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摘要  目的：筛选苦参提取工艺参数件。方法：以苦参总生物碱和干膏率为考察指标,采用单因素法对提取溶媒、溶媒pH值进行了筛选 ，采用正交试验法对溶媒用量、提取时间、提取次数等因素进行优选研究，并进行方差分析。结果：较佳的提取工艺为加0.2%盐酸溶液提取3次，每次加溶媒量6倍，每次提取时间2h。结论：该工艺稳定可行。
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Abstract Objective: To select the best extraction process of Sophorae Flaescentis Radix Methods: Orthogonal design was used to determine the effect of water dosage, time, frequance of extaction on the optimum extracting process with the the Continuous of total alkaloids in and the paste rate as makers.And compared with warm immersion. Results:The optimal vacuum extracting process was that t adding 6 times of 0.2% hydrochloric acid, 3 times2 hours for each time. Conclusion: The established method is stable and feasible.
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FDQ具有清热解毒，止咳化痰的功效，其处方中含苦参，文献研究表明，苦参中的生物碱为其主要有效成分，具有抗心肌梗死[1]，抗肿瘤[2]，抗病毒[3-4]及镇静催眠作用[5]。其含量测定方法有滴定法《中国药典》1995版一部）、薄层扫描法（2000版一部）、HPLC法（2010版一部）[6-8]，另外文献报道还有分光光度法【9】，HPLC法是目前测定苦参中苦参总碱含量测定的法定方法，其提取纯化方法有酸提、醇提及水提取法等【10】。在FDQ工艺研究中，我们对苦参的提取工艺和提取液中总生物碱的含量测定方法进行了研究.
1 仪器与试药
苦参：购自成都市荷花池中药材市场，批号20120228，经成都大学生物产业学院刘涛研究员级高级工程师鉴定为豆科植物苦参的干燥根；三氯甲烷、乙醇、硫酸、氢氧化钠、石油醚（60～90℃）均为分析纯；BP211D 电子天平( 梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司)。

2 方法与结果
2.1 总生物碱含量测定方法
2.1.1 醇提取液供试液的制备：取药材，加入6倍量60%乙醇，浸泡30 min后提取3次，每次1小时，合并提取液，滤过，取相当于1g原药材的续滤液，80℃水浴蒸干，加入酸水使完全溶解，加入浓氨试液调药液pH为10~11,以氯仿进行萃取5次（氯仿用量分别为滤液体积的1倍，1倍，1/2倍，1/2倍，1/2倍），合并、回收氯仿，残渣加中性乙醇（对甲基红指示液显中性）3 mL 使溶解，蒸干，残渣加石油醚5 mL 使溶解。精密加硫酸滴定液20 mL，摇匀，即得。本法经方法学考察，符合相关规定。

2.1.2 酸水提取供试液的制备：取药材，加入6倍量不同浓度0.2%盐酸溶液，浸泡30 min后提取3次，每次1 h，合并提取液，滤过，取相当于1 g原药材的续滤液，加入浓氨试液调药液pH为10~11，以氯仿进行萃取5次（氯仿用量分别为滤液体积的1倍，1倍，1/2倍，1/2倍，1/2倍），合并、回收氯仿，残渣加中性乙醇（对甲基红指示液显中性）3mL 使溶解，蒸干，残渣加石油醚5 mL使溶解。精密加硫酸滴定液20 mL，摇匀，即得。本法经方法学考察，符合相关规定。
2.1.3 总生物碱测定方法学考察：参照《中国药典》（1995）一部苦参含量测定项下进行，供试品在考察的1小时内稳定，方法重现性良好（RSD=1.15%，n=5），加样回收率为96.17%(RSD=0·69%，n=6)，精密度良好（RSD=0.98%，n=5），可用作提取液中所含总生物碱的含量测定。
2.2 干膏率的测定：取干燥至恒重的蒸发皿，精密加入100 mL药液，水浴蒸干后，105 ℃烘3 h后，干燥器中放冷后精密称重，计算，即得。
2.2 提取工艺研究
2.2.1 提取溶媒的选择
分别称取苦参药材3份，每份100 g，倒入圆底烧瓶中并编号。于1号烧瓶中加水600 mL，2号烧瓶中加60%乙醇600 mL，3号烧瓶加入PH=2的盐酸溶液600 mL。接上冷凝管，浸泡半小时后开始加热，提取2 h，测定其苦参碱总量及出膏率，实验结果如表1所示。
表1 提取溶媒的选择结果
	序号
	溶媒
	出膏率/%
	苦参总碱总量/g

	1
	水
	10.7103
	1.4070

	2
	60%乙醇
	12.2120
	1.7608

	3
	pH=2盐酸溶液
	12.6105
	1.6085


实验结果表明，60%乙醇苦参总碱总量最高，pH=2盐酸溶液出膏率最高。但考虑到醇提液生产成本较高，且其与酸水提取液苦参总碱总量无显著性差异，故本实验选用出膏率高、苦参总碱总量较高的盐酸溶液为提取溶媒。
2.2.2盐酸溶液的浓度选择
分别称取苦参药材3份，每份100 g，倒入圆底烧瓶中并编号。于1号烧瓶中加0.1%盐酸溶液800 mL，2号烧瓶中加0.2%盐酸溶液800 mL，3号烧瓶加入0.3%盐酸溶液800 mL，浸泡30 min后开始加热。提取2小时，测定其苦参碱总量及出膏率，实验结果如表2所示。
表2 盐酸溶液的浓度研究结果
	序号
	溶媒浓度/%
	出膏率    苦参总碱总量/g

	1
	0.1
	16.16%         1.6091

	2
	0.2
	21.05%         17793

	3
	0.3
	20.30%         1.7875


实验结果表明，以0.2%盐酸溶液提取液中出膏率高及总生物碱含量相对较高。故选择0.2%盐酸溶液作为提取溶媒。
2.2.3 正交试验
2.2.3.1因素水平确定
根据文献报道[16]，苦参提取工艺的影响因素有加溶媒量、提取时间、提取次数及提取溶媒。以0.2%的盐酸溶液为提取溶媒，选取加溶媒量（A）、提取时间（B）、提取次数（C）为考察因素，以苦参总碱总量及出膏率为考察指标，采用L9（34）正交表安排试验。提取工艺优选因素水平见表3。
表3 提取工艺因素水平表
	水平
	加溶媒量/倍
	提取时间/h
	提取次数/次

	
	A
	B
	C

	1
	6
	1
	1

	2
	8
	1.5
	2

	3
	10
	2
	3


2.3.2.2实验结果
   分别称取苦参药材9份，每份100 g，按正交表安排试验。以提取液中苦参总生物碱量和干膏率为考察指标，采用加权评分法进行评分，实验结果见表4，方差分析见表5。
从表5可知，各因素影响顺序为C＞B＞A，其中提取次数、提取时间对总权重有显著性影响，其它因素对总权重无显著性差异。根据正交试验直观分析，确定苦参药材的最佳提取工艺为A1B3C3，即加0.2%盐酸溶液提取3次，每次加溶媒量6倍，每次提取时间2 h。
2.3.4  验证性试验
称取苦参药材3份，每份200g，按最佳提取工艺参数进行重复验证性试验，实验结果如表6所示。
实验结果表明，正交试验优选的苦参药材提取工艺稳定，可行。
表4 正交试验安排及结果
	序号
	因素
	苦参总碱总量/g
	苦参总碱权重
	固含物总量/g
	固含物权重
	总权重

	
	A
	B
	C
	
	
	
	
	

	1
	1
	1
	1
	1.5161
	94.18
	15.9452
	39.23
	133.41

	2
	1
	2
	2
	1.5288
	94.97
	31.8224
	78.29
	173.26

	3
	1
	3
	3
	1.6098
	100
	39.7346
	97.75
	197.75

	4
	2
	1
	2
	1.3311
	79.53
	33.8502
	83.28
	162.81

	5
	2
	2
	3
	1.3111
	81.44
	38.6669
	95.13
	176.57

	6
	2
	3
	1
	1.6086
	98.15
	23.3409
	57.42
	157.35

	7
	3
	1
	3
	1.2924
	77.04
	40.6479
	100
	177.04

	8
	3
	2
	1
	1.4857
	92.29
	24.8143
	61.05
	153.34

	9
	3
	3
	2
	1.4143
	87.68
	36.4595
	89.70
	177.56

	K1
	504.4200
	473.2600
	444.1000
	
	
	
	
	

	K2
	496.7300
	503.1700
	513.6300
	
	
	
	
	

	K3
	507.9400
	532.6600
	551.3600
	
	
	
	
	

	R
	11.2100
	59.4000
	107.2600
	
	
	
	
	

	SS
	21.9101
	588.0698
	2080.8913
	
	
	
	
	

	KMAX
	507.9400
	532.6600
	551.3600
	
	
	
	
	

	KMIN
	496.7300
	473.2600
	444.1000
	
	
	
	
	

	ΣY
	1509.0900
	1509.0900
	1509.0900
	
	
	
	
	


评分方法为：

[image: image1.wmf]=100+100

1.609840.6479

´´

苦

参

总

碱

总

量

固

含

物

总

量

总

权

重


表5 正交试验方差分析表
	变异来源
	SS
	f
	S
	F
	P

	A
	21.9101
	2
	10.9550
	1.0000
	>0.05

	B
	588.0698
	2
	294.0349
	26.8402
	<0.05

	C
	2690.8711
	2
	1345.4356
	122.8144
	<0.01


表6 验证性试验结果表
	序号
	苦参总碱总量/g
	固含物总量/g

	1
	3.2116
	83.2396

	2
	3.2039
	82.8316

	3
	3.2169
	82.4651


3 讨论
3.1溶媒筛选试验表明，60%乙醇较水及酸水更好，但考虑到醇提取生产成本较高，且其与酸水提取液苦参总碱总量无显著性差异，故本实验选用稀盐酸溶液为提取溶媒，目前我国制药工业所采用的提取设备材质经过鈍化处理后能够保证设备不受稀酸溶液的腐蚀。
3.2从历版《中国药典》苦参原药材项下苦参总碱的含量测定方法的变化可知，随着测定仪器的发展，其测定方法由滴定法发展为薄层扫描法直至高效液相色谱法等。薄层扫描法及高效液相法等而现代测定方法受检测仪器等的影响较大，误差较大，目前较少用。采用正交试验对苦参总碱提取工艺进行研究时，由于供试液的性质（如pH值）变化较大，因此，在用HPLC法中测定提取液中苦参总碱的含量时需要根据不同的样品对色谱条件进行摸索，误差较大，试验结果可信度不强；而且HPLC法测定的只是生物碱含量种类有限，滴定法是测定的总生物碱含量，更能代表苦参中有效成分，但文献研究表明，近年来对于苦参提取液，多采用HPLC法测定其所含的苦参碱和氧化苦参碱，作为滴定法能够测定提取液中总生物碱含量，其结果更具有代表性，加之其供试液制备方法相对简单，结果误差较小。因此，建议在进行含苦参原药材的工艺研究时，宜采用滴定法对提取苦参的工艺进行优化。 
注：陆梦婷，李冬磊为我校制药工程08、09级学生。
[参考文献]
[1] 王恒，吉杨丹，徐旖旎，等.氧化苦参总碱对大鼠冠脉结扎诱发急性心肌梗死的保护作用及机制[J]. 中国实验方剂学杂志，2012,18（4）：154.
[2] 马玲娣. 中药苦参总碱抗肿瘤作用的实验研究[D].重庆:重庆医科大学，2005：69~374.  
[3] 许斌，周双，黄玉仙，等.氧化苦参总碱在鸭原代肝细胞中抗鸭乙肝病毒(DHBV)作用的研究[J].病毒学报.2006,22(5):369. 

[4] 谭勇，杨静，赵宁等. 利用文本挖掘技术探索中西药治疗慢性乙型肝炎的用药规律[J]. 中国实验方剂学杂志，2011,17（24）：232.
[5] 刘敬霞，李建生. 苦参及其有效成分治疗失眠症研究进展[J]. 中国实验方剂学杂志，2012,18（11）：284.
[6] 闵庆璐，王巍，，鞠成国，等.HPLC 测定丹黄祛瘀片中苦参碱和氧化苦参碱的含量[J]. 中国实验方剂学杂志，2012,18（1）：60.
[7] 胥爱丽，毕晓黎，张建军，等． 重参消炎胶囊质量标准研究［J］．中国实验方剂学杂志，2009，15( 12) : 13．
[8] 陈大中，赵润琴． 高效液相色谱法测定艾愈片中苦参碱和氧化苦参碱含量［J］．中国实验方剂学杂志，2008，14( 3) : 20．
[9] 刘志才，毕鸿亮.应用紫外分光光度法测定苦参总碱的含量[J].黑龙江医药，2001，14(3)：174.
[10] 仝燕，王锦玉，张锴镔，等．苦参总生物碱提取纯化工艺研究［J］． 中国实验方剂学杂志，2007，13( 1) : 19．
[第一作者](刘涛，博士，研究员级高级工程师，从事中成药新药开发及再评价工作。Tel:028-61302236，E-mail:�HYPERLINK "mailto:liutao0578@sina.com" \t "_blank"�liutao0578@sina.com�


[通讯作者]徐玉玲，本科，工程师，从事中成药质量研究工作。� HYPERLINK "Tel:028-61302236" �Tel:028-61302236�，Email:�HYPERLINK "mailto:doux125@126.com"�x�uyuling@cdu.edu.cn





_1402946217.unknown

