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摘要： 目的　 筛选石南藤镇痛活性部位， 并对其进行纯化。 方法　 采用阳离子树脂富集纯化活性部位， ＨＰＬＣ 法测定

墙草碱含量。 采用酶联免疫吸附法 （ＥＬＩＳＡ） 检测醋酸扭体小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２ 水平。 结果　 墙草碱

在 ０􀆰 ０１９ ８～０􀆰 １９８ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９９ ９）， 平均加样回收率为 １０３􀆰 ０９％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 ７５％ 。 最优纯

化工艺为取 ２ ＢＶ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液， 以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量流过树脂， ５ ＢＶ ７０％ 乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 墙草碱纯

度 ３􀆰 ５２％ ， 得率 ２０􀆰 ６３％ ， 除杂率 ７９􀆰 ３７％ 。 阳离子洗脱液部位可有效减少小鼠疼痛扭体次数， 降低 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水

平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＨＰＬＣ 法准确稳定， 重复性好， 阳离子树脂纯化效率高， 操作性强， 工艺简便， 可用于纯化具

有镇痛活性的石南藤， 其镇痛机制可能与减少炎症因子的释放有关。
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　 　 随着社会对疼痛的认识日益提高， 镇痛是医学界面临

的重要任务。 目前临床应用的镇痛药主要是非甾体类抗炎

药和阿片类药物， 但不良反应报道较多。 因此， 寻找和研

发毒副作用小的镇痛药是医学届的重要课题。 从中药中寻

找镇痛活性也是近年来的重点之一。
石南藤始载于宋 《开宝本草》， 其功效为定疗诸风［１］ ，

中医常以地上干燥部分入药， 其性微温， 味辛苦， 具有祛

风湿、， 强腰膝、， 活血止痛的功效［２］ ， 化学成分主要为木

脂素和新木脂素类［３⁃４］ 、 黄酮苷类［５］ 、 生物碱类［６⁃７］ 等， 但

对其镇痛作用有效部位及其纯化的研究尚未见报道。 本实

验采用过醋酸扭体法和 ＥＬＩＳＡ 法研究石南藤有效部位镇痛

作用机制， 并对生物碱类代表性成分墙草碱［８］ 进行含量测

定和纯化分离， 能更客观准确地反映石南藤临床治疗疼痛

的活性物质， 并为相关后续制剂的开发和质量控制提供理

论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠， 雌雄各半， 体质量 （２０±２）
ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司， 实验动物生产

许 可 证 号 ＳＣＸＫ （ 沪 ） ２０１７⁃０００５， 动 物 合 格 证 号

２０１７０００５０３９５６３， 适应性饲养 ７ ｄ。 实验前及实验过程中小

鼠均以全价颗粒饲料喂养， 自由饮水， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交

替， 实验室温度 ２５ ℃， 相对湿度 ４０％ 。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 石南藤 （产地广西， 批号 ２０１９０８２６）
购自江苏金氏丹科技有限公司， 经南京中医药大学刘训红

教授鉴定为胡椒科植物石南藤 Ｐｉｐｅｒ ｗａｌｌｉｃｈｉｉ （Ｍｉｑ．） Ｈａｎｄ⁃
Ｍａｚ． 或毛蒟 Ｐｉｐｅｒ ｐｕｂｅｒｕ⁃ｌｕｍ （Ｂｅｎｔｈ．） Ｍａｘｉｍ 的茎、 叶或

全株。 阿司匹林 （德国拜耳公司， 国药准字 Ｊ２０１４００７６）。
冰乙酸 （９９􀆰 ５％ 分析纯， 上海阿拉丁生化科技股份有限公

司）； ０􀆰 ９％ 生理盐水、 小鼠肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白

细胞介素⁃６ （ ＩＬ⁃６）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 前列腺素

Ｅ２ （ＰＧＥ２） ＥＬＩＳＡ 测试试剂盒 （南京翼飞雪生物科技有限

公司）。 Ｄ００１ 大孔强酸性苯乙烯系阳离子树脂 （北京索莱

宝科技有限公司）。 墙草碱对照品 （上海源叶生物科技有

限公司， 纯度 ９８％ ， 批号 Ｘ０６Ｎ１１Ｌ１３０１１９）。
１􀆰 ３　 仪器　 高速万能粉碎机 （天津市泰斯特仪器有限公

司）； ＦＡ１１０４ 型电子分析天平 （上海天平仪器厂）； Ｒ⁃２１０
旋转蒸发仪 （上海安亭科学仪器厂）； ＫＱ⁃５００ＤＥ 型超声波

清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； Ｗｉｓｅ Ｍｉｘ 混均仪

（上海彦哲仪器设备有限公司）； 酶标仪 （德国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司）； Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱系统 （含四元泵溶剂系

统、 在线脱气机、 自动进样器）、 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 型紫外检测

器 （ＰＤＡ） （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 有效部位制备　 称取药材 １ ｋｇ， 粉碎后分别用 ７５％ 乙

醇回流提取 ２ 次， 每次 ２ ｈ， 合并提取液， 减压浓缩至无醇

味， 总浸膏用适量水混悬， 上阳离子吸附树脂湿法装柱。
取 ２ ＢＶ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液， 流过树脂， ５ ＢＶ ７０％ 乙醇洗脱，
洗脱体积流量为 ２ ＢＶ ／ ｈ， 收集洗脱液， 减压浓缩至无醇
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味， 即得， 临用前用蒸馏水配制成适当质量浓度的混悬液，
置于冰箱中保存备用。
２􀆰 ２　 剂量确定　 药材粉末日服量为每天 ０􀆰 ５ ｇ， 按女性人

体平均体重 ６０ ｋｇ 计， 剂量为 ０􀆰 ００８ ３ ｇ ／ ｋｇ， 按体表面积系

数换算为 ０􀆰 ０７５ ｇ ／ ｋｇ （０􀆰 ００８ ３×９􀆰 ０２）， 由于小鼠药效易于观

察， 比临床人用剂量多 １ 倍， 故最终确定剂量为 ０􀆰 １５ ｇ ／ ｋｇ。
另外， 阳性对照选用阿司匹林， 日服量为每天 ０􀆰 ８ ｇ， 换算

成小鼠剂量为 ０􀆰 １２ ｇ ／ ｋｇ。
２􀆰 ３　 分组与造模　 ４０ 只小鼠随机分为即空白组、 模型组、
阿司匹林组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 石南藤阳离子洗脱液组 （１５０
ｍｇ ／ ｋｇ）、 石南藤阳离子流出液组 （１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 空白组、
模型组小鼠灌胃给予等体积生理盐水， 其余各组小鼠灌胃

给予相应药物 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 末次给药

后 １ ｈ， 除空白组外给各组小鼠腹腔注射 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ ０􀆰 ７％
醋酸， 观察并记录扭体反应潜伏期和 ３０ ｍｉｎ 扭体反应次数

（以腹部凹陷、 臀部歪扭、 身体扭曲或抽胯为扭体指标），

计算镇痛率， 公式为镇痛率 ＝ ［ （阴性组扭体次数⁃给药组

扭体次数） ／阴性组扭体次数］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２、 １Ｌ⁃１β
水平　 给药第 ７ 天测定小鼠潜伏期和扭体次数后眼底静脉

取血， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒使用说明书检测肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、
白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６）、 前列腺素 Ｅ２ （ＰＧＥ２）、 白细胞介素

１β （１Ｌ⁃１β） 水平。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐＨＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
２􀆰 ６　 镇痛活性研究

２􀆰 ６􀆰 １　 石南藤阳离子部位对小鼠扭体反应的影响　 与模型

组比较， 石南藤阳离子洗脱液组、 石南藤阳离子流出液组

小鼠扭体次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阿司匹林组、 石

南藤阳离子洗脱液组小鼠潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １。
表 １　 石南藤阳离子部位对小鼠扭体反应的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 扭体次数 ／ 次 潜伏期 ／ ｓ 抑制率 ／ ％
空白组 — — — —
模型组 — ４５􀆰 ００±２􀆰 ９０ ３０４􀆰 ３１±２４􀆰 ５４ —

阿司匹林组 １２０ ３４􀆰 ２５±４􀆰 ５１ ４８０􀆰 ６０±１２􀆰 ６１∗∗ ２３􀆰 ８９
石南藤阳离子洗脱液组 １５０ １８􀆰 ２０±３􀆰 ０３∗∗ ４０５􀆰 ０５±１２􀆰 １８∗∗ ５９􀆰 ４４
石南藤阳离子流出液组 １５０ ２７􀆰 ７５±５􀆰 ４５∗ ２６２􀆰 ０５±９２􀆰 ３６ ３８􀆰 ３３

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ６􀆰 ２　 石南藤阳离子部位对小鼠血清 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
６、 ＰＧＥ２ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠血清 １Ｌ⁃
１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 石南藤阳离子洗脱液组小鼠血清 １Ｌ⁃１β、

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 石南藤阳离子流出液组

小鼠血清 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且石南藤阳离子洗脱液组除 ＰＧＥ２ 水平外， 其

他 ３ 个因子水平的降低程度明显大于阿司匹林组， 见表 ２。
表 ２　 石南藤阳离子部位对 ＩＣＲ 小鼠血清 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） １Ｌ⁃１β ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＰＧＥ２ ／ （ｎｇ·Ｌ－１）
空白组 — １２０􀆰 ６６±２􀆰 １３ ５９８􀆰 ８２±１２􀆰 ２９ １１０􀆰 ６１±２􀆰 ６２ ３１８􀆰 ７４±１２􀆰 １８
模型组 — １５２􀆰 ９３±１􀆰 ７２＃＃ ７０１􀆰 ０９±１１􀆰 ９１＃＃ １２８􀆰 ０３±１􀆰 ５９＃＃ ３５５􀆰 ５８±８􀆰 ６５＃

阿司匹林组 １２０ １２８􀆰 ７８±２􀆰 ５６∗∗ ６２７􀆰 ６８±１４􀆰 ２０∗∗ １２１􀆰 ５７±２􀆰 ２７∗ ３２２􀆰 ５±６􀆰 ２４∗∗

石南藤阳离子洗脱液组 １５０ １３２􀆰 ６２±１􀆰 ７９∗∗ ６２７􀆰 ６±１１􀆰 １７∗∗ １１８􀆰 ６４±２􀆰 １６∗∗ ３３２􀆰 ３７±６􀆰 ２７∗

石南藤阳离子流出液组 １５０ １２７􀆰 ０４±２􀆰 ０７∗∗ ６２３􀆰 １８±８􀆰 ６４∗∗ １１３􀆰 ７０±１􀆰 ５７∗∗ ３３４􀆰 ９６±７􀆰 ９９

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ７　 墙草碱含量测定

２􀆰 ７􀆰 １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ 􀅺 Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 甲酸 （Ｂ）， 梯度

洗脱， 程序见表 ３； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检

测波长 ２６０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
表 ３　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 ２％ 甲酸 ／ ％
０ １７ ８３
１０ ３０ ７０
１５ ３５ ６５
２０ ４０ ６０
３０ ４５ ５５
４０ ５０ ５０
５０ ６５ ３５
７０ ８５ １５

２􀆰 ７􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取墙草碱对照品适量， 甲醇

制成质量浓度为 ０􀆰 ０９９ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 摇匀， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 按 “２􀆰 １” 项下方法制备石南藤阳

离子洗脱液， 甲醇制成质量浓度为 ０􀆰 ０４ ｇ ／ ｍＬ 的溶液， 摇

匀， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ３　 系统适应性试验　 取对照品、 供试品溶液各 １０ μＬ，
在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。 理论塔

板数以墙草碱计， 不得低于 ６ ０００。
２􀆰 ７􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２ μＬ
对照品溶液至 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤

膜过滤， 在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以峰面积为

纵坐标 （Ｙ）， 对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归，
８００１
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１． 墙草碱

图 １　 墙草碱 ＨＰＬＣ 色谱图

得方程为 Ｙ＝ ６０９ ８４４Ｘ－１９５ １６５ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 在 ０􀆰 ０１９ ８～
０􀆰 １９８ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ７􀆰 ５　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶液， 在

“２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得墙草碱峰面积

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８１％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ７􀆰 ６ 　 重 复 性 试 验 　 取 同 一 份 阳 离 子 洗 脱 液， 按

“２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 测得墙草碱含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ９５％ ， 表

明该方法重复性良好。
２􀆰 ７􀆰 ７　 稳定性试验　 取同一份阳离子洗脱液， 于 ０、 ２、 ４、
８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得墙

草碱峰面积 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ７３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ７􀆰 ８　 加样回收率试验　 取墙草碱含量已知的同一批药材

粉末 ６ 份， 按 １００％ 水 平 精 密 加 入 对 照 品 适 量， 按

“２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 墙草碱平均加样回

收率为 １０３􀆰 ０９％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 ７５％ 。
２􀆰 ７􀆰 ９　 结果　 取同一批药材， 按” ２􀆰 ７􀆰 ２􀆰 ２” 项下平行制

备 ３ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ７􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
计算含量， 平行 ３ 次， 结果见表 ４。

表 ４　 墙草碱含量测定结果 （ｎ＝３）
批号 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％

２０２１０３２５ ０􀆰 １２９ ４ ０􀆰 １２７ ７
０􀆰 １２４ ５
０􀆰 １２９ ３

２０２１０３２７ ０􀆰 １２４ ５ ０􀆰 １２７ ０
０􀆰 １２７ ８
０􀆰 １２８ ６

２０２１０３２９ ０􀆰 １２８ ７ ０􀆰 １２９ ０
０􀆰 １２９ ４
０􀆰 １２８ ９

２􀆰 ８　 纯化工艺优化

２􀆰 ８􀆰 １　 树脂预处理 　 树脂先用水浸泡 １ ｄ 使其充分膨胀，
再反复用水冲洗至洗出液澄明无色为止， 加入 １ 倍量 ７％
ＨＣｌ 浸泡 １ ｈ， 随时搅拌， 去除酸液， 去离子水洗至 ｐＨ ３～
４。 加入 １ 倍量 ６％ ＮａＯＨ 溶液浸泡 １ ｈ， 随时搅拌， 去除碱

液， 再反复用去离子水洗至中性， 即可装柱使用［９］ 。
２􀆰 ８􀆰 ２　 药液处理　 取药材醇提液， 在 ６０ ℃下减压回收乙

醇， 浓缩至相对密度为 １􀆰 ０２ （每 １ ｍＬ 药液大约相当于

０􀆰 ８ ｇ药材）， 静置备用。
２􀆰 ８􀆰 ３　 上样质量浓度筛选　 将药材醇提液减压浓缩至 ０􀆰 １、
０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ， 流过树脂后收集流出液， 计算墙草

碱吸附率， 公式为吸附率＝ ［ （上样质量浓度×上样体积⁃流
出质量浓度×流出体积） ／ （上样质量浓度×上样体积） ］ ×
１００％ ， 结果见图 ２。 由此可知， 树脂对墙草碱的吸附量随

着上样质量浓度增加而升高， 但过高时易堵住树脂柱， 最

终确定上样质量浓度为 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 上样质量浓度对墙草碱吸附率的影响

２􀆰 ８􀆰 ４　 上样 ｐＨ 值筛选　 将药液调成 ｐＨ 分别为 １ ～ ２、 ２ ～
３、 ３～４ （原药液）， 流过树脂后收集流出液， 计算墙草碱

吸附率。 结果， 当上样液 ｐＨ 值为 １ ～ ２ 时， 树脂对墙草碱

的吸附率最高， 为 ９６􀆰 ３４％ ， 但会产生明显沉淀， 易堵住树

脂； ｐＨ 值为 ２ ～ ３ 时， 墙草碱吸附率为 ９５􀆰 ０５％ ； ｐＨ 值为

３～４ （原药液） 时， 墙草碱吸附率为 ９６􀆰 ２８％ ， 与 ｐＨ 值为

１～ ２ 时相近， 最终确定上样 ｐＨ 值为 ３ ～ ４， 即原药液

ｐＨ 值。
２􀆰 ８􀆰 ５　 上样量筛选 　 将 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液流过树脂， 每 １０
ｍＬ 为 １ 个馏分， 收集流出液， 计算墙草碱含量， 结果见图

３。 由此可知， 随着柱体积增加， 墙草碱含量逐渐升高， 从

２ ＢＶ 开始出现明显泄露， 根据文献 ［１０］ 报道， 最终确定

上样量为 ２ ＢＶ。

图 ３　 上样量对墙草碱含量的影响

２􀆰 ８􀆰 ６　 洗脱剂筛选

２􀆰 ８􀆰 ６􀆰 １　 乙醇体积分数　 取 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液 ２ ＢＶ 流过树

脂， 先用 ２ ＢＶ 去离子水除杂， 再依次用 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、
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８０％ 乙醇洗脱至洗脱液无生物碱反应为止， 计算墙草碱洗

脱率， 公式为洗脱率 ＝ ［ （洗脱质量浓度×洗脱体积） ／
（上样质量浓度×上样体积） ］ ×１００％ ， 结果见图 ４。 由此

可知， 随着乙醇体积分数增加， 墙草碱含量呈先升后降的

趋势， 最终确定乙醇体积分数为 ７０％ 。

图 ４　 乙醇体积分数对墙草碱洗脱率的影响

２􀆰 ８􀆰 ６􀆰 ２　 氢氧化钠用量　 取 ２ ＢＶ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 原上样液， 以

２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量流过树脂， 先用 ２ ＢＶ 去离子水除杂， 再依

次用含 １％ 、 ２％ 、 ３％ 氢氧化钠的 ７０％ 乙醇洗脱， 计算墙草

碱洗脱率， 结果见图 ５。 由此可知， 含 ３％ 氢氧化钠的 ７０％
乙醇洗脱时洗脱率最高， 但与 ７０％ 乙醇洗脱 （图 ４） 相比

差异不大， 考虑到后续药效学实验中氢氧化钠可能会对结

果有影响［１１］ ， 最终确定不加氢氧化钠。

图 ５　 氢氧化钠用量对墙草碱洗脱率的影响

２􀆰 ８􀆰 ７　 洗脱剂用量筛选　 将 ２ ＢＶ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液流过树

脂， ７０％ 乙醇洗脱， 每 １ ＢＶ 收集 １ 个馏分， 计算墙草碱洗

脱率， 结果见图 ６。 由此可知， 洗脱至 ５ ＢＶ 后洗脱液中几

乎无墙草碱， 最终确定洗脱剂用量为 ５ ＢＶ。

图 ６　 洗脱剂用量对墙草碱洗脱率的影响

２􀆰 ８􀆰 ８　 洗脱体积流量筛选　 ５ ＢＶ ７０％ 乙醇分别以 １、 ２、 ３、
４ ＢＶ ／ ｈ 体积流量流过树脂， 直至流出液无色后收集洗脱

液， 计算墙草碱含量和洗脱率， 结果见表 ５。 由此可知， 当

洗脱体积流量为 ４ ＢＶ ／ ｈ 时， 墙草碱含量降低， 即该成分损

失较大， 考虑到时效性和有效时间， 最终确定洗脱体积流

量为 ２ ＢＶ ／ ｈ。
２􀆰 ９　 验证试验 　 按照优化工艺进行 ３ 批验证试验， 即取

２ ＢＶ ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 上样液， 以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量流过树脂，
５ ＢＶ ７０％ 乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 结果见表 ６。 由此

可知， 纯化后墙草碱纯度明显增加。
表 ５　 洗脱体积流量对墙草碱洗脱率的影响

洗脱体积流量 ／ （ＢＶ·ｈ－１） 墙草碱 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 洗脱率 ／ ％
１ ０􀆰 ０７５ ２６ ７８􀆰 ７８
２ ０􀆰 ０７５ ３９ ７８􀆰 ９１
３ ０􀆰 ０６０ ４８ ６３􀆰 ３０
４ ０􀆰 ０５０ ７９ ５３􀆰 １６

表 ６　 验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号 墙草碱转移率 ／ ％ 墙草碱纯度 浸膏得率 ／ ％ 除杂率 ／ ％
无（纯化前） １００􀆰 ００ ０􀆰 ９４ １５􀆰 ３６ ０

１ ７９􀆰 ６０ ４􀆰 １４ １８􀆰 １８ ８１􀆰 ８２
２ ８１􀆰 ５７ ２􀆰 ５９ ２１􀆰 ２５ ７８􀆰 ７５
３ ８５􀆰 ７１ ３􀆰 ８２ ２２􀆰 ４５ ７７􀆰 ５５

平均值 ８２􀆰 ２９ ３􀆰 ５２ ２０􀆰 ６３ ７９􀆰 ３７

３　 讨论

现代药理实验表明石南藤具有抗癌、 抗炎等作用［１２］ ，
其抗炎是活性成分 ｅｔｈｙｌ３′， ４′， ５′⁃ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｃｉｎｎａｍａｔｅ［１３］ 。
但石南藤的镇痛有效部位的测定及其纯化尚未明确和报道。
因此， 本研究对石南藤有效部位中生物碱类表性成分墙草

碱建立了含量测定并进行纯化工艺考察， 为石南藤的镇痛

药效物制基础研究提供了科学参考。 根据研究， 建立 ＨＰＬＣ
法测定石南藤活性部位的含量。 墙草碱是石南藤的主要代

表性成分， 其含量约 ０􀆰 １％ 。 目前关于墙草碱的含量测定和

纯化文献报道较小几乎空白， 后续研究需为制剂开发提供

理论依据， 填补墙草碱的文献空白。 Ｏｌ􀅡ｈ 等［１４］ 认为墙草碱

的作用机制是离子通道 ＴＲＰＶ１ 的拮抗剂， 可抑制外阴性引

起的疼痛。 ＴＲＰＶ１ 在外周神经系统中发出有害的热量是炎

症性疼痛信号， 显示墙草碱成分与镇痛作用相关。 工艺筛

选的活性部位中墙草碱有利于石南藤后续镇痛机制的研究，
为镇痛药效物制基础研究提供了科学参考。 采用阳离子树

脂法纯化石南藤活性部位， 以墙草碱含量为指标确定工艺

参考的考察， 该方法工艺简单， 成本低， 周期短， 活性部

位转移率及除杂率较好， 适于研究石南藤的质量控制和后

续制剂的开发。
醋酸扭体法是经典的研究疼痛反应的动物实验方法，

该模型普遍适用于外周及中枢疼痛的研究［１５］ ， 常用于镇痛

活性组分的初步筛选， 具有较离的敏感性、 稳定性等优

点［１６⁃１７］ 。 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＧＥ２ 是介导急性炎症反应

最重要的促炎性细胞因子［１８］ 。 组织损伤时， 受损的组织细

胞和免疫细胞可释放炎症介质， 引起炎症炎症反应和疼

痛［１９⁃２０］ 。 纯化工艺制备的石南藤阳离子洗脱液部位镇痛活

性明显， 能减少醋酸致小鼠扭体次数， 延长扭体潜伏期，
使 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 炎症因子水平降低。 对于炎症性疼

痛的镇痛作用可能与减少 １Ｌ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等促炎性细

胞因子有关。
０１０１
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摘要： 目的　 鉴定守宫物种， 并研究其抗分枝杆菌活性。 方法 　 采用 １２Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定物种， 刃天青微孔板 （ＲＥＭＡ）
测定提取物抑菌活性。 结果　 市售守宫对应壁虎科 ３ 个属。 守宫石油醚提取物对 “瘰疬” 主要致病菌 （慢生型分枝

杆菌） ———瘰疬分枝杆菌、 胞内分枝杆菌、 结核分枝杆菌的抑制作用最强， 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） ≤６００ μｇ ／ ｍＬ， 而

对速生型分枝杆菌无明显活性。 结论　 １２Ｓ ｒＤＮＡ 是鉴定守宫物种的有效方法。 守宫提取物具有特异性抗分枝杆菌活

性， 与 《本草纲目》 记载基本一致。
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