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摘要：为进一步提高金线莲苷的分离纯化效率，该研究以深度共熔溶剂提取的金线莲苷粗品为基础，比较了大孔树脂法和硅胶

柱层析法分离金线莲苷的效果，并优化了硅胶柱层析法分离金线莲苷的条件。实验结果表明，DM130 型大孔树脂对金线莲苷的吸附

量仅为 24.69 mg/g，解吸率为 17.89%，且无法选择性的分离金线莲苷，而硅胶柱层析法对金线莲苷的分离效果较好；硅胶柱层析法

分离金线莲苷的最佳条件为：洗脱溶剂为乙酸乙酯:乙醇:乙酸=6:4:0.2（V/V/V），上样量为 0.60 g，洗脱速率为 1.25 mL/min，在此条

件下，金线莲苷的回收率可达 79.29%；硅胶柱层析分离组分经半制备型高效液相色谱纯化所得的金线莲苷纯度大于 99.00%。该研究

建立了一种简单高效的金线莲苷分离纯化流程，有利于金线莲产业的发展，为后续的研究工作提供理论支持。 
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Abstract: In order to improve separation and purification efficiency of kinsenoside from Anoectochilus roxburghii, in this study, the deep 

eutectic solvent crude extract of kinsenoside was prepared for the further separation, and the effect of macroporous resin chromatography and 

silica gel column chromatography on the separation of kinsenoside was compared. In addition, the conditions for the separation of kinsenoside 

by silica gel column chromatography were optimized. The results showed that the adsorption capacity and desorption rate of kinsenoside on 

DM130 macroporous resin were 24.69 mg/g and 17.89% respectively, and macroporous resin could not selectively separate kinsenoside while 

silica gel column chromatography had a good effect on the separation of kinsenoside. The optimal conditions for the separation of kinsenoside 

by silica gel column chromatography were measured as elution solvent of ethyl acetate/ethanol/acetic acid (6:4:0.2, V/V/V), loading volume of 

0.60 g and elution rate of 1.25 mL/min. The kinsenoside recovery rate of 79.29% was obtained under these conditions. Then the elute fraction 

could be purified to >99.00% purity by semi-preparative high performance liquid chromatography. In this work, a simple and efficient process 

was established to separate and purify kinsenoside from the deep eutectic solvent crude extract, which is beneficial to the development of 

Anoectochilus roxburghii industry and provides theoretical support for subsequent research work. 
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又名金线兰，是一种珍贵的多年生兰科开唇兰属植物，

主要分布于中国、日本、泰国以及其他东南亚国家和

地区，在我国福建、台湾和广东等地人们的日常生活

中具有传统食用习惯，属于地方特色食品。金线莲作

为一种重要的经济作物，不仅具有极高的观赏价值，

还具有广泛的药用价值。金线莲在我国被视为传统珍

稀的中药材，有清热凉血、平肝、祛湿、解毒等功效
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[1,2]，民间誉之为“金草”、“神药”、“药王”。研究表明，

金线莲具有降血压[3]、降血糖[4]、抗肿瘤[5]、保肝[6]等

多种生理活性，且毒副作用低，使用安全，是治疗糖

尿病、高血脂、肝炎等疾病重要的潜在药物[7]。它的

活性成分丰富，包括内酯苷类、黄酮类、多糖类、三

萜类等[8]。 
金线莲苷（kinsenoside），化学名 3R-β-D-吡喃葡

萄糖氧基-γ-丁内酯，是金线莲独有的特质性成分[9]，

含量为 6.37%~22.66%[10]。据文献报道，金线莲苷具

有降血糖[11]、降脂[12]、保肝护肝[13-16]、抑制炎症[17,18]

等多种药理活性。目前，从金线莲中分离纯化金线莲

苷普遍处于实验室初步研究阶段，常见流程包括溶剂

萃取、大孔树脂吸附分离、制备色谱纯化等。Liu 等[19]

采用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇对金线莲苷乙醇提取

物（1314 g）进行萃取，得到的正丁醇萃取物经 HPD 
100 型大孔树脂和硅胶柱层析分离后，最终得到 800 
mg 金线莲苷。整个分离纯化流程长且步骤繁琐，金

线莲苷得率低，难以实现规模化生产。 
本课题组前期以深度共熔溶剂为提取溶剂结合柱

提取法得到高含量的金线莲苷粗提液，但粗提液中仍

含有多酚、糖类等杂质。因此，有必要对粗提液采取

进一步的分离纯化以获得高纯度的金线莲苷。本文探

讨并比较了大孔树脂法、硅胶柱层析法对金线莲苷分

离纯化的效果，建立了一种简单高效的金线莲苷分离

纯化流程，为金线莲苷的分离制备工艺奠定了一定的

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

金线莲干品由广东梅州雁归来养生产业有限公司

惠赠；薄层层析硅胶板，青岛海洋化工有限公司；柱

层析硅胶，上海源叶生物公司；大孔树脂 NKA-9、
AB-8、D101、DM130，上海源叶生物科技有限公司；

乙酸乙酯，上海泰坦科技公司；乙醇，天津百世化工

有限公司；氯仿、甲醇、冰醋酸，天津大茂化学试剂

厂；高锰酸钾、碳酸钾、氢氧化钠，广州化学试剂厂；

二硝基苯甲酸，上海源叶生物科技有限公司；氢氧化

钾，国药集团化学试剂公司；茚三酮，上海伯奥生物

科技有限公司。以上试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

BSZ-160F 电脑自动部份收集器，上海精科实业有

限公司；恒流泵，保定雷弗流体科技有限公司；真空

干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司；Agilent 

1260Infinity II高效液相色谱仪，美国安捷伦科技公司；

Agilent 1260 Infinity II 蒸发光散射检测器，美国安捷

伦科技公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  金线莲苷的提取 
干燥的金线莲材料经粉碎机粉碎，过筛，收集物

料粒径在 250~830 μm 之间的金线莲粉末，准确称取 5 
g 的金线莲粉末，加入 20 mL 的由氯化胆碱和苹果酸

按照 1:1 摩尔比组成的深度共熔溶剂（含水量 40%），

室温下静置 3 h，以径高比 1:10 装入玻璃层析柱，使

用提取溶剂以40 mL/h的流速进行洗脱，收集前60 mL
洗脱液，即为金线莲苷粗提液。 
1.3.2  金线莲苷的定性分析 

采用薄层层析硅胶对金线莲苷进行快速定性分

析。在距离层析板底部约 1 cm 处，吸取样液点样，样

点直径不超过 0.5 cm，吹干样点后放入装有展开剂（乙

酸乙酯:乙醇:冰醋酸=5:5:0.2，V/V/V）的层析缸中，

当展开剂前端距离层析板顶部 1 cm 时，完成层析。用

kedde 试剂进行显色，计算金线莲苷的 Rf值。 
1.3.3  金线莲苷的定量分析 
1.3.3.1  色谱条件 

色谱柱为 Diamonsil Plus C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为甲醇-水（2:98，V/V），等度洗脱，

流速 0.6 mL/min，柱温 30 ℃，进样量为 10 μL。蒸发

光散射检测器雾化温度和漂移管温度均为 60 ℃，载

体为氮气，流速 1.7 L/min。 
1.3.3.2  标准曲线及线性范围 

 
图1 金线莲苷的标准曲线 

Fig.1 The standard curve of kinsenoside 
将金线莲苷标准品用超纯水配置为浓度分别为

59.17、118.33、177.50、236.66、295.83、591.66 μg/mL
的标准系列溶液，按照色谱条件进样，记录峰面积。

以峰面积积分值的对数值（log A）为纵坐标，以标准

品溶液浓度的对数值（log C）为横坐标，绘制标准曲

线。如图 1 所示。经计算，金线莲苷含量的回归方程
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为 y=1.6639x-1.2298（R2=0.9996），在 59.17~591.66 
μg/mL 浓度范围内线性关系良好。该方程可用于后续

研究中金线莲苷含量的测定。 
1.3.4  金线莲苷的稳定性研究 

将待测液置于冰箱冷藏室（4 ℃）中，分别在 0、
2、4、6 和 12 h 时通过高效液相色谱-蒸发光散射检测

器（HPLC-ELSD），记录峰面积并计算 RSD 值。 

1.3.5  大孔树脂分离金线莲苷的研究 
表1 不同类型大孔树脂的性质 

Table 1 Properties of different types of macroporous resins 

树脂种类 极性 比表面积/(m2/g) 颗粒尺寸/mm 孔径尺寸/nm 

AB-8 中等极性 1150~1200 0.37~1.25 12~16 

DM130 中等极性 450~500 0.37~1.25 10~11 

NKA-9 极性 500~550 0.37~1.25 10~12 

D101 非极性 480~520 0.37~1.25 25~28 

1.3.5.1  大孔吸附树脂的筛选 
本实验中所使用的 4 种大孔树脂的类型和性质如

表 1 所示，称取 5 g 预处理过的大孔树脂于锥形瓶中，

加入 20 mL 金线莲苷粗提液，室温下于摇床中吸附 24 
h 后过滤，测定滤液中金线莲苷浓度，计算吸附量。

大孔树脂过滤后，加入 20 mL 蒸馏水，振摇 12 h 以充

分洗去深度共熔溶剂，随后再加入 20 mL 80%乙醇溶

液，振摇 12 h 后，过滤，测定解析液中金线莲苷的浓

度，计算解析率。 
1.3.5.2  DM130 型大孔吸附树脂动态吸附曲线 

称取适量DM130 型湿树脂填充入直径为 2 cm 的

玻璃层析柱中，填充高度 20 cm，加入浓度为 1 mg/mL
的金线莲苷提取液，以 2 BV/h 的流速上样，分别测定

流出液在 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12 BV
时金线莲苷的浓度。以流出液体积为横坐标，对应的

金线莲苷浓度为纵坐标，绘制 DM130 型大孔吸附树

脂动态吸附曲线。 
1.3.6  硅胶柱层析分离金线莲苷的研究 
1.3.6.1  洗脱溶剂比例对金线莲苷分离的影响 

分别选择不同的展开剂体系对金线莲苷标准品和

分离纯化中间产物样品进行展开，根据样品在薄层硅

胶板上的显色斑点的比移值Rf值和拖尾情况选择最佳

展开剂，从而确定最佳洗脱溶剂，Rf 值的计算公式如

下： 

f
aR
b

=  

式中： 

Rf——比移值； 

a——原点到斑点的距离； 

b——原点到展开剂前沿的距离。 

1.3.6.2  上样量对金线莲苷分离的影响 
根据单因素实验确定了最佳洗脱溶剂比例，现考

察金线莲苷的上样量对金线莲苷分离纯化的影响。将

干燥的硅胶采用湿法装柱法填入直径为 2 cm 的玻璃

层析柱，装柱径高比为 1:10，分别称取上样量 0.30、
0.40、0.50、0.60、0.70 g 加载到硅胶床层顶面，设置

洗脱流速为 1 mL/min，采用自动部分收集器以 10 mL/
管收集洗脱液，将收集的洗脱液进行薄层硅胶层析，

将显示含有金线莲苷显色反应的收集管经真空干燥

（50 ℃）除去有机溶剂后，用蒸馏水复溶，通过

HPLC-ELSD 检测并计算金线莲苷的回收率。 
1.3.6.3  洗脱速率对金线莲苷分离的影响 

根据上述实验确定了最佳洗脱溶剂比例和上样

量。现考察洗脱速率对金线莲苷分离纯化的影响。将

干燥的硅胶采用湿法装柱法填入直径为 2 cm 的玻璃

层析柱，装柱径高比为 1:10，称取金线莲苷粗品 0.6 g
加载到硅胶床层顶面，设置洗脱速率分别为 0.50、
0.75、1.00、1.25、1.50 mL/min。采用自动部分收集器

以 10 mL/管收集洗脱液，将收集的洗脱液进行薄层硅

胶层析，将显示含有金线莲苷显色反应的收集管经真

空干燥（50 ℃）除去有机溶剂后，用蒸馏水复溶，通

过 HPLC-ELSD 检测并计算金线莲苷的回收率。 
1.3.7  金线莲苷的分离制备 

采用Agilent 1260 半制备型高效液相色谱-蒸发光

检测器对金线莲苷进行分离制备。半制备色谱柱为

YMC-Pack ODS-A（250×10 mm，5 μm）；流动相为甲

醇-水（2:98，V/V），等度洗脱，流速 2.0 mL/min，
柱温 30 ℃，进样量为 100 μL。ELSD 雾化温度和漂移

管温度均为 60 ℃，载体为氮气，流速 1.7 L/min。收

集样品峰，真空冷冻干燥后得到金线莲苷纯品。 
1.3.8  数据统计与分析 

实验数据均为三组平行，采用 SPSS 22 对数据进

行统计分析，显著性水平为 p<0.05，不同的字母表示

具有显著差异，采用 Origin 8.6 软件作图。 

2  结果与讨论 

2.1  金线莲苷的定性分析 
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薄层层析硅胶法可用于金线莲苷分离纯化过程中

间产物样品的快速检测。如图 2 所示，样品 1 为金线

莲苷标准品，样品 2 为金线莲提取液，经 kedde 试剂

显色均为紫色斑点，计算两者的 Rf值均为 0.51。该方

法可根据薄层层析硅胶板上斑点的位置及大小实现样

品中金线莲苷的快速检测。 

 
图2 金线莲苷的定性分析 

Fig.2 Qualitative analysis of kinsenoside 

注：1：金线莲苷标准品；2：金线莲苷提取液。 

2.2  金线莲苷的稳定性研究 

随着储存时间的延长，金线莲苷可能发生自降解

或其他反应，导致其含量降低。实验结果如表 2 所示，

在 4 ℃条件下，0~12 h 内金线莲苷的稳定性良好。故

金线莲苷样品可在 4 ℃下，12 h 内完成进样测定。 
表2金线莲苷的稳定性研究 

Table 2 Study on the stability of kinsenoside 

放置时间/h 峰面积 RSD/% 
0 3208.88 

 
 

1.46 
 
 

2 3171.34 

4 3198.11 

6 3292.12 

12 3246.13 

2.3  大孔树脂分离金线莲苷的研究 

2.3.1  大孔树脂的筛选 
大孔树脂对化合物的分离受树脂极性、比表面积

和孔径大小等多种因素影响[20]，其性能主要体现在吸

附和解吸两个方面，一般来说，吸附量越大，解吸越

容易，则大孔树脂的性能越好。本实验通过比较吸附

量和解吸率两个参数来选择适宜的大孔树脂，用于金

线莲苷粗提液的分离精制。 
4 种不同型号大孔树脂对金线莲苷粗提液的静态

吸附效果及 80%乙醇对各树脂的解吸效果如图 3、4
所示，四种大孔树脂的吸附、解吸效果表现并不优良，

但 DM130 型大孔树脂的吸附效果和解吸效果均优于

其他三种树脂，其吸附量可达 24.69 mg/g，解吸率为

17.89%。原因可能是大孔树脂对于目标化合物的吸附

作用与树脂的极性、孔径比表面积和目标化合物之间

形成的静电作用力、氢键和尺寸共同作用的结果。因

此，选择 DM130 型大孔树脂用于后续研究。 

 
图3 不同类型大孔树脂对金线莲苷的吸附量 

Fig.3 Adsorption of kinsenoside on different macroporous 

resins 

注：不同小写字母表示差异性显著，p<0.05；下同。 

 
图4 不同类型大孔树脂对金线莲苷的解吸率 

Fig.4 Desorption of kinsenoside by different macroporous 

resins 

2.3.2  DM130 型大孔树脂动态吸附曲线 

 
图5 DM130型大孔树脂动态吸附曲线 

Fig.5 Dynamic adsorption curve of DM130 macroporous resin 

DM130 型大孔树脂对金线莲苷的动态吸附曲线

如图 5 所示，当流出液体积由 1 BV 增至 3 BV 时，金

线莲苷的浓度由 0.04 mg/mL 迅速升至 0.15 mg/mL，
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但当流出液体积逐步增至 12 BV 时，金线莲苷浓度在

0.12~0.16 mg/mL 范围内波动，无明显变化。故易知

DM130 型大孔吸附树脂对金线莲苷无选择性吸附作

用，分离效果较差，后续实验选择硅胶柱层析法用于

金线莲苷的分离。 

2.4  硅胶柱层析分离金线莲苷的研究 

2.4.1  洗脱溶剂比例对金线莲苷分离的影响 
配制不同比例组分的洗脱溶剂进行实验[21]，各种

洗脱溶剂对金线莲苷的分离结果如表 3 所示，前 6 种

展开剂不含乙酸，斑点的拖尾现象比较严重，而后 6
种展开剂均加入了少量乙酸，斑点圆整清晰。拖尾严

重的现象说明此种展开剂分离效果欠佳。虽然含有氯

仿的洗脱溶剂体系分离效果较好，但其毒性较大，不

适宜用于金线莲苷的分离纯化。7 号和 9 号展开剂能

使金线莲苷展开充分，且 Rf值在 0.40~0.60 之间比较

合适，故本实验选择 9 号展开剂做硅胶柱分离的洗脱

溶剂，洗脱溶剂乙酸乙酯/乙醇/乙酸比例为 6:4:0.2（体

积比）。 
表3 洗脱溶剂比例对金线莲苷分离的影响 

Table 3 Effect of eluting solvent ratio on the separation of 

kinsenoside 

编号 展开剂（体积比） 拖尾 Rf值

1 乙酸乙酯/乙醇（8:2） + 0.33

2 乙酸乙酯/乙醇（7:3） + 0.59

3 乙酸乙酯/乙醇（6:4） + 0.49

4 氯仿/甲醇（8:2） + 0.41

5 氯仿/甲醇（7:3） + 0.49

6 氯仿/甲醇（6:4） + 0.56

7 乙酸乙酯/乙醇/乙酸（8:2:0.2） - 0.37

8 乙酸乙酯/乙醇/乙酸（7:3:0.2） + 0.54

9 乙酸乙酯/乙醇/乙酸（6:4:0.2） - 0.51

10 氯仿/甲醇/乙酸（8:2:0.2） + 0.22

11 氯仿/甲醇/乙酸（7:3:0.2） + 0.44

12 氯仿/甲醇/乙酸（6:4:0.2） - 0.65

注：+表示拖尾且斑点可分辨；-表示不拖尾且斑点圆整清

晰。 

2.4.2  上样量对金线莲苷分离的影响 
硅胶柱层析的分离效率会受到上样量的影响[22]。

分别称取金线莲苷粗品 0.30、0.40、0.50、0.60、0.70 g，
探究上样量对分离纯化的影响，结果如图 6 所示，在

0.40~0.60 g 的上样量变化范围内，上样量不断增加，

纯化效果逐渐变好；当上样量为 0.60 g 时，回收率最

高可达 69.12%，但当上样量继续增加时，纯化效果逐

渐变差，推测其原因可能为层析柱填料洗脱能力有限，

已达到层析上限；当上样量为 0.30 g 时，回收率也可

达到 60%左右，推测其在可洗脱样品质量范围内，金

线莲苷纯化率与上样量的关系为多极值型曲线。 

 
图6 上样量对金线莲苷分离的影响 

Fig.6 Effect of loading amount on the separation of kinsenoside 
2.4.3  洗脱速率对金线莲苷分离的影响 

硅胶柱的分离过程中，洗脱速率的影响是比较明

显的。洗脱速率过快，目标化合物在未被分离的情况

下便被洗脱，分离效果不佳，而洗脱速率过慢，目标

化合物可能会出现扩散现象，从而导致分离效率较低。

本实验选取了 0.50、0.75、1.00、1.25、1.50 mL/min
五个流速点进行实验，结果如图 7 所示，在 0.5~1.25 
mL/min 的流速范围内，随着洗脱速率的不断增大，金

线莲苷的回收率不断增大；当流速为 1.25 mL/min 时，

金线莲苷的分离纯化效果最佳，回收率最高可达

79.29%；当流速继续增大时，纯化效果变差。 

 
图7 洗脱速率对金线莲苷分离的影响 

Fig.7 Effect of elution velocity on the separation of kinsenoside 
在乙酸乙酯/乙醇/乙酸比例为 6:4:2（体积比）、

上样量为 0.60 g、洗脱速率为 1.25 mL/min 的硅胶柱层

析条件下获得的硅胶柱层析洗脱组分，经半制备型高

效液相色谱-蒸发光检测器进一步纯化，在洗脱时间

10 min 时收集目标组分，真空冷冻干燥后得到金线莲

苷纯品，纯度大于 99.00%。因此，硅胶柱层析法分离

结合半制备型高效液相色谱制备得到的金线莲苷纯度

较高，该方法切实有效。 
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3  结论 

本实验首先采用 NKA-9、AB-8、D101、DM130
四种大孔树脂对金线莲苷深度共熔溶剂粗提液进行分

离，结果表明四种大孔树脂分离效果较差，均不适用

于金线莲苷的分离。最终确定采用硅胶柱层析方法分

离金线莲苷，最佳条件为：洗脱溶剂比例为乙酸乙酯:

乙醇:乙酸=6:4:0.2（V/V/V），上样量 0.60 g，洗脱速

率 1.25 mL/min，在此优化条件下，采用半制备型高效

液相色谱-蒸发光检测器对金线莲苷进行分离制备，可

以获取纯度大于 99.00%的金线莲苷纯品。本研究通过

硅胶柱层析分离金线莲苷并结合半制备型高效液相色

谱-蒸发光检测器对其进行制备，分离纯化流程操作简

单高效，步骤少，纯化效果佳，为金线莲苷分离纯化

工艺的研究打下坚实基础。 
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