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不同灭菌方法对桑叶超微粉中芦丁含量的影响

蒋振华，李胜容，王贤英△

（重庆市中药研究院，重庆 ４０００６５）
摘要：目的 探讨不同灭菌方法对桑叶超微粉中芦丁含量的影响。方法 对同批桑叶超微粉分别采用干热灭菌、湿热灭菌、６０Ｃｏ辐照灭
菌、微波灭菌、臭氧灭菌和环氧乙烷气体灭菌方法灭菌；采用高效液相色谱法测定灭菌前后的样品中芦丁含量，色谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ
ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８柱 （２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．５％磷酸溶液（梯度洗脱牘，流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为３５８ｎｍ，
柱温为２５℃，进样量为１０μＬ。结果 ６种灭菌方法均可达到灭菌效果，但不同灭菌方法对桑叶超微粉中芦丁含量的影响不同。湿热灭
菌的桑叶超微粉色泽差，呈深黄绿色且结块；６０Ｃｏ辐照灭菌和微波灭菌的桑叶超微粉中芦丁含量分别为 ０．１５５４％和 ０．１５２８％，ＲＳＤ
分别为１．８６％和１．６２％。结论 不同灭菌方法对桑叶超微粉中的芦丁含量均有影响，６０Ｃｏ辐照灭菌和微波灭菌方法对芦丁含量影响较
小，结合实际生产，宜采用微波灭菌方法对桑叶超微粉进行灭菌。

关键词：桑叶超微粉；干热灭菌；湿热灭菌；６０Ｃｏ辐照灭菌；微波灭菌；臭氧灭菌；环氧乙烷气体灭菌；芦丁；高效液相色谱法；含量测定
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桑叶为桑科植物桑 ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ．的叶，味甘、苦，
性寒，归肺、肝经，可除寒热、出汗，治劳热咳嗽、明目长

发，用于治疗风热感冒、肺热燥咳、头昏头痛、目赤昏

花犤１犦。桑叶含有芦丁、槲皮素、异槲皮苷、黄芪苷、茵芋苷

等黄酮类成分犤２犦。桑叶中的总黄酮对糖尿病大鼠小肠的

双糖酶、体外蛋白糖基化及低密度脂蛋白氧化都具有抑

制作用犤３－５犦，具有降血压、抑制血糖上升、抗菌、消炎、调

血脂、延缓衰老、抗肿瘤、抗氧化等功效犤６－７犦。桑叶超微

粉由桑叶炮制加工而成，但其中的微生物生长繁殖影响

产品质量，甚至部分有害微生物通过口服进入人体会影

响患者的健康和生命安全。因此，对桑叶超微粉的灭菌

方法进行研究及控制其微生物限度是必然要求犤８犦。传统

的灭菌方法可能破坏药物的有效成分，影响疗效；或有

辐射、有机溶剂残留，影响用药安全；或能耗大、时间长，

影响经济效益。灭菌时必须结合药物的化学成分、性质、

剂型等综合考虑，采用有效的灭菌方法，合理运用灭菌

技术犤９犦，既要除去或杀灭微生物，又要保证药物的质量

稳定性、治疗作用及用药安全。芦丁是桑叶中黄酮类成

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ



５５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年９月５日 第３０卷第１７期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１７牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ５牞２０２１

样品

１号

２号

３号

４号

５号

６号

７号

性状

黄绿色

黄绿色

深黄绿色、结块

黄绿色

黄绿色

黄绿色

黄绿色

需氧菌总数（ｃｆｕ／ｇ）

２５０００
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０

霉菌和酵母菌总数（ｃｆｕ／ｇ）

１４５０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０

大肠埃希菌

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

活螨

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

时间

０．０１ｍｉｎ
５ｍｉｎ
１０ｍｉｎ

流动相Ａ
３０
３０
３５

流动相Ｂ
７０
７０
６５

时间

１５ｍｉｎ
１８ｍｉｎ

流动相Ａ
４０
５０

流动相Ｂ
６０
５０

表１ 不同灭菌方法桑叶超微粉的微生物限度检查结果

Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔｏｆｕｌｔｒａ－ｆｉｎｅ ｐｏｗｄｅｒ ｏｆ

Ｆｏｌｉｕｍ Ｍｏｒｉｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

表２ 流动相梯度洗脱程序（％）
Ｔａｂ．２ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ（％）

分之一，本研究中探讨了不同灭菌方法对桑叶超微粉中

芦丁含量的影响。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＹＸ２８０Ｂ型手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器（上海三
申医疗器械有限公司）；ＭＳ２０５ＤＵ型电子分析天平牗精
度为十万分之一牘，ＸＰＲ６ＵＤ５型电子分析开平牗精度为
百万分之一牘，均购自瑞士梅特勒－托利多有限责任公
司；ＫＱ－３２００Ｂ型超声波清洗仪（巩义市予华仪器有限
责任公司，功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；Ｍ１－Ｌ２１３Ｃ
型美的微波炉（美的电器有限公司）；Ｗａｔｅｒｓｅ２９６５型高
效液相色谱仪（美国沃特世仪器有限公司），配有Ｗａｔｅｒｓ
２４８９型紫外检测器；１０１Ａ－１型数显电热鼓风干燥箱
（上海浦东荣丰科学仪器有限公司）；ＬＣＦ－Ｇ／Ａ－２０型
壁挂式臭氧消毒机（河北兰蒂斯环保科技有限公司）；

ＳＰＸ－１５０ＢⅢ型需氧菌培养箱，ＣＪ－１Ｓ型超净工作台，
ＳＰＸ－１５０ＢⅢ型霉菌及酵母菌恒温培养箱，均购于天津
泰斯特仪器有限公司）。

１．２ 试药

甲醇（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司，批号为２００３４）；甲
醇（批号为２０１８０９０１），磷酸（批号为２０１８０７０１），均为分
析纯，购于重庆川东化工有限公司；芦丁对照品（中国食

品药品检定研究院，批号为 １０００８０－２０１８１１，纯度为
９２．２％）；环氧乙烷；胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为
２０１８０２０１），沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 （批 号 为
２０１８０４０２），胰 酪 大 豆 胨 液 体 培 养 基 （批 号 为
２０１８０５０３），麦康凯琼脂培养基（批号为 ２０１８０２０１），均
购于北京三药科技开发公司；桑叶超微粉牗批号为
２０１９０５０１牘，由山东南易辰超微粉碎技术有限公司制备。
２ 方法与结果

２．１ 灭菌样品制备

分别用干热灭菌、湿热灭菌、辐照灭菌、微波灭

菌 犤１０犦、臭氧灭菌犤１１犦和环氧乙烷气体灭菌方法制备桑

叶超微粉的灭菌样品。干热灭菌：烘箱 １６０～１７０℃灭
菌１２０ｍｉｎ；湿热灭菌：高压蒸气 １２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ；辐
照灭菌：６０Ｃｏ射线 ６ｋＧｙ辐照灭菌；微波灭菌法：灭菌
功率６００Ｗ微波灭菌２～４ｍｉｎ；臭氧灭菌：经臭氧发生器
灭菌３０ｍｉｎ；环氧乙烷气体灭菌：经环氧乙烷灭菌３０ｍｉｎ。
２．２ 微生物限度检查

按 ２０２０年版《中国药典（四部）》通则 １１０８中药饮
片微生物限度检查法进行试验。样品经不同方法灭菌，

分别将原粉定为 １号，干热灭菌定为２号，湿热灭菌定
为３号，６０Ｃｏ辐照灭菌定为４号，微波灭菌定为５号，臭
氧灭菌定为６号，环氧乙烷灭菌定为７号。微生物限度
检查方法为平皿法，结果各灭菌样品均达到预期灭菌效

果。详见表１。

２．３ 芦丁含量测定

２．３．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－０．５％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱程序见表２；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３５８ｎｍ；柱
温：２５℃；检测器：紫外检测器；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下的色谱图见图１。

２．３．２ 溶液制备

取芦丁对照品０．０２５０ｇ，精密称定，置１００ｍＬ容量瓶
中，用甲醇定容至１００ｍＬ，配制成质量浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ

ＡＵ

０．１６

０．１２

０．０８

０．０４

０

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８ ２０ ２２ ２４ ２６ ２８ ３０
ｔ／ｍｉｎ

１
２２．３６６

ＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８ ２０ ２２ ２４ ２６ ２８ ３０
ｔ／ｍｉｎ

１
２２．４５０

Ａ

Ｂ

０．０８

０．０６

０．０４

０．０２

０

１．芦丁

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｒｕｔｉｎ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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１号
２号
３号
４号
５号
６号
７号

１
０．１５４０
０．１５６６
０．１４０９
０．１５４４
０．１５３５
０．１５６３
０．１５５８

２
０．１５９８
０．１６０６
０．１４５８
０．１５８７
０．１５０１
０．１５２１
０．１５１９

３
０．１５４２
０．１６１６
０．１４２３
０．１５３２
０．１５４９
０．１５４２
０．１５６７

０．１５６０
０．１５９６
０．１４３０
０．１５５４
０．１５２８
０．１５４２
０．１５４８

２．１１
１．６６
１．７６
１．８６
１．６２
１．３６
１．６５

表３ 不同灭菌方法桑叶超微粉中芦丁含量测定结果（％）
Ｔａｂ．３ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｕｔｉｎｆｒｏｍ ｕｌｔｒａ－ｆｉｎｅｐｏｗｄｅｒｏｆ

Ｆｏｌｉｕｍ Ｍｏｒｉｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ（％）

Ｘ ＲＳＤ样品
芦丁含量
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的标准贮备液。分别取１－７号样品１ｇ，精密称定，置圆
底烧瓶中，加甲醇 ５０ｍＬ，加热回流 ３０ｍｉｎ，滤过，滤渣
用甲醇５０ｍＬ同法提取２次，合并滤液，减压回收溶剂，
残渣加甲醇溶解，转移至２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度，摇匀，滤过，取续滤液经微孔滤膜滤过（０．４５μｍ），
即得供试品溶液１－７。
２．３．３ 方法学考察

线性关系考察：精密吸取 ０．２０，０．４０，１．００，２．００，
４．００ｍＬ标准贮备液，置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容
至刻度，得质量浓度分别为５，１０，２５，５０，１００μｇ／ｍＬ的
系列对照品溶液。按２．３．１项下色谱条件进样测定，以
对照品溶液质量浓度为横坐标（Ｘ，μｇ／ｍＬ）、峰面积（Ｙ）
为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝１８４５０Ｘ－
３３３９．４，Ｒ２＝０．９９９９（ｎ＝５）。结果表明，芦丁质量浓度
在５～１００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取对照品溶液（质量浓度为１０μｇ／ｍＬ），
按 ２．３．１项下色谱条件进样测定 ６次。结果的 ＲＳＤ为
１．８１％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．３．２项下供试品溶液 １，分别于
室温下放置 ０，４，８，１２，２４，３６ｈ时各进样 １０μＬ测定。
结果峰面积的 ＲＳＤ为１．０８％（ｎ＝６），表明供试品溶液
在３６ｈ内稳定。

重复性试验：取１号样品１ｇ，精密称定，依法制备供
试品溶液，共 ６份，按 ２．３．１项下色谱条件进样 １０μＬ
测定峰面积，并计算芦丁含量。结果芦丁的平均含量为

０．１５％，ＲＳＤ为１．５６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的１号样品１ｇ，精密称

定，共 ９份，分成 ３组，分别精密加入芦丁对照品溶液
（质量浓度为 ０．２５ｍｇ／ｍＬ）３．０，６．０，９．０ｍＬ，依法制备
供试品溶液。按 ２．３．１项下色谱条件进样测定，并计算
回收率。结果芦丁的平均回收率为 ９８．１２％，ＲＳＤ为
１．４３％（ｎ＝９）。
２．３．４ 样品含量测定

分别取对照品溶液和供试品溶液 １－７各 １０μＬ，
按 ２．３．１项下色谱条件进样测定，并计算芦丁含量。结
果见表３。
３ 讨论

由表１可知，６种灭菌条件的微生物限度检查结果
均符合药品微生物限度标准规定，但湿热灭菌的外观及

色泽较差，其他灭菌方法的效果较好。由表３可知，芦丁
在湿热灭菌下损失较大，其他５种灭菌方法对芦丁含量
影响不明显。考虑到干热灭菌时间较长，辐照灭菌、臭氧

灭菌及环氧乙烷灭菌存在残留问题，微波灭菌法因其灭菌

时间短，热转化效率高，节约能源，符合《药品生产质量管

理规范》要求，并可实现自动控制及连续化生产犤１２－１３犦。

故选择微波灭菌。

本试验中对未灭菌及６种灭菌方法犤１４－１９犦的样品进

行了含量测定，结果显示，不同灭菌方法对桑叶超微粉

的质量影响较大。因此，在生产过程中，应对直接服用的

中药饮片桑叶超微粉灭菌方法的选择进行考察。以芦丁

为指标性成分进行考察，方法稳定、可靠、重复性好，可

作为桑叶超微粉中芦丁的含量测定方法，同时为制订中

药饮片桑叶超微粉的质量标准提供参考。

试验结果表明，桑叶超微粉湿热灭菌法对桑叶超微

粉芦丁含量影响较大，其他方法影响较小，而芦丁是主

要药用成分之一，含量太低不能保证桑叶超微粉的质

量，故不能选湿热灭菌方法灭菌；且 ６０Ｃｏ辐照灭菌存在
辐照残留问题犤２０－２４犦，还有待进一步研究。微波灭菌时对

物料内外同时进行加热，内部温度高，热传导是由内向

外的，升温均匀且加热迅速，时间较短。
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