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h内分离得到2个流份(流份I和Ⅱ)，高速逆流色

谱图见图2。

衰1不同溶剂体系中大豆素和染料木素分配系数

和分离度值

Table 1 Partition coefficient and separation factor of

daidzein and genistein in various solvent systems

溶剂体系
大豆分离染料木

素k1度(口)索k2

0 “) ZU 】8()

t／rain

圈2溃豆豉粗据物高速逆液色谱圈(J和Ⅱ为接收流份)

Fig-2 HSCCC Chromatogram of crude extract

from Semen sojne Preparatum‘I and

11 were obtained fraction．,；)

采用HPLC法对逆流色谱分离流份进行分析，

结果表明两个流份均为单一色谱峰，与对照品比较

表明，流份I为染料木素，流份I为大豆素，产物的质

量分数分别为99．1％和98．4％。200 mg大豆异黄酮

粗品可得26 mg大豆素和35 mg染料木素(图3)。
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图3流份Ⅱ(A)和流份I(B)的高速逆流色谱

制备流份高效液相色谱图

Fig．3 HPI。C Chromatogram of fractionⅡ(A)

and fraction I(B)obtained by HSCCC

本实验结果表明采用高速逆流色谱法可以从淡

豆豉中分离得到质量分数的大豆素和染料木索单体

化合物，分离时间较短，操作简便、样品无损失。由此

可以进一步制备获得这两个物质的化学对照品，为淡

豆豉深入研究和质景控制提供了必要的物质基础。
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当归多糖铁的溶出度和生物利用度的研究

王凯平，张玉，戴立泉，曾令杰

(华中科技大学同济医学院药学院．湖北武汉430030)

以前的研究表明若以当归多糖与三价铁配合生

成当归多糖铁(Angelica sinensis p01ysaccharide—

iron complex，APC)，有可能开发出一种新型的、具

有双重补血功能的补血剂‘”⋯：一方面，不仅具有较

理想的稳定性、水溶性和吸收率等，而且没有游离铁

离子所造成的对胃肠道的刺激作用，可起到良好的

高价铁治疗缺铁性贫血的作用；另一方面，在多糖铁

中的铁释放之后，配体多糖由于具有多方面的生物
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活性，如免疫调节、抗病毒、降血糖等，亦可被机体吸

收、利用，从而又可发挥当归多糖的补血活性““]。

有鉴于此，在对当归多糖铁复合物的合成及理化性

质做了初步的探索之后，本实验进一步对当归多糖

铁复合物的体外溶出度和生物利用度进行研究，以

期为其作为一种具有开发价值的补铁剂提供佐证。

1仪器与材料

zK一82B型电热真空干燥箱(上海申光仪器仪

表有限公司)，PHs 2c酸度计(上海精密科学仪器

有限公司雷磁仪器厂)．十万分之一光学读数分析天

平(湘仪天平仪器厂)，72l型分光光度计(上海第三

仪器分析仪器厂)，SpectrAA—do原子分光光谱仪

(美国瓦里安公司)。当归多糖铁由本实验室制备并

经纯化，其他所用试剂均为分析纯，实验用水为双

蒸水。

2方法与结果

2．1 当归多糖铁的还原性试验：采用邻菲罗啉比色

法。该方法以抗坏血酸为还原剂，在酸性条件下，将

多糖铁中的Fe(Ⅲ)还原为Fe(Ⅱ)，Fe(Ⅱ)与邻菲

罗啉结合并迅速作用产生一种红色的螯和物，螯和

物溶剂颜色的深浅反映出Fe(Ⅱ)的高低。

取Fc(Ⅲ)浓度为0．001 mol／L的当好多糖铁

溶液50 ml，，置三颈烧瓶中，加抗坏血酸溶液[称取

L(+)一抗坏血酸20 mg，置100 mL量瓶中，加水

溶解并稀释至刻度，混匀，即得]10 mL，再加0．12％

邻菲罗啉试剂5 mI，，控制温度为37℃并不断搅拌，

取不同时闯点的反应溶液于490 neff波长处测定吸

光度(A)；以当归多糖铁溶液中不加入抗坏血酸溶

液．加入相应量的邻菲罗啉试剂，均匀混合，所得溶

液作为空白。结果见表l。实验结果表明，6I·左右当

归多糖铁基本被抗坏血酸还原完全。

表1当归多糖铁的还原性试验

Table 1 Deoxldization test of APC

时间t／h A 时间t／h A

0 0 4 0．54

1 0．22 5 0．60

2 0 36 6 0．64

3 0．47 7 0 65

2．2 当归多糖铁的体外溶出性试验：由于Fe(Ⅲ)

可被抗坏血酸还原为Fe(Ⅱ)，因此可以通过测定

Fe(Ⅱ)而间接地测定Fe(Ⅲ)的溶出量，从而掌握当

归多糖铁中的Fe(Ⅲ)的溶出情况。

2．2．1 对照品溶液的配制：精密称取硫酸亚铁溶液

1．124 g，置200 mL棕色量瓶中，加水溶解后，加盐

酸(1—2)1．7 mL，再加水稀释至刻度，摇匀，作为贮

备液。临用前，精密量取该贮备液10 mL，置200 mL

棕色量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得(每1 mL

相当于0．04 mg的Fe2+)。

2．2．2标准曲线的制备：分别精密量取对照品溶液

0．00、1．00、2．00、3．00、4．00、5．00、6．00、7．00 mL，

置分液瀑斗中，各加水至38 mL，再各加入邻苯二甲

酸氢钾(pH 4)缓冲液5 mL、邻菲罗啉溶液5 mI，、苦

味酸钠溶液2ml，放置5min后，以10mL二氯乙

烷进行萃取，萃取3 min后，静置分层，分取二氯乙

烷层，滤过，弃去初滤液，取续滤液，以上述不含对照

品溶液、按同法操作所得的二氯乙烷溶液作为空白，

于51 2 nIn波长处测定A。以A对被测溶液的质量

浓度(1求回归方程，得A一0．027 1+0．042 3 C，

，=0．995 l。结果表明，在o～20 gag／mI，，线性关系

良好。

2．2．3体外溶出试验：精密称取当归多糖铁(含铁

22．59％)0．020 0 g，置100 mL棕色量瓶中，加水

溶解并稀释至刻度，转移至200 mL三颈烧瓶中，加

抗坏血酸20 mI，，控制温度为37 c并不断搅拌，取

不同时间点的反应溶液5 mI．，按“标准曲线的制备”

项下的方法操作，测定A。根据回归方程，由A求出

样品被测溶液质量浓度c，据此再计算溶出铁的质

量分数。结果见表2。实验结果表明，当归多糖铁中

的Fe(Ⅲ)在还原性物质的作用下，6 h左右基本全

部溶出。

溶出铁的质量分数一被测溶液质量浓度×V-×100／

(mxV2×106)×100％。

式中，m为当归多糖铁取样量(g)，V。为二氯乙烷体积，Vz为

量取的反应液体积。

表z当归多糖铁的体外溶出试验

Table 2 Dissolution test of APC／n“tro

2．3当归多糖铁在动物体内的生物利用度

2．3．1血药浓度时间数据：将12只体重200 g左

右的健康Wister大鼠随机分为两组，每组6只，雌

雄各半，以硫酸亚铁为对照组，当归多糖铁为实验

组，考察当归多糖铁在Wister大鼠体内的生物利用

度n]。先从连续12 h禁食但不断水的大鼠眼底取

血，以原子吸收分光光度法测定全血中铁的质量浓

度，作为t一0时刻的质量浓度，然后按每千克体重5
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mg铁的给药量灌胃给药，分别在给药后}一1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10 h，从眼底取血，测定全血中铁的质

量浓度。结果见表3。

表3大鼠单剂量口服给APC和FeSO．后不同时间

血中铁的质量浓度(n=6)

Table 3 Iron concentrations in blood of rats at different

times after single oral administration

of APC and FeSO-抽一6)

时间／h
铁质量浓度／(腿·mL叫)

实验组 对照组

2．3．2药动学参数：应用3p87药代动力学程序对

硫酸亚铁和当归多糖铁的血药浓度时间数据进行

处理，经F检验拟合优度，以血药浓度拟合值与实

测值相关性最好、AIC最小原则作为判别标准，确定

最佳房室模型并计算药动学参数。结果表明，两种铁

剂的体内过程均符合单隔室模型一级动力学过程；

按此模型处理数据并计算药动学参数．结果见表4。

衰4大风单剂量口服APC和FeSO．的药动学参数白一6)

Table 4 Pharmacoklnetlc parameters in rats after single

oral administration of APC and FeSO^抽一6)

3讨论

食物铁供给不足造成的缺铁性贫血和缺铁症是

世界性的营养铁缺乏病之一。临床上一般以硫酸亚

铁、葡聚糖酸亚铁等作为补铁剂治疗缺铁性贫血，但

是这些药物往往有刺激胃肠道的副作用o““]，还存

在生物利用度低、化学性质不稳定等问题；并且r游

离的亚铁离子Fe(Ⅱ)在体内易产生内源性自由基，

可使细胞膜脂质过氧化，从而造成细胞膜损

伤[J 2,13l。研究表明o“，食物中的铁为三价铁Fe(Ⅲ)，

在体内，Fe(Ⅲ)被食物中所含的还原性物质如抗坏

血酸、含巯基的化合物还原为Fe(Ⅱ)，然后被机体

吸收、利用。

评价补铁剂生物利用度高低的主要指标之一是

补铁剂在机体的主要吸收部位十二指肠(生理pH

值6～7)中是否可溶。当归多糖铁溶液在pH值3～

1 2无沉淀出现且溶液保持透明澄清。这表明当归多

糖铁在生理pH条件下可溶且能够稳定存在，因而

有利于机体的吸收。

当归多糖铁6 h左右基本被抗坏血酸还原完全，

而当归多糖铁中的Fe(Ⅲ)在还原性物质的作用下，6

h左右基本全部溶出。这提示当归多糖铁的溶出时

间与其被还原时间之间有一定的对应关系。当归多

糖铁的溶出时间较长，亦有利于机体的充分吸收。

从大鼠单剂量口服给药当归多糖铁和硫酸亚铁

后不同时间血中铁浓度数据可以看出，大鼠对硫酸

亚铁和当归多糖铁的吸收速率相似，但实验组(当归

多糖铁)不仅具有更高的铁浓度，而且维持高浓度的

时间更长，生物利用度明显高于对照组(硫酸亚铁)。

比较当归多糖铁和硫酸亚铁两种铁剂的主要药代动

力学参数，当归多糖铁的吸收速率常数E大于硫

酸亚铁而消除速率常数K。小于硫酸亚铁，达峰时

间}⋯小于硫酸亚铁，药时曲线下面积AUc大于硫

酸亚铁。以上种种数据表明，与硫酸亚铁相比，当归

多糖铁吸收快、消除慢，因此在机体内停留的时间

长，能够更为充分地被机体利用。
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超临界CO：提取蜂胶中总黄酮的工艺研究

谷玉洪1，罗 潆2，徐飞3，赵余庆”

(1-沈阳东宇药物技术研究院，辽宁沈阳 110015；2．沈阳市药学会，辽宁沈阳110013‘3吉林省药品

检验所，吉林长春1300624，4，辽宁省中药现代化工程技术中心，辽宁沈阳110032)

蜂胶是蜜蜂采集不同植物树脂、花粉等部位，混

合其上颚分泌物及蜂蜡加工而成的胶状物。目前已

从蜂胶中分离鉴定的成分有黄酮类、萜烯类、醌类、

有机酸、氨基酸、酶类、维生素及大量的微量元素等，

具有生理学和药理学活性的成分达300多种“]。其

中黄酮类化合物具有较强的抗氧化、清除自由基作

用，能够软化血管、减少血栓形成及改善人体的微循

环。被誉为珍贵的天然“血管清道夫”。对于蜂胶中

黄酮类成分的提取工艺研究报道较多，乙醇冷提提

取法较简单，并且温度不高，某些易挥发和失活的有

效黄酮类不易失去，但是提取率受时间限制，一般在

两周内随时间的延长而升高，而且乙醇体积分数以

70％为最好[2]。回流浸提法所需时间较短，且提取率

随温度的升高而升高，但温度升高时很容易使某些

黄酮类失去活性口]。70％丙酮提取总黄酮，效果很

好，但由于价格较贵，且会造成溶剂残留，所以不适

合于生产上应用Ⅲ。超临界萃取法作为“绿色”提取

技术，可以克服上述不足。本实验采用超临界CO。

萃取技术研究了蜂胶中黄酮类成分的提取工艺。

1仪器与材料

DYl68—50 05超临界萃取装置(沈阳东宇药

物技术研究院超临界设备制造分公司)、7230G可见

分光光度计。上海精密科学仪器有限公司制造)、二

氧化碳(食用，液态纯度为99％，钢瓶装)、芦丁对照

品购于中国药品生物制品检定所，批号：00809705，

蜂胶由吉林省药品检验所鉴定和提供，所用溶剂均

为分析纯。

2方法与结果

2．1蜂胶中总黄酮的超临界革取”M：蜂胶样品低

温粉碎，称取100 g投入萃取釜中，经热交换器分别

加热萃取釜、解析釜I、Ⅱ，使达到设定温度。通过制

冷设备冷却贮罐，开启CO。钢瓶，打开加压泵升高

萃取釜、解析釜I和Ⅱ的压力，使分别达到设定压力

时，关闭CO：钢瓶阀门。打开循环，加入一定量的夹

带荆(95％乙醇)至夹带剂储罐中，打开夹带剂高压

泵阀门，按试验设定条件使夹带剂泵人萃取釜。并控

制压力，调节CO：流量，保持恒压、恒温，萃取3 h。

收集从解析釜I、Ⅱ出料口放出的萃取物，合并，回

收乙醇及水分，称定提取物，计算萃取率(萃取率一

提取物质量／样品质量×100％)。

2．2总黄酮的测定”一

2．2．1对照品溶液的制备：精密称取120 C减压干

燥至恒重的芦丁对照品200 mg，置100 mL量瓶中，

加甲醇70 mL，置承浴上微热使溶解，放冷，加甲醇

至刻度，摇匀。精密吸取10 m1．，置100 mI。量瓶中，

加水至刻度，摇匀，即得(含芦丁0．2 mg／mL)。

2．2．2 标准曲线的制备：精密量取对照品溶液0、

1．0、z．0、3．0、4．0、5．0、6．0 mL，分别置25 m1．量瓶

中，各加水至6 mL，加5％亚硝酸钠1．0 mL，使混

匀，静置6 rain，再加入10％硝酸铝溶液1．0 mL，摇

匀，静置6 rain，再加入氢氧化钠试液10 mL，再加水

至刻度，摇匀，放置15 rain，照分光光度法在500 1"1111

渡长处测定吸光度。以吸光度值为纵坐标，质量浓度

为横坐标．绘制标准曲线，得回归方程A一12．42 C一
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