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摘要: 目的 研究丹参中丹参酮ⅡA 的提取纯化工艺。方法 以 HPLC 法为检测手段，对丹参酮ⅡA 的提

取工艺，D101 型大孔树脂分离纯化丹参酮ⅡA 的树脂柱径高比、药液质量浓度、上柱吸附体积流量、洗
脱体积流量、生药吸附量、解吸溶媒及其最佳用量等因素进行考察。结果 丹参中丹参酮ⅡA 的最佳提

取分离工艺为: 避光条件下，丹参药材用 6 倍量( g·mL －1 ) 的 95% ( 体积分数) 乙醇搅拌提取 4 h，回收

乙醇后用无水乙醇∶ 石油醚( 体积比 15∶ 85) 萃取 3 次，旋转蒸发除去萃取溶剂，所得浸膏用与药材量比

值为 1∶ 1( g·mL －1 ) 的 60% ( 体积分数) 乙醇溶解上柱，依次用 27 BV 68% ( 体积分数) 乙醇洗去杂质，8
BV 80% ( 体积分数) 乙醇洗脱，丹参酮ⅡA 富集在 80% ( 体积分数) 乙醇洗脱部分。结论 建立了丹参酮

ⅡA 的最佳提取纯化工艺，所得浸膏中丹参酮ⅡA 质量分数为 53． 65%。
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Study on the extraction and purification of tanshinon ⅡA from Salvia miltiorrhiza Bge．
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Abstract: Objective To establish the optimum process for purifying tanshinon ⅡA from Salvia
miltiorrhiza Bge． ． Methods HPLC was employed to determine tanshinon IIA，and the
diameter-length ratio of the column with the macroporous resin D101，the concentrations of the
column-loading solutions，adsorbing volume，eluting volume，adsorptive capacity of crude drugs，
desorbing solvents and the optimal amounts were investigated to obtain the optimum process of
purification on macroporous resin． Results The optimum process of extraction and purification
were as follows: in darkroom，Salvia miltiorrhiza Bge． was extracted through 95% ethanol for 4
h，and the product was condensed and extracted with ethanol and ether ( 15 ∶ 85 ) for 3times，
then condensed again and purified through macroporous resin，adsorbing with 1g herb in 1 mL
60% ethanol，then eluting with 68% ethanol of 27 BV and 80% ethanol of 8 BV respectively．
Tanshinon ⅡA was enriched in the elution of 80% ethanol． Conclusion This method could be
used to purify tanshinon ⅡA from Salvia miltiorrhiza Bge． The content of tanshinone ⅡA was
53． 65% ．
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丹 参 是 唇 形 科 鼠 尾 草 植 物 丹 参 ( Salvia
miltiorrhiza Bge． ) 的干燥根和根茎，是临床最常用的

活血化瘀中药。丹参的脂溶性成分丹参酮具有抑

菌、抗炎、抗凝血等功效，其中丹参酮ⅡA 是脂溶性

成分的代表，在《中国药典》中，丹参酮ⅡA 的含量

是丹参药材的质量控制指标，其对于治疗冠心病、心
绞痛、心律过速均有显著疗效［1 － 4］。因为丹参酮Ⅱ
A 的功效已经得到认可并广泛应用，合理的提取工

艺显得尤为重要。丹参酮ⅡA 对光、热、氧不稳定，

这增加了提取纯化的难度。传统的醇提法，在其浓

缩、干燥过程中，由于发生化学变化，丹参酮ⅡA 的

损失可达 40%以上［5］。除传统醇提法外，还有超临

界 CO2 萃取［6］、微波提取［7］、切割硅胶柱色谱［8］等

方法用于提取丹参酮ⅡA 的报道。以上方法都有其

自身优点，但大孔吸附树脂因为具有成本低、吸附性

强、吸附容量大、容易解吸、易于操作、可反复使用及

实验条件易实现工业化放大等优点［9］，更具有其优

势。目前关于大孔树脂法吸附富集丹参酮ⅡA 的报

道寥寥［10 － 11］，相关提取工艺参数及纯度还有待进一

步完善。而 D101 型大孔吸附树脂是苯乙烯型非极

性共聚体，适用范围较广，对于不带极性的有机化合

物，吸附能力普遍强。因此本文探讨了以 D101 型

大孔吸附树脂纯化丹参酮ⅡA 的方法，为其纯化及

应用提供实验依据。

1 仪器与试药

Varian series ProStar 高效液相色谱仪( 美国瓦

里安) ; R-201 旋转蒸发仪( 上海申生科技有限公

司) ; D40-2F 电动搅拌机( 杭州仪表电机厂) ; LD4-2
低速离心机( 北京医用离心机厂) ; AG-285 分析天

平( 瑞士) ; BS-3200 超声波清洗器( 上海新芝生物技

术研究所，频率 60 kHz，功率 500 W) 。
丹参药材，由四川中江丹参基地提供，经北京中

医药大学刘永刚讲师鉴定为丹参 Salvia miltiorrhiza
Bge． 的 根; 丹 参 酮Ⅱ A 对 照 品 ( 批 号: 110766 －
200416，中国药品生物制品检定所) 。

D101 型大孔吸附树脂( 天津市海光化工有限公

司) ; 乙腈为色谱纯，水为重蒸水，其余试剂均为分

析纯。

2 方法与结果

2． 1 丹参酮ⅡA 含量的测定

2． 1． 1 色谱条件 色谱柱: shim-pack vp-ODS C18柱

( 150 mm ×4． 6 mm，5 μm) ; 流动相为水-乙腈( 体积比

80∶ 20) ; 流速: 1． 0 mL·min －1 ; 柱温: 30 ℃ ; 检测波长:

272 nm; 进样量: 20 μL。色谱图如图 1 所示。

图 1 丹参酮ⅡA 对照品溶液 ( A) 和 供 试 品 溶 液 ( B ) 的

HPLC 色谱图

Figure 1 HPLC chromatograms of control solution ( A ) and
sample solution( B)

2． 1． 2 对照品贮备液的制备 精密称取经 P2O5 减

压干燥 24 h 的丹参酮ⅡA 对照品 12． 40 mg，置 10
mL 棕色容量瓶中，加流动相溶解并定容至刻度，摇

匀，即得丹参酮ⅡA 质量浓度为 1． 24 mg·mL －1 的

对照品贮备液。
2． 1． 3 供试品溶液的制备 对于提取和纯化过程

中的各种丹参乙醇溶液，视其对应的质量浓度范围

不同，或直接取原液( 原液质量浓度 ＜ 6． 20 mg·
mL －1时) ，或将原液稀释至 0． 13 ～ 6． 20 mg·mL －1

范围内( 原液质量浓度 ＞ 6． 20 mg·mL －1时) ，摇匀，

经 0． 45 μm 微孔滤膜滤过，即得。
2． 1． 4 标准曲线的制备 精密量取对照品贮备液

1 mL，置 5 mL 棕色容量瓶中，加流动相溶解定容，

摇匀，即得丹参酮ⅡA 质量浓度为 0． 248 mg·mL －1

的对照品溶液。精密吸取对照品溶液 5、15、25、35、
50 μL 以及对照品贮备液20、35、50 μL 注入高效液相

色谱仪中，依法测定。以峰面积( Y) 为纵坐标，进样

量( X) 为横坐标作标准曲线，得回归方程 Y = 5． 0003
×104 X +1． 8795 ×104，r = 0． 999 8( n = 5) ，线性范围

为 1． 24 ～62． 00 μg。
2． 1． 5 样品测定 精密吸取供试品溶液 20 μL，注

入高效液相色谱仪，依法测定。
2． 2 丹参酮ⅡA 的提取

在避光条件下，以 95% ( 体积分数) 乙醇为提取

溶剂，以 60 r·min －1速度搅拌。以丹参酮ⅡA 为测

定指标，按 L9 ( 34 ) 正交试验设计表，对提取次数、提
取时间、溶剂用量进行考察。因素水平设计见表 1，

结果见表 2、3。
由表 2 可知，3 个因素的极差大小顺序为 B ＞ A

＞ C，提取时间对提取工艺的影响最大，其次为提取

次数，溶剂用量影响最小。由表 3 可知，提取时间对
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丹参酮ⅡA 的提取具有统计学意义，因素提取次数、
溶剂用量影响无统计学意义。从节约成本角度出

发，确定最佳提取方案为 A 1 B 2 C 1，即 6 倍量 95%
( 体积分数) 乙醇提取 4 h。按上述优化条件进行 3
次重复性验证试验。结果，丹参酮ⅡA 提取率分别

为 63. 79%、62． 98%、63． 47%，平 均 提 取 率 为

63. 41%，丹参酮ⅡA 的质量分数为 16． 73%，验证

结果表明工艺基本稳定可行。

表 1 提取正交试验因素水平表

Table 1 Factors and levels in extraction experiment

水平

因素

A

提取次数 /次

B

提取时间 /h
C

溶剂用量 /倍
1 1 2 6

2 2 4 8

3 3 6 10

表 2 提取正交试验结果

Table 2 Results of orthogonal test of extraction( n = 3)

试验号 A B C D( 空白)
丹参酮ⅡA

提取率 / %

1 1 1 1 1 45． 14

2 1 2 2 2 67． 83

3 1 3 3 3 67． 32

4 2 1 2 3 46． 75

5 2 2 3 1 70． 48

6 2 3 1 2 68． 03

7 3 1 3 2 59． 35

8 3 2 1 3 71． 81

9 3 3 2 1 66． 91

K1 180． 29 151． 24 184． 98 182． 53

K2 185． 26 210． 12 181． 49 195． 21

K3 198． 07 202． 25 197． 15 185． 88

R 17． 78 58． 88 15． 66 12． 68

表 3 提取工艺方差分析表

Table 3 Variance analysis( ANOVA) table of extraction

因素 偏差平方和 自由度 F P

A 56． 103 2 1． 949

B 681． 297 2 23． 669 ＜ 0． 05

C 45． 058 2 1． 565

D 28． 78 2

2． 3 大 孔 吸 附 树 脂 纯 化 丹 参 酮ⅡA 的 工 艺 考

察［12 － 13］

2． 3． 1 大孔吸附树脂的预处理 将 D101 型大孔

吸附树脂用无水乙醇浸泡 24 h 后湿法装柱，待树脂

装好后，用乙醇洗脱树脂柱至流出液与蒸馏水( 体

积比 1∶ 1) 混合不产生白色浑浊，再用蒸馏水冲洗至

无乙醇味; 然后用 2 倍体积 5% ( 体积分数) HCl 以

2． 5 mL·min －1流速通过树脂层，并浸泡 2 ～ 4 h，用

蒸馏水以同样的流速洗至流出液 pH 值呈中性; 最

后用 2 倍体积 2% ( 体积分数) NaOH 溶液以 2． 5 mL
·min －1流速通过树脂柱，并浸泡 2 ～ 4 h 后，用蒸馏

水以同样流速洗至流出液 pH 值呈中性。
2． 3． 2 上柱样品液的制备 取“2． 2”项下提取液

回收乙醇至无醇味后用无水乙醇-石油醚( 体积比

15∶ 85) 萃取 3 次，丹参酮ⅡA 的质量分数可提高至

37． 54%。浸膏用与药材量比值为 1 ∶ 1 ( g·mL －1 )

的 60% ( 体积分数) 乙醇溶解，作为上柱样品液。
2． 3． 3 树脂柱径高比、药液质量浓度及上柱吸附体

积流量的优选 按 L9 ( 34 ) 正交试验设计表的设计

进行柱径比、药液质量浓度及吸附体积流量的考察，

因素水平设计见表 4，结果见表 5、6。

表 4 吸附正交试验因素水平表

Table 4 Factors and levels in adsorption experiment

水平

因素

A

ρ药液( 按生药计) /

( g·mL －1 )

B

树脂柱

径高比

C

上柱吸附体积流量 /

( BV·h －1 )

1 1∶ 2 1∶ 3 0． 20

2 1∶ 1 1∶ 6 0． 16

3 2∶ 1 1∶ 9 0． 12

由表 5 可知，3 个因素的极差大小顺序为 A ＞ C
＞ B。由表 6 可知，因素 A、B、C 均无统计学意义。

确定最优方案为 A2B2C3，即按生药计算的药液质量

浓度为 1∶ 1( g·mL －1 ) ，上柱吸附体积流量为 0． 12
BV·h －1，树脂柱径高比为 6∶ 1。按上述优化条件进

行 3 次重复性验证试验。结果显示，以丹参酮ⅡA
计，吸附率分别为 99． 02%、99． 36%、98． 87%，验证

结果表明工艺稳定可行。
2． 3． 4 生药吸附量考察 取上柱样品液 100 mL，

加入含 75 mL D101 型大孔吸附树脂的色谱柱中，分

段收集吸附流出液，每段收集 2． 5 mL。分别测定每
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个流份中丹参酮ⅡA 的质量浓度。流份 11 中丹参

酮ⅡA 的质量浓度为流份 10 的 11． 43 倍，表现出明

显的泄漏现象。按每段流份体积为 2． 5 mL 计算，总

上样体积为 25 mL，相当于 25 g 生药。提示 0． 75
mL D101 型大孔吸附树脂的最佳吸附量为 0． 25 g
生药。

表 5 吸附正交试验结果

Table 5 Results of orthogonal design of adsorption( n = 3)

试验号 A B C D( 空白) 吸附率 /%

1 1 1 1 1 73． 3 ± 2． 8

2 1 2 2 2 81． 9 ± 3． 4

3 1 3 3 3 83． 8 ± 2． 2

4 2 1 2 3 98． 7 ± 1． 5

5 2 2 3 1 99． 3 ± 1． 2

6 2 3 1 2 89． 1 ± 2． 3

7 3 1 3 2 94． 2 ± 0． 9

8 3 2 1 3 94． 6 ± 1． 3

9 3 3 2 1 93． 1 ± 0． 9

K1 239． 0 266． 2 257． 0 265． 7

K2 287． 1 275． 8 273． 7 265． 2

K3 281． 9 266． 0 277． 3 277． 1

R 48． 1 9． 8 20． 3 11． 9

注: 吸附率 = ( 吸附前药液中丹参酮ⅡA 的质量 －吸附后药液中

丹参酮ⅡA 的质量) /吸附前药液中丹参酮ⅡA 的质量 × 100%

表 6 吸附工艺方差分析表

Table 6 Variance analysis( ANOVA) table of adsorption

因素 偏差平方和 自由度 F

A 464． 562 2 15． 382

B 20． 916 2 0． 693

C 78． 216 2 2． 590

误差 30． 20 2

2． 3． 5 解吸溶媒考察 按上述优化条件，取上柱样

品液 100 mL 进行试验。吸附完毕后，依次用 60%、
68%、75%、80%、85%、90% ( 以上均为体积分数)

乙醇洗脱，洗脱体积流量为 0． 18 BV·h －1，至洗脱

液中无法检测到丹参酮ⅡA 为止。分别测定各部分

的丹 参 酮ⅡA 含 量，计 算 出 累 积 解 吸 率 分 别 为

1. 45%、3． 87%、8． 03%、64． 12%、87． 64% 和

95. 86%。结果提示，80% ( 体积分数) 乙醇可以将

绝大部分丹参酮ⅡA 从 D101 大孔吸附树脂上解吸

下来。

2． 3． 6 洗脱体积流量考察 取上柱样品液 100 mL
共 3 份，吸 附 完 毕 后，用 体 积 流 量 分 别 为 0． 12、
0. 18、0． 24 BV·h －1 的 80% ( 体积分数) 乙醇洗脱，

至洗脱液中无法检测到丹参酮ⅡA 为止。结果，洗

脱体积流量 0． 12、0． 18、0． 24 BV·h －1 对应的溶媒

用量分别为 6． 8、8． 1、10． 8 BV。从节约成本和时间

的角度考虑，将洗脱体积流量确定为 0． 18 BV·
h －1。
2． 3． 7 解吸溶媒用量考察 取上柱样品液 100 mL，

吸附完毕后，用 80% ( 体积分数) 乙醇洗脱，分段收集

洗脱液，每段60 mL，共收集50 份，测定每段流分中丹

参酮ⅡA 含量。结果，流份 40 的丹参酮ⅡA 质量浓度

为流份 41 的 32． 75 倍，表明在第 40 段流份时基本解

吸完全。即溶媒用量为 2 400 mL，相当于 8 倍树脂

容积。
2． 4 验证试验

按优选的最佳纯化工艺，即取丹参药材 100 g，

按“2． 2”项下方法提取后所得浸膏，用与药材量比

值为 1∶ 1( g·mL －1 ) 的 60% ( 体积分数) 乙醇溶解。
采用树脂柱径高比为 1 ∶ 6，300 mL 的 D101 大孔吸

附树脂，以按生药量计算 1 ∶ 1 ( g·mL －1 ) 的药液质

量浓度，0． 12 BV·h －1 的速度动态吸附。静置 2 h
后，以 0． 18 BV·h －1的洗脱体积流量，依次用 27 BV
68% ( 体积分数) 乙醇、8 BV 80% ( 体积分数) 乙醇

洗脱，回收 80% 乙醇至无醇味。平行制备 3 份，所

得浸膏分别用流动相定容至 100 mL，取 0． 5 mL 定

容至 10 mL，按“2． 1． 1”项下条件进行测定。结果表

明，优选得到的工艺条件能较好地提取纯化丹参酮Ⅱ
A，浸膏中丹参酮ⅡA 的质量分数分别为 53. 10%、
54. 39%、53． 46%，平均质量分数为 53. 65%，重现性

较好。

3 讨论

因为丹参酮ⅡA 对光、热均不稳定，所以全部操

作过程均采取了避光、低温的措施( 在 20 ℃的空调

暗室内进行) 。提取正交试验中，提取次数和溶剂

用量对提取率的影响无统计学意义，考虑到生产成

本以及回收乙醇时间延长丹参酮ⅡA 易损失的问

题，最终确定了采用 6 倍量的提取溶剂提取 1 次。
提取时间为 6 h 时丹参酮ⅡA 提取率比提取 4 h 时

略有降低，推测是因为丹参酮ⅡA 对光、热、湿、氧等

多种因素均不稳定，随着搅拌时间的延长而增加了

降解［5，14］，造成丹参酮ⅡA 的损失。
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本研究采用大孔吸附树脂法对丹参酮ⅡA 的纯

化工艺进行考察，结果表明，D101 型大孔树脂能够

有效地对丹参酮进行富集，使指标成分丹参酮ⅡA
的质量分数达到 53． 65%，明显高于大孔树脂纯化

丹参酮ⅡA 的同类文献［11］中所述的 42%。本工艺

简便、稳定、可行性高，为含丹参酮ⅡA 制剂的研究

奠定了基础。
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美国 FDA 批准 Gardasil 疫苗用于预防直肠癌

美国 FDA 于 2010 年 12 月 22 日批准 Gardasil 疫苗用于 9 ～ 26 岁人群预防直肠癌和与 6、11、16、18 型人

类乳头瘤病毒( HPV) 有关的癌前病变。在此之前，Gardasil 已经获准用于相同年龄组女性人群预防宫颈癌、
外阴癌及阴道癌等。除此之外，Gardasil 还已经被批准用于预防因 6、11 型 HPV 引起的男、女性生殖器疣。

FDA 有关主管官员指出，目前直肠癌的治疗正面临挑战，通过使用 Gardasil 疫苗预防直肠癌非常重要，

因为它可以有效减少直肠癌发病病例数量及随之而来的外科手术、放射治疗和化疗方面的需求。
尽管直肠癌在普通人群中并不常见，但发病率正在上升。据美国癌症协会估计，美国每年有大约 5300

人被诊断出直肠癌，其中女性多于男性，且 90% 的直肠癌与 HPV 有关。先前在男同性恋人群中( 该人群直

肠癌发病率是最高的) 进行了随机试验以验证 Gardasil 疫苗预防直肠癌和 HPV － 16 /18 感染引起的癌前病

变( 即 1、2、3 度直肠上皮内瘤变 AIN) 的功效。到研究结束时，Gardasil 疫苗预防与 HPV －16 /18 有关的直肠

上皮内瘤变( AIN) 的有效率为 78%。由于直肠癌是男性和女性都会罹患的疾病，这一数据可认为对女性同

样适用。
如果注射疫苗时已经发生因 HPV 感染引起的直肠癌前瘤变，Gardasil 疫苗不会阻止病情继续发展。也

就是说，Gardasil 疫苗只对接种前未感染 HPV 的人有效。但如果医生认为某些个体有必要进行直肠癌防癌

检查，那么这些人即使已经接种了 Gardasil 疫苗，其直肠癌防癌检查也不应因此而停止或放弃。
Gardasil 由默克公司研制生产，自 2006 年批准至 2010 年 5 月 31 日，在全球范围内已经售出 6 500 万剂。

其常见的副作用包括头晕、注射部位疼痛、头痛、恶心和发烧等。
( 来源: 美国 FDA 新闻稿 2010-12-22 夏训明编译)
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