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应用大孔吸附树脂纯化荷叶生物碱的研究 
 

崔炳群 

（广东省食品工业研究所，广东广州 510308） 

摘要：本文研究了AB-8、D101、HP-20 三种大孔吸附树脂对荷叶总生物碱的动态、静态吸附及解吸性能，筛选出一种高吸附、

高解吸性能树脂。在此基础上研究了吸附流速、上样液 pH 值、最大上样量、解吸流速、洗脱液浓度及 pH 值对提取、纯化荷叶碱的

影响。结果表明：D101 树脂为提取、纯化荷叶总生物碱的最佳树脂，其最佳纯化条件是：吸附流速 2 BV/h，上样液 pH 值 10，最大

上样量 6 BV；解吸流速 2 BV/h，洗脱液为 pH 值 3的 70%乙醇溶液。荷叶总生物碱纯化物中荷叶碱的含量为 2.26%。为荷叶总生物

碱的开发利用打下了基础。 
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Abstract: For purification total alkaloids of Nelumbonucifera leaves, capability of adsorption and desorption of three kinds of 

macroporous adsorption resin such as AB-8, D101 and HP-20 were explored. Then the effects of adsorption parameters, such as flow rate of 

adsorption, pH value, maximum loading amount of the extract solution; concentration, pH value of eluant and flow rate of desorption, on the 

nuciferine content were investigated by HPLC. The results showed that D101 was the most efficient Resin. The optimum condition were 2BV/h 

of loading rate, 10 of pH value, 6 BV of maximum loading amount of the extract solution, flow rate of desorption 2BV/h and pH 3 of the eluent 

(70% aqueous ethanol solution). Under such conditions, the ratio of nuciferine to the purified extract of Nelumbonucifera leaves was up to 

2.26%. This research provided references for comprehensive development and utilization of the total Alkaloids of Leaves of Nelumbonucifera 

Gaertn. 
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睡莲科植物莲(Nelumbonucifera Gaertn)在我国南

北方均有栽培，其叶片为荷叶。荷叶所含化学成分复

杂，除含多种生物碱外，还含有普通植物所共有的碳

水化合物、脂质等常规成分以及黄酮、挥发油、靴质、

有机酸等活性成分。荷叶有良好的利尿和收敛功能，

能用于治疗发热、出汗、尿急，并能作为止血剂。现

代研究发现荷叶生物碱有降脂减肥[1]，抗动脉粥样化
[2]，抗 HIV病毒[3]，抑菌[4~5]和抗氧化、保肝[6]等活性，

因此越来越受到人们的重视。由于荷叶生物碱的含量

较低，最常用的酸水提取或乙醇提取并结合有机溶剂

萃取法虽然可以除去大部分杂质，但荷叶生物碱的分

离、富集、纯化仍然存在一定的难度。已经有报道用

大孔吸附树脂纯化荷叶生物碱[7~9]，但对纯化条件进行 
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系统的研究的文献并不多见。本文采用大孔吸附树脂

富集纯化荷叶总生物碱，根据吸附、解吸性能对 3 种

大孔吸附树脂进行筛选。采用高效液相色谱法进行检

测，以荷叶碱峰面积为指标，对吸附、解吸条件进行

考察，优选出最佳的吸附流速、上样液 pH 值、最大

上样量、解吸流速、洗脱液浓度及洗脱液 pH 值；并

对纯化产品进行了检测分析，为荷叶总生物碱的开发

利用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

荷叶于 2011 年 8 月采摘于湖北武汉，品种为武植

二号。60 ℃烘箱中烘 4 h，粉碎过 60 目筛，用聚氯乙

烯和聚乙烯的复合膜袋包装，室温贮藏于干燥器中备

用。 

荷叶碱对照品（中国药品生物制品检定所，编号
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111566-200402）；乙腈为色谱纯，盐酸、氢氧化钠、

乙醇、甲醇、三乙胺、氯仿等试剂均为分析纯。 

D101，AB-8 型大孔吸附树脂均购于南开大学化

工厂。HP-20 三菱化学大孔吸附树脂购于上海摩速科

学器材有限公司。 

1.2  实验仪器 

分析天平；旋转蒸发仪；数显恒温水浴锅；pH计；

多功能食品粉碎机；超声波清洗器；瓦里安高效液相

色谱。 

1.3  实验方法 

1.3.1  树脂的预处理与树脂柱的净化[10] 

D101及 HP-20 型大孔吸附树脂用 95%乙醇浸泡，

AB-8 型大孔吸附树脂用丙酮浸泡，24 h后装柱，然后

均用 95%乙醇洗至流出液无异味，且与水混合时不产

生混浊；同时，取 95%乙醇流出液适量在 200~400 nm

范围内扫描，确定在 250 nm 左右无明显紫外吸收后

再改用大量水洗至无醇味后备用。 

1.3.2  上样液的制备 

称取 450 g 荷叶粉末，以料液比1:15 加入 90%乙

醇溶液，在 84 ℃下冷凝回流提取 2 h，过滤，滤渣用

相同量的 90%乙醇溶液再提一次[11]。提取结束后，在

旋转蒸发仪上将提取液浓缩，提取液用 0.5%的 HCl

调节 pH值至 2~3，抽滤。滤液用 0.5% NaOH调节 pH

值至 6~7，静置、抽滤后再用 0.5%NaOH 调 pH 值至

10 左右，定容到 1 L，即荷叶总生物碱提取液[10]。取

适量荷叶总生物碱提取液 4份，分别调节 pH值至 2.5、

5、7.5、10，保存于4 ℃冰箱中备用。 

1.3.3  荷叶碱的含量测定 

1.3.3.1  色谱条件[12] 

色谱柱：Dismonsli-C18（200 mm×4.6 mm，5 µm）；

流动相：乙腈-水-三乙胺（56:44:0.2，V/V/V）；流速：

1 mL/min；检测波长：270 nm；柱温：30 ℃。 

1.3.3.2  荷叶碱标准曲线制备 

取荷叶碱标准品适量，加甲醇溶解，制成每1 mL

含 0.64 mg 的溶液。 

吸取荷叶碱标准品溶液（0.64 mg/mL）0.1、0.2、

0.3、0.4、0.5 mL，分别置于10 mL容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，按上述色谱条件，分别吸取 20 

µL，注入液相色谱仪，测定峰面积。以标准品溶液的

浓度（µg/mL）为横坐标，峰面积（mAU*sec）为纵

坐标绘制标准曲线，并计算回归方程。 

1.3.3.3  样品溶液的制备 

将待测样品用 0.5% NaOH调整至 pH值 10左右，

在旋转蒸发仪上蒸干，加入适量甲醇，超声溶解，并

定容至 10 mL。过 0.45 µm微孔滤膜后，取 20 µL注

入液相色谱仪。 

1.3.4  大孔吸附树脂筛选 

1.3.4.1  静态吸附解吸性能考察 

分别称取预处理过的三种大孔吸附树脂 4 g，置于

100 mL锥形瓶中，各加入10 mL pH值为10的上样液；

封口后置于 30 ℃摇床中，120 r/min 振摇 24 h。将上

述吸附饱和的树脂过滤出来，滤液按上述 1.3.3 项测定

荷叶碱含量。用滤纸将树脂表面的液体吸干，再将其

分别放入 100 mL锥形瓶中，各加入40 mL 70%乙醇

溶液。封口后置于 30 ℃摇床中，120 r/min 振摇 24 h，

将解吸后的树脂过滤出来，滤液按上述1.3.3项测定荷

叶碱含量，并计算静态吸附率和静态解吸率。 

1.3.4.2  动态吸附解吸性能考察 

分别称取预处理过的三种大孔吸附树脂 4 g，装入

直径为 2 cm的层析柱中。吸取 pH值为 10 的上样液

10 mL，上样，以 2 BV/h 的流速通过层析柱，收集流

出液，将流出液按上述 1.3.3 项测定荷叶碱含量。然后

用 10 BV的蒸馏水洗吸附饱和的树脂，再用 70%乙醇

溶液以 2 BV/h 的流速进行洗脱，直至洗脱液不再含生

物碱（检测终点：加碘化铋钾无桔红色沉淀，加硅钨

酸无灰自色沉淀）。测量洗脱液用量后将解吸液按上述

1.3.3 项测定荷叶碱含量，并计算动态吸附率和动态解

吸率。 

1.3.4.3  统计分析 

实验数据用平均值±标准偏差（n=3）表示。实验

数据用SPSS13.0统计软件进行一元方差分析（one-way 

ANOVA），显著水平设为P<0.05。当有显著差异时，

再进行Duncan’s多重比较。 

1.3.5  吸附条件的确定 

1.3.5.1  吸附流速的选择 

称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101 5份，装

入直径为 2 cm 的层析柱中。吸取pH值为 10 的上样

液 10 mL，上样，分别以 1、2、3、4、5 BV/h 的流速

通过层析柱，收集流出液，按上述1.3.3项测定流出液

中荷叶碱含量。以吸附流速（1、2、3、4、5 BV/h）

为横坐标，流出液中荷叶碱峰面积为纵坐标作图。 

1.3.5.2  上样液 pH值的选择 

称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101 4份，装

入直径为 2 cm 的层析柱中，分别吸取 pH值为 2.5、

5.0、7.5、10.0 的上样液 10 mL，上样，以 2 BV/h 的

流速通过层析柱。经 10 BV蒸馏水洗后用 70%乙醇溶

液洗脱，流速为 2 BV/h。按上述 1.3.3 项测定洗脱液

中荷叶碱含量。以上样液 pH值（2.5、5.0、7.5、10.0）

为横坐标，洗脱液中荷叶碱峰面积为纵坐标作图。 

1.3.5.3  最大上样量选择 
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称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101，装入直

径为 2 cm 的层析柱中，将pH值为 10 的上样液上样，

以 2 BV/h 的流速通过层析柱，分步收集流出液，按上

述 1.3.3 项测定流出液荷叶碱含量。以流出液体积（2 

BV、4 BV、6 BV、8 BV、10 BV、12 BV）为横坐标，

流出液中荷叶碱峰面积为纵坐标作图。 

1.3.6  解吸条件的确定 
1.3.6.1  解吸流速的选择 

称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101 5份，装

入直径为 2 cm 的层析柱中。吸取pH值为 10 的上样

液 10 mL，上样，以 2 BV/h 的流速通过层析柱，然后

用 10 BV的蒸馏水洗树脂，再用 70%乙醇溶液洗脱分

别以 1、2、3、4、5 BV/h 的流速通过层析柱，直至洗

脱液不再含生物碱。按上述 1.3.3 项测定洗脱液中荷叶

碱含量。以解吸流速（1、2、3、4、5 BV/h）为横坐

标，洗脱液中荷叶碱峰面积为纵坐标作图。 

1.3.6.2  洗脱液浓度的选择 

称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101 5份，装

入直径为 2 cm 的层析柱中。吸取pH值为 10 的上样

液 10 mL，上样，以 2 BV/h 的流速通过层析柱，经

10 BV 蒸馏水洗后分别用 10%、30%、50%、70%、

90%乙醇溶液洗脱，流速为 2 BV/h。按上述1.3.3项测

定洗脱液中荷叶碱含量。以洗脱液浓度（10%、30%、

50%、70%、90%）为横坐标，洗脱液中荷叶碱峰面

积为纵坐标作图。 

1.3.6.3  洗脱液 pH值的选择 

称取 4 g 预处理过的大孔吸附树脂 D101 4份，装

入直径为 2 cm 的层析柱中。吸取pH值为 10 的上样

液 10 mL，上样，以 2 BV/h 的流速通过层析柱。经

10 BV蒸馏水洗后分别用 pH 3、5、7、9 的 70%乙醇

溶液洗脱，流速为 2 BV/h。按上述 1.3.3 项测定洗脱

液中荷叶碱含量。以洗脱液 pH 值（3、5、7、9）为

横坐标，洗脱液中荷叶碱峰面积为纵坐标作图。 

2  结果与分析 

2.1  荷叶碱标准曲线及回归方程 

图 1 为荷叶碱标准曲线，得到回归方程

y=77.746x+28.238（r=0.999）。荷叶碱在 0~32.00 µg/mL

范围内具有良好的线性关系。 

2.2  大孔吸附树脂筛选 

从表 1 可以看出三种树脂的静态吸附率差异显著

（P<0.05），但静态吸附率在D101 与 HP-20之间的差

异不显著（P>0.05）。D101 和 HP-20 能吸附 10 mL 

pH=10的上样液中约94%的荷叶碱，约为AB-8的1.35

倍。AB-8 的静态解吸率最低，只有 11.18%，约为D101 

和 HP-20 的 0.69 倍。三种树脂的静态解吸率差异显著

（P<0.05），但静态解吸率在D101 与 HP-20之间的差

异不显著（P>0.05）。AB-8 的静态解吸率最低，只有

11.18%，约为 D101 和 HP-20 的 0.69 倍。本实验中三

种树脂的静态解吸率都很低有可能是因为70%的乙醇

溶液对荷叶碱的解吸能力不够。 

 

图 1 荷叶碱标准品标准曲线 

Fig.1 Standard curve of the reference standards of nuciferine 

表 1 三种大孔吸附树脂静态吸附及解吸性能 

Table 1 Capability of static, dynamic adsorption and desorption 

of three kinds of macroporous adsorption resin 

树脂 

类型 

静态吸 

附率/% 

静态解 

吸率/% 

动态吸 

附率/% 

动态解 

吸率/% 

AB-8 69.31±0.52a 11.18±0.15a 72.36±0.24a 11.31±0.20a 

D101 94.38±0.21b 16.11±0.09b 98.25±0.26b 16.35±0.17b 

HP-20 94.51±0.14b 16.28±0.30b 98.29±0.25b 16.35±0.27b 

注：* 同一列中平均数的不同上标表示显著差异（one-way 

ANOVA；P<0.05） 

从表 1 可以看出三种树脂的动态吸附率差异显著

（P<0.05），但动态吸附率在D101 与 HP-20之间的差

异不显著（P>0.05）。D101 和 HP-20 的动态吸附能力

几乎一样，D101 和 HP-20 的动态吸附率约 98%，约

为 AB-8 的 1.36 倍。三种树脂的动态解吸率差异显著

（P<0.05），但动态解吸率在D101 与 HP-20之间的差

异不显著（P>0.05）。AB-8 的动态解吸率最低，只有

11.31%，约为 D101 和 HP-20 的 0.69 倍。本实验中三

种树脂的动态解吸率都很低，有可能是因为荷叶碱是

呈碱性的，以游离状态被吸附，而洗脱液 70%乙醇溶

液的 pH值为自然状态下的，约为 6.5，对荷叶碱的解

吸能力不够。 

根据静态、动态吸附及解吸性能的对比，可以确

定 D101 和 HP-20 相对于 AB-8 更适合。考虑到动态

解吸时，HP-20 的洗脱液的用量约为 D101 洗脱液的

用量的 1.5 倍。为了节约乙醇资源及实验时间，实验

中选择D101作为最好的材料。该结果与郄冰冰（2007）
[13]和肖桂青（2007）[9]的研究结果一致。 
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2.3  吸附流速的确定 

 

图 2 吸附流速对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.2 Influence of flow rate of adsorption on peak area of 

nuciferine 

由图 2 可以发现，吸附流速为 1 BV/h 时，流出液

中荷叶碱峰面积最小，此时 D101 树脂对荷叶碱的吸

附率为 98.68%。吸附流速为 2 BV/h 时流出液的荷叶

碱峰面积只略有增加，说明吸附流速为 1 BV/h 和 2 

BV/h 时，D101 对荷叶碱的吸附能力是很接近的。但

吸附流速大于 2 BV/h 时，流出液中的荷叶碱峰面积剧

烈增加，可能时由于流速太快，荷叶碱来不及被吸附

就已经流出。考虑到实验中实验时间的合理性，选择

2 BV/h 为最好的吸附流速。 

2.4  上样液 pH 值的确定 

 

图 3 上样液 pH 对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.3 Influence of pH value of the extract on peak area of 

nuciferine 

从图 3 可以看出，随着上样液 pH 值的提高，洗

脱液中荷叶碱峰面积一直增加。很可能是因为上样液

呈酸性时荷叶碱呈盐状态，水洗树脂时荷叶碱盐被水

洗脱下来，从而导致洗脱液中荷叶碱含量降低。在 pH

值为 2.5 时，荷叶碱在水中的溶解性最好[14]，荷叶碱

盐几乎都被水洗脱下来，因此洗脱液中几乎没有荷叶

碱。上样液呈碱性时，荷叶碱呈游离状态被树脂吸附，

不易被水洗下来，最终荷叶碱被洗脱液洗脱下来使得

洗脱液中荷叶碱含量增加。上样液 pH 值由 8 提高到

10 时，纯化液中荷叶碱峰面积只是略有增加，考虑到

上样液碱性过强会对树脂造成损害，上样液 pH 值为

10 是最佳的。该结果与肖桂青（2007）[9]研究结果一

致。 

2.5  最大上样量的确定 

 

图 4 流出体积对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.4 Influence of volume of outflow on peak area of nuciferine  

从图 4 可以看出，流出液体积从 2 BV增加 6 BV

时，流出液中荷叶碱峰面积一直很低，几乎是保持不

变的，这表明流出液体积为 6 BV 时，仍然没有荷叶

碱泄漏；流出液体积从6 BV增加 8 BV时，流出液中

荷叶碱峰面积急剧增加，表明流出液体积超过 6 BV

后开始出现荷叶碱泄漏现象。因此，最大上样量为 6 

BV。 

2.6  解吸流速的确定 

 

图 5 解吸流速对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.5 Influence of flow rate of desorption on peak area of 

nuciferine 

从图 5 可以看出，随着解吸流速的增加，洗脱液

中荷叶碱峰面积逐渐减小。可能是解吸流速过大，使

得吸附在树脂上的荷叶碱没有得到充分解离，从而未

被洗脱下来。与解吸流速为 1BV/h 时荷叶碱峰面积相

比，解吸流速 2 BV/h 时洗脱液中荷叶碱峰面积只是略

有下降，考虑到实验中乙醇资源的节约和实验时间的

节省，选择 2BV/h 为最佳的解吸流速。 

2.7  洗脱液浓度的确定 

实验中选择的洗脱液分别为 10%、30%、50%、

70%、90%乙醇溶液。从图 6 可以看出，洗脱液（乙
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醇溶液）浓度为 70%时，荷叶碱峰面积远高于洗脱液

浓度为 10%、30%、50%、90%的荷叶碱峰面积，很

明显，70%乙醇溶液洗脱能力最强。该结果与郄冰冰

（2007）的结果一致。但是肖桂青（2007）研究表明

50%乙醇溶液对荷叶总生物碱的洗脱效果最好[9]。封

聚强（2008）研究发现用 50~70%乙醇溶液梯度洗脱

荷叶总生物碱才能将吸附在 D101 树脂上的荷叶总生

物碱洗脱完全[8]。用最佳的洗脱液（乙醇溶液）浓度

为 70%。但是 70%乙醇溶液对荷叶碱的洗脱率只有

16.35%。很可能是因为荷叶碱呈游离状态被树脂吸

附，自然 pH 值的 70%乙醇溶液不足以将荷叶碱完全

洗脱下来。因此，考虑洗脱液的 pH 值对洗脱效果的

影响时必须的。 

 

图 6 洗脱液浓度对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.6 Influence of concentration of eluant on peak area of 

nuciferine 

2.8  洗脱液 pH 值的确定 

 

图 7 洗脱液 pH值对荷叶碱峰面积的影响 

Fig.7 Influence of pH value of eluant on peak area of nuciferine 

从图 7 中可以看出，随着 70%乙醇溶液的 pH 值

的增加，洗脱液中荷叶碱峰面积先下降，在pH值为 7

时达到最低点，再上升。很明显，洗脱液 pH 值为 3

时，得到的洗脱液中荷叶碱峰面积达到最大值。很可

能是因为 pH 值为 3 的 70%乙醇溶液能够使得碱性的

荷叶碱与树脂充分解离，因而几乎全部被洗脱下来。

它的解吸率为 98.21%。根据相似相溶原理，洗脱液

pH 值为 9 的 70%乙醇溶液能够较好的洗脱碱性的荷

叶碱，但此时的荷叶碱峰面积仍低于洗脱液 pH 为 5

时的荷叶碱峰面积。考虑到洗脱液酸度过强或碱性过

强都会损害树脂的使用寿命，选择 pH 值 3 为最佳的

洗脱液 pH。肖桂青（2007）研究表明 pH值 3 的 50%

乙醇溶液对荷叶总生物碱的洗脱效果最好[9]，本文研

究结果与该结果存在细微差别。 

2.9  荷叶纯化物中荷叶碱含量测定 

2.9.1  荷叶碱光谱图 

 

 

图 8荷叶碱标准品(a)和荷叶纯化物中荷叶碱(b)的光谱图 

Fig.8 Spectrogram of reference standards of nuciferine (a) and 

nuciferine in the purified extract of Nelumbonucifera leaves (b) 

从图 8 中可以发现，荷叶碱标准品的紫外吸收光

谱主要由两个吸收峰组成，一个在 232nm 附近，另一

个是在 270 nm 附近，该吸收光谱特征与阿朴啡生物

碱的特征吸收光谱是相符合的。荷叶纯化物中荷叶碱

的紫外吸收光谱与荷叶碱标准品紫外吸收光谱一致。 

2.9.2  荷叶碱标准品和荷叶纯化物的色谱图 
从图 9(a)可以看出荷叶碱标准品在 12.50 min 出

峰。图 9(b)表明荷叶纯化物中有 6 种生物碱，各组分

均达基线分离，峰型尖锐，无漂移无拖尾现象。证明

该分离方法能够将荷叶纯化物中有 6 种生物碱进行有

效分离。其中有一个峰在 12.50 min 出峰，与荷叶碱

标准品的保留时间一致，并且该峰的紫外吸收光谱与

荷叶碱标准品的紫外吸收光谱一致，因此可以确定该

峰物质是荷叶碱。荷叶碱峰面积百分比13.31%，荷叶

总生物碱峰面积百分比为 40.40%，荷叶总生物碱纯化

物中荷叶碱的含量为 2.26%。荷叶中荷叶碱的含量为
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144.32 µg/g。肖桂青（2007）用 D101 树脂纯化得到

的荷叶总生物碱经 HPLC 检测含有 8 种生物碱，其中

荷叶碱含量为 1.37%，荷叶碱的峰面积百分比为

10.81%[9]。封聚强（2008）用大孔吸附树脂 D101 吸

附荷叶总生物碱，荷叶总生物碱经 50~70%乙醇溶液

梯度洗脱后经 HPLC 检测其中的荷叶碱含量为

1.3%[8]。本文得到的荷叶总生物碱中的荷叶碱含量高

于前人研究的结果。 

 

 

图 9 荷叶碱标准品(a)和荷叶纯化物(b)色谱图 

Fig.9 HPLC chromatograms of reference standards of 

nuciferine (a) and the purified extract of Nelumbonucifera 

leaves (b) 

3  结论 

3.1  通过对三种大孔吸附树脂的吸附、解吸性能等方

面的考察，确定吸附率，解析率都高的 D101 为最佳

的分离纯化荷叶总生物碱的树脂。 

3.2  通过对大孔吸附树脂 D101 的吸附性能和解吸性

能等方面的考察，确定其纯化工艺为：最佳吸附条件：

吸附流速 2 BV/h，上样液 pH值 10；最佳洗脱条件：

解吸流速 2 BV/h，洗脱液 pH值 3 的 70%乙醇溶液。 

3.3  通过高效液相色谱检测，确定荷叶纯化物中主要

有 6 种生物碱，各组分均达基线分离，峰型尖锐，无

漂移无拖尾现象。荷叶碱峰面积百分比13.31%，荷叶

总生物碱峰面积百分比为 40.40%，荷叶纯化物中荷叶

碱的含量为 2.26%。本文得到的荷叶总生物碱中的荷

叶碱含量高于肖桂青（2007）、封聚强（2008）等前人

的研究结果。 
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