
２４

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年２月５日第２７卷第３期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． ３牞 Ｆｅｂｒｕａｒｙ ５牞 ２０１８

第一作者：郑敏，女，大学本科，副主任药师，主要从事医院药学工作，（电子信箱）４５４９６２５２７＠ ｑｑ． ｃｏｍ。

犤 ６ 犦 Ｆｉｏｒｅｔｔｉ ＦＭ，Ｓｉｔａｌｕｍｓｄｅｎ Ａ，Ｂｅｖａｎ ＣＬ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｉｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｔｈｅ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ 犤 Ｊ 犦 ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１４，５２ 牗３ 牘：２５７ － ２６５．

犤７ 犦 Ｍｏｒｖｉｌｌｏ Ｖ，Ｌüｔｈｙ ＩＡ，Ｂｒａｖｏ ＡＩ，ｅｔ ａｌ． Ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＩＩＢ － ＭＥＬ － ＬＥＳ ａｎｄ ＩＩＢ － ＭＥＬ －
ＩＡＮ ａｎｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ 犤 Ｊ 犦 ． Ｐｏｒｔｅｌａ Ｐ Ｍｅｌａｎｏｍａ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００２，１２ 牗６ 牘：５２９．

犤８ 犦 Ｖｅｇａ ＤＲ，Ｐｏｌｌａ Ｇ，Ｍａｒｔｉｎｅｚ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎ ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ犤Ｊ犦 ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，２００６，
３２８ 牗２ 牘：１１２ － １１８．

犤９ 犦 Ｒａｍｓ － Ｂａｒｏｎ Ｍ，Ｗｌｏｄａｒｃｚｙｋ Ｐ，Ｄｕｌｓｋｉ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔａｕｔｏｍｅｒｉｃ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｉｎ ａｍｏｒｐｈｏｕｓ ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ ｄｒｕｇ． Ｅｕｒｏｐｅａｎ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｏｆｆｉｃｉａｌ 犤 Ｊ 犦 ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ
Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，１１０牗１５牘：
１１７ － １２３．

犤１０ 犦 Ｗｅｓｔｈｅｉｍ ＲＪＨ，Ｎｉｊｍｅｇｅｎ． Ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ ｆｏｒｍｓ：ＵＳ，００６３７８２Ａ１犤Ｐ犦 ．

２００４ － ０４ － ０１．
犤１１ 犦 Ｊｅｎｋｉｎｓ Ｓ，Ｌｉｖｅｒｓｉｄｇｅ Ｇ． Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ ｆｏｒｍｕｌａ

ｔｉｏｎｓ：ＵＳ，０１５９７６７Ａ１ 犤Ｐ 犦 ． ２００６ － ０６ － ２０．
犤１２ 犦 Ｒｅｄｄｙ ＢＰ． Ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｓ：ＵＳ，００２０６７５Ａ１犤Ｐ犦． ２００５ －

０１ － ２７．
犤１３ 犦新宅哲也，桂正，板谷信重． 比卡鲁胺晶体及其制造方

法：ＣＮ，１６０２２９９Ａ犤Ｐ 犦 ． ２００５ － ０３ － ３０．
犤１４ 犦李艳芹，倪旭辉． 比卡鲁胺的合成犤Ｊ犦． 浙江化工，２０１３，４４牗６牘：

７ － ９．
犤１５ 犦季华，乐园，沈志刚，等． 反溶剂重结晶法制备多晶型

比卡鲁胺犤 Ｊ 犦 ． 北京化工大学学报，２００８，３５ 牗４ 牘：１４ － １７．
犤１６ 犦 Ｓｕｒｏｖ ＡＯ，Ｓｏｌａｎｋｏ Ｋ，Ｂｏｎｄ ＡＤ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｃｒｙｓｔａｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉａｎｄｒｏ

ｇｅｎｉｃ ｄｒｕｇ Ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ：ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ，ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ｌａｔｔｉｃｅ ｅｎｅｒｇｉｅｓ 犤 Ｊ 犦 ． Ｃｒｙｓｔｅｎｇｃｏｍｍ，２０１６，
１８ 牗２５ 牘：４８１８ － ４８２９．

牗收稿日期：２０１７ － １０ － １２ 牘

蓝刺头Ｅｃｈｉｎｏｐｓ ｌａｔｉｆａｌｉｕｓ Ｔａｕｓｃｈ． 为菊科蓝刺头属
植物，以根入药，名为“禹州漏芦”，均收载于历版《中国
药典牗一部牘》，主要用于清热解毒、排脓止血、消痈下
乳犤 １ 犦。蓝刺头的干燥头状花序为蒙古族常用药材，名为
“蓝刺头”，蒙药名为“扎日阿－乌拉”，是一种具民族特
色及地方特色的植物药，在民族医药及民间广泛应用。
其味苦，性稀、柔、轻、钝、凉，具有固骨质、接骨愈伤、清
热止痛的功效，用于骨折、骨热、刺痛等证犤 ２ 犦。曾有报道
禹州漏芦的研究情况犤 ３ － ６ 犦，而蒙药蓝刺头的研究文献极
少。蓝刺头属植物含有噻吩类、黄酮类、三萜类、生物碱

类、脂肪酸和甾醇类等多种化合物犤 ７ － ８ 犦，具有抗炎、抗肿
瘤、抗病毒、杀虫、保肝等多种药理活性犤 ９ － １１ 犦。黄酮类化
合物因其广泛的生物活性已成为研究热点，但对其提取
工艺研究较少。本研究中对蓝刺头总黄酮的提取工艺进
行了初步探讨，为其开发利用提供参考。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＡＬ２０４型电子天平（十万分之一，梅特勒－托利多仪器
＜上海＞有限公司）；ＲＥ － ５２Ａ型旋转蒸发仪（上海振捷

·实验研究· ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ４９３１． ２０１８． ０３． ００７

正交试验设计优化蓝刺头总黄酮提取工艺
郑 敏

（内蒙古自治区人民医院，内蒙古呼和浩特０１００１０）
摘要：目的建立并优化蓝刺头总黄酮提取工艺，为蓝刺头的开发及利用提供理论依据。方法以乙醇用量、乙醇体积分数、提取时间和
提取次数为考察因素，以蓝刺头总黄酮含量作为指标，采用正交试验对提取工艺进行优化。结果蓝刺头总黄酮的最佳提取工艺为乙醇
用量１２倍量、乙醇体积分数７０％、提取次数３次、每次２ ｈ。结论该提取工艺简单、高效，适用于蓝刺头总黄酮的提取。
关键词：蓝刺头；总黄酮；正交试验；提取工艺
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表１ 蓝刺头总黄酮加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）
取样量牗 ｇ 牘
０． ２５０ ５
０． ２５１ １
０． ２５１ ３
０． ２５１ ０
０． ２５０ ９
０． ２５１ ４
０． ２５１ ２
０． ２５０ ５
０． ２５１ ２

样品含量牗ｍｇ ／ ｇ 牘
０． ４９８ ９
０． ４８９ ７
０． ４９３ ９
０． ４８７ ７
０． ４８６ ４
０． ４９６ １
０． ４９１ ６
０． ４８９ ２
０． ４９１ ２

加入量牗ｍｇ 牘
０． ６２１ ０
０． ６２１ ０
０． ６２１ ０
０． ７４５ ２
０． ７４５ ２
０． ７４５ ２
０． ９３１ ５
０． ９３１ ５
０． ９３１ ５

测得量牗ｍｇ 牘
１． １０６ ５
１． ０９９ ７
１． １０４ ３
１． ２３４ ２
１． ２３４ １
１． ２３３ １
１． ３９４ ３
１． ３９６ ４
１． ３９５ １

回收率牗％ 牘
９７． ８４
９８． ２３
９８． ２９
１００． １７
１００． ３４
９８． ９０
９６． ９１
９７． ３９
９７． ０４

Ｘ 牗％ 牘

９８． ３５

ＲＳＤ 牗％ 牘

１． ２７

１． 芦丁
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

实验设备有限公司）。
１． ２ 试药

蓝刺头Ｅｃｈｉｎｏｐｓ ｌａｔｉｆａｌｉｕｓ Ｔａｕｓｃｈ． 购自安国义通中
药材有限公司，经我院中药鉴定室高级工程师刘斌主任
鉴定，均符合相关规定犤 ２ 犦；芦丁对照品（中国食品药品检
定研究院，批号为１０００８０ － ２０１４０９，纯度为９８％）；甲醇
为色谱纯（德国Ｍｅｒｃｋ公司，批号为２０１４０２１３）；其他试
剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 蓝刺头提取物制备

分别取蓝刺头药材粉末９份，每份４０ ｇ，按正交试
验表的因素和水平进行加热回流提取，提取液过滤，滤
液定容至１ ０００ ｍＬ容量瓶，备用。精密吸取１０ ｍＬ，置
２５ ｍＬ容量瓶，加９５％乙醇１０ ｍＬ，加水稀释至刻度，
微孔滤膜滤过，即得。
２． ２ 总黄酮含量测定
２． ２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘；
流动相：甲醇－ ０． ４％磷酸牗４５ ∶ ５５牘；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
检测波长：３６０ ｎｍ；柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ。在此色谱
条件下的色谱图见图１。
２． ２． ２ 溶液制备

取芦丁对照品６． ２１ ｍｇ，精密称定，置１０ ｍＬ容量
瓶，加甲醇使溶解至刻度，即得质量浓度为０． ６２１ ｇ ／ Ｌ
的标准溶液，作为对照品贮备液。精密吸取对照品贮备
液１ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶，加甲醇使溶解至刻度，摇匀，
即得每１ ｍＬ含６２． １０ μｇ的对照品溶液。

将蓝刺头药材粉碎，过８０目筛。称取蓝刺头药材粉
末约０． ５ ｇ，精密称定，置锥形瓶，精密加入９５％乙醇
２５ ｍＬ，称定质量，超声处理１５ ｍｉｎ，取出，放冷，用８０％
甲醇补足减失的质量，滤过，取续滤液，得供试品溶液。
２． ２． ３ 方法学考察

标准曲线制备：分别精密吸取芦丁对照品贮备溶液
０． １，０． ２，０． ４，０． ６，０． ８，１． ０ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶，加甲
醇稀释至刻度，摇匀。分别吸取１０ μＬ，按拟订色谱条件
测定峰面积，以峰面积牗 Ｙ 牘为纵坐标、进样量牗 Ｘ 牘为横坐

标绘制标准曲线，得回归方程Ｙ ＝ １９５ ５１６ Ｘ － １１０ ９２４，
Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ０ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。结果表明，芦丁进样量在６． ２１ ～
６２． １０ μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液１０ μＬ，连
续进样６次，测定峰面积。结果的ＲＳＤ为０． ４３％（ｎ ＝ ６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密称取同一批样品６份，依法制备
供试品溶液，按拟订色谱条件测定。结果的ＲＳＤ为
０． ５２％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：精密吸取同一供试品溶液，分别于０，
１，２，４，８，１０ ｈ时测定峰面积。结果的ＲＳＤ为１． ３２％
（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液在１０ ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品９份，每份
０． ２５ ｇ，分别精密加入对照品贮备溶液１０，１２，１５ ｍＬ，
依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，计
算回收率。结果见表１。

１

ｔ ／ ｍｉｎ
２ ４ ６ ８ １０

Ａ

２ ４ ６ ８ １０
ｔ ／ ｍｉｎ

１

Ｂ
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表４ 方差分析结果

注：Ｆ０． １０ 牗２，２牘 ＝ ９． ００，Ｆ０． ０５ 牗２，２牘 ＝ １９． ００，Ｆ０． ０１ 牗２，２牘 ＝ ９９． ００。

方差来源
因素Ａ
因素Ｂ
因素Ｃ
因素Ｄ

离差平方和
０． １４６
０． １６４
０． ３２３
２． ６２５

自由度
２
２
２
２

均方
０． ０７３
０． ０８２
０． １６１
１． ３１３

Ｆ值
０． ０５６
０． ０６３
０． １２３

表２ Ｌ９（３４）正交试验因素水平表
水平
１
２
３

因素Ａ（％）
６０
７０
８０

因素Ｂ（倍）
８
１０
１２

因素Ｃ（ｈ）
０． ５
１
２

因素Ｄ（次）
１
２
３

表３ 蓝刺头总黄酮提取工艺正交试验结果
因素试验号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３
１． ９９３
２． ２８７
２． ０４９
０． ２９４

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３
２． １４３
１． ９３０
２． ２５５
０． ３２５

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２
１． ８６５
２． １３５
２． ４３６
０． ４６２

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１
１． ３９１
２． ２４４
２． ６９３
１． ３０２

总黄酮含量
（ｍｇ ／ ｇ）
１． ０６４
１． ９７４
２． ９４０
２． ９２９
１． ６０６
２． ３２４
２． ４３６
２． ２０９

１． ５０２

２． ２． ４ 样品含量测定
取样品适量，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条

件进样测定，结果测得蓝刺头药材中总黄酮的含量为
２． ６７６ ｍｇ ／ ｇ。
２． ３ 提取工艺优选
２． ３． １ 正交试验设计及结果

在预试验基础上，采用正交试验优化提取工艺。选
择乙醇体积分数（因素Ａ）、加醇量（因素Ｂ）、提取时间
（因素Ｃ）、提取次数（因素Ｄ）作为考察因素。各因素取
３个水平，采用Ｌ９ 牗 ３４ 牘正交试验表安排试验，以总黄酮
含量为评价指标。采用ＳＰＳＳ １２． ０统计软件进行数据处
理，对试验结果进行直观分析和方差分析，筛选最佳工
艺条件。结果见表２至表４。由表３可知，各因素影响提
取效果的顺序为Ｄ ＞ Ｃ ＞ Ｂ ＞ Ａ。根据直观分析，最佳提
取工艺条件为Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即加１２倍量７０％乙醇，提取
３次，每次２ ｈ。

２． ３． ２ 验证试验
为确定该工艺的优劣和稳定性，按优选工艺提取，

对同一批样品进行３次试验。结果３批蓝刺头样品中总
黄酮的含量分别为２． ６７６，２． ８９９，２． ７２７ ｍｇ ／ ｇ，平均
２． ７６７ ｍｇ ／ ｇ。可见，该提取工艺总黄酮含量高，重复性
好，工艺稳定可行，实际操作简单，适合工业化生产。
３ 讨论

本试验研究结果显示，采用乙醇为提取溶剂有多种
影响因素。通过正交试验结果表明，各因素对提取效果
的影响顺序为Ｄ ＞ Ｃ ＞ Ｂ ＞ Ａ。通过直观分析方法，筛选
出最佳提取工艺条件为Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即加１２倍量７０％乙
醇，提取３次，每次２ ｈ。该方法蓝刺头中总黄酮提取率
平均达０． ２７％，工艺稳定，且提取率高。

蓝刺头的主要固骨质有效成分为黄酮类化合物，关
于蓝刺头中黄酮的含量测定方法很多，大多数使用紫外
分光光度法测定总黄酮的含量。本研究中采用高效液相
色谱法测定蓝刺头中总黄酮的含量，具有较好的灵敏性
和准确度。不同产地的蓝刺头属植物（禹州漏芦）成分含
量也存在一定差异犤 １２ 犦，其原因可能是受气候或土壤等
因素的影响，因此有必要对蓝刺头属植物的生长环境
进行考察，建立标准、规范的种植基地，从而确保药材
质量。
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