
21413　酶2Sevag 法 :精确配制 0102 g/ mL 的多糖

溶液 ,酶法水解后高温灭活 ,离心 ,上清液再采用

Sevag法 ,重复多次 ,直到无变性蛋白产生为止。结

果见图 2。

图 2　酶法2Sevag法除蛋白

Fig12　Using enzyme2Sevag method to remove protein

　　经过 5次萃取后蛋白的脱除率与多糖损失率分

别为 84150 %、29135 % ,随着萃取次数的增加两相

指标变化不大 ,蛋白质几乎全部除去。

3　讨论

3种除蛋白方法都能在一定程度上脱除金银花

多糖中的蛋白质。除蛋白目的在于为金银花多糖分

离纯化与理化性质研究提供实验依据 ,故在兼顾多

糖损失的同时尽可能除去其中的蛋白质。从表 4获

知 ,采用 Sevag法脱蛋白 ,蛋白质的脱除率最高 ,但

同时多糖损失率也最高 ;采用酶法脱蛋白 ,蛋白的脱

除率最低 ;酶2Sevag 法脱蛋白 ,蛋白质的脱除率与

Sevag法接近 ,但多糖损失率仅为 Sevag法的 1/ 2。

酶2Sevag法是利用木瓜蛋白酶来酶解蛋白 ,使

其成为相对分子质量较小多肽或者更为彻底的氨基

表 4　3种脱蛋白方法结果比较

Table 4　Comparison of three kinds of method

for protein removal

除蛋白方法 多糖损失率/ % 蛋白质脱除率/ %

Sevag法 561 57 851 72

酶法 311 22 731 28

酶2Sevag法 291 35 841 50

酸 ,再进行醇沉 ,则大分子的多糖绝大多数得到沉

淀 ,而相对分子质量较小的多肽和氨基酸大部分保

留在溶液中 ,再结合 Sevag法经过 5次萃取后多糖

中蛋白质的脱除率达到 84150 % ,由于萃取次数与

单纯的 Sevag 法相比大大减少 ,多糖损失率仅为

29135 % ,进而证明酶2Sevag 法是金银花多糖脱蛋

白可行的方法。
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降脂灵分散片溶出度的研究
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①
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摘　要 :目的　建立降脂灵分散片溶出度的测定方法。方法　以水作为溶出介质 ,采用桨法 ,100 r/ min ,以高效液
相色谱法测定累积溶出率 ,绘制降脂灵分散片的累积溶出曲线 ,并进行样品的溶出度测定。结果　二苯乙烯苷在
01057 2～01572μg时进样量与峰面积呈良好的线性关系 ( r = 01999 9) ;对 3批降脂灵分散片进行溶出度测定 ,二
苯乙烯苷 15 min的溶出量均达 70 %以上。结论　所用方法具有灵敏、准确、快速的优点 ,适用于降脂灵分散片的
质量控制。
关键词 :降脂灵分散片 ;二苯乙烯苷 ;溶出度 ;高效液相色谱
中图分类号 :R28412 ;R286. 02　　　文献标识码 :B　　　文章编号 :025322670 (2010) 0420586202

　　降脂灵分散片处方来源于部颁标准降脂灵片

( WS32B23260298) ,由何首乌、枸杞子、黄精、山楂、

决明子 5味中药组成 ,以何首乌为主药 ,可用于肝肾

阴虚 ,头晕 ,目昏 ,须发早白 ,高血脂等症。该制剂中
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主药何首乌中 2 ,3 ,5 ,4′2四羟基二苯乙烯222O2β2D2
葡萄糖苷 (简称为二苯乙烯苷)为活性成分 ,因此本

实验对降脂灵分散片的溶出度测定方法进行了考

察 ,以便控制质量。

1　仪器与试药

　　Agilent 1100 高效液相色谱仪 ; ZRS—8 G智能

溶出仪。降脂灵分散片 (批号 20081201 ,20081202 ,

20081203) ,由浙江维康药业有限公司提供。二苯乙

烯苷对照品 (批号 1108442200404)由中国药品生物

制品检定所提供。乙腈为色谱纯 ,水为双蒸水 (自

制) 。其余试剂均为分析纯。

2　方法与结果

211　色谱条件 : Kromasil C18 (250 mm ×416 mm ,

5μm)为色谱柱 ;乙腈2水 (18∶82)为流动相 ;检测波

长 :320 nm ;体积流量 :110 mL/ min ;柱温 :35 ℃。

212　溶液的制备

21211　对照品溶液的制备 :取二苯乙烯苷对照品适量 ,

精密称定 ,加甲醇制成 20 mg/ mL的溶液 ,摇匀 ,即得。

21212　供试品溶液的制备 :取本品 6片 ,以脱气的

水 100 mL 为溶出介质 ,温度控制在 37 ℃±015 ℃,

转速 100 r/ min ,供试品进入释放池瞬间开始记时 ,

在规定取样点吸取溶液适量 ,立即滤过 ,续滤液高速

离心后 ,取上清液 ,即得。

21213　阴性对照溶液的制备 :处方比例称取除何首

乌以外的材料制成阴性样品 ,按供试品溶液的制备

方法制备空白对照溶液。

213　专属性考察 :按上述色谱条件分别对样品溶液、

供试品溶液和阴性对照品溶液进行分析 ,结果无干扰。

214　线性关系的考察 :分别精密吸取二苯乙烯苷对

照品溶液 2、6、10、14、20μL 注入高效液相色谱仪 ,

测定峰面积。以峰面积值为纵坐标 ,进样量为横坐

标作标准曲线 ,得回归方程为 Y = 2 ×106 X -

5 47712 , r = 01999 4。结果表明二苯乙烯苷进样量在

01057 2～01572μg与峰面积呈现良好的线性关系。

215　精密度试验 :取二苯乙烯苷对照品溶液 ,连续

进样 6次 ,测定二苯乙烯苷峰面积 ,计算得其 RSD

为 01954 %。

216　重现性试验 :平行取样品 (批号 20081202)

6份 ,进行测定 ,计算二苯乙烯苷的质量分数 ,结果

RSD为 1191 %。

217　稳定性试验 :分别将供试品溶液于室温下放置

0、2、4、6、8 h后 ,测定 ,计算得二苯乙烯苷峰面积的

RSD 为 1112 %。表明样品溶液在 8 h内基本稳定。

218　回收率试验 :取本品 (批 20081202) 10片 ,精密

称重 ,研细 ,取约 0125 g共 6 份 ,精密称定 ,分别加

入 01068 7 mg/ mL 二苯乙烯苷对照品溶液 810、

1010、1210 mL ,依法制备供试品溶液 ,测定 ,计算 ,

结果平均回收率 98156 % ,RSD为 01856 %。

219　溶出度的测定

21911　溶出介质及体积的选择[1 ] :因二苯乙烯苷量

有限 ,为保证检出量在限度范围内 , 选择《中国药

典》2005年版溶出度第三法即小杯法 (溶液体积为

100 mL ,桨板法 ,转速为 100 r/ min) ,介质为水。

21912　溶出度测定方法的确定 :取本品 6片 ,以脱

气的水 100 mL 为溶出介质 ,温度控制在 37 ℃±

015 ℃,转速 100 r/ min ,供试品进入释放池瞬间开

始记时 ,分别在 0、3、5、8、15、20、30、45 min 时取样

2 mL (同时补充等体积相同温度的溶出介质) ,用微

孔滤膜 (0145μm)滤过 ,取续滤液作为供试品溶液。

取供试品溶液 10μL ,注入液相色谱仪 ,测定二苯乙

烯苷 ,计算相对累积溶出率。

21913　溶出曲线的制备 :每批 6片 ,按照以上条件

操作 ,分别在 0、3、5、10、15、20、30、45 min时取样 2

mL (同时补充等体积相同温度的溶出介质) ,立即滤

过 ,续滤液高速离心后 ,取上清液进样 ,记录色谱图 ,

测定二苯乙烯苷相对累积溶出率。结果表明 ,降脂

灵分散片溶出曲线基本一致 ,二苯乙烯苷溶出率在

15 min后均大于 70 % ,30 min后基本溶出 (平均大

于 95 %) 。结果见图 1。

图 1　降脂灵分散片的溶出曲线

Fig. 1　Dissolution curve of Jiangzhiling dispersible tablets

2110　与市售降脂灵片溶出度的比较 :参照《中国药

典》2005年版溶出度第三法即小杯法 (溶液体积为

100 mL ,浆板法 ,溶出介质为水 ,转速为 100 r/ min) ,

分别于 1、3、5、10、15、30、45 min取 2 mL 的溶液 ,

并立即补 2 mL 的原溶剂 ,过滤 ,即得。分别进样 20

μL ,记录色谱图 ,结果见图 2。结果表明 ,降脂灵分

散片中二苯乙烯苷的溶出远远快于市售降脂灵片。

(下转第 626页)
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图 2　T2DM大鼠胰岛免疫组化染色结果

Fig. 2　Immunohistochemistry results of langerhans islands in T2DM rats

力下降 ,故糖尿病时机体氧化应激水平明显升高 ,氧

自由基产生增多并与 NO 结合 ,形成有害的

ONOO - ,引起血管内皮细胞等多方面损害[10 ]。成

细华等[11 ]针对糖代谢及抗氧化应激方面 ,研究了左

归复方对转基因 2 型糖尿病小鼠的干预治疗作用。

根据实验结果推测 ,白背三七水提取物对 T2DM 的

作用机制可能与其能改善糖和脂质代谢 ,增强机体

对活性氧的清除能力 ,减轻氧自由基对胰岛β细胞

损害有关。胰岛β细胞 H E染色和免疫组化形态学

观察的结果也表明 ,白背三七水提取物组的β细胞

和胞质内分泌颗粒相对较多 ,着色较深 ,且在外分泌

部腺泡细胞间可见到单个免疫反应阳性细胞 ,提示

白背三七水提取物除了对胰岛β细胞有一定的保护

作用 ,还可能促使胰岛β细胞的修复与增生。
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图 2　样品和降脂灵片的溶出度比较

Fig. 2　Comparison of dissolution between sample

and Jiangzhiling Tablets

3　讨论

降脂灵分散片以制何首乌中二苯乙烯苷为有效

成分。分散片的特征是遇水可迅速崩解形成均匀的

混悬液 ,综合了片剂和液体制剂的优点 ,大剂量服用

方便、吸收快、生物利用度高。但崩解并不等于溶

出 ,所以对降脂灵分散片的溶出度进行了研究 ,并将

其加入质量标准中 ,从而更好地控制降脂灵分散片

的溶出情况。
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