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(57)摘要

本发明提供了种旱莲草凝血止血活性成分

的提取方法，包括如下步骤：1）取植株洗净后干

燥，粉碎过筛10‑150目，取得旱莲草粉；2）加入助

溶剂并浸泡并过滤，以充分除去其中的有机溶

剂，得提取液A；3）加入萃取剂，分离其中的极性

小组份并除去，加入去离子水并充分搅拌后，得

提取液B；4）进行固相萃取；5）完成固相萃取后在

大孔树脂中首先采用水洗脱，之后用醇类溶液对

所述大孔树脂反复洗脱2‑5次，收集末次洗脱后

的洗脱液C；6）将蒸发浓缩得到膏状物质并干燥，

得旱莲草活性成分提取物。本发明的提取物可占

旱莲草干重的1.0‑6.5%，实现了凝血止血中药提

取物较高产地制备；且过程中的各助剂等均为常

见且成本较低的类型，适合工业化生产。
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1.一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，包括以下步骤：

1）取旱莲草地上部分或全株，洗净后干燥，粉碎过筛10‑150目，取得旱莲草粉；

2）将上述旱莲草粉中加入助溶剂并浸泡并过滤，将所得的浸提液浓缩，以充分除去其

中的有机溶剂，得提取液A，并使每加入1kg的旱莲草粉可得提取液A为4‑10升；

3）将上述步骤所得提取液加入萃取剂，分离其中的极性小组分  并除去，萃余液减压蒸

馏并充分除去其中的有机溶剂，加入去离子水并充分搅拌后，将其中的不溶性的沉淀物过

滤后，得提取液B；

4）采用填装大孔吸附树脂的固相萃取柱对所述提取液B进行固相萃取；

5）完成固相萃取后在大孔树脂中首先采用水洗脱，之后用醇类溶液对所述大孔树脂反

复洗脱2‑5次，且历次洗脱加入的醇类水溶液浓度逐步提高，收集末次洗脱后的洗脱液C；

6）将所述洗脱液C蒸发浓缩以除去醇类物质和大部分水，得到膏状物质，并干燥，得旱

莲草活性成分提取物；

所述步骤2）中，助溶剂的成分及配比为：去离子水  : 甲醇  : 乙醇或丙酮: 乙酸乙酯=

1‑3  :  1‑3  :  1‑3  :  1‑3，该助溶剂加入时液温为40‑65℃；

所述步骤3）中，萃取剂为乙酸乙酯或二氯甲烷；

所述步骤4）中，大孔吸附树脂为罗门哈斯大孔吸附树脂或者三菱大孔吸附树脂，每千

克所述提取液B需所述大孔吸附树脂0.8‑2.6升；

所述步骤5）中，醇类水溶液为甲醇水溶液或乙醇水溶液，初次洗脱浓度为10%‑25%的甲

醇水溶液或2%‑10%的乙醇水溶液，且历次洗脱加入的醇类水溶液用量不小于所述固相萃取

柱体积的1.5倍。

2.根据权利要求1所述的一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，其特征在于，所述

过滤为离心过滤或真空过滤。

3.根据权利要求1所述的一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，其特征在于，所述

步骤4）中固相萃取柱的出口溶液流速为0.2‑1.0倍柱体积/小时，萃取液面下降至树脂面时

即关闭出口。

4.根据权利要求1所述的一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，其特征在于，所述

步骤5）中，加入洗脱用水量不小于所述固相萃取柱体积的1.2倍。

5.根据权利要求1所述的一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，其特征在于，所述

步骤5）洗脱流速为0.2‑1.0倍固相萃取柱体积/小时。

6.采用权利要求1至5中任一项所得的旱莲草凝血止血活性成分在制备止血、凝血药物

和医疗、卫生材料中的应用。
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一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医药领域，具体为一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法及应

用。

背景技术

[0002] 旱莲草是一种重要的药用植物，是民间最常用的止血中草药，最早用于止血，常用

来治疗阴虚血热、吐血、血衄、尿血、血痢、崩漏下血以及外伤出血等出血性病症，其止血功

能在临床中药复方制剂方面已得到了一些应用，它是宁环片、功血宁冲剂和明目止血片等

临床常用止血中药制剂的主要成分之一，但目前还没有纯粹利用旱莲草开发的凝血止血药

物。

[0003] 旱莲草是一种亦药亦食的一年生植物，其凝血止血活性成分毒副作用小，效果好。

虽然国内外有关于旱莲草各种溶剂浸泡提取的粗提物的凝血和止血活性、及可能凝血和止

血机理的研究，但均未涉及具体凝血和止血化合物。我们研究发现，旱莲草中含有多种凝血

和止血活性成分，既含有脂溶性化合物（如蟛蜞菊内酯类化合物），也含有水溶性化合物，其

中一种黄色粉末状水溶性物质是旱莲草的主要凝血和止血活性成分之一，该化合物能够导

致红细胞凝聚成团，并使毛细血管收缩，导致凝血和止血，但该化合物在纯化状态下很容易

失去活性，限制了该单体化合物在止血药物方面的应用。然而，我们研究还发现，采用一定

的提取和纯化技术，除去旱莲草中的蛋白质、多糖等极性特别大的水溶性物质，以及极性较

小的色素等部分脂溶性物质后，再将该化合物与其他极性相近的凝血止血化合物、以及一

部分脂溶性凝血止血化合物一起洗脱，得到的组分具有很强的凝血止血活性，且其凝血止

血活性稳定期在3年以上，活性组分占旱莲草干重的1.5‑6.5%，在水和乙醇中的溶解度高，

便于吸收利用，发挥凝血止血活性；同时酸性条件下其凝血止血活性增强。这些研究结果说

明旱莲草中的凝血止血活性成分在生产外伤止血药物、胃肠消化道出血治疗用药和止血创

可贴等方面具有重要应用价值。

[0004] 同时，旱莲草在我国分布极为广泛，资源极为丰富，生长条件简单，种植和管理成

本低廉，因此，利用旱莲草研制和生产相关止血药物，能够充分利用我国丰富的旱莲草资

源。

发明内容

[0005] 本发明为进一步探索和利用旱莲草的凝血止血功效，实现凝血止血中药提取物，

提出一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法。

[0006] 本发明所采用的技术方法为：

[0007] 一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，包括以下步骤：

[0008] 1）取旱莲草地上部分或全株，洗净后干燥，粉碎过筛10‑150目，取得旱莲草粉；

[0009] 2）将上述旱莲草粉中加入助溶剂并浸泡并过滤，将所得的浸提液浓缩，以充分除

去其中的有机溶剂，得提取液A，并使每加入1kg的旱莲草粉可得提取液A为4‑10升；
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[0010] 3）将上述步骤所得提取液加入萃取剂，分离其中极性小的组份并除去，萃余液减

压蒸馏并充分除去其中的有机溶剂，加入去离子水并充分搅拌后，将其中的不溶性的沉淀

物过滤后，得提取液B；

[0011] 4）采用填装大孔吸附树脂的固相萃取柱对所述提取液B进行固相萃取；

[0012] 5）完成固相萃取后在大孔树脂中首先采用水洗脱，之后用醇类溶液对所述大孔树

脂反复洗脱2‑5次，且历次洗脱加入的醇类水溶液浓度逐步提高，收集末次洗脱后的洗脱液

C；

[0013] 6）将所述洗脱液C蒸发浓缩以除去醇类物质和大部分水，得到膏状物质，并干燥，

得旱莲草活性成分提取物。

[0014] 作为优选，所述步骤2）的助溶剂的成分及配比为：去离子水  : 甲醇  : 乙醇或丙

酮: 乙酸乙酯=1~3  :  1~3  :  1~3  :  1~3，该助溶剂加入时液温为40‑65℃。

[0015] 作为优选，所述过滤为离心过滤或真空过滤。

[0016] 作为优选，所述步骤3）的萃取剂为乙酸乙酯或二氯甲烷。

[0017] 作为优选，所述大孔吸附树脂为罗门哈斯大孔吸附树脂或者三菱大孔吸附树脂，

每千克所述提取液B需所述大孔吸附树脂0.8‑2.6升。

[0018] 作为优选，所述步骤4）中固相萃取柱的出口溶液流速为0.2‑1 .0倍柱体积/小时，

萃取液面下降至树脂面时即关闭出口。

[0019] 作为优选，所述步骤5）中，加入洗脱用水量不小于所述固相萃取柱体积的1.2倍。

[0020] 作为优选，所述步骤5）中，醇类水溶液为甲醇水溶液或乙醇水溶液，初次洗脱浓度

为10%‑25%的甲醇水溶液或2%‑10%的乙醇水溶液，且历次洗脱加入的醇类水溶液用量不小

于所述固相萃取柱体积的1.5倍。

[0021] 作为优选，所述步骤5）洗脱流速为0.2‑1.0倍固相萃取柱体积/小时。

[0022] 旱莲草提取物在止血、凝血药物和医疗、卫生材料中的应用。

[0023] 本发明的提取方法和应用具有如下技术效果：

[0024] 1、本发明的提取方法以旱莲草地上部分或全草为原料，所提取物可占旱莲草干重

的1.0‑6.5%，实现了凝血止血中药提取物较高产地制备；

[0025] 2、提取过程中的各助剂等均为常见且成本较低的类型，有效提取物含量可达旱莲

草全株干重的1.0‑6.5%，适合工业化生产；

[0026] 3、本发明方法的提取物具有凝聚红细胞、导致纤维蛋白原转变为纤维蛋白和收缩

毛细血管等多种止血机制，应用该提取物为主要成分的相关药物将具有良好的凝血止血效

果。

具体实施方式

[0027] 下面通过实施例等，对本发明作进一步详述。

[0028] 一种旱莲草凝血止血活性成分的提取方法，具体包括以下步骤。

[0029] 步骤1，旱莲草样品采集和成粉：在旱莲草植株大量种子成熟后，采集全植株或地

上部分，去除枯枝，洗净泥土，先置于荫处通风摊开晾1‑3天后切碎，于太阳下晒干或置于

40‑50℃烘箱中烘干，并粉碎成10‑150目旱莲草粉，并称量重量。

[0030] 步骤2，化学成分提取：通过加入去离子水  : 甲醇  : 乙醇（或丙酮）: 乙酸乙酯=1
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~3  :  1~3  :  1~3  :  1~3调配而成的助溶剂浸泡旱莲草粉，且浸泡时助溶剂液温为40‑60℃。

采用离心过滤或真空过滤，并减压蒸馏回收初始浸提溶剂，回收的浸提溶剂可补充适量的

去离子水后再重新加入其余的旱莲草粉中，进一步浸提，循环上述步骤，直至提取液颜色很

淡为止，得浸提液。浓缩该浸提液，以充分除去其中的有机溶剂，并使每千克旱莲草粉的提

取液A的终体积为4‑10升。

[0031] 步骤3，无活性小极性物质的去除：用乙酸乙酯或二氯甲烷充分萃取上述提取液A，

以分离出其中极性较小的组分，同时减压蒸馏萃余液充分除去其中残余的有机溶剂，再进

行离心过滤或真空过滤，除去不溶性的沉淀后得提取液B。

[0032] 步骤4，活性成分的固相萃取：采用罗门哈斯大孔吸附树脂AmberliteTM  XAD16或

者三菱大孔吸附树脂SP70等相关树对上述提取液B进行固相萃取，每千克所述旱莲草粉的

提取物要树脂0.8‑2.6升。具体为，将填装在固相萃取柱中的大孔吸附树脂进行活化，并使

填装的树脂柱中无气泡，再将上述提取液B加入大孔吸附树脂柱中，打开萃取柱出口，使样

品溶液流经树脂柱，对活性成分进行固相萃取，出口溶液流速为0.2‑1.0倍柱体积/小时，流

出溶液可再次加入树脂柱中，对其中少量未吸附的活性成分再次吸附，待活性成分完全吸

附后，溶液的液面下降至树脂面时即关闭出口，以完成固相萃取。

[0033] 步骤5，活性成分的洗脱：在完成固相萃取的树脂柱中加入1.2‑2.5倍树脂柱体积

的去离子水洗脱，除去树脂上残余的多糖等大极性物质；当去离子水液面下降至树脂面时

加入2倍柱体积的10%‑25%的甲醇水溶液或2%‑10%的乙醇水溶液洗脱，收集洗脱液，减压蒸

馏除去溶剂，得到10%‑25%的甲醇水溶液或2%‑10%的乙醇水溶液洗脱物；当10%‑25%的甲醇

水溶液或2%‑10%的乙醇水溶液液面下降至树脂面后，加入3‑10倍柱体积的30%‑80%的甲醇

水溶或15%‑60%的乙醇水溶液洗脱，得到洗脱液C。以上洗脱流速均为0.2‑1.0倍柱体积/小

时。

[0034] 步骤6，活性成分的干燥制备：采用减压蒸馏等蒸发浓缩方法，除去上述洗脱液C中

的有机溶剂和大部分水后得到棕褐色膏状物，将膏状物进行真空冷冻干燥，即得到一种棕

黄或褐色的粉末物质，即为本发明所述的旱莲草活性成分提取物，其含量占所述旱莲草粉

干重的1.0‑6.5%。

[0035] 实施例1

[0036] 活性成分不同极性的物质的凝血活性验证：取2  g制备的棕黄褐色粉末物质，用

40%的甲醇水溶液溶解，采用反相色谱C18柱进行分离，洗脱溶剂为去离子水/甲醇溶液（10/

0→8/2→6/4→4/6→2/8→0/1），按照洗脱时间分为6个组分，编号分别为1（7 .75%）、2

（14.9%）、3（35.65%）、4（4.88%）、5（2.68%）和6（34.14%）。采用加了抗凝剂柠檬酸钠的真空采

血管采集人静脉血，作2种处理，（1）将血液用0.9%的无菌生理盐水稀释50倍，作为全血试验

组；（2）将血液以2000  r/min离心10  min，去除血浆，收集血细胞，并用血液等体积的0.9%的

无菌生理盐水洗涤2次，洗涤时先用生理盐水重新悬浮血细胞，然后以2000  r/min离心10 

min，去除上清，收集血细胞，洗涤完后再用血样50倍体积的0.9%的无菌生理盐水重悬血细

胞作为去除血浆的血细胞试验组。将各组分用相应溶剂配成5  mg/mL的浓度，取3 μL样品溶

液，涂于洁净的载玻片上，涂布面积为1  cm2，待样品溶液完全干后，取3 μL红细胞生理盐水

重悬液或全血稀释液，均匀涂布于样品处，并立即置于光学显微镜下拍照，计数游离和凝集

的红细胞数目，每个浓度做3次重复，每次重复随机拍10个视野。除了去离子水洗脱的组分1
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需要加酸性辅料物质后显示有较好的凝集红细胞活性外，其它组分均能够直接使红细胞凝

集，对全血的红细胞凝集作用更强（表1）。

[0037] 表1 提取物中不同极性的组分凝血活性

[0038]

[0039] 注：‑表示红细胞没有凝集成团，+表示红细胞凝集成团，+越多红细胞凝集越越多，

5个+接近100%。

[0040] 实施例2

[0041] 有效成分溶解度对比：取1  g制备的棕黄褐色粉末物质、1  g云南白药（产品

[0042] 批号ZFA1615），分别加入4  mL去离子水、乙醇和50%乙醇水溶液，于30℃条件下充

分振荡溶解，4500  rpm离心20  min，弃上清，沉淀干燥后称重，计算本发明制备的棕黄褐色

粉末物质和云南白药粉剂的溶解情况，对比数据如下表所示。

[0043] 表2 溶解度对比表

[0044] 上述结果表明，本发明实施例制备的旱莲草提取物在不同溶剂中的溶解度远优于

云南白药，可更有利于伤口组织吸收利用，发挥止血作用。

[0045] 实施例3

[0046] 静脉注射对皮下毛细血管的影响：用注射用水1  mL充分溶解130  mg本发明提取物

后，12000  rpm离心5  min，取上清溶液，根据溶解度试验可知上清液样品浓度约为100  mg/

mL。采用小鼠尾静脉注射0.1  ml上清液，30  min后对小鼠进行解剖，观察小鼠内表皮和毛细

血管颜色等变化，判断样品是否导致毛细血管收缩；以等量的酚磺乙胺和注射用水作为对

照。结果显示，在试验剂量下，注射旱莲草和酚磺乙胺的小鼠与注射注射用水的小鼠的活动

无明显差异，但其内表皮的毛细血管颜色变暗，甚至旱莲草试验组颜色更暗些，此试验表明

旱莲草提取物可能导致小鼠内表皮毛细血管收缩，从而减少了小鼠毛细血管内的血流量，

能够促进止血。

[0047] 实施例4

[0048] 提取物对红细胞凝集效率：将本发明制备的旱莲草提取物用50%甲醇水溶液配制

成1  mg、2  mg、3  mg、4  mg和5  mg/mL的样品溶液。以相同浓度的云南白药作为对照组。取3 μ

L样品溶液，涂于洁净的载玻片上，涂布面积为1  cm2，待样品溶液完全干后，取3 μL红细胞

生理盐水重悬液或全血稀释液，均匀涂布于样品处，并立即置于光学显微镜下拍照，计数游

离和凝集的红细胞数目，每个浓度做3次重复，每次重复随机拍10个视野。试验结果（表3）显

示，旱莲草样提取物对去除血浆的红细胞和全血中的红细胞均具有凝集作用，且对全血中

的红细胞凝集作用更强；而云南白药试验组红细胞没有出现凝集现象，但溶血现象明显，红
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细胞接触云南白药后几秒钟内即全部破裂消失。

[0049] 表3 旱莲草提取物对血细胞的凝集活性

[0050]

[0051] 以上结果说明，旱莲草可以直接凝集红细胞，进而发挥凝血止血作用。

[0052] 实施例5

[0053] 旱莲草提取物对血浆的影响：分别取浓度为1  mg、2  mg、3  mg、4  mg和5  mg/mL的样

品溶液1.5 μL涂于洁净的载玻片上，涂布面积为1  cm2，待样品溶液完全干后，取3 μL血浆

涂于样品处（即样品浓度分别为0.5  mg、1  mg、1.5  mg、2.0  mg、2.5  mg/mL），立即置于显微

镜下观察。以同浓度的云南白药为对照组。结果发现，旱莲草提取物试验组在0.5  mg/mL时

即出现大量小片絮状物，随着浓度的增加，絮状物大小逐渐增加，当浓度达到2.0  mg/mL以

上时，几乎所有絮状物均彼此相连，形成巨大的网状物；而云南白药试验组没有出现任何变

化，即使将浓度增加到50  mg/mL，血浆中依然没有出现絮状物。

[0054] 表4 旱莲草对血浆的影响

[0055]

[0056] 注：‑表示没有絮状物出现，+表示有絮状物出现，+越多絮状物越大，且彼此相互连

接。

[0057] 以上结果说明，旱莲草提取物还能够导致血浆中纤维蛋白原变为不溶的纤维蛋

白，从而发挥凝血止血活性。

[0058] 实施例6

[0059] 凝血止血活性物质的有效期：采用以下2种保存方式保存样品，定期检测保存的样

品凝血止血活性：（1）将提取制备的旱莲草凝血止血活性物质干燥粉末直接保存于室温

（10‑32℃）、未密封条件下，1‑3年后检测其凝血止血活性；（2）在提取制备的旱莲草凝血止

血活性物质干燥粉末中，加入2‑6倍质量的50%乙醇水溶液溶解，用无菌纱布充分吸附样品

溶液，再将纱布置于无菌容器中自然干燥后，于室温（10‑32℃）、未密封条件下存放1‑3年后

检测纱布上吸附样品的凝血止血活性。经检测，2种保存方式保存的样品的凝血止血活性均

未下降，这说明无论是将该活性提取物制成粉末状止血药物，还是将其制成止血创可贴，均

具有至少3年的有效期。

[0060] 以上仅是本发明的优选实施方式，应当指出的是，上述优选实施方式不应视为对

本发明的限制，本发明的保护范围应当以权利要求所限定的范围为准。对于本技术领域的

普通技术人员来说，在不脱离本发明的精神和范围内，还可以做出若干改进和润饰，这些改
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进和润饰也应是为本发明的保护范围。
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