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表3 正交设计及结果 表6 醇浸膏方差分析表

延胡索乙素提取量／(mg／g)

总生物碱／％

2．83

0．79

2．89

O．8l

由上表可以看出3次提取虽比2次提取的活性成分多，

但提高的量有限．已无增加提取次数的必要，故仍采用确定

的条件提取。

3讨论

3．1 本法采用高效液相法测定延胡索的有效成分延胡索乙

素的含量，测定结果准确、可靠，专属性强。

3．2延胡索、乌药的粉碎粒度为影响提取结果的主要因素，

药材粒度越小，提取效果越好。但是如果继续减小粉碎粒

度，则造成提取后药液的分离困难，因此粉碎粒度选用粗粉。
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萸连巴布膏由黄连等3味药组成，其中黄连所占比例较

大，几乎占全方的2／3。黄连所含生物碱具水溶性，因此采

用大孔吸附树脂对全方水溶性部分进行精制，使有效成分高

度富集，方便制剂。黄连为中医临床常用药物，味苦性寒，长

于泻火解毒；文献对大孔树脂分离纯化小檗碱的有几篇报

道¨qo为了探讨大孔树脂对生物碱类成分，分离纯化的可行

性，我们选择盐酸巴马汀和盐酸小檗碱为指标进行考察，并

为进一步的制剂学研究打下基础。

1材料与仪器

黄连药材(购自毫州芳草堂饮片厂)，AB-8、NKA-9和x．

5型大孔吸附树脂(南开大学化工厂)，HPDl00 FIPIM00型

大孔吸附树脂(沧州宝恩化工有限公司)；巴马汀标准品(中

国药品生物制品检定所，批号0732-9604)，小檗碱对照品

(中国药品生物制品检定所，批号0713-9906)；色谱仪

Wates2487 Dual入Ahsorbance Detector，紫外检测器，Waters

1515 ls吣eratie HPLC Pump，Waters 717 Plus Autosampler；色谱

柱Kromasil C18(4．6 1／1111×250 ml'n，5脚)，乙腈为色谱纯，其
它试剂均为分析纯。

2实验方法与结果

2．1含量测定

色谱条件：RainBow 5“Kromosil—C18(250咖×4．6 ITIRI，
4“m)，流动相乙腈-0．1％磷酸二氢钾(28：72磷酸调pH=

3)，检测波长：345 lira，柱温：25℃，流速：l mL／min。

标准曲线的绘制 精密称取盐酸小檗碱对照品6．31

mg，盐酸巴马汀对照品3．44 mg，置于25 mL的棕色瓶中，用

盐酸．甲醇(1：100)超声溶解，定容至25 mL，使巴马汀和对

照品小檗碱的浓度分别为：0．137 6 mg／mL，0．252 4 mg／mL。

分别精密量取巴马汀和小檗碱对照品溶液2，4，6，8，10，12

“L进样，以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，得巴马汀的

回归方程如Y=4×106x一23 105，r=0．999 9，线性范围：

0．275 2一I．651蝣；小檗碱的回归方程为：Y=4×106x+

4 000．5，r=O．999 9，线性范围：0．504 8—3．023“g。

样品测定：将洗脱液浓缩至干，精密称取干粉一定量，用

50 mL甲醇超声30 min使其充分溶解，放置过夜，补重，过微

孔滤膜，取10止供HPLC分析，测定样品中巴马汀和小檗

碱的含量；吸附曲线和洗脱曲线为了便于操作，直接将洗脱

液过微孔滤膜，取10灿，用HPLC法测定其中小檗碱和巴马
汀的含量。

2．2黄连提取液的制备

称取黄连药材740 g，用浓度为70％的乙醇提取3次，每

次1．5 h；过滤，滤液回收乙醇浓缩至无醇味，约400 lIIL，将

该药液用4倍量的水转溶，静置，离心，取上清液加水定容到

2 000 mL，作为供试液(生药0．37 g／mL)。

2．3大孔吸附树脂的预处理

大孔吸附树脂HPDi00、HPD400、NKA-9、X．5型以95％

乙醇浸泡树脂24 h，充分溶胀后，除去上浮树脂碎片和杂物，
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用湿法装柱，继续用95％乙醇以适当流速通过树脂柱，洗至

流出液与水(1：5)混合不呈浑浊，再用水洗至无醇味，备

用。树脂AB-8型用丙酮浸泡数天，装柱后用丙酮洗至流出

液与水混合不产生混浊，改用大量水洗，95％乙醇浸泡备用，

上柱前用蒸馏水洗至无醇味。备用。

2．4树脂型号的筛选H J

分别取大孔树脂HPDl00["，HPD400，AB．．8t 61，NKA．

9[引，X-5【8。各50 mL，置于干净的三角瓶中；分别加入供试液

100 mL，使其充分吸附24 h，过滤，用50 mL水洗，再用过量

95％的乙醇洗脱，弃去水洗液，将醇洗液水浴浓缩至干，真空

干燥，测定小檗碱和巴马汀的含量，计算吸附量。结果见表

1 o

表l 几种大孔树脂对黄连生物碱的吸附量及吸附率

编号 名称
供试液浓度 上样壁 吸附鼍 吸附率

￡!!!碰竺圣2： [g： ￡E： !丝
l HPDl00 27．4 2．739 1．326 48．4

2 HPD400 27．4 2．739 1．158 42．3

3 AB-8 27．4 2．739 I．384 50．5

4 NKA-9 27．4 2．739 0．965 35．2

5 X-5 27．4 2，739 1．423 52

·其中上样量和吸附量为小檗碱和巴马汀总生物碱的含量的总

和，供试液的浓度为100 mL供试液中含有小檗碱和巴马汀含量的总

和与其体积之比。

从表1可见X-5型树脂无论从吸附率还是从吸附量来

看都要优于其他几种型号的树脂，而且由于X-5型树脂为非

极性的，对生物碱类成分分离效果较好，在中草药成分分离

应用比较广泛，综合以上因素选择X-5型大孔树脂作为精制

黄连生物碱的树脂。

2．4．1径高比的考察

取3种不同粗细的柱子，加入50 mL已经处理好的X-5

型大孔树脂，树脂按2．3项中的方法进行处理使其径高比分

别为l：1、1：3、l：7，依次标为l，2，3。湿法上柱50 mL，以

2．5 mL／min的流速，上样40 mL供试液，然后分别用50 mL

水和80 mL 95％的乙醇洗脱，收集醇洗液，测定其中小檗碱

和巴马汀的含量，结果如表2。

表2 不同径高比对黄连生物碱吸附的影响

由表2可见径高比l：1时的吸附量和其他两个差别较

大，2号和3号差别不大，综合考虑拟选用径高比为1：3作

为黄连生物碱X-5型树脂精制的径高比。

2．4．2泄漏曲线的绘制

向树脂柱中加入已经处理好的X-5型大孔树脂150

mL，取,400 mL供试液上样，上样流速为2．5 mlJmin，分段收

集泄漏液，其中第一份收集50 mL，以后每10 mL收集一份，
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收集液根据情况进行适当稀释，过微孔滤膜，测定其中小檗

碱和巴马汀的浓度，根据总浓度绘制泄漏曲线，泄漏曲线见

图1，从图1在中可以看到在15流份的时候泄漏液的浓度开

始明显变大，所以确定最大上样量为150 mL过柱前药液，此

时吸附的黄连生物碱吸附总量为3．15 g，每mL吸附2l mg

黄连生物碱，此时树脂对该药液的吸附率为77％。
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图1 X-5型大孔树脂精制黄连泄漏曲线

2．4．3洗脱溶剂的考察

按上述确定的吸附条件，取上样液通过4根X-5型大孔

树脂，进行动态吸附，按上述确定的树脂条件上样，然后分别

用150 mL蒸馏水洗，再分别用60％，70％，80％，95％的乙醇

洗脱，收集醇洗液，水浴蒸干，真空干燥，测定黄连总生物碱

的含量，四根树脂柱的解析率分别为79％，74％，82％，81％；

考虑95％的乙醇洗脱能力比较强，在实验过程中发现95％

的乙醇洗脱较快，并且配制使用方便，综合以上因素选择浓

度为95％的乙醇为洗脱溶剂。结果见表3。

表3不同浓度的乙醇洗脱后黄连生物碱量及解析率

2．4．4洗脱流速的考察

根据上述确定的吸附及洗脱条件，取3根大孔树脂柱，

分别湿法上柱150 mL X-5型大孔树脂，上样，用150 mL水

洗，然后用3倍量的乙醇洗脱；3根树脂柱的流速分别为1．5

mL／min、2．5 m1．／min、3．5 mL／min，收集醇洗液，水浴蒸干，

真空干燥，称重，测定其中黄连总生物碱的含量(以小檗碱和

巴马汀的和计)，结果见表4，从表4可以看出流速为3．5

mL／min时，所得的洗脱液中黄连总生物碱的含量最高，因此

选择该流速作为洗脱流速。

表4 洗脱流速对X-5型大孔树脂吸附的影响

2．4．5洗脱曲线的考察

按上述确定的吸附和洗脱条件，湿法上柱150 mL x．5

型大孔树脂，上样，用150 mL水洗，然后用450 mL95％的乙

醇洗脱，分段收集洗脱液。每份30 mL，共收集15份，根据收

集流份的浓度适当进行稀释，测定其中小檗碱和巴马汀的含

量；以小檗碱和巴马汀的浓度和份数绘制洗脱曲线，洗脱曲

线见图2，根据图2可以看出在第10流份的时候其中小檗碱

和巴马汀基本已洗脱完全，所以选择截止到该流份时的乙醇

用量作为洗脱乙醇的体积，确定最佳乙醇用量为300 mL，即

两倍树脂量。
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图2黄连洗脱曲线

3结论与讨论

3．1 X-5树脂纯化萸连巴布膏最佳工艺为上样液浓度含生

药0．37 g／mL，最佳径高比为l：3，最大吸附量为每毫升x-5

型大孔树脂吸附2l mg黄连总生物碱，吸附77％，最佳洗脱

溶剂为95％的乙醇，洗脱流速为3．5 mlJmin，解析率在81％

以上，最佳乙醇用量为两倍树脂量。

3．2有文献报道归1药液浓度对指标成分的吸附影响较大，

药液浓度越大吸附量越高；但药液浓度太大会阻塞并污染树

脂柱，降低树脂寿命，不利于树脂的再生利用，故本实验选择

浓度为0．37 g／mL药液作为供试液。
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