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摘要： 目的　 优化蛹虫草多糖脱色工艺， 并评价其抗补体活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以多糖质量浓度、 脱色

温度、 脱色时间、 液料比为影响因素， 脱色率、 多糖回收率、 选择性系数的综合评分为评价指标， 响应面法优化脱色

工艺。 采用免疫溶血反应测定多糖抗补体活性。 结果　 最佳条件为 ＡＢ⁃８ 大孔吸附树脂， 多糖质量浓度 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ， 脱

色温度 ４８ ℃， 脱色时间 ９７ ｍｉｎ， 液料比 ５ ∶ １， 综合评分为 ６􀆰 ４２±０􀆰 ５４。 多糖通过经典、 旁路途径抑制补体活化，
ＣＨ５０、 ＡＰ５０值分别为 （０􀆰 ６３±０􀆰 ０８）、 （０􀆰 ４７±０􀆰 １３） ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于脱色抗补体活性良好的

蛹虫草多糖。
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　 　 蛹虫草 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ （Ｌ． ｅｘ Ｆｒ􀆰 ） Ｌｉｎｋ． 为麦角菌

科虫草属模式种， 又名北冬虫夏草， 主产于我国吉林、 辽

宁等地， 富含虫草素、 多肽、 多糖等多种活性成分［１］ ， 多

糖作为其主要活性成分之一， 约占比 ４％ ～ １０％ ， 具有抗氧

化、 抗癌、 免疫调节等作用［２］ 。 在蛹虫草多糖制备过程中，
色素严重会影响该成分进一步分离、 结构表征及生物活性

的研究， 故对其进行脱色有助于相关研究和提高品质［３⁃４］ 。
大孔吸附树脂法脱色具有稳定性好、 吸附效率高、 可

再生循环利用等优点［５］ ， 但影响脱色效果的评价指标较

多， 导致其权重难以确定。 层次分析法作为一种多准则定

量决策分析技术， 可有效对多个指标进行合理的综合评

价， 具有系统性强、 简单实用、 所需数据信息较少等优

势， 而响应面法是一种统计建模技术， 用于复杂工艺的

优化。
补体系统是天然免疫的主要组成部分， 其过度激活可

导致多种疾病［６］ ， 但现有抑制剂存在不良反应多、 价格昂

贵等缺点［７］ 。 近年来， 天然多糖的补体抑制作用已得到广

泛关注［８］ ， 但目前仍无关于蛹虫草多糖的抗补体活性的报

道。 因此， 本实验采用层析分析法结合与响应面法优化蛹

虫草多糖脱色工艺， 并考察其抗补体活性， 以期为该成分

开发利用奠定基础。
１　 材料

ＧＶＢ⁃Ｃａ２＋ ／ Ｍｇ２＋购于北京酷来搏技术有限公司； 溶血素

购于南京森贝伽生物科技有限公司。 羊红细胞、 兔红细胞

来自延边大学动物医院； 正常人血清来自健康志愿者。 蛹

虫草来自延边林业科学研究所， 经延边大学药学院李镐教

授鉴定为麦角菌科虫草属蛹虫草 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ （Ｌ． ｅｘ
Ｆｒ􀆰 ） Ｌｉｎｋ．， 保存于延边大学药学院生药学实验室 （凭证

号 ＹＢ⁃ＳＹＣ⁃１４０）。 ＡＢ⁃８、 Ｄ１０１、 Ｓ⁃８、 Ｘ⁃５、 ＮＫＡ⁃Ⅱ大孔吸

附树脂均购于天津浩聚树脂科技有限公司。 ＨＥＲＭＬＥ⁃Ｚ⁃
３２６Ｋ 高速冷冻离心机； ＴＨＺ⁃８２Ａ 水浴恒温振荡器； ＦＡ１００４Ｎ
电子分析天平； ＳＨ⁃１０００ 酶标仪。
２　 方法

２􀆰 １　 粗多糖制备 　 采用水提醇沉法［９］ 。 取干燥蛹虫草适

量， 在液料比 ２０ ∶ １、 提取温度 ９０ ℃条件下提取 ２ ｈ， 滤

过， 收集滤液， 浓缩至原体积的 ２０％ ， 加入 ９５％ 乙醇至醇

体积分数 ８０％ ， 醇沉， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 沉淀加水

复溶， 加入 Ｓｅｖａｇ 试剂 （氯仿⁃正丁醇＝ ４ ∶ １）， 振荡， 离心

去除蛋白质， 干燥至恒重， 即得。
２􀆰 ２　 大孔吸附树脂筛选　 采用静态吸附实验。 称取预处理

后的 ＡＢ⁃８、 Ｄ１０１、 Ｓ⁃８、 Ｘ⁃５、 ＮＫＡ⁃Ⅱ树脂各 ５ ｇ， 加入 ３０
ｍｇ ／ ｍＬ 粗多糖溶液 １００ ｍＬ， 在 ４５ ℃摇床上 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

９０ ｍｉｎ， 滤过， 取滤液， 苯酚⁃硫酸法测定多糖含量， 计算

回收率 Ｒｒ
［１０］ ， 然后在 ４２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算脱

色率 Ｄｒ
［１１］ ， 再根据文献 ［１２］ 计算分配系数 Ｋｄ、 选择性

系数 Ｋｃ， 公式分别为 Ｄｒ ＝ ［（ＡＤ０ － ＡＤ１） ／ ＡＤ０］ × １００％ 、

Ｒｒ ＝ ＡＲ１ ／ ＡＲ０ × １００％ 、 Ｋｄ１ ＝
（ＡＤ０ － ＡＤ１） ／ Ｍ

ＡＤ１
、 Ｋｄ２ ＝

（ＡＲ０ － ＡＲ１） ／ Ｍ
ＡＲ

、 Ｋｃ ＝
Ｋｄ１

Ｋｄ２
， 其中 ＡＤ０、 ＡＤ１分别为吸附前后
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　 　 　 　 　样品 ４２０ ｎｍ 处吸光度， ＡＲ０、 ＡＲ１分别为吸附前后苯酚⁃硫酸

测得４９０ ｎｍ处吸光度， Ｋｄ１、 Ｋｄ２ 分别为色素、 多糖在树脂

上的分布系数， Ｍ 为树脂质量。
２􀆰 ３　 权重系数计算　 采用层次分析法 （ＡＨＰ） ［１３］ ， 以脱色

率、 多糖回收率、 选择性系数为指标， 多糖脱色效果为目

标， 构建层析结构模型， 对各指标进行成对比较， 矩阵 Ｎ
如下。 再根据九级标度法评价 ｗｉ、 ｗｊ 之间的相对权重， 同

等重要时程度值为 １， 一般重要为 ３， 重要为 ５， 非常重要

为 ７， 极其重要为 ９， 两相邻程度的中间值可用 ２、 ４、 ６、 ８
表示。

Ｎ＝ ［Ｎｉｊ］ ｎ×ｎ ＝
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， ｉ， ｊ＝ １，

２， …， ｎ
然后， 计算矩阵最大特征值、 特征向量， 归一化后得

到权重系数， 通过一致性指数 （ＣＩ）、 一致性比 （ＣＲ） 评

估成对比较矩阵相关的一致性， 衡量各标准权重系数的合

理性， 计算公式分别为 ＣＩ ＝ （λｍａｘ － ｎ） ／ （ｎ － １）、 ＣＲ ＝
ＣＩ ／ ＲＩ ， 其中 λｍａｘ为最大特征值， ｎ 为矩阵阶数， ＲＩ 为随机

一致性指数 （矩阵阶次为 ３ 时， ＲＩ ＝ ０􀆰 ５８）。 当 ＣＲ≤０􀆰 １
时， 比较矩阵、 权重系数合理； ＣＲ＞０􀆰 １ 时， 两者不合理，
说明评估没有价值或需重新评估。
２􀆰 ４　 单因素试验　 按 “２􀆰 ２” 项下方法脱色， 分别考察了

不同多糖质量浓度 （ １０ ～ ４０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 脱色温度 （ ３５ ～
７５ ℃）、 脱色时间 （１０ ～ １７０ ｍｉｎ）、 液料比 （１ ∶ １ ～ １６ ∶
１）， 测定 Ｄｒ、 Ｒｒ、 Ｋｃ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法计算权重系数。
２􀆰 ５　 响应面法 　 在单因素试验基础上， 以多糖质量浓度

（Ｘ１）、 脱色温度 （Ｘ２ ）、 脱色时间 （Ｘ３ ）、 液料比 （Ｘ４ ）
为影响因素， 以 Ｄｒ、 Ｒｒ、 Ｋｃ 综合评分为评价指标。

２􀆰 ６　 抗补体活性研究

２􀆰 ６􀆰 １　 经典途径补体抑制实验　 参考文献 ［１４］ 报道， 将

６％ 绵羊红细胞用 ＧＶＢ⁃Ｃａ２＋ ／ Ｍｇ２＋缓冲液定容至 ２×１０９ ／ ｍＬ，
与溶血素按 １ ∶ １ 比例混匀， ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ 后离心去除

未结合的溶血素， 得敏化细胞， 并以正常健康成年人血清

（ＮＨＳＰ） 为补体来源。 精密称取多糖适量， ＧＶＢ⁃Ｃａ２＋ ／ Ｍｇ２＋

缓冲液配制成不同浓度， 加入 １ ∶ ８０ ＮＨＳＰ， ３７ ℃水浴预

孵育 ３０ ｍｉｎ， 加入敏化细胞， ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ， 离心， 取

上清液， 在 ５４０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以肝素为阳性对

照， 测定溶血抑制率及其半抑制浓度值 （ＣＨ５０值）。
２􀆰 ６􀆰 ２　 旁路途径补体抑制实验 　 正常健康人血清通过

ＧＶＢ⁃Ｍｇ２＋ ／ ＥＧＴＡ 缓冲液冰上孵育 １５ ｍｉｎ， 作为旁路途径的

补体来源。 取 ２％ 兔红细胞。 ＧＶＢ⁃Ｍｇ２＋ ／ ＥＧＴＡ 缓冲液定容

至 ５×１０８ ／ ｍＬ 后， 加入 ＮＨＳＰ、 稀释成不同浓度的多糖预孵

育 １５ ｍｉｎ， 加入兔红细胞， ３７ ℃水浴孵育 ３０ ｍｉｎ， 冰上冷

却， 终止反应， 离心， 取上清液， 置于 ９６ 孔板中稀释， 在

４１２ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以肝素为阳性对照， 计算多糖

溶血抑制率及其半抑制浓度值 （ＡＰ５０值）。
３　 结果

３􀆰 １　 大孔吸附树脂筛选　 表 １ 显示， 在相同静态吸附条件

下， ５ 种树脂 Ｄｒ 相近， 而 ＡＢ⁃８ 树脂 Ｒｒ、 Ｋｃ 最高。 前期报

道， 树脂吸附、 解吸能力与其极性、 粒径、 比表面积、 溶

质极性相关， 溶质与极性越相近， 其吸附能力越强［１５］ ， 本

实验所用 ５ 种树脂中 ＡＢ⁃８、 Ｄ１０１、 Ｘ⁃５ 为弱极性、 非极性，
与多糖中色素分子极性相似， 故有较强的吸附能力， 其中

ＡＢ⁃８ 是一种交联聚苯乙烯树脂， 其苯环易与多糖发生 π⁃π
共轭， 而且具有亲水基团， 对多糖的纯化能力更优［１６］ ， 同

时其粒径 （０􀆰 ３ ～ １􀆰 ２５ ｍｍ）、 比表面积 （４８０ ～ ５２０ ｍ２ ／ ｇ）
更有利于多糖的脱色纯化。 因此， 本实验选择 ＡＢ⁃８ 树脂进

行脱色。

表 １　 不同型号大孔吸附树脂参数

型号 极性 粒径 ／ ｍｍ 孔径 ／ ｎｍ 比表面积 ／ （ｍ２·ｇ－１） Ｄｒ ／ ％ Ｒｒ ／ ％ Ｋｃ

ＡＢ⁃８ 弱极性 ０􀆰 ３～１􀆰 ２５ １３􀆰 ０～１４􀆰 ０ ４８０～５２０ ４５􀆰 ２１ ７４􀆰 ３３ ２􀆰 ３９

Ｄ１０１ 非极性 ０􀆰 ２～０􀆰 ６ １０􀆰 ０～１２􀆰 ０ ４００～６００ ４２􀆰 ２２ ４２􀆰 ３９ ０􀆰 ５４

Ｓ⁃８ 强极性 ０􀆰 ３～１􀆰 ２５ ２８􀆰 ０～３０􀆰 ０ １００～１２０ ４４􀆰 ６１ ６４􀆰 ２３ １􀆰 ４５

Ｘ⁃５ 非极性 ０􀆰 ３～１􀆰 ２５ ２９􀆰 ０～３０􀆰 ０ ５００～６００ ４５􀆰 ８１ ６０􀆰 １６ １􀆰 ２８

ＮＫＡ⁃Ⅱ 极性 ０􀆰 ３～１􀆰 ２５ １４􀆰 ５～１５􀆰 ５ １６０～２００ ４７􀆰 ３１ ５５􀆰 ４０ １􀆰 １２

３􀆰 ２ 　 权 重 系 数 计 算 　 成 对 比 较 矩 阵 Ｎ 为 Ｎ ＝
１ ３ １ ／ ４
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， ｗ１ ′、 ｗ２ ′、 ｗ３ ′分别为 ０􀆰 ９０８ ５、 ０􀆰 ３８１ ５、

２􀆰 ８８４ ５， 最大特征值 （λｍａｘ） 为 ３􀆰 ０５３ ６， 一致性比 ＣＲ ＝
０􀆰 ０４６ ２＜０􀆰 １， 符合要求。

ｗ ＝ ［ｗ１ 　 ｗ２ 　 ｗ３］ Ｔ ＝ ［０􀆰 ２１７ ６　 ０􀆰 ０９１ ４　
０􀆰 ６９１ ０］ Ｔ， 表明该模型合理， 综合评分 ＝ ０􀆰 ２１７ ６ × Ｄｒ ＋
０􀆰 ０９１ ４ × Ｒｒ ＋ ０􀆰 ６９１ ０ × Ｋｃ。

３􀆰 ３　 单因素试验　 图 １Ａ 显示， 随着多糖质量浓度增加综

合评分升高， 这是因为树脂对色素的吸附能力与其功能基

团数量成正比［１７］ ； 大于 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 时综合评分反而降低，

这是因为树脂量不变的情况下多糖质量浓度过高时易达到

饱和， 促使多糖吸附造成损失， 不利于色素吸附［１８］ ， 导致

脱色效果下降。

图 １Ｂ 显示， 随着脱色温度增加综合评分先升后降， 在

４５ ℃时最高， 这是因为温度升高加速了分子扩散速度， 导

致多糖黏度下降， 有利于色素分子吸附； 高于 ４５ ℃后综合
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图 １　 单因素试验结果

评分反而降低， 这是因为温度过高时色素分子吸附力减弱，

解吸率增加［１９］ ， 导致脱色效果下降。
图 １Ｃ 显示， 随着脱色时间延长综合评分升高， 在 ９０

ｍｉｎ 时最高， 这是因为时间越长， 色素分子与树脂之间的作

用越久， 但同时多糖也被吸附， 故时间过长会导致其回收

率降低， 导致脱色效果下降。
图 １Ｄ 显示， 随着液料比增加综合评分升高， 这是因为

树脂用量越大时功能基团增多， 吸附能力增加； 大于 ４ ∶ １
时综合评分反而降低， 这是因为继续提高多糖用量时树脂

吸附量达到饱和， 导致脱色效果下降。
３􀆰 ４　 响应面法　 在单因素试验基础上， 设计 ２９ 组响应面

试验， 结果见表 ２。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６􀆰 １ 软件对表 ２ 数据进行多项式

回归， 得方程为 Ｙ＝ ６􀆰 ３９－０􀆰 ９４Ｘ１＋０􀆰 ２７Ｘ２＋０􀆰 ２４Ｘ３＋０􀆰 ５２Ｘ４－
０􀆰 ６４Ｘ１Ｘ２ － ０􀆰 ９２Ｘ１Ｘ３ ＋ ０􀆰 ３４Ｘ１Ｘ４ ＋ ０􀆰 ２９Ｘ２Ｘ３ － ０􀆰 ８１Ｘ２Ｘ４ －

０􀆰 ６０Ｘ３Ｘ４－２􀆰 ０３Ｘ２
１－０􀆰 ９４Ｘ２

２－１􀆰 ０２Ｘ２
３－１􀆰 １４Ｘ２

４， 方差分析见表

３。 由此可知， 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５ 不显著， 表明模型拟合度良

好； Ｒ２＞０􀆰 ９８５ ０， Ａｄｊ Ｒ２ 与 Ｐｒｅｄ Ｒ２ 之间的差值＞０􀆰 ２， ＣＶ＜
１０％ ， 表明模型在变量范围内可行， 实验可靠性、 精密度

较高； 各因素及其交互项、 二次项均有显著或及选择影响

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
响应面分析见图 ２～３， 可知多糖质量浓度与脱色温度、

多糖质量浓度与脱色时间、 脱色温度与液料比、 脱色时间

与液料比的交互作用对脱色效果有显著影响。
３􀆰 ５　 验证试验　 根据 “３􀆰 ３” “３􀆰 ４” 项下结果， 得到最优脱

色工艺为多糖质量浓度 ２８􀆰 １７ ｍｇ ／ ｍＬ， 脱色温度４８􀆰 ３６ ℃，
脱色时间 ９６􀆰 ８６ ｍｉｎ， 液料比 ４􀆰 ８９ ∶ １， 综合评分为 ６􀆰 ６４，
考虑到实际操作， 将其修正为多糖质量浓度 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ， 脱

色温度 ４８ ℃， 脱色时间 ９７ ｍｉｎ， 液料比 ５ ∶ １。 按上述优化

工艺进行 ３ 批验证试验， 测得平均综合评分为 ６􀆰 ４２±０􀆰 ５４，
与预测值 ６􀆰 ６４ 接近， 表明该工艺稳定可行。
３􀆰 ６　 抗补体活性研究　 图 ４ 显示， 溶血抑制率随着多糖质

量浓度增加升高， 并呈剂量依赖性， 在 １ ｍｇ ／ ｍＬ 时通过经

典途径、 旁路途径者分别达 （９１􀆰 ３１±２􀆰 １２）％ 、 （９２􀆰 ８２±
１􀆰 ９４）％ ， 与阳性对照 （肝素） 相当， ＣＨ５０、 ＡＰ５０值分别为

（０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０８ ）、 （ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 １３ ） ｍｇ ／ ｍＬ， 与 阳 性 对 照

［ （０􀆰 ２５±０􀆰 ０２）、 （０􀆰 ３０±０􀆰 ０３） ｍｇ ／ ｍＬ］ 接近， 表明在优化

工艺下多糖抗补体活性良好， 可作为潜在补体抑制剂。
４　 结论

本实验将层析分析法与响应面法相结合， 优化了蛹虫

草多糖脱色工艺， 发现最适大孔吸附树脂型号为 ＡＢ⁃８； 最

优工艺为多糖质量浓度 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ， 脱色温度 ４８ ℃， 脱色

时间 ９７ ｍｉｎ， 液料比 ５ ∶ １， 并且该方法稳定可靠， 可为该

成分工业化生产提供参考依据。 同时， 蛹虫草多糖在经典

途径、 旁路途径中对补体激活均具有一定的抑制作用， 将

有助于将该成分开成治疗补体过度激活相关疾病的药物，
但其补体抑制作用的靶点及构效关系仍需作进一步研究。
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表 ２　 试验设计与结果

试验号 Ｘ１多糖 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） Ｘ２脱色温度 ／ ℃ Ｘ３脱色时间 ／ ｍｉｎ Ｘ４液料比 Ｄｒ ／ ％ Ｒｒ ／ ％ Ｋｃ 综合评分 ／ 分
１ ３０ ３５ ７０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５１ ０􀆰 ８５ ６􀆰 ００ ４􀆰 ３４
２ ３０ ３５ １１０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ８１ ５􀆰 ５１ ４􀆰 ０１
３ ３５ ３５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ８１ ４􀆰 ０３ ２􀆰 ９６
４ ３０ ３５ ９０ ２ ∶ １ ０􀆰 ５１ ０􀆰 ７６ ３􀆰 ３５ ２􀆰 ５０
５ ２５ ３５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ７５ ４􀆰 ７７ ３􀆰 ５０
６ ３０ ３５ ９０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ８５ ７􀆰 ６２ ５􀆰 ４７

７ ２５ ４５ ７０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ８０ ４􀆰 ００ ２􀆰 ９５

８ ３０ ４５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８６ ９􀆰 ０２ ６􀆰 ４５

９ ３０ ４５ １１０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５８ ０􀆰 ８２ ６􀆰 ３３ ４􀆰 ５７

１０ ２５ ４５ ９０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５５ ０􀆰 ８２ ５􀆰 ７０ ４􀆰 １４

１１ ３０ ４５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８５ ８􀆰 ７４ ６􀆰 ２５

１２ ３５ ４５ ９０ ２ ∶ １ ０􀆰 ５８ ０􀆰 ５８ １􀆰 ９３ １􀆰 ５１

１３ ３０ ４５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８６ ９􀆰 ２４ ６􀆰 ６０

１４ ２５ ４５ ９０ ２ ∶ １ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ８６ ５􀆰 ６７ ４􀆰 １０

１５ ３５ ４５ ７０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ７３ ３􀆰 ８８ ２􀆰 ８７

１６ ３０ ４５ １１０ ２ ∶ １ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ７５ ６􀆰 ５３ ４􀆰 ７３

１７ ２５ ４５ １１０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ８５ ７􀆰 ６２ ５􀆰 ４７

１８ ３０ ４５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８５ ８􀆰 ８９ ６􀆰 ３５

１９ ３０ ４５ ７０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ８７ ７􀆰 ３２ ５􀆰 ２５

２０ ３５ ４５ ９０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５８ ０􀆰 ７４ ３􀆰 ９３ ２􀆰 ９０

２１ ３５ ４５ １１０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ６０ ２􀆰 ２１ １􀆰 ７１

２２ ３０ ４５ ７０ ２ ∶ １ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ６７ ４􀆰 ０３ ２􀆰 ９９

２３ ３０ ４５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８５ ８􀆰 ８５ ６􀆰 ３２

２４ ３０ ５５ ７０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ８０ ５􀆰 ７３ ４􀆰 １６

２５ ３０ ５５ ９０ ２ ∶ １ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ８４ ６􀆰 ４０ ４􀆰 ６１

２６ ２５ ５５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ８７ ７􀆰 ６３ ５􀆰 ４７

２７ ３５ ５５ ９０ ５ ∶ １ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ７８ ３􀆰 １７ ２􀆰 ３７

２８ ３０ ５５ １１０ ５ ∶ １ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ８１ ６􀆰 ９４ ５􀆰 ００

２９ ３０ ５５ ９０ ８ ∶ １ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ８２ ５􀆰 ９９ ４􀆰 ３４

图 ２　 各因素三维曲面图
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图 ３　 各因素等高线图

表 ３　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ５８􀆰 ７４ １４ ４􀆰 ２０ ８５􀆰 ００ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ１ １０􀆰 ６２ １ １０􀆰 ６２ ２１５􀆰 ２３ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２ ０􀆰 ８５ １ ０􀆰 ８５ １７􀆰 ２２ ０􀆰 ００１ ０
Ｘ３ ０􀆰 ７１ １ ０􀆰 ７１ １４􀆰 ４４ ０􀆰 ００２ ０
Ｘ４ ３􀆰 ２４ １ ３􀆰 ２４ ６５􀆰 ６０ ＜０􀆰 ０００ １

Ｘ１Ｘ２ １􀆰 ６４ １ １􀆰 ６４ ３３􀆰 ２９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ１Ｘ３ ３􀆰 ３８ １ ３􀆰 ３８ ６８􀆰 ５３ ＜０􀆰 ０００１
Ｘ１Ｘ４ ０􀆰 ４６ １ ０􀆰 ４６ ９􀆰 ２８ ０􀆰 ００８ ７
Ｘ２Ｘ３ ０􀆰 ３４ １ ０􀆰 ３４ ６􀆰 ９２ ０􀆰 ０１９ ８
Ｘ２Ｘ４ ２􀆰 ６３ １ ２􀆰 ６３ ５３􀆰 ３８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ３Ｘ４ １􀆰 ４６ １ １􀆰 ４６ ２９􀆰 ５４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

１ ２６􀆰 ８５ １ ２６􀆰 ８５ ５４３􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

２ ５􀆰 ６８ １ ５􀆰 ６８ １１４􀆰 ９９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

３ ６􀆰 ７４ １ ６􀆰 ７４ １３６􀆰 ５８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

４ ８􀆰 ３９ １ ８􀆰 ３９ １６９􀆰 ９５ ＜０􀆰 ０００ １
残差 ０􀆰 ６９ １４ ０􀆰 ０４９ — —

失拟项 ０􀆰 ６２ １０ ０􀆰 ０６２ ３􀆰 ３７ ０􀆰 １２６ ５
误差项 ０􀆰 ０７３ ４ ０􀆰 ０１８ — —
总离差 ５９􀆰 ４３ ２８ — — —
Ｒ２ ０􀆰 ９８８ ４ Ａｄｊ Ｒ２ ０􀆰 ９７６ ７

ＣＶ ／ ％ ５􀆰 ２０ Ｐｒｅｄ Ｒ２ ０􀆰 ９３８ ２
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ＨＰＬＣ 法同时测定不同厂家断血流制剂中 ３ 种成分

田京歌， 　 倪　 倩， 　 周娟娟， 　 冯有龙

（江苏省食品药品监督检验研究院， 江苏 南京 ２１００１９）
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作者简介： 田京歌 （１９８８—）， 男， 硕士， 主管药师， 从事药品检验与质量研究。 Ｔｅｌ： （０２５） ８６２５１２１０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｔｉａｎｊｉｎｇｇｅ２０１１＠

１６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定断血流软胶囊、 胶囊、 片剂中香蜂草苷、 蒙花苷、 醉鱼草皂苷Ⅳｂ 的含量。
方法　 该药物 ７５％ 乙醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ５ ＴＣ⁃Ｃ１８（２） 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇－水， 梯

度洗脱； 体积流量１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２５０、 ２８３、 ３３０ ｎｍ。 结果　 香蜂草苷、 蒙花苷、 醉鱼草皂苷Ⅳｂ
分别在 １０􀆰 ３９～１０３􀆰 ９、 １０􀆰 ５０～１０５􀆰 ０、 ９􀆰 ９８５～９９􀆰 ８５ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 平均加样回收率分别

为 ９９􀆰 ３７％ 、 ９９􀆰 ７３％ 、 １００􀆰 ３１％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １１％ 、 １􀆰 ２０％ 、 １􀆰 ４３％ 。 结论 　 该方法简便准确， 重复性好， 可用于

断血流制剂的质量控制。
关键词： 断血流软胶囊； 断血流胶囊； 断血流片； 香蜂草苷； 蒙花苷； 醉鱼草皂苷Ⅳｂ； ＨＰＬＣ
中图分类号： Ｒ９２７􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０６⁃１９７８⁃０３
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０６􀆰 ０３８

　 　 断血流为唇形科植物荫风轮或风轮菜的干燥地上部

分［１］ ， 功效清热解毒、 凉血止血活血， 其化学成分主要有

黄酮、 皂苷、 挥发油等。 研究表明， 断血流醇提物有小剂

量止血、 大剂量活血的双向作用， 其代表性成分是黄酮、
皂苷［２⁃４］ ； 文献 ［５⁃６］ 报道， 不同产地该植物中总黄酮含

量为 ２􀆰 ０９％ ～２􀆰 ３２％ ， 总皂苷含量为 １􀆰 ２９％ ～２􀆰 １３％ 。

目前， 断血流相关制剂主要有胶囊剂、 片剂、 颗粒剂

等， 但其质量控制标准仅以醉鱼草皂苷Ⅳｂ 为指标［１，７⁃８］ ，

并且相关文献对其皂苷类成分的研究较多， 鲜有涉及黄酮

类成分。 因此， 本实验首次对断血流软胶囊、 胶囊、 片剂

中香蜂草苷、 蒙花苷、 醉鱼草皂苷Ⅳｂ 含量同时进行测定，

以期为该类制剂全面质量控制研究提供参考。
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