
Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年３月５日第２８卷第５期

Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ５牞 Ｍａｒｃｈ ５牞 ２０１９

１４

基金项目：重庆市科研院所绩效激励引导专项资助项目犤 ｃｓｔｃ２０１７ｊｘｊｌ － ｊｂｋｙ１２０００８ 犦。
第一作者：陈利，男，药师，研究方向为药物调剂和药事管理，（电子信箱）５１２５７９０８２ ＠ ｑｑ． ｃｏｍ。

△通信作者：李卿，男，大学本科，副主任药师，研究方向为中药新药开发及质量标准，（电子信箱）５７６１７３８７８＠ ｑｑ． ｃｏｍ。

·实验研究· ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ４９３１． ２０１９． ０５． ００５

大孔树脂法对益阴消渴滴丸的纯化工艺研究

陈 利 １，宋国红 ２，李 卿 ２△

（１． 重庆医科大学附属第二医院江南分院药学部，重庆４０００１０； ２． 重庆市中药研究院，重庆４０００６５）
摘要：目的优化益阴消渴方分离纯化工艺。方法采用大孔树脂柱层析法，以高效液相色谱法测定葛根素含量，考察乙醇洗脱用量、大
孔树脂用量、树脂径高比、药液上样浓度、药液ｐＨ对富集纯化工艺的影响。结果经验证试验表明，富集纯化后益阴消渴方中葛根素的
含量比上柱前葛根素的含量显著提高，葛根素转移率达８５． １４％。结论益阴消渴方经大孔树脂富集纯化后，以葛根素为代表的有效部
位群含量显著提高，工艺条件稳定可行，为制剂成型工艺提供了理论依据。
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益阴消渴原剂型为胶囊剂，功能主治为益气养阴、
清热生津，用于气阴不足所致消渴，以及２型糖尿病见
上述证候者犤 １ 犦，作用明确，成分清楚。处方中君药葛根所
含葛根素不仅具有较好的降血糖作用，同时还具有改善

糖尿病并发症的药理活性。研究表明，葛根素能改善胰
岛素抵抗，降低糖尿病大鼠血糖和保护其肾脏功能。处
方中其余３味中药也具有较好的降血糖作用。由于原制
剂生产工艺简单，采用部分药物粉碎后直接入药的方
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图１ 高效液相色谱图

式，其余药材水煎煮入药，导致葛根素溶出受限，影响临
床疗效。本研究中采用单因素试验、正交试验法优选了
益阴消渴处方提取工艺，选用大孔树脂柱层析法对处方
中的有效部位群进行了富集纯化，以处方君药葛根中主
要成分葛根素为测评指标，优化益阴消渴方的分离纯化
工艺，为后续的制剂成型提供理论依据。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０１０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＳＢ － ５２００Ｄ型超声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有
限公司）；ＨＨ － Ｓ型水浴锅（巩义市予华仪器有限责任
公司）；ＡＥ２４０型电子分析天平（梅特勒－托利多仪器
有限公司）。
１． ２ 试药

葛根、野苦瓜、荔枝核、山药药材均购自重庆市菜园
坝中药材市场，经重庆市中药研究院肖铭玉副研究员分
别鉴定为豆科植物甘葛藤Ｐｕｅｒａｒｉａ ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ Ｂｅｎｔｈ． 的
干燥根、葫芦科植物野苦瓜Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ Ｌ． 的
成熟果、无患子科植物荔枝Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ． 的干
燥成熟种子、薯蓣科植物薯蓣Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｏｐｐｏｓｉｔｅ Ｔｈｕｎｂ．
的干燥根茎；Ｄ１０１型大孔树脂（天津市海光化工有限公
司）；葛根素对照品（中国食品药品检定研究院，供含量
测定用，批号为７５２ － ２００１０８ 牘；甲醇为色谱纯，水为一
级水，其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 葛根素含量测定
２． １． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；
流动相：甲醇－水（２８ ∶ ７２）；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；
紫外检测波长：２５０ ｎｍ。选择葛根素含量为检测指标，按
２０１５年版《中国药典（一部）》犤 １ 犦葛根药材含量测定方法
进行测定。结果可见，葛根素峰与相邻峰分离度良好，色
谱图见图１。
２． １． ２ 溶液制备

取葛根素对照品１８． ６４ ｍｇ，精密称定，置２５ ｍＬ容
量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，作为对照品贮

备溶液。
照益阴消渴处方比例，称取野苦瓜、葛根、荔枝核、

山药适量，用７０％乙醇提取３次，乙醇用量为药材量的
６倍，第１次回流１． ５ ｈ，第２次、３次回流１ ｈ，滤过，合
并滤液，回收乙醇，加水适量使溶解，静置，取上清液过
Ｄ１０１型大孔树脂，弃去过柱液，用水洗至近无色，再用
７０％乙醇洗脱，收集洗脱液，于水浴上分别浓缩至干，
减压干燥，称定固形物质量，作为供试品，并制备供试
品溶液。

照益阴消渴处方比例，称取缺葛根的其余３味药
材，照供试品的提取方法，制得缺葛根阴性样品，并制备
阴性对照品溶液。
２． １． ３ 方法学考察

线性关系考察：分别精密吸取对照品贮备溶液
０． ５，１，２，４，５ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，
摇匀。精密量取１０ μＬ，进样，按拟订色谱条件进样测
定，以葛根素进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，得回归方程Ｙ ＝ ７ １３１ ２９５ Ｘ －
３４ ６３２，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ６）。结果表明，葛根素进样量在
０． ３７２ ８ ～ ３． ７２８ ０ μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取对照品贮备溶液１０ μＬ，按
拟订色谱条件连续进样６次。结果的ＲＳＤ为０． ７８％
牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于０，１，４，８，

１６ ｈ时进样测定。结果的ＲＳＤ为０． ９４％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明
供试品溶液在１６ ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同一样品６份，依法制备供试品溶
液，按拟订色谱条件测定葛根素峰面积，计算其含量。结
果的ＲＳＤ为１． ０６％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一样品６份，精密加入葛根素
对照品适量，照２． ２项下方法，制备供试品溶液，按拟订
色谱条件测定葛根素峰面积，计算其含量及回收率。结
果见表１。
２． ２ 富集纯化工艺考察
２． ２． １ 大孔树脂乙醇洗脱用量考察

按处方比例，称取野苦瓜、葛根、荔枝核、山药适量，
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表１ 葛根素加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
样品含量（μｇ）
１． ０７８ ０
１． ０７８ ０
１． ０７８ ０
１． ０７８ ０
１． ０７８ ０
１． ０７８ ０

加入量（μｇ）
０． ８８４ ０
０． ８８４ ０
１． １０５ ０
１． １０５ ０
１． ３２６ ０
１． ３２６ ０

测得量（μｇ）
１． ９５６ ３
１． ９４５ ７
２． １７４ ２
２． １６４ ３
２． ３７９ ３
２． ３９２ １

回收率（％）
９９． ３６
９８． １６
９９． ２０
９８． ３１
９８． １４
９９． １０

Ｘ（％）

９８． ７１

ＲＳＤ（％）

０． ５７

用６倍量７０％乙醇回流提取３次，合并乙醇提取液，回
收乙醇至无醇味，加１０倍量水使溶解，静置，取上清液
过Ｄ１０１型大孔树脂，弃去过柱液，用水洗至近无色，再
用７０％乙醇洗脱，收集７０％乙醇洗脱液，每次２０ ｍＬ，
收集８次，于水浴上分别浓缩至干，减压干燥，称定固形
物质量，测定葛根素含量。结果见图２。可见，以７０％乙
醇洗脱时，葛根素集中于２ ～ ３倍洗脱量，其固形物质
量、葛根素含量８５％以上均集中在此部分。故在吸附样
品后，加水洗脱至近无色，再用７０％乙醇牗用药材量的
８倍量牘洗脱时，即可。

２． ２． ２ 大孔树脂用量考察
按处方比例，称取野苦瓜２５ ｇ，葛根１５５ ｇ，荔枝核

１０ ｇ，山药１０ ｇ，用６倍量７０％乙醇回流提取３次，合并
乙醇提取液，回收乙醇至无醇味，加１０倍量水使溶解，
静置，取上清液并溶解至２ ０００ ｍＬ，备用。

分别取５根玻璃柱（直径为１ ｃｍ），称取大孔树脂
１７． ５ ｇ（相当于干树脂５ ｇ），分别取上述溶液２０ ｍＬ牗相
当于２ ｇ药材牘、３０ ｍＬ牗相当于３ ｇ药材牘、５０ ｍＬ牗相当于
５ ｇ药材牘、１００ ｍＬ牗相当于１０ ｇ药材牘、２００ ｍＬ牗相当于
２０ ｇ药材牘，过Ｄ１０１型大孔树脂，分别用药材量的２５
倍量水洗涤，收集过柱液和水洗液，再用药材８倍量的
７０％乙醇洗脱，收集７０％乙醇洗脱液，分别于水浴上浓
缩至干，减压干燥，称定固形物质量，计算葛根素含量，
公式如下。结果见表２。可见，综合分析后选用３ ｇ药材、
５ ｇ树脂，即药材量－树脂量（０． ６ ∶ １ 牘。
２． ２． ３ 大孔树脂径高比考察

按处方比例称取野苦瓜、葛根、荔枝核、山药适量，
用已确定的条件提取，提取液均分为３等份，备用；取
径高比为１ ∶ ３． ４，１ ∶ ５，１ ∶ ７的树脂柱，各加入已处理
好的Ｄ１０１型大孔树脂８ ｇ（湿法装柱）。将药材提取

液分别上柱，待上柱液流完后，用８倍量７０％乙醇洗
脱，收集乙醇洗脱液，分别于水浴上浓缩至干，减压干
燥，称定固形物质量，测定葛根素含量。结果径高比为
１ ∶ ３． ４，１ ∶ ５，１ ∶ ７时葛根素含量分别为０． ２８％ ，
０． ２６％，０． ２５％。经Ｄ１０１大孔树脂处理，树脂径高比为
１ ∶ ３． ４效果更优。
２． ２． ４ 药液上样质量浓度考察

按处方比例称取野苦瓜、葛根、荔枝核、山药适量，
用已确定的条件提取，回收乙醇，加１０倍量水使溶解，
取上清液均分为３等份，备用；溶液１为每１ ｍＬ相当于
０． ０４ ｇ药材的溶液，溶液２浓缩至每１ ｍＬ相当于０． ４ ｇ
药材的溶液，溶液３浓缩至每１ ｍＬ相当于０． ８ ｇ药材
的溶液，备用。取径高比为１ ∶ ３． ４的树脂柱，加已处理
好的Ｄ１０１型大孔树脂９ ｇ（湿法装柱）。将药材提取液
分别上柱，上柱液流完后，用８倍量７０％乙醇洗脱，收
集乙醇洗脱液，于水浴上蒸干，减压干燥，称定固形物质
量，测定葛根素含量。结果上样浓度为１ ∶ ０． ０４，１ ∶ ０． ４，
１ ∶ ０． ８时葛根素含量分别为０． ２８％，０． ２４％，０． ２２％。
以药材提取液上样（０． ０４ ｇ ／ ｍＬ）过Ｄ１０１大孔树脂处
理，葛根素保留吸附率较好。故确定用药材１０倍量水溶
解后，取上清液过柱。
２． ２． ５ 药液ｐＨ考察

按处方比例称取称取野苦瓜、葛根、荔枝核、山药适
量，用已确定的条件提取、回收乙醇，加水溶解，取上清
液均分为４等份，备用。溶液１为原液；溶液２和溶液３
用５％碳酸氢钠溶液分别调ｐＨ为８和９；溶液４用５％
盐酸溶液调ｐＨ为６，备用。取径高比为１ ∶ ３． ４的树脂
柱，加已处理好的Ｄ１０１型大孔树脂（湿法装柱），将各
供试溶液分别上柱，待上柱液流完后，用８倍量７０％乙
醇洗脱，收集乙醇洗脱液，水浴蒸干，减压干燥，称定固
形物质量，测定葛根素含量。结果溶液４，２，３的葛根素
含量分别为０． ２５％，０． ２５％ ，０． ２４％ ；溶液１含量为
０． ２８％。表明测得样品中葛根素的含量，用５％碳酸氢

０ ５０ １００ １５０ ２００

６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

葛根素含量／ ％

乙醇用量／ ｍＬ

图２ 乙醇洗脱解吸曲线

上样药材量牗 ｇ 牘项目

表２ 不同量益阴消渴提取液对吸附纯度效果的影响

Ｓ 牗ｍｇ ／ ｇ 牘

Ａ 牗ｍｇ ／ ｇ 牘

Ｅ 牗ｍｇ ／ ｇ 牘

Ｐ（％）
保留率（％）

２
１． ８９２ ８
１． ８９２ ８
１． ６７６ ８
１１． ９８
８８． ５９

３
２． ８３９ ２
２． ８３９ ２
２． １９４ ０
９． １４
７７． ２７

５
４． １８３ ６
４． １８３ ６
２． ９５６ １
１０． ５６
６２． ４６

１０
７． １１４ ３
７． １１４ ３
４． ９１５ ６
７． ９２
５１． ９４

２０
１２． ５６４ ３
１２． ５６４ ３
８． ８４１ ８
１１． ９４
４６． ７１

注：比上柱量牗 Ｓ 牘 ＝（供试液中葛根素量－水洗出的葛根素
量）／树脂质量；比吸附量牗 Ａ 牘 ＝比上柱量牗 Ｓ 牘；比洗脱量牗 Ｅ 牘 ＝洗
脱出的葛根素量／树脂质量；纯度牗 Ｐ 牘 ＝洗脱出的葛根素量／提取
固形物质量× １００％；保留率＝洗脱出的葛根素量／上样液中葛根
素量× １００％。
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钠溶液调ｐＨ ８和ｐＨ ９及用５％盐酸溶液调ｐＨ ６的溶
液均低于原液（即不调节ｐＨ），故药材提取回收乙醇后，
加水溶解不需调ｐＨ即可过大孔树脂柱。
２． ２． ６ 吸附流速和洗脱流速考察

关于吸附流速和洗脱流速，由于树脂粒径小，即使
全部放开其速度也是很慢，屠鹏飞等犤 ２ 犦的研究也证明了
这一点，并指出吸附流速和洗脱流速对目标成分的收率
和含量基本无影响，故建议吸附流速采用全流速的１ ／ ２，
洗脱流速采用全流速。
２． ３ 验证试验

根据拟订的提取方法，称取野苦瓜２０ ｇ、葛根１２４ ｇ、
荔枝核８ ｇ、山药８ ｇ，共３份，采用７０％乙醇提取３次，
乙醇用量为药材量的６倍，第１次回流１． ５ ｈ，第２，３次
回流１ ｈ，滤过，合并滤液，回收乙醇，加１０倍量水使溶
解，照前述确定的各项参数进行大孔树脂吸附－洗脱试
验，上柱前溶液和乙醇洗脱液分别用高效液相色谱法测
定葛根素含量。结果见表３。可见，葛根素的收率与前面
的吸附试验和树脂载量试验的葛根素收率基本吻合，葛
根素转移率达８５． １４％，证明工艺可行。

３ 讨论
３． １ 检测指标选择

本试验中以葛根素含量为检测指标，考察了乙醇洗
脱用量、大孔树脂用量、树脂径高比、药液上样浓度、药
液ｐＨ对益阴消渴方有效部位群富集纯化的影响，试验
结果表明，采用大孔树脂分离纯化后的处方固形物质量
大为减少，以葛根素为代表的有效部位群纯度增长显
著，通过减少固形物质量，而处方有效部位群相对稳定，
为后续制备新型速释制剂打下了良好的基础。
３． ２ 大孔树脂吸附分离技术优势比较

与传统的分离纯化方法相比犤 ３ 犦，采用大孔树脂吸附
分离技术对中药复方进行精制，从中提取有效部位（群）
或有效成分（群），有明显优势。据报道，用树脂对苷类犤 ４ 犦、
黄酮犤 ５ 犦、萜类犤 ６ 犦、生物碱犤 ７ 犦、内酯犤 ８ 犦、有机酸犤 ９ 犦等的分离纯
化效果较好。本研究中筛选了不同型号的大孔树脂用于
本处方的分离纯化试验。结果表明，Ｄ１０１型大孔树脂适
用范围较广，对于非极性或弱极性的有机化合物普遍吸
附能力强，特别是对皂苷类的分离、纯化效果尤佳，对黄
酮类化合物也适宜犤 １０ － １３ 犦。处方中野苦瓜主要化学成分
包括三萜、甾类、生物碱等；葛根化学成分包括黄酮类、
三萜类、甾体类、香豆素类、葛酚苷类等，其中异黄酮类

为其主要有效成分，异黄酮类化合物有葛根素、大豆素、
大豆苷等，葛根素为其主要成分；荔枝核含皂苷。Ｄ１０１
型大孔树脂经２０多年的生产实践证实，该产品植物水
溶性物质分离、纯化行之有效，工艺简单，易于操作，产
品质量稳定，成本较低，安全可靠，故选用Ｄ１０１型大孔
树脂对该方剂进行制备工艺的研究。
３． ３ 展望

益阴消渴原制剂为部分葛根药材粉碎入药，因而葛
根中主要成分葛根素溶出较慢犤 １４ － １５ 犦，在人体内吸收和
利用较差。前期研究报道了采用单因素影响试验、正交
试验法优化处方提取工艺各项参数，在后续试验过程
中，选用大孔树脂法对益阴消渴处方的有效部位群进行
了富集、纯化，实现了中间提取物收率减少和日服用量
降低的目标，可加快药物中有效成分溶出的速度，提高
生物利用度，为该产品的工业化生产提供了参考。
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表３ 纯化效果验证试验结果（％）
葛根素含量时间

纯化后
上柱前

１
０． ２８
０． ３３

２
０． ２８
０． ３４

３
０． ２８
０． ３４


