 1。正交试验结

果及分析见表 2~3。各因素的影响程度依次为乙醇

浓度(A)>提取时间(C)>溶剂倍量(B)，其中 A 和 C

对莲房原花青素的提取转移率有显著性影响，

佳条件为 A1B1C3，即 8 倍量 50%乙醇回流提取 2

次，每次 3 h。称取 3 份莲房粉末，每份 10 g，按

佳工艺条件平行操作进行验证试验，测得原花

青素平均提取转移率为 91.3%(RSD=1.98%，n=3)，

表明通过正交试验优选的 佳工艺稳定、可行。 

表 1  正交试验因素水平表 

Tab. 1  Factors and levels of orthogonal test 

水平 
因素 

乙醇浓度(A)/% 溶剂倍量(B) 提取时间(C)/h 

1 50 8 1 

2 60 10 2 

3 70 12 3 

表 2  正交试验结果 

Tab. 2  Results of orthogonal test  

试验号 
因素 原花青素提取转

移率/% A B C D 

1 1 1 1 1 87.9 

2 1 2 2 2 81.5 

3 1 3 3 3 91.2 

4 2 1 2 3 81.4 

5 2 2 3 1 78.7 

6 2 3 1 2 65.1 

7 3 1 3 2 76.6 

8 3 2 1 3 63.7 

9 3 3 2 1 71.4 

K1 93.5 81.9 72.2 79.3  

K2 75.1 79.6 83.1 79.4  

K3 70.6 77.6 83.8 80.4  

R 22.9 4.40 11.6 1.10  

表 3  方差分析结果 

Tab. 3  Results of variance analysis 

方差来源 离差平方和 自由度 F 值 显著性 

A 888.7 2 389.4 P<0.01 

B 29.08 2 12.74 不显著 

C 253.2 2 110.9 P<0.01 

误差 2.280 2   

注：F(2,2)0.1=9，F(2,2)0.05=19，F(2,2)0.01=99。 

Note: F(2,2)0.1=9, F(2,2)0.05=19, F(2,2)0.01=99. 

2.3  大孔树脂纯化工艺   

2.3.1  大孔树脂的预处理  将新树脂 AB-8 装入

吸附柱中，用 95%乙醇浸泡 24 h，用蒸馏水以

2 BV·h1 的流速通过树脂层，洗至流出液不呈白色

浑浊，用 2~4 BV 的 5% HCl 浸泡 3~5 h，用蒸馏

水洗至中性，再用 2~4 BV 的 2% NaOH 溶液浸泡

3~5 h，用蒸馏水洗至中性备用。 

2.3.2  上样条件的选择  取莲房提取液浓缩除醇

后加水至 0.1 g·mL1(生药浓度)，分别以 1，2，

4 BV·h1 的流速上样，计算到达泄漏点(流出液的

浓度为上样液浓度的 10%时为泄漏点)时原花青素

的吸附量，结果显示，上样速度对于原花青素的

吸附有较大的影响，上样流速快，到达泄漏点快，

吸附的原花青素量少，故选择 1 BV·h1 的上样流

速，在该流速下上样，当流出液体积约为 4.5 BV

时达到泄漏点，为尽可能保留有效成分，避免泄

漏损失，上样体积选择 4 BV。 终上样条件：上

样流速 1 BV·h1，上样体积 4 BV。结果见表 4。 

表 4  上样流速考察 

Tab. 4  Effect of flow rate on loading ability 

上样流速/BV·h1 树脂吸附量/mg·mL1  树脂利用率/% 

1 27.7 43.5 

2 19.9 31.2 

4 9.34 14.7 

2.3.3  洗脱条件的选择   上样后的树脂分别用

10%，20%，30%，40%乙醇以 1 BV·h1 流速洗脱，

分段收集，测定每份中原花青素浓度，绘制洗脱

曲线，见图 1。结果表明，随乙醇浓度增大，洗脱

能力增强，40%乙醇 1 BV·h1 洗脱 6 BV 时，原花

青素回收率高达 97.2%，基本能将原花青素洗脱下

来，可满足需求。而用 50%乙醇洗脱可能会将更

多杂质洗脱下来，影响原花青素纯度，故选择 40%

乙醇作为洗脱溶剂。上样后的树脂分别用 4 BV 

40%乙醇以 1，2，4 BV·h1 的流速洗脱，测定洗脱

液原花青素含量，计算回收率分别为 92.9%，83.5%

和 58.2%，结果表明洗脱流速越低，原花青素回收

率越高，故选择 1 BV·h1 的洗脱流速。 终洗脱

条件：洗脱溶剂 40%乙醇，洗脱流速 1 BV·h1，

洗脱体积 6 BV。 

2.4  抗氧化活性的测定 

2.4.1  样品溶液的制备  分别精密称取葡萄籽原

花青素提取物(纯度：95%)、维生素 C(纯度：99.7%) 
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图 1  不同乙醇浓度洗脱曲线 

Fig. 1  Dynamic desorption curves of different ethanol 
concentrations 

和 佳工艺条件下自制的莲房原花青素提取物

(纯度：80.7%)适量，用甲醇溶解配制成系列浓度，

备用。 

2.4.2  DPPH 自由基清除能力 [9-11]  精密吸取

1 mL 样品溶液于 10 mL 量瓶中，加入 70 μg·mL1 

DPPH 溶液 5 mL，加甲醇溶解并定容，密塞，摇

，避光静置 60 min 后，在 515 nm 处测定吸光度，

计算清除率 I=(1AC/A0)×100%，其中 AC 为样品

溶液吸光度，A0 为甲醇空白溶液吸光度。以清除

率对样品溶液浓度做回归分析，得到回归方程，

计算清除率为 50%时的样品溶液浓度(即 IC50 值)，

结果表明，莲房原花青素和葡萄籽原花青素清除

DPPH 的 IC50 值没有显著性差异，但明显低于维生

素 C，表明莲房原花青素和葡萄籽原花青素具有相

似的 DPPH 自由基清除能力且明显强于维生素 C。

结果见图 2。 

 
图 2  DPPH 自由基清除能力 

Fig. 2  DPPH radical scavenging activity  

2.4.3  羟基自由基(·OH)清除能力 [12]  精密吸取

样品溶液 1 mL，加入 8.8 mmol·L1 H2O2 1 mL、

9 mmol·L1 FeSO4 1 mL、9 mmol·L1 水杨酸-乙醇

溶液 1 mL，37 ℃反应 30 min，以蒸馏水为空白，

计算 510 nm 处的清除率 I=[1(AxAx0)/A0]×100%，

其中 A0 为空白溶液吸光度，Ax 为加入样品后吸光

度，Ax0 为未加水杨酸溶液的吸光度。以清除率对

样品溶液浓度做回归分析，得回归方程，计算清

除率为 50%时的样品溶液浓度(即 IC50 值)，结果表

明，莲房原花青素和葡萄籽原花青素清除·OH 的

IC50 值没有显著性差异，但明显低于维生素 C，表

明莲房原花青素和葡萄籽原花青素具有相似的·OH

清除能力，并且明显强于维生素 C。结果见图 3。 

 
图 3  ·OH 清除能力 

Fig. 3  ·OH radical scavenging activity  

3  讨论 

原花青素是 好的天然抗氧化剂之一，在医

药保健品、化妆品、营养补充剂等领域具有广泛

应用。目前能够以工业规模生产的原花青素产品

主要原料是松树皮和葡萄籽。然而松树皮资源有

限，且其大量使用会对森林植被造成破坏，而葡

萄籽多为酿酒后的废弃物，其原花青素产品易受

葡萄品种与酿造工艺影响，质量不稳定。近年来，

学者开始将研究方向转向其他植物，希望能够发

掘新的原花青素资源。莲房是睡莲科植物莲的成

熟花托，含有丰富的原花青素，含量达 7.8%，且

以低聚体原花青素为主，具有更强的生物活性。

但在莲子加工过程中，人们从莲房中取出莲子后，

莲房常常被大量丢弃，造成资源的浪费与环境的

污染。因此对莲房回收再利用，从莲房中提取原

花青素制备莲房原花青素产品，能够实现资源的

充分利用，减少对环境的污染。 

本研究采用正交试验设计，对莲房原花青素

提取工艺重要参数进行优化，且通过大孔吸附树

脂法进一步富集纯化，建立了一种莲房原花青素
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提取物的制备方法。该方法操作简单、设备要求

与生产成本低、易于实现工业转化。通过该方法

制备得到的莲房原花青素提取物中原花青素含量

约为 80%，为进一步得到更高纯度的莲房原花青

素产品，可以考虑将其他纯化方式如膜分离、萃

取等方法和大孔树脂联用，有待在以后的工作中

完善。在莲房原花青素提取物制备的基础上，本

研究还通过 DPPH 和·OH 清除率试验对莲房原花

青素体外抗氧化活性进行评价，结果显示，莲房

原花青素的抗氧化活性明显强于维生素 C，与葡萄

籽原花青素活性相近，具有重要开发利用价值，

有望使莲房成为生产原花青素产品的又一新资

源，同时还可以解决农业废弃物的回收再利用问

题，具有显著的经济效益和社会效益。本研究只

测定了莲房原花青素体外抗氧化活性，关于莲房

原花青素体内抗氧化作用及其机制还需进一步深

入研究。 
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有效专利中防治呼吸系统疾病的中药复方用药规律探索 
 

程江雪 1，肖诗鹰 1,2*，刘铜华 1*
(1.北京中医药大学，北京 100102；2.中国生物技术发展中心，北京 100036) 

 
摘要：目的  探索防治呼吸系统疾病的中药复方有效专利的用药规律，为新药研制提供参考，为其专利保护提供战略依

据。方法  以维持时间为 5 年的防治呼吸系统疾病的中药复方专利为研究对象，通过频数分析法对其核心药物的组成、

分类、功效、归经及药对配伍进行统计分析。结果  防治呼吸系统疾病的中药复方有效专利中高频中药包括金银花、甘

草、黄芩等 22 味，按照功效分类多属于清热药、化痰止咳平喘药和补虚药等，主要归肺、心经，高频药对配伍多来自于

古(经)方。结论  上述用药规律探索体现了防治呼吸系统疾病中药复方的组方特点，为新的中药复方研发及专利保护策略

提供了新思路。 
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