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注射用红花提取物纯化方法优选
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摘要：目的优选注射用红花提取物的纯化方法。方法 以红花黄色素(safflor yellow，SY)或羟基红花黄色素A

(hydroxysafflor yellow A，HSYA)的转移率、质量分数，杂质的清除效果和复溶性作为考察指标，采用明胶沉淀法、

澄清剂法、石硫醇法、碱性醇沉法和大孔吸附树脂法进行纯化，优选纯化条件，并对纯化结果进行比较。结果采用

大孔吸附树脂纯化红花提取物，HSYA的转移率及纯度较高，杂质清除效果较好，复溶性较好。结论通过对不同

纯化方法的比较，大孔吸附树脂法可提高红花提取物的纯化效果，优于其他纯化方法。
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Optimization of purification for injective extract from Carthamus tinctorius
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Abstract：Objective Optimizing the purification method for the injective extract from Carthamus tinc—

toHus．Methods Taking the transfering rate，content，scavenging effect of impurities，and reconstitution

of safflower yellow(SY)or hydroxysafflor yellow A(HSYA)as the indexes to optimize the effects of

glutin precipitation，ZTCl+1，SHILIU elcohol，basic precipitation，and macroreticular resin method for

purification and tO compare the results of the purification．Results When using macroreticular resin to pu—

rify the extract of C．tinctorius，the transfering rate and purity of HSYA were much higher．The scaveng—

ing effect of impurities and reconstitution were both good．Conclusions By comparison of different purifi—

cation methods，it is found that the method using macroreticular resin could improve the purification and

has a higher efficiency than others．

Key words：Carthamus tinctoHus L．；safflor yellow(SY)；hydroxysafflor yellow A(HSYA)

红花为菊科植物红花Carthamus tinctorius L．

的干燥花，其中红花黄色素(safflor yellow，SY)和

羟基红花黄色素A(hydroxysaffloryelIow A，

HSYA)为红花活血化瘀作用的有效部位和有效成

分[1~4]。中药注射剂的质量在很大程度上依赖于中

药提取物纯化的结果。纯化工艺不完善，常可导致不

良反应出现。目前注射用中药提取物纯化方法常用

的有碱性醇沉法、明胶沉淀法、澄清剂法、石硫醇法、

大孔吸附树脂法等[5]。这些纯化方法各有利弊，在实

际应用中，应根据具体药材确定适当的纯化方法。本

实验通过不同纯化方法对红花进行纯化，从中筛选

出有效的纯化方法，使红花提取物达到注射用要求。

1仪器与试药

Sell00高效液相色谱 仪(日本岛津公司)；

UV--2501PC型紫外一可见分光光度计(日本岛津公

司)；Orion Model酸度计(浙江象山县石浦海天电
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红花(购自沈阳市药材公司，经笔者鉴定为菊科植

物红花C．tinctorius L．的干燥花)；羟基红花黄色素

A对照品(中国药品生物制品检定所，批号111637—

200301)；甲醇(色谱纯)；冰醋酸(色谱纯)；a一萘酚(中

国医药集团上海化学试剂公司)；香草醛(天津市科密

欧化学试剂开发中心)；无水乙醇(分析纯)；浓盐酸(分

析纯)；明胶(沧州市学洋明胶有限公司)；ZTCl+1天
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2方法与结果．

2．1提取液的制备：取50 g红花药材用水浸泡30

rain，70℃下温浸2次，提取溶剂用量分别为12倍

量和10倍量，20 rain后放冷，滤过，合并两次滤液，

得到含生药约为0．045 g／mL红花提取液∞1。

2．2相关指标的确定：SY采用可见分光光度法测

定踟，HSYA采用高效液相色谱法测定口]。转移率是

纯化前与纯化后的SY或HSYA质量之比；质量分

数是纯化后SY或HSYA占固形物中的质量之比；

鞣质、蛋白质、树脂检验方法参见《中国药典》2005

年版；复溶性是将固形物用水溶解观察其是否澄清。

2．3明胶沉淀法

2．3．1生药质量浓度的影响：将红花提取液减压浓

缩至含生药为3．0、4．0、5．0 g／mL，用盐酸调至pH

4．5，加5％明胶溶液，边加边搅拌至不再生成沉淀

为止，冷藏(O～5℃)12 h，滤过后用95％乙醇调乙

醇体积分数至75％，再次冷藏(．《i～5℃)12 h，滤

过，定容，检查各项指标结果见表：1。生药质量浓度

为3．0 g／mL时，SY转移率低，且鞣质无法除净。生

药质量浓度为4．0和5．0 g／mL时，二者效果相当。

考虑到浓缩费时、费力，长时间加热也将导致SY的

降解，因此选择生药质量浓度为4．0 g／mL。

表1明胶沉淀法中生药质量浓度对各指标的影响“一3)

Table 1 Effect of herbal concentration by glutin

precipitation on every index(露一3)

2．3．2不同体积分数乙醇的影响：将红花提取液浓

缩为含生药量4．0 g／mL，盐酸调至pH 4．5，加5％

明胶溶液，边加边搅拌至不再生成沉淀为止，冷藏

(o～5℃)12 h，滤过后用95％乙醇调乙醇体积分数

至65％、75％、85％、90％，冷藏(0～5℃)12 h，滤

过，定容，检查各项指标，结果见表2。将乙醇体积分

数增大到90％，虽然蛋白质检查呈阴性，并且澄清

效果较好，然而转移率偏低。而且在工业生产中，将

乙醇体积分数增大到90％，将会消耗大量的乙醇，

因此，将乙醇体积分数定为85％。

2．4 ZTCl4-1天然澄清剂法

2．4．1生药质量浓度的影响：将红花提取液浓缩为

0．20、0．15、0．10 g／mL，按2BIA加入1％澄清剂

(即B组分的量为2×红花浓缩液体积×1％；A组

分的量为1x红花浓缩液体积x1％)，滤过，定容，

检查各项指标。结果见表3。当红花提取液质量浓度

为0．20 g／mL时，转移率最高，杂质检查均呈阴性，

因此将生药质量浓度定为0．20 g／mL。

2．4．2 ZTCl+1天然澄清剂比例的影响：取0．20

g／mL红花提取液，调pH 5．0，接281A加入

0．5％、1．o％、2．o％、5．O％澄清剂，搅拌，滤过，定

容，检查各项指标。结果见表4。使用0．5％澄清剂

转移率最高，澄清效果也很好。

表2明胶沉淀法中乙醇体积分数对各指标的影响(聘=3)

Table 2 Effect of alcohol concentration by glutin

precipitation on every index(一一3)

表3 ZTCI+1澄清剂法中生药质量浓度对各指标的

影响(万一3)

Table 3 Effect of herbal concentration by ZTCl+1

on every index o一3)

表4 ZTCl+1澄清剂法中澄清嗣比饲对各指标的

影响(一一3)

Table 4 Effect of clarifter concentration by ZTCl+1

on every index国；3)

2．4．3不同pH值的影响：取0．20 g／mL红花提取

液，分另4将pH值调至4．5、5．0、6．5、7．0、7．5，按

2BIA加入0．5％澄清剂，搅拌，滤过，定容，检查各

项指标。结果见表5。药液pH值对蛋白质等电点

(pH 4．8)呈偏酸性或与之相差不大时，除鞣效果不

好，同时转移率也相对偏低，因此决定将pH值调

到7．0。

2．5石硫醇法：将红花提取液浓缩为0．1、0．2、

0．3、0．4、0．5 g／mL，加入25％石灰乳调至pilll．5

左右，搅匀，静置2 h，再用20％硫酸回调pH值至

6．0，搅拌，滤过后用95％乙醇调乙醇体积分数至

75％，再次冷藏(o～5℃)12 h，滤过，定容，检查各
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项指标。结果见表6。当提取液质量浓度在0．2～o．5

g／mL时，对SY的转移率影响不大；然而SY在固

形物中的质量分数却随着质量浓度变大而明显减

小，因此将红花提取液质量浓度定为0．2 g／mL。

表5 ZTCl+1澄清剂法中药液pH值对各指标的

影响Q=3)

Table 5 Effect of pH vaclue by ZTCI+1

on every index(露一3)

pH值

4．5

5．0

6．5

7．0

7．5

SY转移率／％SY质量分数／％鞣质蛋白质树脂复溶性

表6石硫醇法中生药质量浓度的对各指标的影响(开一3)

Table 6 Effect of herbal concentration by SHILIU

alcohol method on evevy index(砣一3)

2．6碱性醇沉法

2．6．1 pH值的影响：将红花提取液减压浓缩至含

生药量为1．0 g／mL，不断搅拌加入95％乙醇，使其

含乙醇体积分数达到85％，用6．0 mol／L NaOH调

pH值至7．5、87 5、9．5，冷藏(o～5℃)24 h，滤过，定

容，检查各项指标。结果见表7。将pH值调至7．5

时，无法有效去除鞣质，将pH值调至9．5时，SY转

移率降低，所以，确定醇沉后将pH值调为8．5。

表7碱性醇沉法中pH值对各指标的影响白=3)

Table 7 Effect of pH value by basic precipitation

on every index(n=3)

pH值SY转移宰／％SY质量分数／％鞣质蛋白质树脂复溶性

8．5 88．3 7．8 一 一 一 澄清

9．5 81．7 7．5 一 一 一 澄清

2．6．2 乙醇体积分数的影响：将红花提取液减压浓

缩至含生药量为1．0 g／mL，不断搅拌加入95％乙

醇，使其含乙醇体积分数分别达80％、85％、90％，

以6．0 mol／L NaOH调节pH值为8．5，冷藏(o～5

℃)24 h，滤过，定容，检查各项指标。结果见表8。将

乙醇体积分数调至80％后进行碱性醇沉淀不能有

效去除鞣质，将乙醇体积分数调至90％后进行碱性

醇沉可能导致部分有效成分也被醇沉除去。所以，可

以选择将提取液乙醇体积分数调至85％后进行碱

性醇沉。

表8碱住醇沉法中乙醇体积分数对各指标的影响(露一3)

Table 8 Effect of ethanol concentration by basic

precipitation On evevy index(拧一3)

2．7大孔吸附树脂法：本实验目标是将红花提取物

制成供注射用的中间品。《中药注射剂质量标准的内

容及项目要求》规定，所测定有效部位应不低于总固

体量的70％(静脉用不低于80％)，所测定指标成分

的总量应不低于总固体量的20％(静脉用不低于

25％)。由于大孔树脂既能够纯化有效部位，又可以

在一定程度上分离指标成分，因此决定采用可见分

光光度法和高效液相色谱法同时测定SY、HSYA

转移率和在固形物中的量。

2．7．1吸附条件和清洗条件的确定：取HPD 400A

型干树脂湿法装柱，将红花提取液减压浓缩至含生

药量为2．0 g／mL，调pH值为2．0，然后以6BV／h

的流速通过树脂柱。当pH2．0清洗液用量为16BV

时，即可将多糖等杂质基本清洗除净[8]。

2．7．2洗脱终点的确定：在应用大孔吸附树脂纯化

红花提取物时，试验采用HPLC检查法，进样20

ttL，观察401 am下有无HSYA吸收峰，若没有，则

为洗脱终点。、

2．7．3洗脱溶剂的确定：分别用10％、15％、20％、

25％、30％、50％、70％乙醇溶液以2 BV／h进行解

吸，收集洗脱液，测定SY、HSYA的转移率及在固

形物中的量。结果见表9。

表9大孔吸附树脂法中乙醇体积分数对各指标的

影响(席一3)

Table 9 Effect of ethanol concentration by macroporous

resin on every index(辟一3)

10

15

Z0

Z5

30

50

70

17．2

19．4

22．8

24．4

27．8

80．0

84．7

81．Z

84．3

85．0

84．3

89．7

89．0

90．0

结果表明，低体积分数乙醇对SY洗脱能力较

弱，对HSYA洗脱能力较强，同时HSYA占固形物

中的量接近《中药注射剂的技术要求》、中的要求；高

体积分数乙醇对SY及HSYA的洗脱能力均较强，

然而SY和HSYA质量分数均不满足《中药注射剂
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的技术要求》中的要求。综合考察转移率及洗脱体

积，最终决定选用HSYA作为红花提取物纯化的监

测指标，以15％乙醇作为洗脱溶剂。

2．7．4树脂(干)药材比的考察：调整红花水提液的

上柱量，使树脂药材比(干树脂与水提液中红花药材

的质量比)分别为10：1、8：1、6：1、4：1，pH 2．0

的水洗至Molish反应为阴性，以15％醇溶液作为

洗脱溶液，2BV／h进行解吸，收集洗脱液，测定

HSYA的转移率及在固形物中的量。结果见表10。

随着树脂药材比的增大，HSYA的转移率及在固形

物中的量均有所增加。树脂药材比在8：1～10：1

纯化效果较好，考虑到大孔吸附树脂的成本问题，选

择树脂药材比为8：1。

表10大孔吸跗树膳法中树脂药材比对指标的影响妇一3)

Table 10 Effect of ratio of resin to material drug

by macroporous resin on every index(一一3)

树脂药材比HSYA转移率／％HSYA质量分数／％

10；1

8{1

6：1

4：1

90．0

89．3

86．4

80．8

2．7．5树脂柱径高比的考察：取不同量的干树脂湿

法装柱，使径高比分别为1：12、1：10、1：8、1：6、

1；4，按抖脂药材比为8：1，精密吸取红花提取液

上柱，pH 2．0的水洗至Molish反应为阴性。以15％

醇溶液作为洗脱溶液，2 Bv／h进行解吸，收集洗脱

液，测定HSYA的转移率及在固形物中的量。结果

见表11。树脂柱径高比增加，转移率变化不明显，指

标成分在固形物中的量增大，考虑到工业化生产的

可行性，径高比确定为1：10较为妥当。

表11大孔吸附树脂法中树脂柱径高比

对各指标的影响白=3)

Table 1 1 Effect of ratio of diameter to height of resin CO-

lumn by macroporous resin on every index(万一3)

2．7．6流速的考察：树脂柱径高比为1：10，树脂

药材比为8：1，15％乙醇溶液作为洗脱溶液，分别

以1、2、3、4 BV／h进行解吸，收集洗脱液，测定

HSYA的转移率及在固形物中的量。结果见表12。

HSYA的洗脱流速控制在2 BV／h较好。

2．8纯化效果的比较：将上述5种方法的杂质清除

率以及复溶性进行比较，见表13。结果表明，碱性醇

表12大孔吸附树脂法中流速对各指标的影晌Cn-----3)

Table 12 Effect of flow speed of elution agent by

macroporous resin on every index(拜一3)

表13不同纯化方法的纯化效果(疗一3)

Table 13 Results of purification by different

methods(昂一3)

沉法和大孔吸附树脂法可以较好地达到纯化效果。

2．9碱性醇沉法与大孔树脂法纯化效果比较：将红

花水提液减压浓缩至生药质量浓度约为1．0 g／mL，

调pH值至8．s，缓慢搅拌下加入一定量95％乙醇，

使药液乙醇体积分数升为65％，抽滤。滤液再加一

定量95％乙醇，使药液乙醇体积分数升为85％，抽

滤。减压浓缩后置真空干燥箱内干燥，称质量，精密

称取适量，测定SY、HSYA的转移率及质量分数。

取干树脂湿法装柱，树脂径高比为1：10，将红

花水提液调节pH值为2．0，按树脂药材比为8：1

精密量取适量，以4Bv／h上柱吸附，静止1 h后，用

约10倍床体积的、pH 2．0水溶液以10 BV／h进行

清洗。然后，用15％乙醇溶液以2 BV／h进行解吸，

收集洗脱液，减压浓缩后置真空干燥箱内干燥，称定

质量，精密称取适量，测定SY、HSYA的转移率及

质量分数。两种方法的纯化效果见表14。

表14大孔吸附树蹭法和碱性醇沉法纯化效果国一3)

Table 14 Comparison between purificatin effects

of macroporous resin method and basic

alcohol sedimentation method妇一3)

结果表明，采用碱性醇沉法，虽然SY的转移率

高，但是HSYA的转移率低，并且HSYA的质量分

数低，无法满足中药注射剂的要求；而采用大孔树脂

法，HSYA的转移率增大，质量分数增高，出膏率仅

为碱性醇沉法的31．6％。说明大孔吸附树脂法能够

有效去除HSYA以外其他药效不确切的黄酮类物
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质，大孔吸附树脂法为纯化红花的一种较好方法。

3讨论

明胶沉淀法可以有效去除鞣质、树脂，而由于引

入了大量明胶，蛋白质检查常呈阳性；如果药材提取

液浓度过高还会导致有效成分包藏于明胶和鞣质沉

淀物中，使其损失率增大；同时有效部位或指标成分

占固形物中的量也无法满足中药注射剂的技术要求。

ZTCl+1天然澄清剂法可以有效去除鞣质、蛋

白质、树脂等杂质，长期放置澄明度也很好。曾将经

天然澄清剂纯化后的红花水溶液充氮密封放置，1

年后仍未见浑浊。而若将纯化后的红花水溶液烘干，

考察其复溶性，则发现复溶性不好。考虑有可能是天

然澄清剂中A、B组分在水溶液中具有澄清作用，干

燥后，A、B组分性质发生改变，导致其水溶性不好。

石硫醇法可以有效去除鞣质、蛋白质、树脂等杂

质，然而复溶性不好，并且怀疑引入了大量无机杂

质。另外由于pH值要求严格，操作中不好控制。

碱性醇沉法可以有效去除鞣质、蛋白质、树脂等

杂质，并且复溶性也较好，对于水提取或低体积分数

乙醇提取的中药材具有较好的纯化效果。但此种方

法的局限性在于有效部位或指标成分占固形物中的

量无法满足中药注射剂的技术要求。

大孔吸附树脂法是纯化中药材的有效方法，可

将蛋白质、树脂等杂质一步除净，洗脱溶剂是低体积

分数乙醇时，鞣质与大孔吸附树脂结合较紧密，不易

被洗脱下来，鞣质也可除去。

HSYA是红花药材中的主要有效成分。，然而，

除以HSYA为代表的SY类成分以外，红花药材中

还有很多有色物质在401 nm处有吸收。大孔吸附

树脂对药材中的有效部位具有分离作用，因此，采用

分光光度法跟踪测量SY的量，就有失准确性，最好

是采用高效液相色谱法跟踪HSYA的转移率。当以

15％乙醇作为洗脱剂时，HSYA转移率很高，丽采

用可见分光光度法测出的SY的转移率很低，说明

15_％乙醇能够洗脱极性相对较小的HSYA，极性相

对较大的其他有色物质仍留在大孔吸附树脂上，使

有效成分得到了较好的分离。

应用大孔吸附树脂纯化红花提取物，转移率、质

量分数、杂质清除效果和复溶性均符合中药注射剂

的技术要求，大孔吸附树脂法为纯化红花提取物的

一种较好方法。
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