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四季草颗粒纯化工艺改进研究
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摘要：目的探讨新纯化工艺替代原纯化工艺用于四季草颗粒生产工艺的可行性。方法以槲皮苷和总固体为评价指标，对５种常用澄
清剂进行比较试验。采用正交试验设计对最优澄清剂进行条件优化，优选出最佳澄清剂。以最优澄清工艺与传统的醇沉工艺进行药效
学试验比较，对吸附澄清工艺进行综合评价。结果吸附澄清剂为壳聚糖，最佳工艺条件为提取液浓缩至１ ∶ ８ 犤生药牗 ｇ 牘 ∶药液牗ｍＬ牘 犦，提
取液ｐＨ为４，每１ Ｌ药液加入１％壳聚糖冰醋酸溶液１００ ｍＬ。结论壳聚糖吸附澄清工艺具有工艺简单、成本低、有效成分损失少的特
点，可代替传统工艺用于四季草颗粒的制备。
关键词：四季草颗粒；纯化工艺；工艺改进
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四季草颗粒已上市销售多年，用于治疗泌尿系统疾
病，疗效显著犤 １ － ２ 犦。原生产工艺为水煮醇沉工艺，乙醇用
量较大，工艺耗时较长，能耗大，有效成分损失也较为严
重，可能会影响其疗效。吸附澄清剂纯化中药提取液是
近年发展起来的一种新技术犤 ３ 犦，具有用量少、工艺简单、
天然无毒、成本低、有效成分损失少等优点，已广泛用于
中药提取纯化工艺研究。本研究中采用吸附澄清工艺代
替传统工艺用于四季草颗粒工艺改进，不仅克服了传统
工艺的弊端，同时对中药民族药资源的研究开发也起到
了探索和示范作用。现报道如下。
１ 仪器、试药与动物
１． １ 仪器

ＬＣ － １０Ａｖｐ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＷＭＬ色谱工作站（广西威玛龙色谱科技公司）；ＡＥ２４０
型电子天平（十万分之一，梅特勒－托利多仪器上海有
限公司）。
１． ２ 试药

槲皮苷对照品（中国药品生物制品检定所，批号为
１１１５３８ － ２００４０３）；四季红Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃａｐｉｔａｔｕｍ Ｄ． Ｄｏｎ，
车前草Ｐｌａｎｔａｇｏ ａｓｉａｔｉｃａ药材购于贵阳市药材市场，由
贵阳医学院药物研究开发中心生药学研究室（中药民
族药标本馆长）龙庆德教授鉴定，符合相关规定，均为
正品犤 １，４ － ６ 犦；壳聚糖（浙江玉环县海洋生物化学有限公
司）；ＺＴＣ１ ＋ １天然澄清剂（天津振天成科技有限公司）；
１０１果汁澄清剂（上海沃逊生物工程有限公司）；明胶
（上海鲁博明胶有限公司）；果胶酶（杰诺生物酶公司）；
甲醇为色谱纯（美国Ｔｅｄｉａ公司），水为纯净水；甲睾酮
片（天津飞鹰制药有限公司，批号为０８０４００２）；前列康
牗浙江康恩贝制药股份有限公司，批号为０８１０２８ 牘；消痔
灵牗北京双鹤高科天然药物有限公司，批号为０９０７０５ 牘。
１． ３ 动物

昆明种小鼠４０只，体质量１８ ～ ２２ ｇ，雌雄兼用，动
物合格证号为云动管９８０６号。将小鼠随机分为４组，各
１０只。
２ 方法与结果
２． １ 槲皮苷含量测定 犤 ７ －１１ 犦

２． １． １ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流

动相：甲醇－ ０． １％磷酸（３８ ∶ ６２）；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测
波长：３６０ ｎｍ；柱温：３５ ℃。理论板数按槲皮苷峰计算应
不低于５ ０００。在该色谱条件下，按２００５年版《中国药典
牗一部牘》附录Ⅵ Ｄ中高效液相色谱法测定，分别精密吸
取对照品溶液和供试品溶液各１０ μＬ，注入液相色谱

仪，测定。色谱图见图１。

２． １． ２ 溶液制备
称取槲皮苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成质量

浓度为５０ μｇ ／ ｍＬ的溶液，摇匀，即得对照品溶液。按处
方比例称取经粉碎成粗粉的四季红和车前草，加水煎煮
３次（１２倍、８倍、８倍），滤过，合并滤液，浓缩至１ ∶ ６ 犤药
材牗 ｇ 牘 ∶药液牗ｍＬ牘 犦，备用，即得四季草颗粒提取液；精密
吸取试验样品适量，用滤膜（０． ４５ μｍ）滤过，即得供试
品溶液。
２． ２ 吸附澄清剂选择 犤 １２ －１３ 犦

取样品提取液，均分为７份，１份取样测定槲皮苷
的含量，其余６份分别按比例加入１０１果汁澄清剂、壳
聚糖、ＺＴＣ１ ＋ １、明胶、果胶酶５种常用吸附澄清剂，搅
拌，静置过夜，抽滤，量取滤液体积，分别取样测定槲皮
苷含量和总固体物。以槲皮苷转移率和总固体收率为评
价指标进行评价，水煎药液槲皮苷提取率为６３． １５％，
总固体收率为１６． ７５％。结果见表１。可见，以壳聚糖为

１． 槲皮苷
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 阴性对照品溶液 Ｃ． 供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

２００． ０

１４５． ０

９０． ０

３５． ０

－ ２０． ０

ｍＡＵ

０ ５． ０ １０． ０ １５． ０ ２０． ０ ２５． ０ ３０． ０
ｔ ／ ｍｉｎ

Ａ

１

ｍＡＵ

０ ５． ０ １０． ０ １５． ０ ２０． ０ ２５． ０ ３０． ０
ｔ ／ ｍｉｎ

Ｂ

２００． ０

１４５． ０

９０． ０

３５． ０

－ ２０． ０

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｃ
０ ５． ０ １０． ０ １５． ０ ２０． ０ ２５． ０ ３０． ０

２００． ０

１４５． ０

９０． ０

３５． ０

－ ２０． ０

ｍＡＵ

１
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表１ ５种不同吸附澄清剂筛选试验结果（％，ｎ ＝ ３）
吸附噔清剂

１０１果汁澄清剂
壳聚糖
明胶
ＺＴＣ１ ＋ １
果胶酶

槲皮苷转移率
７５． ２１
８６． ９８
６２． １５
７９． ４４
５６． １７

总固体收率牗％ 牘
１２． ４４
１０． ４８
９． ５７
１１． ４１
１３． ６２

吸附澄清剂的澄清效果最好，故选择壳聚糖作为四季草
颗粒水提液的吸附澄清剂。

２． ３ 正交试验设计
２． ３． １ 因素水平表

根据上述试验结果，用壳聚糖处理综合效果较好，
故采用正交试验对其吸附除杂的影响因素进行考察。通
过预试验，药液的浓缩比例（因素Ａ）、吸附澄清剂加入
量（因素Ｂ）、药液的ｐＨ（因素Ｃ）是影响其吸附效率的
主要因素犤 ７ 犦。正交试验设计因素水平见表２。

２． ３． ２ 指标选择
采用综合评分法，以槲皮苷和总固体物转移率为评

价指标进行评价，权重系数分别为０． ８和０． ２。综合评
分值＝ 牗槲皮苷转移率／最大槲皮苷转移率牘 × ８０ ＋ 牗总
固体转移率／最大总固体转移率牘 × ２０。结果见表３。

２． ３． ３ 方差分析
由表４可知，三因素均有显著性差异（Ｐ ＜ ０． ０５）；

在所选因素范围内，各因素作用主次顺序为Ａ ＞ Ｃ ＞ Ｂ。
最佳工艺条件为Ａ３Ｂ２Ｃ２，即药液浓缩至１ ∶ ８ 犤生药牗 ｇ 牘 ∶
药液牗ｍＬ牘 犦，ｐＨ ＝ ４，每升药液加入１％壳聚糖冰醋酸溶
液１００ ｍＬ。静置２４ ｈ，抽滤，收集滤液，备用。

表２ Ｌ９（３４）正交试验因素水平表
水平
１
２
３

因素Ａ牗ｍＬ ／ ｇ 牘
４
６
８

因素Ｂ牗 ｇ ／ Ｌ 牘
０． ５
１
２

因素Ｃ
３
４
５

２． ４ 原纯化工艺与新纯化工艺比较
结果见表５。四季草颗粒药材水煎煮液采用壳聚糖

吸附纯化，槲皮苷损失较小；采用乙醇沉淀处理，槲皮苷
损失较大；２种处理方法所得总固体物和水煎液比较均
降低了约３５％，达到了试验目的。采用壳聚糖处理，避
免了使用大量乙醇，有利于安全生产。

评价指标
水煎药液
槲皮苷转移率
总固体收率

槲皮苷提取率
６０． １１

１６． ６５

原工艺

６８． １２

１０． ７６

新工艺

８７． ３２

１１． ０２

表５ 原工艺与新工艺研究结果（％，ｎ ＝ ３）

因素

表４ 方差分析结果
方差来源
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ牗误差牘

离均差平方和
６２５． ８５
２８２． ８０
２９６． １４
１１． ７２

自由度
２
２
２
２

均方
３１２． ９２
１４１． ４０
１４８． ０７
５． ８６

Ｆ值
５３． ３８
２４． １２
２５． ２６

显著性
＜ ０． ０５
＜ ０． ０５
＜ ０． ０５

注：原药液ｐＨ ＝ ４。

试验号
１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３
２１８． ４３
２７０． ２１
２７２． ７０
５４． ２７

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３
２３３． ０７
２７４． ２６
２５４． ０１
４１． １９

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２
２３４． ０３
２７５． ９７
２５１． ３４
４１． ９４

Ｄ牗空白牘
１
２
３
３
１
２
２
３
１
２５０． ７７
２５２． ００
２５８． ５７
７． ８０

槲皮苷转移率
牗％ 牘

５３． ２８
７９． ３６
６５． ７９
８０． ７６
８４． ２６
７５． ３７
７１． ７８
８６． ４４
８９． ５３

总固体收率
牗％ 牘

６． ９７
１０． １１
９． ６９
１３． ０２
１２． ８８
１０． １７
１２． ０１
１０． ０９
１１． ３１

综合评分
牗分牘
５８． ３２
８６． ４４
７３． ６７
９２． １６
９５． ０８
８２． ９７
８２． ５９
９２． ７４
９７． ３７

表３ Ｌ９ 牗 ３４ 牘正交试验安排及结果

Ｇ ＝ ７６１． ３４
ＣＴ ＝ ６４ ４０４． ２９
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表６ 对甲睾酮引起小鼠前列腺增生的影响（ｎ ＝ ３）

注：与模型组比较， Ｐ ＜ ０． ０５， Ｐ ＜ ０． ０１，表７同。

表７ 对消痔灵引起小鼠前列腺炎的影响（ｎ ＝ ３）
组别

模型组（ｎ ＝ ９）
原工艺组（ｎ ＝ ８）
新工艺组（ｎ ＝ ９）
前列康组（ｎ ＝ １０）

给药剂量（ｇ ／ ｋｇ）

０． ３５
０． ３５
０． ７０

前列腺重（Ｘ ± ｓ，ｇ）
０． １０５ ± ０． ０５０
０． ０５９ ± ０． ０１１

０． ０５２ ± ０． ０１４

０． ０６９ ± ０． ０１７

前列腺指数（Ｘ ± ｓ，ｍｇ ／ ｇ）
３． ５６ ± １． ７８
２． ００ ± ０． ３５

１． ７４ ± ０． ４７

２． ３２ ± ０． ６５

２． ５ 原纯化工艺与新纯化工艺样品药效学比较
取２． ４项下所得样品，加入蒸馏水配制成溶液。以

０． ３５ ｇ ／ ｋｇ的剂量进行药效学试验，考察四季草颗粒对
甲睾酮所致小鼠前列腺增生，对消痔灵所致小鼠前列腺
炎的影响犤 １４ － １６ 犦。实验过程中，模型组死亡１只，原工艺
组死亡２只，新工艺组死亡１只。结果见表６和表７。与
模型组比较，四季草颗粒新工艺组、原工艺组前列腺质
量及前列腺指数明显降低（Ｐ ＜ ０． ０１，Ｐ ＜ ０． ０５），但无
显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。与模型组比较，四季草颗粒新
工艺组、原工艺组前列腺质量及前列腺指数明显降低
（Ｐ ＜ ０． ０１，Ｐ ＜ ０． ０５），但无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。
３ 讨论

预试验时，为保证吸附澄清剂在试验过程中能发挥
各自的优点，故再进行正交试验，进一步优化工艺条件，
以期得到最佳吸附澄清工艺。选择处方主药四季红中含
量较高的槲皮苷为考察指标能较客观地评价该新工艺，
同时，经过对新工艺、原工艺所制备样品进行药效学比
较试验，发现２种工艺的药物效应并无显著性差异，进
一步证明了该工艺的可行性，达到了多方面客观评价的
要求。

该工艺的改进不仅可以节省能源，保护环境，还可
以提高经济效益。吸附澄清剂用于中药制剂的纯化工艺
已有报道，本研究中尝试将其用于多种药材提取液的纯
化工艺中，结果适用于很多药材，但是不适用于含糖量
较高的中药材。
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组别
模型组（ｎ ＝ １０）
原工艺组（ｎ ＝ １０）
新工艺组（ｎ ＝ １０）
前列康组（ｎ ＝ １０）

给药剂量（ｇ ／ ｋｇ）

０． ３５
０． ３５
０． ７０

前列腺重（Ｘ ± ｓ，ｇ）
０． ０７５ ± ０． ０２０
０． ０５２ ± ０． ０１５

０． ０４７ ± ０． ０１２

０． ０５２ ± ０． ０１７

前列腺指数（Ｘ ± ｓ，ｍｇ ／ ｇ）
２． ５０ ± ０． ７４
１． ７１ ± ０． ５０

１． ５５ ± ０． ４３

１． ７０ ± ０． ５２
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