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正交试验优化裸花紫珠水提取工艺

及外用止血作用的评估
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［摘要］　目的：优化裸花紫珠茎叶水提取的工艺及初步考察水提取物的外用止血作用。方法：以浸膏得率和毛
蕊花糖苷得率为评价指标，考察浸泡时间、加水倍量、提取时间和提取次数等因素，采用正交试验优选最佳水提取

工艺。采用家兔耳缘静脉出血模型，外用０５、１０、２０ｇ·ｍＬ－１（按生药量计）三种浓度的水提取物，以出血量和出
血时间为指标，评价裸花紫珠的外用止血效果。结果：裸花紫珠最佳水提取工艺为浸泡时间２ｈ，提取次数３次，
加水倍量为１２、１０、１０，每次提取时间为１ｈ；与空白组相比，裸花紫珠低、中、高剂量组出血量均显著减少（Ｐ＜
００１），并且高剂量组相较空白组出血时间显著缩短（Ｐ＜００１）。结论：优选出的水提取工艺简单可行，且裸花紫珠
水提取物有一定的外用止血作用，有进一步开发为外用止血贴的潜力。
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裸花紫珠 ＣａｌｌｉｃａｒｐａｎｕｄｉｆｌｏｒａＨｏｏｋｅｔＡｒｎ为马
鞭草科紫珠属（ＣａｌｌｉｃａｒｐａＬｉｎｎ）植物，又名赶风柴、
节节红、百花茶、饭汤叶、亚赛凡等［１］，主要分布

于我国海南，广西，广东等地，裸花紫珠是海南常

用黎药材［２］。主要分布于白沙，五指山琼中等地。

裸花紫珠作为药材四季均可收获，取裸花紫珠的地
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上干燥部分，阴干，去除杂质用药，具有抗菌、消

炎解毒、收敛止血、祛风除湿的功效，临床上用于

急性传染性肝炎、化脓性炎症、消化道出血等症，

外用常用于治烧伤、烫伤及外伤出血等。现代研究

表明，裸花紫珠主要含有黄酮、鞣质、萜类和酚类

等成分［３４］，其中的苯乙醇苷类化合物毛蕊花糖苷

（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ，ＡＳ）有显著缩短活化部分凝血活酶时间
（ＡＰＴＴ）作用，提示裸花紫珠可能是通过影响内源性
凝血途径来发挥止血作用，其中毛蕊花糖苷在药材

中的含有量很高，可能是裸花紫珠止血的主要活性

成分［５］。

市场调查发现，目前市场上裸花紫珠制剂已有

片剂、胶囊剂、合剂、分散片、栓剂和阴道片剂等

剂型［６］，但是缺少用于止血的外用制剂，研制裸花

紫珠外用止血贴不仅可以填补市场的空缺，还能通

过贴剂的特点更好发挥裸花紫珠的止血效果。本论

文通过正交试验对裸花紫珠的水提取工艺进行优化，

并进行了工艺验证实验。用最佳提取工艺所获得的

水提取物进行了外用止血实验，对止血的效果进行

了评估。这些都为将来裸花紫珠止血贴的研发提供

了基础。

１　材料与仪器

１１动物

清洁级家兔，购买于广东省医学实验动物中心，

合格证号：ＳＤＷＡ４４０６０５０６０４０３２０１７０３３０００００１，
雌雄各半，体重２２～２５ｋｇ。

１２药物及试剂

裸花紫珠于２０１６年５月采自海南省白沙县，经
海南医学院药学院田建平教授鉴定为马鞭草科紫珠

属植物裸花紫珠ＣａｌｌｉｃａｒｐａｎｕｄｉｆｌｏｒａＨｏｏｋｅｔＡｒｎ；吸
水垫（７５ｃｍ×７５ｃｍ×０１ｃｍ）购买于优玖责任有
限公司；云南白药创可贴（批号：ＰＪＥ１６２８）；甲醇、
醋酸、无水乙醇均为分析纯，购自广州化学试剂厂，

乙腈为色谱纯，水为超纯水。

１３仪器

北京赛多利斯仪器系统有限公司ＳＯ９００１型电子
天平；上海博讯实业有限公司医疗设备厂 ＧＸＺ９２４０
型数显鼓风干燥箱；上海亚荣生化仪器厂 ＲＥ５２ＡＡ
型旋转蒸发器。ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０１０ＡＨＴ高效液相色
谱仪（配有紫外检测器，自动进样器，ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ色
谱工作站）。

２　方法与结果

２１裸花紫珠提取工艺的考察
２１１浸膏得率的测定　精密量取滤液２５ｍＬ，置已
干燥至恒重的蒸发皿中，在水浴上蒸干后，于

１０５℃干燥２４ｈ，迅速转移至干燥器中冷却０５ｈ，
迅速精密称定质量，计算浸膏得率。计算浸膏得率。

浸膏收率（％）＝浸膏重（ｇ）
生药（ｇ） ×１００％ （１）

２１２毛蕊花糖苷的测定　依照本实验室王勇等［７］建

立的色谱条件：ＬｕｎａＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ），流动相乙腈０１％醋酸水溶液（１５∶８５），流速
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长３３２ｎｍ，柱温３０℃。精密
称取毛蕊花糖苷对照品２５８ｍｇ，置２５ｍＬ量瓶中，
加５０％甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，配成毛蕊花糖
苷浓度为１０３２ｍｇ·ｍＬ－１的标准品溶液。然后分别吸
取一定体积的该溶液置于２５ｍＬ量瓶中，加５０％甲醇
溶解并稀释至刻度，摇匀，分别稀释成６种浓度分别
为０１０３２、０２０６４、０４１２８、０５１６０、０６１９２、
０８２５６ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。各浓度的溶液分
别进样２μＬ，测定毛蕊花糖苷的峰面积，以毛蕊
花糖苷的进样量（μｇ·μＬ－１）为横坐标（Ｘ）、峰面积为
纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线，得到毛蕊花糖苷的回归方
程为Ｙ＝３５７４×１０６Ｘ－４０１１５，ｒ＝１００００，线性范
围为０１０３２～１０３２μｇ·μＬ－１。

取裸花紫珠提取后的浓缩液０５ｍＬ，置２５ｍＬ
量瓶中，加入 ５０％甲醇稀释至刻度。取适量，过
０４５μｍ微孔滤膜，取续滤液，测定，记录色谱图，
计算毛蕊花糖苷（ＡＳ）提取率。
２１３药材水提取工艺因素与水平　裸花紫珠茎叶
中主要的成分毛蕊花糖苷易溶于水，因此采用水加

热回流提取方法，采用蒸馏水回流提取。由于裸花

紫珠叶的吸水率较大［７］，故在选择加水量的水平时

第１次加入量比后两次大。选取考察加水量，浸泡
时间，提取时间和提取次数４个因素。结合参考文
献［７９］，并进行了预实验，最终选取了每个因素的考

察水平，因素水平见表１。

表１　裸花紫珠水提取水平因素表

水平
因素

Ａ浸泡时间／ｈ Ｂ加水量／倍 Ｃ提取时间／ｈ Ｄ提取次数／次

１ １ ８６６ ０５ １

２ ２ １０８８ １ ２

３ ４ １２１０１０ ２ ３
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２１４提取工艺正交试验方法　取裸花紫珠地上干
燥部分，将茎叶剪成均一大小，分成９份，每份约
２０ｇ，依次编号为１～９组。按照表２中 Ｌ９（３

４）正交

表规定的条件进行回流提取，提取液用２００目纱布

过滤，浓缩，待浓缩液冷却后，加蒸馏水定容到

１００ｍＬ，摇匀。按照 ２１１和 ２１２所述方法测定
浸膏得率和毛蕊花糖苷含量。测定结果见表 ２及
表３。

表２　提取工艺正交试验设计结果

实验号 质量／ｇ
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
浸膏得率（％） ＡＳ得率（％） 综合得分

１ １９８ １ １ １ １ ８３０ ０６８ ３９６０
２ ２１１ １ ２ ２ ２ １６８０ １３７ ７９９０
３ ２００ １ ３ ３ ３ １９４０ １７６ ９９３０
４ ２００ ２ １ ２ ３ １９６０ １７７ １００００
５ ２００ ２ ２ ３ １ １１００ ０８９ ５２０３
６ ２０４ ２ ３ １ ２ １７６０ １４２ ８３１０
７ ２０３ ３ １ ３ ２ １５００ １２３ ７１６０
８ ２０４ ３ ２ １ ３ １４６０ １２１ ７０２０
９ １９９ ３ ３ ２ １ １５００ １２３ ７１６０
Ｋ１ ２１８７９ ２１１２０ １９２８９ １６３２３
Ｋ２ ２３５１３ ２０２１３ ２５１５０ ２３４６０
Ｋ３ ２１３４１ ２５４００ ２２２９４ ２６９５０
Ｒ ２１７２ ５１８７ ５８６０ １０６２６

注：综合评分＝（浸膏得率／１９６０×０３＋ＡＳ得率／１７７×０７）×１００。

表３　方差分析表
方差来源 离差平方和 自由度 Ｆ Ｐ

Ａ ９４２１ ２ ００９３ ＞００５
Ｂ ４８２６０ ２ ０５４６ ＞００５
Ｃ ５４５７６ ２ ０６３２ ＞００５
Ｄ ２０１１８１ ２ ５３７６ ＜００５

比较各因素的极差可知，因素Ｄ（提取次数）对试
验结果影响最大，其次是Ｃ、Ｂ和Ａ，所以因素对综
合评分值指标影响大小排序为Ｄ＞Ｃ＞Ｂ＞Ａ。由方差
分析可知，因素Ｄ具有显著性差异。根据极差分析各
因素的均值，可确定裸花紫珠药材水提取最佳工艺为

Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即药材浸泡时间２ｈ后，提取３次，加水
量分别为１２，１０，１０倍量，每次提取时间为１ｈ。
２１５工艺验证实验　称取裸花紫珠药材３份，每份
５０ｇ，按上述确定的最佳工艺条件提取，对药材水
提取工艺进行验证，测定结果见表 ４。结果表明，
由上述确定的最佳方案提取毛蕊花糖苷的提取率较

高，该方案较为稳定。

表４　水提取验证实验结果
％

考察指标
试验号

１ ２ ３
平均值 ＲＳＤ

浸膏得率 １９８５ １９８２ ２０３４ ２０００ １４６
ＡＳ得率 １７９ １７５ １８７ １８０ ３３９

２２药效学评价

采用最佳提取工艺提取获得的流浸膏旋蒸浓缩，

分别稀释至浸膏浓度为１０、０５ｇ·ｍＬ－１。吸取一种
浓度的流浸膏 １ｍＬ均匀分布于吸水棉垫 ２４ｃｍ×
１５ｃｍ×０１ｃｍ后，５０℃减压烘干１ｈ，分别制成
高低两种含药浓度的止血棉垫，记录各棉垫的的质

量。进行预实验［１０１１］，选取市售的云南白药创可贴

为阳性药。结果如表５所示，显示云南白药创可贴
组的平均出血时间与０５ｇ·ｍＬ－１组相当，而平均出
血量要低于１０ｇ·ｍＬ－１组。

表５　预实验结果
组别 数量／只 平均出血时间／秒 平均出血量／ｇ

云南白药创可贴组 ３ ２３９８±９６０ ００３６±００２１

１０ｇ·ｍＬ－１组 ３ ２０７２±７３８ ００８２±００６８

０５ｇ·ｍＬ－１组 ３ ２４１５±１１１７ ０２２１±０２９２

参考预实验的结果，制得含药浓度分别为０５、
１０、２０ｇ·ｍＬ－１的低中高三种止血棉垫。取成年家
兔１５只，随机分为５组，低、中、高剂量组、阴性
对照组和阳性对照组。将家兔左耳与右耳对齐，于

耳缘末端２／３、１／２、１／３处，用一次性采血针对家
兔耳缘静脉穿刺１ｃｍ，形成静脉出血后立即在出血
处敷以制好的止血棉垫，并用１００ｇ砝码压在棉垫

·６３７·
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上，５ｓ观察１次出血情况，直至出血停止。记录出
血时间，并称量止血棉垫的质量，计算出血量。

结果见表６和表７。

表６　出血时间结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
组别 数量／只 给药浓度 平均出血时间／秒

阴性对照组 ３ ０９％氯化钠溶液 ３２２２±１１４８

阳性对照组 ３ 云南白药创可贴 ２２０５±９５８

低剂量组　 ３ ０５ｇ·ｍＬ－１ ２４４４±１１９２

中剂量组　 ３ １０ｇ·ｍＬ－１ ２０８３±７４９

高剂量组　 ３ ２０ｇ·ｍＬ－１ ８３３±３４５

注：与空白组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表７　出血量结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
组别 数量／只 给药浓度 平均出血量／ｇ

阴性对照组 ３ ０９％氯化钠溶液 ０７２１±０１５２

阳性对照组 ３ 云南白药创可贴 ００３５±００２１

低剂量组　 ３ ０５ｇ·ｍＬ－１ ０２１８±０２３４

中剂量组　 ３ １０ｇ·ｍＬ－１ ００７６±００５６

高剂量组　 ３ ２０ｇ·ｍＬ－１ ００２０±０００９

注：与空白组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

与空白组相比，裸花紫珠低、中、高剂量与云

南白药创可贴均可以非常显著地减少出血量（Ｐ＜
００１），其中高剂量组的出血量要低于阳性对照组；
此外，高剂量组相较空白组也可以明显地减少出血

时间（Ｐ＜００１），同时高剂量的出血时间也要低于
阳性对照组。综上，说明裸花紫珠水提取物具有一

定的外用止血作用，具有开发成外用止血贴剂的

潜力。

３　讨论

在正交试验分析中，引进综合评价的理念，使

用多指标综合加权评分法可以避免单一评价的片面

性，使分析结果更加科学、客观，使得提取工艺趋

于合理、可信［１２］。本研究以浸膏得率、毛蕊花糖苷

的提取得率为指标，采用正交试验设计，对裸花紫

珠叶中苯乙醇苷类成分的水提取工艺进行研究，确

定了最佳的提取工艺：药材加水浸泡 ２ｈ，提取
３次，加水倍量分别为１２、１０、１０，每次提取１ｈ。
本研究确定的提取工艺简单可行，３次验证实验结
果重复性较好，可为今后裸花紫珠茎叶的水提取提

供参考，也为日后裸花紫珠制剂的开发提供基础。

本文进一步针对最佳提取工艺所获得的裸花紫

珠浸膏，进行了外用止血药效学的研究。以出血时

间和出血量为评价指标，先进行了预实验。参考预

实验的结果，考察不同剂量对家兔耳缘静脉出血的

影响。预实验和正式实验的动物数量、样本量以及

实验方法都相同，且结果基本在同一水平，两次实

验结果都有较好的重复性。此次研究，初步证明本

浸膏具有一定的外用止血作用，尤其以２０ｇ·ｍＬ－１

的浓度给药时，作用效果十分显著，甚至要优于市

售的云南白药创可贴，表明了本浸膏作为外用止血

药物开发的潜力。本次研究，参考止血贴的制作流

程，并采用了相应的材料，这也为裸花紫珠外用止

血贴的研制提供了基础。
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