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独一味镇痛止血有效部位的富集工艺研究
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摘　要: 目的　对独一味镇痛止血有效部位的富集工艺进行研究。方法　采用二甲氨基苯甲醛法测定总环烯醚萜含量、HPLC法测定8-epideoxyloganic acid含量，以正交试验法和单因素试验法筛选提取工艺和大孔吸附树脂分离条件。结果　 最佳提取工艺：用60%乙醇，洗脱10倍量，浸泡36小时，渗漉速度5ml.min-1kg-1。纯化工艺：将提取物上聚酰胺柱，水洗脱部分上XDA-7大孔吸附树脂，收集30%醇洗脱部分。结论XDA-7型树脂对独一味中环烯醚萜苷的富集能力优于其它树脂。洗脱溶剂30%乙醇能较好地洗脱环烯醚萜苷类成分。
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Studies on extraction and purification process of the analgesic and hemostatic bioactive portion from Lamiophlomis rotata (Benth.) Kudo 
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Abstrac: AIM:To study the preparation process of extraction and purification for analgesic and hemostatic bioactive portion from Lamiophlomis rotata (Benth.) Kudo.METHOD: Determination of the total iridoid glycosides and 8-epideoxyloganic acid were performed by dimethylaminobenzaldehyde method and HPLC respectively.By Using single factor and orthogonal experiments,the best extraction and purification process with macroporous resin was optimized.RESULTS:The best extraction was established.solvent:60% ethanol.soak:36 hours.elution volume:10 times of materials.percolation rate: 5ml.min-1kg-1.Pufification process:The ethanolic extract should be separated by polyamide.Then separate the water elution with XDA-7 macroporous resin and collect the 30% ethanolic extract.CONCLUSION:XDA-7 macroporous resin has better ability of absorption and anti-absorption for iridoid glycosides and 30% ethanol was the best solvent for anti-absorption. 
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独一味Lamiophlomis rotata (Benth.)Kudo为唇形科独一味属多年生草本植物，全草入药，具有活血止血，祛风止痛，干黄水等功效，主治跌打损伤，外伤出血，风湿痹痛，黄水病。药理试验筛选，已确定独一味药材乙醇渗漉提取物经聚酰胺分离后的水洗脱部分，再经大孔吸附树脂富集，30%乙醇洗脱部分是镇痛、止血的主要活性部位。为了更科学、合理地利用药材资源，我们就如何有效地提取、富集药材的有效部位，进行了工艺研究。

1.仪器与材料
LC-2010A型高效液相色谱仪。紫外可见分光光度计UV-2450（岛津）。Acculab电子天平。柱层析用40目聚酰胺（惠州市华聚塑化科技有限公司）,大孔吸附树脂(河北沧州宝恩化工有限公司)。试剂均为分析纯。
独一味经辽宁中医药大学药用植物教研室王冰教授鉴定为唇形科植物独一味Lamiophlomis rotata (Benth.) Kudo的干燥茎叶。
对照品：8-epideoxyloganic acid（8-表脱氧马钱子苷酸，自行分离）经检测纯度大于98%。
2.方法与结果  

2.1提取工艺设计   

选用L9(34)正交表进行实验，因素水平安排见表1。

表1   因素水平 L9(34)
Table 1   Factors  level  L9(34)
	     因素    水平
	醇浓度（%） 溶剂量（倍） 浸泡时间（h） 渗漉速度（ml.min-1kg-1）

     A
B            C            D 

	  1

  2

  3
	60            10          12             1

75            12          24             3

90            15          36             5


2.2样品处理方法
取独一味药材，粉碎，过60目筛。每份称取50g药粉，装柱。用选定浓度的乙醇和浸泡时间浸润药材后，按正交试验表的条件渗漉，收集渗漉液。

2.3标准曲线制备

精密称取对照品8-epideoxyloganic acid 9.896mg，置10 mL量瓶中，加水溶解，并稀释至刻度。对照品溶液浓度为0.9896 mg·mL-1。
精密量取对照品溶液0.1mL、0.2mL、0.3mL、0.4mL、0.5mL，分别置5 mL量瓶中，加75%乙醇2mL，加1mL盐酸于80℃水解20分钟，立即冷却。加1 mL对二甲氨基苯甲醛溶液，加75%乙醇至刻度，在室温放置30分钟。在620nm处测定吸收度[1]。计算得回归方程1（用于总环烯醚萜苷含量的测定）为：y=3.054573x+0.00115  r=0.9993。结果表明，8-epideoxyloganic acid在0.0197～0.0989 mg·mL-1范围内呈良好的线性关系。
精密量取对照品溶液2.0、4.0、6.0、8.0、10.0μL注入高效液相色谱仪，测定峰面积。计算得回归方程2（用于HPLC测定8-epideoxyloganic acid含量）为：y=759353x+221430.8  r=0.9996。结果表明，8-epideoxyloganic acid在1.9792～9.896 mg·mL-1范围内呈良好的线性关系。
方法的稳定性、精密度、重复性、加样回收率考察，均符合规定，方法可行。
2.4总环烯醚萜苷含量的测定
分别取1/25体积的渗漉液，回收乙醇，置25 ml量瓶中，加60%乙醇定容。取0.2mL溶液置5 mL量瓶中，加75%乙醇2mL，加1 mL盐酸于80℃水解20分钟，立即冷却。加1 mL对二甲氨基苯甲醛溶液，加75%乙醇至刻度，在室温放置30分钟。在620nm处测定吸收度。计算50g药材中总环烯醚萜的含量。结果如表2。
2.5HPLC测定8-epideoxyloganic acid含量
2.5.1测定条件
色谱柱：迪马C18(4.6mm×200mm)；流动相：甲醇-0.025mol.L-1磷酸水（50：50）；检测波长：238nm；流速:1.0mL.min-1；柱温：40℃。[2]
2.5.2含量测定

采用HPLC法，按上述条件操作。进样量：5μL。根据回归方程2计算50g药材中8-epideoxyloganic acid的含量。结果如表2。

2.6试验结果及分析

根据8-epideoxyloganic acid含量和总环烯醚萜苷含量，进行方差分析。结果见表2、3。
表2   正交试验设计表及结果

Table 2  orthogonal  design  table  and  results
	试验

号
	A
	B
	C
	D
	总环烯醚萜苷N（mg）
	8-epideoxyloganic acid M（mg）
	综合评分

	1

2

3

4

5

6

7

8

9
	1

1

1

2

2

2

3

3

3
	1

2

3

1

2

3

1

2

3
	1

2

3

2

3

1

3

1

2
	1

2

3

3

1

2

2

3

1
	682.1228

673.9383

735.8332

641.7120

656.0348

650.4080

617.6702

648.3619

618.6933
	525.6400

497.1307

546.8019

421.7292

459.3344

446.4466

396.6521

425.2884

399.2685
	94.76

91.19

100

81.16

86.06

84.34

77.10

81.91

77.44

	K1

K2

K3
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	285.95

251.56

236.45

95.32

83.85

78.82
	253.02

259.16

261.78

84.34          

86.39

87.26
	261.01

249.79

263.16

87.00

83.26

87.72
	258.26

252.63

263.07

86.09

84.21

87.69             
	
	
	
	

	R
	16.5
	2.92
	4.46     3.48   
	
	
	
	
	


评分标准：规定8-epideoxyloganic acid M（mg）为60分，总环烯醚萜苷N（g）为40分，8-epideoxyloganic acid最高量为546.8019 mg定为60分,其它值计分为M/546.8019×60, 总环烯醚萜苷最高量为735.8332，定为40分，其它值计分为N/735.8332×40，二项指标总分为100分，总评分为M/546.8019×60+N/735.8332×40。

根据综合评分，经计算机统计学处理结果如下： 

表3   方差分析表

Table 3 Analysis of variance
	方差来源            离均差平方和           自由度             均方             F            P值

	    A            429.0260222            2       214.5130111     31.831684     ＜0.05

 B             13.47795556           2         6.738977778    1            ＞0.05

     C             34.36308889           2        17.18154444     2.549577252  ＞0.05
D             18.20295556           2         9.101477778    1.350572     ＞0.05
误差            13.47795556                     6.738977778     


根据直观分析和方差分析结果表明，A因素均为主要影响因素，B、C、D为非主要影响因素，主次顺序为：A＞C＞D＞B。根据以上结果，确定最佳提取工艺为A1B1C3D3，即用60%乙醇，洗脱10倍量，浸泡36小时，渗漉速度5ml.min-1kg-1。

2.7聚酰胺分离对8-epideoxyloganic acid含量的影响
分别取1/50体积的渗漉液，回收乙醇，加水定容至10ml,上已处理好的聚酰胺柱，水洗脱，收集洗脱液200 ml。色谱条件同前。进样量：8μL。比较经聚酰胺处理前后8-epideoxyloganic acid含量。结果如表4。
表4    聚酰胺处理前、后8-epideoxyloganic acid含量比较

Table 4 content in comparison of 8-epideoxyloganic acid before and after polyamide treatment
	试验号   上聚酰胺柱前的含量mg     上聚酰胺柱后的含量mg    保留率 %

	1             525.6400                  445.3642         84.728

2             497.1307                  403.2535         81.1161

3             546.8019                  462.1653         84.5215

4             421.7292                  410.7685         97.4009

5             459.3344                  369.9082         80.5313

6             446.4466                  348.8754         78.1448

7             396.6521                  322.9141         81.4099

8             425.2884                  343.4538         80.7577

9             399.2685                  328.4887         82.2726

平均                                                       83.4314


渗漉液经聚酰胺分离后，8-epideoxyloganic acid的保留率均在80%以上。平均保留率为83.4%。

2.8大孔吸附树脂工艺考察
2.8.1大孔吸附树脂的预处理    

取5种不同型号的大孔吸附树脂，用95%乙醇浸泡树脂24小时后，湿法装柱，用95%乙醇洗至洗出液加入水中不呈白色混浊为止。再用蒸馏水洗至中性。继续用4BV的5%盐酸溶液浸泡树脂，用蒸馏水洗至中性。再用4BV的5%氢氧化钠溶液浸泡树脂，用蒸馏水洗至中性。

2.8.2大孔树脂吸附筛选

2.8.2.1动态吸附力的考察：

分别取经聚酰胺分离后的溶液20 mL（8-epideoxyloganic acid含量为0.92433mg）5份，以1 mL.min-1速度上已处理好的5种树脂（干重约3g），重复上样2次。水洗，收集水洗液40 mL。再用95%乙醇洗脱，收集醇洗脱液40 mL。HPLC测定。结果如表5。

树脂吸附量=总量-未被吸附量。

洗脱回收率=醇洗脱量/树脂吸附量×100%。

死吸附量=上样总量-未被吸附量-醇洗脱量

                          表5   5种树脂对环烯醚萜类成分的吸附考察
Table 5  adsorption and inadsorption of 5 resins for iridoid compounds
	树脂型号   未被吸附量（mg）  树脂吸附量（mg）  死吸附量（mg）   醇洗脱量（mg）   洗脱回收率

	XDA-7        0.1125            0.8118            0.0161           0.7957        86.1%
HPD-45       0.3205            0.6038            0.1931           0.4067        44.0%

HPD-600      0.5251            0.3993            0.0253           0.3739        40.5%

AB-8          0.4706            0.4537            0.3724           0.0813         8.8%

D-101         0.4574            0.4668            0.1868           0.2800        30.3%


由以上结果可知XDA-7型树脂，从树脂吸附量、死吸附量和醇洗脱量几方面对环烯醚萜类成分有较好的富集能力，洗脱回收率最高。

2.8.2.2洗脱溶剂的考察：

取经聚酰胺分离后的溶液100 mL（8-epideoxyloganic acid含量为4.6217mg），以1 ml.min-1速度上已处理好的XDA-7树脂，重复上样2次。水洗，收集水洗液400 mL。再分别用30%、50%、90%乙醇洗脱，各收集醇洗脱液400 mL。均浓缩至30 ml。按前述色谱条件进样，进样量10μL。结果见表6。绘制洗脱曲线。见图1。每个洗脱部分分段收集，每段100 mL。30%乙醇洗脱各段中8-epideoxyloganic acid含量见表7。绘制洗脱曲线。见图2。
表6    洗脱溶剂的考察

Table 6 studies for eluting solvent
	洗脱部分     8-epideoxyloganic acid含量（mg）      占上样量%  占树脂洗脱量%   

	  水洗脱部分               0.4614                       10.0            0      

  30%醇洗脱部分             3.2002                       69.2           78.4    

  50%醇洗脱部分             0.4424                        9.6           10.8

90%醇洗脱部分             0.4401                        9.5           10.8


图1  不同溶剂洗脱环烯醚萜苷的洗脱曲线
Fig 1 elution curve of different elution solvents for iridoid glycosides

表7   30%醇洗脱部分各段中8-epideoxyloganic acid含量

Table 7   parts 30% alcohol elution paragraphs 8-epideoxyloganic acid content
	洗脱部分（ml）      含量（mg）  占30%醇洗脱部分%  占树脂洗脱量%

	              0— 100        2.0086        62.8               49.2

                  100—200        0.4361        13.6               10.7     

200—300        0.4097        12.8               10.0               

300—400        0.3459        10.8                8.5   




图2    30%醇洗脱分段洗脱曲线
Fig 2 elution curve of 30% ethanol elution section


由以上结果可知,30%乙醇能洗脱下大部分的环烯醚萜苷类成分,除去未被树脂吸附部分和死吸附部分, 30%乙醇部分所含环烯醚萜苷类成分的含量占总树脂洗脱量的78.4% 。

3.讨论

首次以镇痛止血有效成分8-epideoxyloganic acid为含量测定指标，对独一味镇痛止血有效部位进行富集工艺研究。
独一味化学成分以环烯醚萜苷和黄酮类成分为主，所以采用聚酰胺法，可以将两类成分初步分离。再利用大孔吸附树脂富集总环烯醚萜苷。30%乙醇能洗脱下大部分的环烯醚萜苷类成分,此结果与我们之前药理实验结果相吻合。佐证了环烯醚萜苷类成分为独一味药材中镇痛止血的主要有效部位。
独一味中的环烯醚萜类成分具有相似的结构，A环结构相似，一般4位有-CO-取代，所以采用对二甲氨基苯甲醛法测定总环烯醚萜苷含量较为适合[1]。
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