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[摘要 ] � 采用醇沉、陶瓷膜超滤、大孔树脂吸附 3种方法精制四逆散水提液,以 4种有效成分保留率等为指

标,对各方法精制效果进行对比.超滤法对柴胡皂苷 a( 87�29% )保留效果较好,醇沉法保留芍药苷 ( 85�04% )和

柚皮苷 ( 93�52% )优势明显,大孔树脂吸附法则能很好地保留柴胡皂苷 a( 88�14% )和柚皮苷 ( 85�57% ) , 同时

此法可以显著降低固形物得率,各有效成分在精制物中含量较高.在四逆散精制方法研究过程中应该全面考虑

各类有效成分含量的变化.
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Abstract: The decoction o f S in isan w as refined respectively by alcoho l sedim entation, u ltrafiltra tion, and

m acroporous res in abso rption. The refining effects we re com pared acco rd ing to con tent o f the active com�

ponents and y ield o f the dry extract. The recovery o f sa ikosapon in a ( 87�29% ) by u ltrafiltration was

quite rem arkable, the recovery o f paeon iflo rin ( 85� 04% ) and naring in ( 93� 52% ) by a lcoho l sedim enta�

tion were the h ighest. M acroporous resin recovered most of sa ikosapon in a ( 88� 14% ) and naring in

( 85� 57% ), and it also decreased the y ield of dry extract by the largest amount, therefore enriched the

active com ponen ts. To develop a sc ientific and feasible refin ing process of S i- N i- San, the content o f

several kinds o f active components, rathe r than on ly one k ind, shou ld be mon itored.
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0� 引言

四逆散是中医临床广泛应用的古方, 具有透邪解郁、疏肝理脾的功效.该方由柴胡、白芍、枳实、甘草组

成,现代主要用于功能性消化不良、肠易激综合征等症的治疗,临床效果确切
[ 1, 2]

.四逆散的有效物质基础

是国内外研究热点.郭际用大孔吸附树脂对四逆散全方煎煮液进行富集纯化
[ 3]
; 李春成比较了醇沉法、超

滤法、澄清剂法、大孔树脂吸附法等多种方法对四逆散水提液进行了精制
[ 4]
.但这些研究仅考察单一有效

成分 (芍药苷 )精制前后含量的变化. 而最新药理学研究表明,柴胡皂苷 a, 芍药苷,柚皮苷, 甘草酸 4种物

质是四逆散全方抗炎和免疫抑制药效的主要效应成分
[ 5 ]
,且这 4种成分在按照复方中比例同时联合给药

时表现出显著的药效协同作用
[ 6 ]
.
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醇沉法、超滤法、大孔树脂吸附法是常用的中药复方精制方法.在本研究中, 我们考察了这三种方法精

制前后四逆散中柴胡皂苷 a、芍药苷、柚皮苷、甘草酸含量的变化规律, 并结合固形物得率, 为该复方精制

路线的最终确定提供依据.

1� 材料和方法

1�1� 材料

� � 柴胡 Bup leurum chinenseDC,甘草 G ly cyrrh iza uralensis F isch (安徽亳州永刚饮片厂 );白芍 Paeonia lacti�
f lora Pall,枳实 C itrus sinensis O sbeck (南京药业股份有限公司中药饮片厂 ) ; 柴胡皂苷 a对照品 (批号

110777- 200303) ,芍药苷对照品 (批号 0736- 200219) ,柚皮苷对照品 (批号 772- 8803), 甘草酸单铵盐

对照品 (批号 731- 9403,每 1mg甘草酸单铵盐相当于 0�979 5mg甘草酸,符合  中国药典 !要求 );以上供

含量测定用 r对照品均由中国药品生物制品检定所提供; AB- 8大孔吸附树脂 (天津南开大学化工厂 );乙

腈,甲醇 (GR. , 上海陆都化学试剂厂 ) .

岛津 LC- 20A高效液相色谱仪,岛津 LC- So lut ion工作站,氧化锆陶瓷膜超滤器 (膜孔径 50 nm, 膜面

积 0�1m2
):南京工业大学膜科学技术研究所, AE200电子分析天平 (M ettler), KQ - 250DB型超声波清洗

器 (昆山超声仪器有限公司 ) .

1�2� 方法
1�2�1� 提取方法
� � 按处方量取柴胡、白芍、枳实、甘草各 750 g,加 10倍水煎煮 2次,每次 1�5 h,分别用 300目滤布滤过, 合

并,得水提液 40 L,生药浓度为 0�075 g /mL.取其上清液适量,使生药浓缩至 0�4 g /mL,浓缩液密封备用.
1�2�2� 精制方法
1�2�2�1� 醇沉法

取生药浓缩液 ( 0�4 g /mL) 25mL,不断搅拌的同时缓慢加入计算量的无水乙醇,至含醇量 70%, 醇沉

液 4∀ 冷藏过夜,滤纸抽滤,滤液水浴蒸干,蒸馏水定容至 25mL.

1�2�2. 2� 陶瓷膜超滤法
取上清液 ( 0�075 g /mL) 25 L,氧化锆陶瓷膜超滤器以错流方式进行循环超滤.通过预实验对膜规格及

操作参数进行了筛选, 确定以下优化实验条件:膜孔径 50 nm, 膜面积 0�1m2
, 温度 28~ 38∀ , 操作压力

0�15~ 0�20MPa,错流速度 0�2m /h.收集超滤液备用.
1�2�2�3� 大孔树脂吸附法

通过预实验对大孔树脂型号及吸附、解吸参数进行了筛选,取浓缩液 ( 0�4 g /mL) 25mL通过 AB- 8大

孔树脂柱 (树脂床体积约为 50mL) ,流速为每小时 1倍树脂床体积. 先用 100mL蒸馏水 (流速 1�6mL /
m in)洗脱水溶性杂质, 后用 200mL 70%乙醇 (流速 0�8mL /m in)洗脱.醇洗脱液水浴蒸干, 蒸馏水定容至

25mL.

1�2�3� 固形物得率及有效成分含量测定
1�2�3�1� 固形物得率测定
精密吸取样品 10mL,分别置于已干燥的至恒重的蒸发皿中, 水浴蒸干,于 105∀ 干燥 3 h, 取出, 置干

燥器中冷却至室温,迅速称重, 计算固形物得率.

1�2�3�2� 有效成分含量测定色谱条件如下:
( 1)柴胡皂苷 a

[ 7]
: 流动相为乙腈 -水 ( 40#60) ,检测波长 210 nm, 流速 1mL /m in. ( 2)芍药苷

[ 8]
: 流动

相为甲醇 - 0�05mol /L磷酸二氢钾 -乙酸 -异丙醇 ( 67#173#4#4), 检测波长 230 nm,流速 1mL /m in. ( 3)

柚皮苷
[ 9]
:流动相为乙腈 - 0�5%乙酸 ( 20#80) ,检测波长 283 nm, 流速 1mL /m in. ( 4)甘草酸

[ 10]
:流动相为

甲醇 - 0�2mol /L乙酸铵 -乙酸 ( 61#39#1),检测波长 250 nm,流速 1mL /m in.

以上色谱条件经方法学考察,在所选定的浓度范围内,线性关系、精密度、稳定性、重现性均良好.
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2� 结果

醇沉、超滤及大孔树脂吸附 3种方法精制四逆散水提液效果比较见表 1,复方中各有效成分 HPLC色

谱图见图 1~图 4.

指标成分保留率 =
精制液有效成分含量

水提液有效成分含量
∃ 100%

表 1� 不同方法对四逆散水提液的精制效果对比 ( n= 3)

Table 1� Purifying effect of three different purifications on Sinisan decoction

样品
固形物

得率 /%

有效生药成分含量 ( mg /100 g) 有效成分保留率 /%

柴胡皂苷 a 芍药苷 柚皮苷 甘草酸 柴胡皂苷 a 芍药苷 柚皮苷 甘草酸

水提液 26�60 11�8 267�3 1712 269�6

醇沉液 22�37 7�7 227�3 1601 167�8 65�25 85�04 93�52 62�24

超滤液 23�17 10�3 208�0 1264 157�4 87�29 77�82 73�83 58�38

树脂洗脱液 10�18 10�4 172�6 1465 149�2 88�14 64�57 85�57 55�34

3� 讨论

组分中药学理论提出,中药复方由各种不同组分组成, 既包括有效组分,如苷类、黄酮类、生物碱类成

分等,又含有大量无效组分或微效组分,如鞣质、多糖类、蛋白质类等成分
[ 11]
.对于中药的研究其本质即是

对这些不同组分的研究,中药复方有效性的物质基础实际上是这些有效组分的合理组合. 中药精制的宗旨

是尽可能的去除无效组分或微效组分、保留各有效组分的种类、数量及相对比例.

最新研究证明,柴胡皂苷 a、芍药苷、柚皮苷、甘草酸 4种物质在其复方药效中表现出显著的协同作

用
[ 6]
,它们分别代表了三萜皂苷类 (柴胡皂苷 a、甘草酸 )、醇苷类 (芍药苷 )、黄酮苷类 (柚皮苷 )等类型有

效成分,相对分子质量、分子结构、极性各不相同.

本文考察了这 4种有效成分在不同方法精制前后含量的变化. 从柴胡皂苷 a保留率看, 超滤法

( 87�29% )和树脂吸附法 ( 88�14% )较高, 醇沉法 ( 65�25% )偏低;从芍药苷保留率看, 醇沉法 ( 85�04% )
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最高, 树脂吸附法 ( 64�57% )最低; 从柚皮苷保留率看,醇沉法 ( 93�52% )和树脂吸附法 ( 85�57% )较为理

想,超滤法 ( 73�83% )稍低;从甘草酸保留率看,三种工艺接近,约 60%. 从固形物收率角度看, 大孔树脂吸

附法 ( 10�18% )可以显著降低固形物得率,所得精制产物中各有效成分含量较高.

本研究结果表明,每一种精制方法对各类有效成分保留率不一致, 只能很好地保留其中一类或两类有

效成分,对其他类成分造成不同程度的损失.因此, 在该复方精制方法研究过程中应该全面考虑各类有效

成分含量的变化,如仅考察某一类有效成分的变化,则往往会忽略另一类组分的流失, 不利于保留复方的

整体药效.此外, 精制后 4种有效成分的相对比例与水煎液中差别较大,其与临床疗效的关系还有待今后

在药效学研究中揭示.
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