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裹3溶剂浮选法与溶剂萃取法的分析结果对照

Table 3 Comparison between solvent sublation

and solvent extraction

方法莩兰姜危删％富集倍数恻％处理恻h

大量有机溶剂。

富集倍数=富集液(有机相)中总香豆素的质量浓度／样

品溶液中总香豆素质量浓度

收率=富集液中总香豆素的质量／样品溶液中总香豆素

的质量一

纯度=所述方法测得的茵陈中总香豆素量／采用高效液

相色谱法测得茵陈中总香豆素量

3讨论t

在实验中，发现经前处理后的茵陈样品溶液在

溶剂萃取过程中极易乳化，需放置12 h后才能分

层，这是因为有效的萃取需要合适的接触面，因而就

需要足够的萃取剂液滴，而溶剂的液滴太小，又极易

导致乳化；而溶剂浮选不存在乳化问题，因此分离时

间比溶剂萃取大大缩短，有效地节省了处理时间；此

外，在溶剂浮选中有机溶剂在水相的溶解损失较溶

剂萃取小，这是由溶剂在水相的非平衡溶解所致。由

此可见，对茵陈中总香豆素的分离富集，溶剂浮选法

比溶剂萃取法更有效。
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星点设计一效应面法优化川西獐牙菜提取工艺
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摘要：目的星点设计一效应面法优化川西獐牙菜的提取工艺。方法以乙醇体积分数、提取时间、溶媒比为tl变

量，龙胆苦苷收率和浸膏得率为因变量，通过对自变量各水平的多元线性回归及二项式拟合，用效应面法选取较佳

工艺，并进行预测分析。结果 确定最优提取工艺为86％乙醇12．4倍量回流提取3次，每次63 rain。结论 星点

设计一效应面法优选的川西獐牙菜提取工艺。方法简便，精度更高。
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and solvent ratio，dependent variables were extracting rate of gentipicroside and extract．Central composite

design and response surface method were used to optimize the extracting process，A two—order polynomial

equation was fitted to the data and resultant model was used to predict the response in the optimal region．

Results Analysis indicated the optimum conditions were 86％ethan01，63 min for once reflux，12．4一fold

solvent and 3 times for extraction．Conclusion It shows that the optimum precess is simple and more con—

venient for extracting S．mussori，with an higher precision．

Key words：Swertia mussotii Franch．；central composite design；response surface method；gentipicro—

side；extract

獐牙菜为龙胆科獐牙菜属植物川1西獐牙菜

Swertia mussotii Franch．的干燥全草，其味甘、苦，

性凉、糙，清肝利胆，退诸热。用于黄疸型肝炎，病毒

性肝炎，血病[1]。川西獐牙菜的主要化学成分为环烯

醚萜类、山酮类及黄酮类成分。川西獐牙菜中含的环

烯醚萜类成分以龙胆苦苷的量最高，并且龙胆苦苷

具有保肝、抗炎、杀菌等生物活性[z]。目前国内多采

取正交设计优化药材的提取工艺，这种方法采用线

性数学模型，虽有简便、实验次数少等优点，但精度

不太高。星点设计一效应面法是国外常用的实验设计

方法，近年国内也有用于优化处方或制剂工艺的报

道[3~8]，但应用于中药提取工艺的报道只有零星几

篇[7~9]。由于该法采用非线性数学模型拟合，在中心

点进行重复性实验以提高实验精度，预测值更接近

真实值，且实验次数也较少。本实验引入星点设计一

效应面法优选川西獐牙菜的提取工艺，旨在对川西

獐牙菜提取工艺进行优化，同时为探讨该法应用于

传统药材提取工艺的可行性提供依据。

1仪器与材料

Agilent 1100型高效液相色谱仪，G1312A二元

泵，G1315B DAD检测器，G1379A在线脱气机，Ag—

ilent Chem色谱工作站。Millipore超纯水器，

AGl35分析天平(Mettler Toledo)，Heidolph

Laborota 4000一efficient旋转蒸发仪，KQ一250DE

型数据超声波清洗器。

獐牙菜药材为栽培于青海省平安县的川西獐牙

菜的全草，2002年采于盛花期，由中国科学院西北

高原生物研究所卢学峰博士鉴定，全草采收后，去除

泥沙，阴干，用粉碎机粉碎成1～2 cm的段；龙胆苦

苷对照品(批号为110770—200510)购于中国药品生

物制品检定所；甲醇为色谱纯(山东禹王)；乙醇为食

用酒精；超纯水(自制)。

2方法与结果

2．1龙胆苦苷测定方法的建立

2．1．1 供试品溶液的制备：取川西獐牙菜段约

50 g，用粉碎机粉碎，过60目筛。取川西獐牙菜细粉

约1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入95％

乙醇50 mL，称定质量，超声提取60 min，放冷，补足

减少的质量，滤过，即得。

2．1．2色谱条件：色谱柱为Phenomenex Luna C18

柱(250 mm×4．6 mm，5肛m)；流动相A为0．04％

醋酸溶液，B为甲醇，分析时间30 min，o～17 rain，

B：25％～35％，17～20 rain，B：35％～90％，20～25

min，B：90％，25～28 rain，B：90％～20％，28～30

rain，B：20％；体积流量为1．0 mL／min；色谱峰采集

范围：190～400 am；检测波长：260 nm；柱温25℃；

进样量：10弘L。

2．1．3标准曲线的绘制：精密称取龙胆苦苷对照品

适量，加甲醇溶解成0．499 mg／mL对照品溶液。精

密吸取对照品溶液一定量按倍数关系稀释成6种不

同质量浓度的溶液，分别吸取10 pL，进行HPLC分

析。以峰面积与质量浓度进行线性拟合，得线性方程

为Y=1．119×104 X+34．427，r=0．999 9。线性范

围：0．015 6～0．499 0 mg／mL。

2．1．4精密度试验：取川西獐牙菜样品，制备供试

品溶液，连续进样6次，结果龙胆苦苷峰面积的

RSD值为1．53％。

2．1．5稳定性试验：取川西獐牙菜样品，制备供试

品溶液，分别于0、2、4、6、8 h进样，结果龙胆苦苷峰

面积的RSD值为1．26％。

2．1．6重现性试验：取川西獐牙菜样品，平行制备

6份供试品溶液，分别测定，结果龙胆苦苷质量分数

的RSD为1．00％。

2．1．7加样回收率试验：分别精密称取川西獐牙菜

粉末样品约0．1 g(约含有龙胆苦苷4 mg)9份，分

成高、中、低3组，加入一定量的龙胆苦苷对照品，制

备供试品溶液测定，计算得平均回收率为97．58％，

RSD为1．28％。

2．1．8样品测定：取川西獐牙菜样品，平行制备3

份供试品溶液，进样测定，计算得川西獐牙菜药材中

龙胆苦苷的质量分数为4．05％(行=3)。

2．2醇浸膏得率的测定：精密量取提取物滤液100
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mL，置105℃已干燥至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，

于105℃干燥lO h，置干燥器中冷却30 min，迅速

称定质量，按滤液总体积换算醇浸膏得率。

2．3 预试验选择提取因素及相关水平

2．3．1 乙醇体积分数范围的选择：按星点设计方

法，当每次提取180 min、加10倍量的溶剂，比较

0％、25％、50％、75％、95％乙醇对指标值的影响。结

果显示以水为溶剂对龙胆苦苷和浸膏的提取率均偏

低，以体积分数大于50％的乙醇为溶剂对2个指标

值均能达到较好的提取效果，所以选择乙醇体积分

数的下限为50％，上限为95％。

2．3．2提取时间范围的选择：按星点设计方法，当

溶剂乙醇体积分数为75％、加10倍量的溶剂，比较

提取时间为0、20、40、60、120、180、240、480 min对

指标值的影响。结果表明提取60 min后，2个指标

值变化不大，考虑多因素影响，选择提取时间范围为

O～90 min。

2．3．3提取次数与溶媒比范围的选择：提取次数根

据经验选择为3次；溶媒比一般为10倍左右，但是

溶剂量太少，浸泡过夜后被干药材吸收，导致回流提

取无法进行。所以溶媒比选择为6～14倍。

2．4星点设计：取川西獐牙菜50．0 g，加入适量乙

醇，密塞，浸泡过夜后，按照因素水平表安排试验(表

1)，提取次数为3次。提取液滤过，合并滤液。

为了更精确的考察最佳因素水平值，在预试验

的基础上，选取乙醇体积分数(X。)、提取时间(X：)、

溶媒比(X。)3个因素作自变量，以提取液中龙胆苦

苷收率(y，，龙胆苦苷的质量／药材质量×100％)、浸

膏得率(y。，浸膏质量／药材质量×100％)作因变量，

采用星点设计的方法设计试验，用SAS软件包对结

果进行多元线性回归和二项式拟合，多元线性拟合

模型：Y=b。+b。X。+b。X：+b。X。，二项式拟合模型：

Y=bo+blXl+b2X2+b3X3+b‘Xl2+bsX22+

b。X32+b，X。X2+b。X1X3+b9X2X3。以拟合方程的r

和P值作指标，进行多次拟合，选择P和，．较佳的

方程为模型，以指标值为纵坐标，固定3个自变量之

一为中值，其他两个自变量为横坐标，绘制三维效应

面(response surface)图。由图中的指标值选取最佳

自变量值，用效应面法得出的工艺条件提取药材，并

进行预测分析，进行验证试验，最终得到优化的提取

工艺条件。实验设计及结果见表1、2。

2．5 模型拟合：用SAS9．0统计软件，以各因变量

分别对自变量进行多元线性回归和二项式拟合，以

方程的P<0．05或P<0．1作为显著标准，选择有

袭1 星点设计因素与水平

’Table 1 Factors and levels of central composite design

表2星点试验设计与结果

Table 2 Arrangement and results of central

composite design

较大r值(相关性大)对方程进行优化，得多元线性

方程：Yl=2．315 1+0．008 1 X1+0．009 7 X2+

·0．003 1 X3(r一0．685 3，0．05<P<0．1)，Y2—

34．637 8—0．109 6 XI十0．081 9 X2+0．357 0 X3

(r=0．633 1，P>0。1)。二项式方程：Yl=2．596 5+

0．029 9 X2—0．030 3 X3+0．000 8 XlX3—0．000 2

X22(r=0．774 3，0．01<尸<O．05)，Y2—33．993 6+

0．461 7 X2—1．969 1 X3—0．001 9 XlX2—0．002 7

X22+0．116 3 X32(r一0．773 3，0．05<P<O．1)。

多元线性回归各拟合方程的复相关系数均较

低，表示自变量与因变量之间线性相关性较差，所以

不宜用线性模型。而多元二项式回归各拟合方程相

关系数均较高，优化后，其P值具有显著性。

2．6效应面法忧化提取工艺和预测：根据优化后的

二项式方程，应用SAS 9．0统计软件作三维效应面

图(图1～3)。龙胆苦苷收率高的较佳工艺范围：X。：

86％～95％，X2：63～90 rain，X3：12．4～14倍；浸膏

得率高的较佳工艺范围：X．：50％～55％，Xz：68～

81 min，X。：14倍。本实验最终选取在龙胆苦苷收率

高的情况下，浸膏得率较低时的最优工艺为12．4倍

量86％乙醇回流3次，每次63 min。
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图1 乙醇体积分数和提取时间对指标值龙胆苦苷(A)

和浸膏(B)的效应面图(溶媒比为10倍)

Fig．1 Predicted response surface of dependent

variables aS a function gentipicroside(A)

and extract(B)of ethanol concentratioⅡ

and reflux time with 10 times of solvent

ratio

图2 乙醇体积分数和溶媒比对指标值龙胆苦苷(A)

和浸膏(B)的效应面图(提取时间为45 min)

Fig．2 Predicted response surface of dependent

variables as a function gentipicroside(A)

and extract(B)of ethanol concentration

and solvent ratio with 45 min refluxing

‘

38

31

25

4．0

图3提取时间和溶媒比对指标值龙胆苦苷(A)和浸膏

(B)的效应面图(乙醇体积分数为72．5％)

Fig．3 Predicted response surface of dependent

variables as a function gentipicroside(A)

and extract(B)of reflux time and solvent

ratio with 72．5％ethanol concentration

依据最佳工艺条件再提取川西獐牙菜3份，结

果与拟合方程预测值相比较，偏差[偏差=(预测

值一实测值)／预测值×100％]分别为9．11％、

一0．38％，见表3。

表3验证试验结果(n--3)

Table 3 Results of verification test国一3)

3讨论

本实验采用星点设计一效应面法得出了乙醇体

积分数、提取时间、溶媒比对龙胆苦苷和浸膏得率的

效应趋势，优化了川I西獐牙菜的提取工艺。此外，实

验还使用L。。(45)正交设计法进行了川西獐牙菜提

取工艺筛选，以龙胆苦苷收率为指标的较佳工艺为

15倍量75％乙醇回流，每次90 rain，提取4次，龙胆

苦苷收率为3．97 0A。而星点设计法取龙胆苦苷收率

极大值时的工艺为14倍量95％乙醇回流，每次73

rain，提取3次；正交试验法以浸膏得率为指标的较

佳工艺为15倍量75％乙醇回流，每次60 rain，提取

4次，浸膏得率为36．72％。而星点设计法取浸膏得

率极大值时的工艺为14倍量50％乙醇回流，每次

73 rain，提取3次。两相比较，发现对于正交设计，星
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点设计在试验次数上并无显著增加，且在设定的水

平范围内，得出的最优工艺不仅限于试验执行的水平

点；采用非线性模型更接近客观实际。效应面三维图

使因素对指标影响趋势直观明了，实验精度更高。

张海满等[10]以川西獐牙菜作实验材料，比较了

0、50％、95％乙醇对浸膏得率的影响，经过正交试验

得出最佳乙醇体积分数为50％，这与本实验得出的

结论一致。田薇等[1I]以抱茎獐牙菜作实验材料，比

较了60％、80％、95％乙醇对龙胆苦苷提取率的影

响，对其提供的数据作方差分析，乙醇体积分数对龙

胆苦苷提取率作用不显著，95％乙醇提取量相对较

高，这与本实验龙胆苦苷收率取极大值时的最佳乙

醇体积分数一致。
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羟基喜树碱脂肪乳的光照稳定性及其在家兔体内的药动学和肝靶向性

王春龙1’2，江荣高1，刘健华3，薛 艳3

(1．天津药物研究院，天津300193，2．天津大学，天津300072l 3．河南大学，河南开封475004)

摘要：目的研究羟基喜树碱脂肪乳的光照稳定性、在家兔体内的药动学及对肝脏的靶向性。方法采用HPLC

法测定羟基喜树碱在羟基喜树碱脂肪乳和注射液中的质量浓度以及iv给药后血浆和肝脏中的药物质量浓度，药一

时曲线采用3P97药动学计算程序处理。结果与在注射液中相比羟基喜树碱在脂肪乳中的光照稳定性大为提高，

两种剂型的体内药动学参数也多有显著性差异，脂肪乳能将更多的药物蓄积于肝脏。结论脂肪乳作为载体可以

提高羟基喜树碱的光照稳定性，并改变其在家兔体内的药动学性质，提高对肝脏的靶向性。

关键词：羟基喜树碱；脂肪乳}光照稳定性；药动学；肝靶向

中图分类号：R286．1 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)05—0696—04

羟基喜树碱是喜树碱的衍生物，对光照稳定性

差。市售产品将其制成开环结构的羟基喜树碱钠盐

以提高其溶解度，但是该羧酸盐并非是细胞内作用

靶拓朴异构酶I的抑制剂，因而羟基喜树碱钠盐在

体内的抗肿瘤活性是利用其在生理pH值条件下将

部分开环的羟基喜树碱还原成闭环结构后发挥作用

的。除了活性低，羟基喜树碱钠盐还存在体内存留时

间短、组织浓度低和靶向性较差等缺点。鉴于肿瘤组

织毛细血管的通透性远比正常组织大，因此将羟基

喜树碱增溶于微小的乳滴内不仅可以保留其内酯结

构和提高其化学稳定性，而且有望跟其他纳米制剂

一样提高药物的肿瘤靶向性[】。]。因此本研究制备了

羟基喜树碱脂肪乳，并与市售产品比较了对光照的

稳定性及在家兔体内的药动学；由于羟基喜树碱主

要用于治疗原发性肝癌，因而实验还比较了两种自

制羟基喜树碱脂肪乳和市售注射液的肝脏靶向性。

1仪器与材料

FJ 200～S型高速剪切仪(上海标本模型厂)，

M一110L型高压微射流纳米均质机(美国MFIC公

司)，Series 1500型高效液相色谱仪(美国LabAl—

lianee公司)。

羟基喜树碱对照品(中国药品生物制品检定所，

批号100532—200401)，羟基喜树碱原料(湖北浩信

药业有限公司，批号20060201，质量分数98．82％)，
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