
2. 2. 2　提取:取淫羊藿干燥原料 (地上部分 ,包括茎

叶 ) 4 kg , 20倍量的水煎煮 4次 ,每次为 1 h。合并提

取液 ,放凉沉降 12 h,取上清液减压浓缩至液重与

原料重相同 ,放凉后备用。

2. 3　分离精制

工艺路线: 提取液→ DM 130大孔吸附树脂吸

附→蒸馏水洗脱杂质→低醇洗脱杂质→高醇洗脱有

效成分→树脂再生。

2. 3. 1　洗脱剂醇度的筛选:在试验大孔树脂吸附乙

醇洗脱过程中 ,采用了不同浓度的乙醇进行梯度洗

脱。洗脱液分别浓缩烘干 ,对干物质进行 HPLC检

测。结果见表 2。
　　　　表 2　不同浓度乙醇洗脱液的干物质及其中

淫羊藿苷的测定 (% )

乙醇浓度 干物质得率 淫羊藿苷含量

0(水 ) 7. 0 0. 12

20 2. 2 2. 12

35 1. 5 8. 18

45 0. 8 40. 03

55 1. 2 59. 71

60 0. 9 47. 79

70 0. 6 2. 10

80 0　 0　

　　结果表明:应用 DM 130大孔吸附树脂吸附 ,乙

醇洗脱是可行的。 综合 45% 、 55% 、 60%乙醇度洗

脱 ,有效成分回收率为 87. 4% 。

2. 3. 2　生产实验结果:根据表 2中的实验结果 ,我

们对生产工艺稍作调整 ,得到的洗脱液的干物质得

率及其中淫羊藿苷含量见表 3。

表 3　生产试验工艺结果 (% )

乙醇浓度 干物质得率 淫羊藿苷含量

0(水 ) 8. 0 0. 11

40 2. 5 8. 32

60 2. 2 52. 30

80 2. 0 2. 5

　　结果表明: 60%乙醇洗脱液部分占到总有效成

分的 76. 7% 。该部分烘干粉碎 ,乙酸乙酯热溶后析

晶 ,用 60%乙醇反复结晶 ,得淫羊藿苷精制品。

3　结论

　　大孔吸附树脂已广泛应用于中药、食品、饮料等

行业 ,工业应用技术已很成熟。 本研究应用了

DM130大孔吸附树脂进行淫羊藿提取物生产工艺

的开发研究 ,取得了操作性强、过程易控制的生产工

艺。该工艺已应用到实际生产中 ,已得到合格的淫羊

藿提取物产品。
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　　病毒清液由金银花、连翘、柴胡等药味经适宜加

工、提取制成的中成药口服制剂 ,具有辛凉解表 ,清

热解毒的功效 ,主治风热感冒、咽喉疼痛、咳嗽黄痰

等症。金银花是该药组方中的君药 ,其主要有效成分

为绿原酸。近年来该药品有一定数量出口到东南亚

等地 ,通过检测该药品中的绿原酸含量 ,对出口产品

的质量控制和真伪鉴别具有很现实的意义。目前 ,绿

原酸已广泛作为金银花及其制剂的质控指标 ,测定

的方法有分光光度法
[1 ]

,薄层扫描法
[2 ]

, HPLC法
[3 ]

等。 对于病毒清液 ,其成品中含有琼脂和大量蔗糖 ,

化学成分复杂 ,测定的前处理要求较高。本实验建立

了将其先加酸处理 ,再用醋酸乙酯提取制备溶液的

HPLC法。经实验证明 ,该方法准确、简便快速 ,是较

理想的测定方法。

1　仪器与试药

1. 1　仪器: Agi lent 1100型高效液相色谱仪 ,配自
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动进样器、二极管阵列 DAD检测器、惠普化学工作

站 ; Mi llipo re溶剂过滤系统。

1. 2　试药:绿原酸对照品 (购自中国药品生物制品

检定所 ,含量测定用 ,批号为 0753-9910) ,病毒清液

由广西源安堂制药厂提供。甲醇为色谱纯 ,其余均为

分析纯 ,水为超净水。

1. 3　色谱条件:色谱柱: Kromasil C18不锈钢柱 ( 4. 6

m m× 250 mm , 5μm) (天津三维色谱科技公司 ) ;流

动相:甲醇 -水-冰醋酸 ( 83∶ 15∶ 2) ;检测波长: 327

nm;柱温:室温 ;流速: 1. 5 m L /min。 理论塔板数按

绿原酸峰计算应不低于 3 500。外标法定量 ,此条件

下绿原酸峰与其它组分达到基线分离 (图 1)。

2　方法与结果

2. 1　测定波长的选择:以甲醇为溶剂对绿原酸进行

紫外扫描 ,在 326. 4 nm处有最大吸收 ,因此我们选

择 327 nm作为测定波长。

2. 2　提取条件的选择:取病毒清液 10 m L,加水 10

m L后在水浴上浓缩至稠膏状 ,用 25 m L水分次溶

解稠膏并定量移至分液漏斗中 ,加入氯化钠 4 g ,用

6 mol /L盐酸调 p H至 1。用醋酸乙酯萃取 8次 ,每

次 40 m L。合并前 5次提取液 ,蒸干 ,用 60%甲醇溶

解制成 50 m L溶液作为供试品溶液。第 6, 7, 8次提

取液单独蒸干 ,分别用 60%甲醇配制成 50 m L溶液

作为供试品溶液。将以上 4种供试品按上述实验条件

进样 10μL,测定绿原酸峰面积 ,计算每次提取绿原

酸的百分率 ,结果表明 ,提取 6次后绿原酸即可提尽。

A-样品　 B-绿原酸对照品　 C-空白　 a-绿原酸

图 1　 HPLC图谱

2. 3　线性关系的考察: 精密称定绿原酸对照品适

量 ,用甲醇配制成 77. 2 mg /m L的溶液 ,设置自动进

样器自动吸取对照品溶液 2, 6, 10, 14, 18, 22 m L依

次进样 ,按上述色谱条件测定峰面积 ,以绿原酸量 X

(μg)为横坐标 ,峰面积值 Y为纵坐标绘制工作曲

线 ,得回归方程为 Y = 1 218. 01X+ 10. 49, r=

0. 999 9。表明绿原酸在 0. 15～ 1. 70μg时进样量与

峰面积之间呈良好的线性关系。

2. 4　精密度试验: 取同一供试品溶液 (批号为

20000615) ,每次 10μL,连续进样 5次 ,测定样品中

绿原酸的量 ,结果 RSD为 0. 51% ,表明精密度良好。

2. 5　稳定性试验:分别取 1份供试品溶液及 1份对

照品溶液 (在 10℃下保存 ) ,在 0, 1, 4, 8, 12, 24, 36,

48, 72 h测定峰面积。 结果样品中绿原酸含量的

RSD= 0. 41% ,对照品中的绿原酸含量的 RSD=

0. 28% (n= 9) ,表明供试品溶液及对照品溶液在 72

h内是稳定的。

2. 6　重 现性 试验: 取 同一 批样 品 (批 号为

20000809) 5份 ,分别按样品测试条件测定 ,结果

RSD为 1. 92% ,表明本法重现性良好。

2. 7　加样回收率试验:精密量取已知绿原酸含量的

病毒清液 (批号为 20000809) 10 m L,平行 5份 ,分别

精密添加绿原酸对照品适量。 按 2. 2项下方法制备

供试品 ,测定回收率 ,结果平均回收率为 99. 39% ,

RSD为 2. 63% 。

2. 8　样品测定:精密吸取不同批号的病毒清液 ,按

2. 2项下操作制备 ,提取 6次 ,溶液定容至 50 m L备

用。 分别吸取对照品溶液和供试品溶液 ,微孔滤膜

( 0. 22μm )过滤后进样 10μL,按上述色谱条件测

定 ,外标法定量。结果见表 1。

表 1　病毒清液中绿原酸含量测定结果 (n= 3)

批　号 绿原酸含量 ( mg /m L) R SD (% )

990506 0. 316 6 0. 53

990509 0. 434 4 1. 58

990513 0. 383 8 1. 90

20000808 0. 416 7 3. 10

20000809 0. 399 0 1. 92

20000810 0. 402 7 3. 32

3　讨论

3. 1　在实验中 ,我们曾探索了用不同方法处理病毒

清液制备供试品溶液 ,包括用 60%甲醇稀释后直接

进样 ,用无水乙醇溶解后进样 ,采用聚酰胺柱层析处

(下转第 928页 )
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皮细胞 ,随着动脉管腔内血栓逐渐形成 ,血流逐渐被

阻断 ,温度突降 ,仪器报警 ,记录堵塞形成时间。结果

地龙活性提取物具有显著的延长动物体内血栓时

间 ,见表 5。
表 4　对大鼠血小板粘附率及血小板

数目的影响 ( x± s , n= 8)

组　别 剂　量 ( g /kg) 粘附率 (% ) 血小板数 (× 109 )

对　照　 - 32. 4± 4. 0 280± 24

地　龙　 0. 15 27. 8± 3. 2* * 275± 28

0. 30 25. 0± 2. 5* * 283± 27

0. 45 21. 6± 3. 3* * 271± 22

维脑路通 0. 30 27. 9± 4. 2* * 278± 21

　　与对照组比: * * P < 0. 01

表 5　对大鼠体内血栓形成时间的影响 (x± s, n= 8)

组　别 剂　量 ( g /kg) 堵塞形成时间 ( min)

对　照　 - 11. 3± 3. 7

地　龙　 0. 15 15. 7± 4. 3*

0. 30 18. 0± 5. 7* *

0. 45 20. 2± 6. 9* *

维脑路通 0. 30 14. 2± 5. 6*

肝　素　 1 250 24. 1± 4. 6* *

　　与对照组比: * P < 0. 05　* * P < 0. 01

2. 4. 2　对抗兔肺动脉血栓作用:参照文献
[4 ]
将家兔

用戊巴比妥钠 30 mg /kg麻醉 ,固定 ,分离一侧颈静

脉及另一侧颈动脉 ,将颈静脉的各分支结扎 ,从颈动

脉取血 1 m L和预先配制的 0. 6 m L凝血酶 ( 10 U /

m L)生理盐水溶液混合后 ,即从颈静脉向心端向静

脉内注射该混合液 ,每次 0. 4 m L,分 2次 ,间隔 10

min,造成肺动脉血栓 ,然后进行给药。 在给药后

10 h,用空气栓处死家兔 ,沿肺动脉向下寻找左右肺

动脉的栓子 (一般停留于肺动脉主干 )。将血栓子取

出 ,用滤纸吸干后称重。结果地龙活性提取物具有溶

解动物体内血栓的作用 ,见表 6。

2. 5　对小鼠凝血时间的影响: ig 60只小鼠随机分成

6组 ,每组 10只: 空白对照组、地龙 3个剂量组

( 0. 25, 0. 5, 0. 75 g /kg ) 维脑路通组 ( 0. 5 g /kg ) 和

肝素组 ( 2 000μ/kg ) ;地龙组及维脑路通组连续 ig 4

d,肝素组只进行 1次 iv给药 ,所有动物在末次给药后

1 h即用玻片法测定小鼠的凝血时间。结果地龙活性提

取物对正常动物的凝血功能无明显影响 ,见表 7。
表 6　对家兔实验性肺栓塞的溶栓作用 (x± s , n= 6)

组　别 剂　量 ( g /kg ) 血栓湿重 ( mg )

对　照　 - 85. 2± 24. 3

地　龙　 0. 1 61. 7± 18. 5*

0. 4 47. 6± 17. 4* *

维脑路通 0. 2 69. 3± 18. 1*

肝　素　 1 250 24. 1± 4. 6* *

　　与对照组比: * P < 0. 05　* * P < 0. 01

表 7　对小鼠凝血时间的影响 (x± s , n= 10)

组　别 剂　量 ( g /kg ) 凝血时间 ( min)

对　照　 - 1. 03± 0. 18

地　龙　 0. 25 0. 90± 0. 13

0. 5 0. 95± 0. 14

0. 75 1. 01± 0. 19

维脑路通 0. 5 0. 98± 0. 17

肝　素　 2 000 2. 35± 0. 54* *

　　与对照组比: * * P < 0. 01

3　讨论

地龙活性提取物通过对实验性大鼠脑梗死引起

损伤的影响 ,对麻醉犬脑血流量及脑血管阻力的影

响及对大鼠血小板功能的影响等 5个方面的研究 ,

证明了其具有减少或修复因脑缺血引起的组织损伤

和增加脑血流量、减少脑血管阻力、降低血小板黏附

和延长动物体内血栓形成等方面作用。 上述实验结

果与地龙能用于治疗关节痹痛、半身不遂等症状的

传统中医理论相吻合
[5 ]
。 本实验结果为地龙的活血

化瘀作用提供了理论依据。
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理等方法 ,但效果不佳。而选择病毒清液加酸后 ,用醋

酸乙酯提取制备供试品溶液 ,则可获得满意的效果。

3. 2　由于本品中含有皂苷类成分 ,在提取时易发生

乳化现象 ,故在提取过程中加入少量氯化钠可使乳

化减少 ;与此同时 ,利用氯化钠的盐析作用 ,在提取

过程中去除部分杂质 ,使绿原酸更易于提取。

3. 3　从病毒清液测定结果可以看出 ,绿原酸含量最

高的为 0. 434 4 mg /m L,最低为 0. 316 6m g /m L。因

此 ,考虑到工业生产过程中有一定的波动 ,我们建议

病毒清液中绿原酸含量每毫升应不低于 0. 30 mg。
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