
表 4 　最佳工艺的验证

Table 4 　Results of optimum technology

批　次
药材中总黄酮

/ %

药材中阿曼

托双黄酮/ %

提取物中总

黄酮/ %

总黄酮的提

取量/ mg

提取物中阿曼

托双黄酮/ %

阿曼托双黄酮的

提取量/ mg

20061010 41 90 11 58 24100 8431 92 11120 2981 25

20061207 51 54 11 64 23154 8001 14 12194 3351 42

20070120 41 39 11 60 21139 7911 74 10128 2911 68

20070506 61 15 11 52 25115 9211 15 13126 3431 79

20070823 41 76 11 49 21176 7091 21 81 87 2861 30

20071102 51 37 11 55 22137 8321 17 91 49 2881 56

酮和阿曼托双黄酮的质量分数均较高。提取物中总

黄酮和阿曼托双黄酮的提取量均高于其他各正交试

验值 ,故本最佳工艺条件合理 , 同时也表明此工艺

具有较好的稳定性。

3 　讨论

　　在制备样品溶液时 ,比较水煮、超声、回流等不

同提取方法 ,发现回流提取方法得到的总黄酮量较

高 ,故采用回流提取的方法对样品进行处理。

　　本实验采用紫外分光光度法测定总黄酮与高效

液相色谱法测定指标性成分阿曼托双黄酮相结合 ,

增加了因素选择的准确性和可靠性。
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正交试验优选石杉碱甲脂质体的制备研究

张彦青1 ,2 ,解军波3 ,陈文倩1 ,2 ,邓晨辉1 ,2 ,酒向飞1 ,2 ,周田彦1 ,2 ,卢 　炜1 ,2 3
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摘　要 :目的 　优化石杉碱甲脂质体的制备工艺和处方。方法 　采用薄膜分散结合硫酸铵梯度法制备石杉碱甲脂
质体 ,以包封率为评价指标采用正交试验优化石杉碱甲脂质体的最优处方和工艺条件。结果 　石杉碱甲脂质体的
最优处方工艺条件为 :孵化温度为 60 ℃,药脂比为 1 ∶40 ,孵化时间为 30 min。所得脂质体的包封率为 87102 %以
上。结论 　由最佳处方工艺条件制备的石杉碱甲脂质体包封率较高 ,包封率和体外释放稳定 ,重现性好。
关键词 :石杉碱甲脂质体 ;制备 ;正交试验 ;高效液相色谱
中图分类号 :R28412 ;R286106 　　　文献标识码 :B 　　　文章编号 :0253 2670 (2009) 06 0896 03

　　石杉碱甲是从蛇足石杉中分离得到的一种新型

石松类生物碱有效单体 ,是我国首创的强效可逆性

乙酰胆碱酯酶抑制剂 ,通过抑制脑内乙酰胆碱酯酶

活性 ,提高脑内乙酰胆碱水平而发挥作用 ,是目前治

疗老年痴呆最有效的药物之一[ 1 ,2 ] 。现有石杉碱甲

制剂缺乏脑选择性 ,由于抑制外周胆碱酯酶活性导

致用药者产生较大不良反应 ,如肌肉震颤 ,呼吸抑制

等。研究新型石杉碱甲制剂以提高其脑内浓度增强

治疗效果并降低不良反应 ,对临床治疗老年痴呆将

有重要意义。本实验研究制备石杉碱甲脂质体以增

加石杉碱甲脑内浓度 ,增强治疗效果并降低外周不

良反应。

1 　材料和仪器

　　石杉碱甲 (上海同田生化有限公司 ,质量分数为
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99 %) ;曲拉通 (Amresco 0694) ;氯仿 (AR ,天津市福晨

化学试剂厂) ; Epikuron 200 大豆卵磷脂 (degussa ,批

号 : 12523027) ; 胆固醇 ( cholesterol , Sigma C8667) ;

(N H4 ) 2 SO4 (AR ,天津市德恩化学试剂有限公司) ;

Na H2 PO4 ( AR , 天津市北方天医化学试剂厂) ;

Na2 HPO4 (AR ,天津市北方天医化学试剂厂) ,葡聚糖

凝胶 G250 (Pharmacia ,批号 1720042201)

　　Agilent 1100 Series 高效液相色谱仪、DAD 紫

外检测器、色谱工作站 (美国 Agilent ) ;BP211D 型

万分之一电子天平 ; AS10200A 型超声波清洗器

(昆山超声仪器有限公司) 。

2 　方法与结果

211 　石杉碱甲测定方法的建立

21111 　色谱条件 : Waters ODS C8 柱 (250 mm ×

416 mm ,5μm) ;流动相 :甲醇2011 %磷酸溶液 (85 ∶

15) ;检测波长 :312 nm ;体积流量 :018 mL/ min ;进

样量 :20μL 。

21112 　贮备液的制备 :精密称取石杉碱甲对照品

1610 mg ,置于 100 mL 量瓶中 ,用蒸馏水加适量氢

氧化钠溶解 ,并稀释至刻度 ,于 4 ℃保存。

21113 　标准曲线的制备 :分别精密量取石杉碱甲对

照品贮备液 01125、01250、01375、01500、01625 mL

置于 10 mL 量瓶中 ,蒸馏水定容 ,进样 ,记录石杉碱

甲峰面积。以质量浓度对峰面积进行线性回归 ,重

复操作 5 次 ,得标准曲线方程 C = 01002 2 A -

01019 1 ( r = 01999 9) ,结果表明石杉碱甲在 2～10

μg/ mL 与峰面积线性关系良好。

21114 　精密度试验 :分别于 0、2、5、8、12 h 连续测

定含石杉碱甲 2、6、10μg/ mL 脂质体的峰面积 ,计

算 RSD 为 1117 % ;连续 5 d 配制溶液并测定峰面

积 ,计算 RSD 为 1113 %。

21115 　回收率试验 :精密量取 160μg/ mL 石杉碱

甲溶液 01125、01375、01625 mL ,各 5 份 ,分别置于

10 mL 量瓶中 ,用空白脂质体的曲拉通破膜溶液定

容至刻度 ,摇匀 ,20μL 进样记录峰面积 ,根据标准

曲线方程计算石杉碱甲质量浓度 ,求得平均回收率

为 102142 % ,RSD 为 1147 %。

212 　脂质体包封率的测定 :精密量取脂质体混悬液

015 mL ,加于 Sep hadex2G50 凝胶顶部 ,以 PBS 洗

脱 ,流速为 015 mL/ min ,将石杉碱甲脂质体与未包

封的石杉碱甲分离 ,分别收集石杉碱甲脂质体和游

离石杉碱甲的洗脱液。将脂质体洗脱液及脂质体混

悬液加 012 mL 10 %曲拉通破坏并定容于 50 mL 量

瓶中 ,采用高效液相色谱法测定石杉碱甲峰面积 ,并

计算包封率 [ 包封率 QW = ( W包 - W游 ) / W包 ×

100 %]。

213 　硫酸铵梯度法制备石杉碱甲脂质体的制备工艺

21311 　空白脂质体的制备 :精密称取处方量的卵磷

脂、胆固醇置 100 mL 茄形瓶中 ,加入 50 mL 氯仿 ,

振摇 ,使完全溶解 ,得类脂溶液。将茄形瓶置旋转蒸

发器上 ,于 40 ℃减压旋转蒸发使形成一层均匀的透

明薄膜 ,再多蒸发 30 min 左右使溶剂完全挥发。精

密吸取 50 mL 硫酸铵溶液 (180 mmol/ L) 加入到茄

形瓶中。涡旋震荡使脂膜完全脱落 ,室温下超声水

化分散 ,将其倒入透析袋中 ,夹好 ,放入装有 500 mL

p H 714 磷酸盐缓冲液的烧杯中透析。每 12 h 换一

次透析液 ,共透析 4 次 ,即得有淡蓝色乳光的空白脂

质体混悬液。4 ℃下保存 ,备用。

21312 　载药脂质体制备 :利用脂质体跨膜硫酸铵梯

度法进行药物遥控装载 (remote loading) ,将空白脂

质体预热至孵化温度 ,而后将制备好的石杉碱甲溶

液加入其中 ,并震荡。按所需温度和时间孵育 ,即得

石杉碱甲脂质体。

21313 　正交设计优化石杉碱甲脂质体的制备工艺

参数 :预试验和单因素考察确定了药脂比 (A) 、孵育

温度 (B)和孵育时间 ( C) 为影响石杉碱甲脂质体包

封率的主要因素 ,每个因素选择 3 个水平 ,在此基础

上用 L 9 (34 ) 正交试验进一步筛选处方。正交试验

的结果见表 1。
表 1 　正交试验设计的方案与结果( n = 3)

Table 1 　Design and results of orthogonal test ( n = 3)

试验号 A 温度/ ℃ B 药脂比 C 时间/ min 包封率/ %

1 40 1 ∶20 10 531 16

2 40 1 ∶30 20 601 33

3 40 1 ∶40 30 631 93

4 50 1 ∶20 20 661 09

5 50 1 ∶30 30 681 28

6 50 1 ∶40 10 721 08

7 60 1 ∶20 30 611 66

8 60 1 ∶30 10 651 05

9 60 1 ∶40 20 651 33

Ⅰ 177142 180191 190129

Ⅱ 206145 193166 191175

Ⅲ 192104 201134 193187

极差 29103 20143 3158

　　以制备所得的石杉碱甲脂质体包封率为评价指

标对包封率结果进行直观分析 ,考察各因素对测定

指标的影响程度。数值越高说明因素的水平数越

佳。由表 1 可见 ,各因素对石杉碱甲脂质体包封率

的影响次序为孵化温度 > 药脂比 > 孵化时间 ,各因
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素最优水平组合为 A2B3 C3 ,即孵化温度为 60 ℃,药

脂比为 1 ∶40 ,孵化时间为 30 min 时所制得石杉碱

甲脂质体的包封率最高。

214 　最优制备工艺的验证 :按正交试验优化处方制

备 3 批石杉碱甲脂质体 ,并且对包封率进行测定 ,包

封率测定结果为 87102 %、89100 %、88160 % ,结果

表明 3 批石杉碱甲脂质体的包封率无显著性差异 ,

制备工艺重现性良好。

3 　讨论

　　葡聚糖凝胶柱色谱法测定脂质体包封率具有方

法简便、准确的特点 ,能使混合物依据分子大小不同

而分离。在柱色谱过程中 ,洗脱液的流速及上样量

的多少均对脂质体中分离游离药物有影响 ,因此宜

选择能使脂质体达到最大分离程度的洗脱条件 ,才

能保证测得准确的包封率。若上样量大 ,脂质体有

拖尾现象 ;洗脱速度对分离效果可产生很大影响 ,洗

脱速度快 ,凝胶微孔内外的游离药物来不及平衡 ,提

前出峰 ,分离不好。本实验通过研究发现脂质体上

样量为 015 mL ,控制流速在 015 mL/ min 以内时 ,

可避免拖尾现象 ,达到良好分离。

　　硫酸铵梯度法是脂质体制备方法中主动载药方

法2p H 梯度法的一种 ,主要是依靠内、外水相硫酸铵

梯度产生的较高驱动力来进行载药。石杉碱甲为弱

碱性生物碱类药物 ,能与脂质体双分子层内的硫酸

根离子结合生成溶解度小的硫酸盐 ,药物与硫酸根

形成难溶性盐后 ,不易透过双分子层 ,从而减少了药

物的泄漏。采用硫酸铵梯度法制备石杉碱甲脂质体

可以达到良好的包封率 ,解决了被动载药法包封率

低的问题。
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反相制备色谱法从朱砂根中分离朱砂根皂苷

甄 　铧 3

(四川农业大学 ,四川 都江堰 　611830)

摘 　要 :目的 　研究了 C218 制备色谱柱从朱砂根中分离朱砂根皂苷的方法。方法 　用BüCHI制备色谱系统 ,以甲
醇2水为流动相进行梯度洗脱 ,用反相高效液相色谱监控分离过程。结果 　朱砂根皂苷的得率为 519 % ,相对纯度
9514 %。结论 　该法简便 ,耗时短 ,效率高 ,分离效果好 ,可连续进样制备 ,该法作为制备朱砂根皂苷对照品有较好
的参考价值。
关键词 :朱砂根 ;朱砂根皂苷 ;反相制备色谱 ;高效液相色谱。
中图分类号 :R28412 　　　文献标识码 :A 　　　文章编号 :0253 2670 (2009) 0620898203

　　朱砂根皂苷 ( cyclamiretin A232O2[α2L2rham2
nopyranosyl2(1 →4)2β2D2glucopyranosyl2( 1 →4) ]

[β2D2glucopyranosyl2( 1 →2 ) ]2α2L2arabinopyrano2
side ;ardicrenin[ 1 ,2 ] )是朱砂根 A rdisi a crenat a Sims

中所含三萜皂苷之一 ,结构见图 1。朱砂根皂苷具

有明显抑制癌细胞增殖和直接杀伤癌细胞[3～5 ] 以及

抗 H IV 活性[6 ] 等作用。目前 ,关于从朱砂根中提

取、纯化三萜皂苷研究有报道[7 ] ,但用 C218 制备柱

纯化朱砂根皂苷未见报道。本实验采用 C218 制备

柱对朱砂根皂苷进行了分离 ,采用反相高效液相色
图 1 　朱砂根皂苷的化学结构式

Fig11 　Chemical structures of ardicrenin
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