
２０１８年１２月　第２０卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ１２

·中药工业·

△ ［基金项目］　辽宁省教育厅科学技术研究项目（２０１６１０１６３１２０）
 ［通信作者］　孙博航，副教授，研究方向：天然药物化学成分的分离纯化；Ｔｅｌ：（０２４）２３９８６４８２，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｂｏｈａｎｇ１９７８＠

１６３ｃｏｍ

止泻木子中锥丝碱的提取工艺
△

郑光杰１，邱娜１，刘凡凡２，晋敦青１，孙博航１

（１．沈阳药科大学 中药学院／基于靶点的药物设计与研究教育部重点实验室，辽宁　沈阳　１１００１６；
２郑州市中心医院 药学部，河南　郑州　４６７０００）

［摘要］　目的：优化止泻木子中锥丝碱的提取工艺，为止泻木子质量控制标准的建立奠定基础。方法：在单因
素试验基础上，以提取时间、甲醇浓度、料液比为因素，以止泻木子中锥丝碱提取得率为响应值，采用三因素三水

平响应曲面试验设计法，确定最佳提取工艺。结果：最佳提取工艺为提取时间７０ｍｉｎ、甲醇浓度７５％、料液比１∶９。
结论：该提取工艺稳定、合理、预测性良好。
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止泻木子为夹竹桃科止泻木属止泻木的干燥种

子，其主要产于我国西藏、新疆、青海、广西等高

海拔地区以及印度、尼泊尔等南亚国家与地区［１］。

止泻木子具有较大的药用价值，民族医药中主要用

其治疗赤巴病、腹泻、痢疾等疾病［２３］。近年来研究

表明，止泻木子中的甾体生物碱是其主要生物活性

成分［４］，在这些生物碱中锥丝碱的含量较大［１］，且

进一步研究发现，锥丝碱具有较好的乙酰胆碱酯酶

抑制活性，在杀灭寄生虫、抗菌等作用方面也具有

较好的药理活性［４９］。但是关于止泻木子活性部位

提取工艺和质量控制研究方面尚未见到相关报道，

因此本课题以止泻木子为研究对象，以锥丝碱为指

标性成分，采用响应曲面法优化止泻木子中锥丝碱

的提取工艺［１０１１］，为进一步研究其质量控制方法、

开发利用止泻木子的药用经济价值具有重要的

意义。

１　仪器与试药

１１仪器
ＡＢ１３５Ｓ型电子天平（上海梅特勒托利多仪

器有限公司）；ＨＨＳ型水浴锅（郑州长城科工贸
有限公司）；ＵＶ１７００型紫外分光光度计 ［岛津
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国际贸易（上海）有限公司］；Ｒ１００１Ｎ型旋转蒸
发仪（郑州长城科工贸有限公司）；ＬＣＮｅｔⅡ／
ＡＤＣ高效液相色谱分析仪（日本分光株式会社）；
ＤＺＴＷ调温电热套（北京市永光明医疗仪器厂）；
ＫＱ２５０ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器
有限公司）；分析色谱柱 ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡ（日本
ＹＭＣ公司）。

１２试药

锥丝碱对照品（自制，ＨＰＬＣ测定含量≥９８％）；
甲醇（色谱纯，山东禹王化工有限公司）；超纯水；

其他试剂均为分析纯。

干燥的止泻木子２０１５年７月购于安国市新辉
药业有限公司，产地新疆，经沈阳药科大学路金

才教授鉴定为止泻木子，药材留样保存于本研

究室。

２　方法

２１供试品溶液的制备

精密称取干燥的止泻木子粉末４５ｇ至圆底烧瓶
中，按照实验设计要求进行加热回流提取，趁热抽

滤得滤液，合并滤液，减压浓缩，将浓缩液用甲醇

溶解并定容至５０ｍＬ容量瓶中，摇匀，制成供试品
溶液，备用。

２２对照品溶液的制备

精密称取锥丝碱对照品４ｍｇ，置于１０ｍＬ容量
瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，即制成质量浓度

为０４ｍｇ·ｍＬ－１的锥丝碱对照品溶液。

２３色谱条件

流动相 ９５％甲醇（含二乙胺 ２‰），检测波长
２１５ｎｍ，柱温２５℃，流速０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量
１０μＬ，供试品、对照品ＨＰＬＣ图见图１。

２４标准曲线的制定

精密 配 制 锥 丝 碱 储 备 液 （质 量 浓 度 为

１０１ｍｇ·ｍＬ－１），分别精密量取该储备液１、２、４、
６、８ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，甲醇稀释到刻度，摇
匀，分别进样。以色谱峰峰面积（Ｙ）与对照品溶液
浓度（Ｘ）进行线性回归分析，得线性回归方程 Ｙ＝
６７８０３２４６３Ｘ＋８４０４８５，ｒ＝０９９９９。结果表明，
锥丝碱在０１０１～０８０８ｍｇ·ｍＬ－１色谱峰峰面积与对

照品浓度线性关系良好。

注：Ａ锥丝碱对照品；Ｂ供试品。

图１　锥丝碱对照品、供试品液相色谱图

２５单因素试验

分别选取提取时间、甲醇浓度、料液比作为

影响止泻木子中锥丝碱提取工艺的 ３个因素，进
行单因素试验，结果表明，提取时间在 ０５～
２５ｈ、甲醇浓度６０％ ～１００％、料液比１∶６～１∶１４
存在极值。

２６提取条件的响应面法优化分析

通过响应曲面法对影响锥丝碱提取效果较大的

３个因素提取时间、甲醇浓度、料液比进行优化，
以锥丝碱含量为响应值，设计了三因素三水平的试

验方案。通过单因素试验确定了 ３个因素的取值
范围。

采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）设计三因素三水
平共１７组试验，以锥丝碱的含量（Ｙ）为响应值，经
回归拟合后，各因素与响应值的回归方程为 Ｙ＝
２６１＋０１２Ａ－００３０Ｂ＋６２５－００３Ｃ－００４３ＡＢ＋
００２０ＡＣ－００２２ＢＣ－０１９Ａ２＋００７６Ｂ２－００３４Ｃ２。
实验设计及结果见表１～２。

由方差分析可知，该回归模型 Ｐ＜００００１，表
明回归方程模型极其显著；失拟项 Ｐ＝０１６００＞
００５，表明失拟不显著，从而说明该模型能够对止

·５４５１·
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表１　止泻木子中锥丝碱提取工艺ＢＢＤ设计因素

组号

因素

Ａ：时间／
ｍｉｎ

Ｂ：甲醇浓度
（％） Ｃ：料液比

锥丝碱含量／
ｍｇ·ｇ－１

１ ６０ １００ １０ ２４５

２ ９０ ６０ ８ ２５５

３ ６０ ６０ ６ ２５１

４ ９０ ８０ ６ ２４５

５ ３０ ６０ ８ ２１８

６ ６０ ８０ ８ ２６３

７ ６０ ８０ ８ ２５８

８ ６０ １００ ６ ２４８

９ ６０ ８０ ８ ２５９

１０ ９０ １００ ８ ２４２

１１ ６０ ８０ ８ ２６４

１２ ３０ ８０ ６ ２３１

１３ ３０ １００ ８ ２２２

１４ ３０ ８０ １０ ２２８

１５ ９０ ８０ １０ ２５０

１６ ６０ ６０ １０ ２５７

１７ ６０ ８０ ８ ２６２

泻木子中锥丝碱的提取率进行准确的预测和分析。

从回归方程系数显著性检验可知：一项式 Ａ、Ｂ极
其显著；二项式 Ａ２、Ｂ２极其显著；交互项 ＡＢ具有
一定的显著性，ＡＣ和 ＢＣ不显著。说明不同的提取
工艺对止泻木子中锥丝碱提取率并非简单的线性

关系。

对拟合方程求解，得最优提取参数：甲醇浓度

７３１４％；提取时间７０６３ｍｉｎ；液料比１∶８６３，预
测止泻木子中锥丝碱的质量分数为２６３８７２ｍｇ·ｇ－１。
考虑到实验的可操作性，将工艺优化为料液比１∶９，
提取时间为７０ｍｉｎ，甲醇浓度为７５％。

根据所拟合的回归方程，作相应曲面图，考

察所拟合的响应曲面形状，分析甲醇浓度、料液

比、提取时间对止泻木子中锥丝碱提取率的影

响。其等高线图和 ３Ｄ响应曲面图见图 ２～４。
３组图直观地反应了各因素对响应值的相互影响，
甲醇浓度和提取时间的相互作用较显著。等高线

的形状可反应出交互效应的强弱大小，椭圆形表

示两因素交互作用显著，而圆形则表明因素间交

互作用较弱。

表２　止泻木子中锥丝碱提取工艺ＢＢＤ设计结果

方差来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型数 ０３３０００ ９ ００３６０００ ２９２５ ＜００００１ 显著　

Ａ ０１１０００ １ ０１１００００ ８７４４ ＜００００１

Ｂ ０００７２０ １ ０００７２００ ５８２ ００４６６

Ｃ ００００３１ １ ００００３１０ ０２５ ０６３０６

ＡＢ ０００７３０ １ ０００７３００ ５８４ ００４６３

ＡＣ ０００１６０ １ ０００１６００ １２９ ０２９２７

ＢＣ ０００２００ １ ０００２０００ １６４ ０２４１４

Ａ２ ０１６０００ １ ０００８６００ １２７５１ ＜００００１

Ｂ２ ００２４００ １ ０００５２００ １９６７ ０００３０

Ｃ２ ０００４７０ １ ０００４７００ ３８２ ００９１５

参差数 ０００８７０ ７ ００００１５０

失拟项 ０００６００ ３ ０００００８３ ２９７ ０１６００＞００５ 不显著

纯误差 ０００２７０ ４ ００００２００

总变差 ０３３０００ １６

·６４５１·
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注：Ａ锥丝碱对照品；Ｂ供试品。

图２　提取时间与料液比的等高线图和３Ｄ响应曲面图

注：Ａ锥丝碱对照品；Ｂ供试品。

图３　甲醇浓度和提取时间的等高线图和３Ｄ响应曲面图

注：Ａ锥丝碱对照品；Ｂ供试品。

图４　料液比与甲醇浓度的等高线图和３Ｄ响应曲面图

２７优化工艺的验证

平行３次验证试验，锥丝碱质量分数分别为
２６５、２６３、２６７，ＲＳＤ为 ０７５％，方程预测结果
与实测值之间差距较小，表明建立的数学模型具有

较好的预测性。

３　结论

本研究在单因素试验的基础上通过响应曲面法

得到了止泻木子中锥丝碱的最佳提取工艺条件：甲

醇浓度７５％；提取时间７０ｍｉｎ；料液比１∶９。验证试
验表明，在该工艺条件下对锥丝碱具有较高的提取

率，这为止泻木子质控标准的建立和进一步开发利

用提供了依据。
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