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杜仲中京尼平苷酸的精制工艺对比
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［摘要］　目的：探索并对比中药杜仲中京尼平苷酸的精制工艺。方法：以京尼平苷酸为指标，在明确跨膜压力
差、ｐＨ因素影响的基础上，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组和设计建立数学模型，考察膜孔径、跨膜压力差、ｐＨ，优选杜
仲提取液的浓缩工艺，并与减压浓缩对比分析。结果：优化京尼平苷酸纳滤浓缩工艺为膜孔径４００Ｄａ，跨膜压力差
１４０ＭＰａ，ｐＨ６８０，京尼平苷酸平均截留率为（９３７±１８）％，与理论截留率为９５０％相近，且明显高于减压加热
浓缩工艺。结论：ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法设计优化的杜仲中京尼平苷酸的精制工艺，工艺高效可行，可以避免热处
理引起的成分转化损失。
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杜仲来源于杜仲科植物杜仲 Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ
Ｏｌｉｖ的干燥树皮，作为药食两用中药，具有补肝
肾、强筋骨、安胎的功能［１］，在药品、保健品中应

用广泛，如杜仲降压片、参杞杜仲丸等［２４］。京尼平

苷酸为杜仲中主要代表性药效成分，可用于改善阿

尔茨海默病患者的记忆能力［５６］。因该成分属于环烯

醚萜苷类，在提取精制过程中热稳定性差，长时间

热处理易分解，目前多以低温、减压的方式降低其

氧化分解程度［７］。

纳滤具有分离过程无热效应、效率高、不产生

二次污染等技术优点［８］。为了探索杜仲提取液中京

尼平苷酸的浓缩精制工艺，以纳滤膜孔径、ｐＨ、跨
膜压力差为影响因子［９１０］，基于单因素考察，以京

尼平苷酸截留率为响应值，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心
组合设计建立数学模型，优化纳滤浓缩工艺参数，

进而与常规热浓缩对比，为热敏性环烯醚萜苷类成
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分的浓缩精制提供数据支撑。

１　材料

１１　仪器

ｅ２６９５型高效液相色谱仪、二极管阵列检测器
（ＰＤＡ）（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＦＬ３２０６型直流增压泵
（厦门优美沃电气有限公司）；ＲＥ５２Ａ型旋转蒸发
器（上海亚荣生化仪器厂）；ＳＨＢⅢ型循环水式多
用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；ＫＨ２５０Ｂ
型超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有限公司）；

ＭＳ２０５ＤＵ型电子天平（上海梅特勒托利多仪器有限
公司）。

１２　试药

杜仲药材购自泰州市中医院，批号：２０１９０６１００１０，
经江苏省泰州市食品药品检验所叶慧副主任中药师

鉴定为杜仲科植物杜仲ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ的干
燥树皮，符合 《中华人民共和国药典》２０１５年版
（一部）相关项下要求；京尼平苷酸对照品（中国食品

药品检定研究院，批号：１１１８２８２０１００１，纯度≥
９８％）；聚酰胺纳滤膜（孔径分别为１５０、４００、６５０Ｄａ，
星达膜科技有限公司）；甲醇为色谱纯；水为纯化

水；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２１　京尼平苷酸的含量测定

２１１　色谱条件与系统适用性试验　ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色

谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水
乙酸（２４∶７５∶１）［１１］；检测波长：２４０ｎｍ；柱温：
２５℃；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：１０μＬ。
２１２　京尼平苷酸对照品溶液制备　精密称取京尼
平苷酸对照品００１０６０ｇ，置于１０ｍＬ量瓶中，加流
动相溶液稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度为

１０６ｍｇ·ｍＬ－１的京尼平苷酸对照品溶液。
２１３　杜仲提取液制备　取杜仲饮片，加入１０倍
体积纯化水，提取２次，每次１ｈ，０４５μｍ微孔滤
膜滤过，合并滤液，得杜仲提取液，用于单因素考

察、响应面法优化以及工艺对比。

２１４　线性关系考察　分别取京尼平苷酸对照品溶
液０１０、０２０、０５０、１００、２００ｍＬ，分别置于
１０ｍＬ的量瓶中，流动相稀释并定容至刻度，高效
液相色谱仪检测，以峰面积为纵坐标（Ｙ），对照品

溶液质量浓度为横坐标（Ｘ），得线性回归方程：Ｙ＝
１２８２７Ｘ－６５６０１，ｒ＝０９９９４。京尼平苷酸质量浓
度为１０６～２１２０μｇ·ｍＬ－１线性关系良好。
２１５　精密度试验　取质量浓度为２１２μｇ·ｍＬ－１

的京尼平苷酸对照品稀释溶液，重复进样６次，按
２１１项下色谱条件检测，计算京尼平苷酸峰面积
积分值的ＲＳＤ为１３５％。
２１６　稳定性试验　取杜仲提取液１０μＬ，分别于
０、１、２、４、８、１２、２４ｈ进样，按２１１项下色谱
条件检测，计算京尼平苷酸峰面积积分值 ＲＳＤ为
１６７％，结果表明，杜仲提取液中京尼平苷酸在
２４ｈ内稳定。
２１７　重复性试验　按２１３项下处理，平行制备
５份杜仲提取液溶液，按２１１项下色谱条件检测，
京尼平苷酸质量浓度的ＲＳＤ为２８７％，表明方法重
复性良好。

２１８　加样回收率试验　精密吸取杜仲提取液（京
尼平苷酸质量浓度为１５２０μｇ·ｍＬ－１）６份，分别精
密加入京尼平苷酸对照品适量，按２１１项下色谱
条件进行定量测定，计算得平均回收率分别为

９８７０％，ＲＳＤ为２４５％。

２２　纳滤浓缩操作方法

采用耐压管路依次连接增压泵、压力表、纳滤

膜套件、压力调节阀，取杜仲提取液置于储液罐中，

调节增压泵转速提供纳滤分离压力，分别收集纳滤

液及截留液，采用 ＨＰＬＣ检测，计算分析杜仲提取
液中京尼平苷酸的截留率。

２３　减压浓缩操作方法

取杜仲提取液，采用旋转蒸发器减压浓缩，由

原体积２０Ｌ浓缩至２０００ｍＬ，分别考察７０、７５、
８０、８５、９０℃加热条件下，京尼平苷酸转移率，分
析减压温度对成分影响。

２４　计算方法

２４１　截留率计算　分别精密吸取杜仲提取液、纳
滤液，按２４项下的液相检测条件，采用 ＨＰＬＣ测
定并计算样品京尼平苷酸浓度，按式（１）计算京尼
平苷酸截留率。

Ｒ＝ １－
Ｃ１
Ｃ( )
０

×１００％ （１）

式中，Ｒ为成分的截留率；Ｃ１为纳滤液中京尼
平苷酸的浓度；Ｃ０为杜仲提取液中京尼平苷酸的
浓度。
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２４２　转移率计算　分别精密吸取杜仲提取液、减
压浓缩液，按２４项下的液相检测条件，采用ＨＰＬＣ
测定并计算样品京尼平苷酸浓度，按式（２）计算京
尼平苷酸转移率。

Ｔ＝
Ｃ２Ｖ
Ｃ０Ｖ０

×１００％ （２）

式中，Ｔ为成分的转移率；Ｃ２为减压浓缩液中
京尼平苷酸的浓度；Ｖ０为原溶液体积；Ｖ为减压浓
缩液体积。

２５　单因素考察

２５１　跨膜压力差　膜分离的跨膜压力差与膜分离
效率直接相关，采用膜孔径４００Ｄａ、ｐＨ５０为固定分
离因素，考察跨膜压力差分别为０５０、０７５、１００、
１２５、１５０、２００ＭＰａ时，京尼平苷酸的截留率变
化规律。从图１中可以得出，随着跨膜压力差的增
加，京尼平苷酸截留率呈现出上升的趋势，其中压

力差为１０～１５ＭＰａ变化相对明显，随着压力差超
过１５ＭＰａ，京尼平苷酸截留率相对稳定，但是跨
膜压力越大，膜通量越高，也与分离生产效率直接

相关，但是也会加重浓差极化带来的膜污染，导致使

用寿命缩短［１２］，因此选择跨膜压力差１０～１５ＭＰａ
用于纳滤分离参数考察。

图１　跨膜压力差对京尼平苷酸截留率的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２５２　ｐＨ　溶液 ｐＨ与京尼平苷酸存在状态相关，
根据纳滤分离的电荷排斥原理，结合纳滤膜的酸碱

耐用性，采用膜孔径４００Ｄａ，跨膜压力差１０ＭＰａ
为固定分离因素，考察 ｐＨ分别为 ３０、４０、５０、
６０、７０、８０对京尼平苷酸截留率的影响。

调节杜仲水提液ｐＨ，改变目标成分京尼平苷酸
的解离状态，从图２中可以看出，随着ｐＨ增加，京
尼平苷酸截留率也随之升高，此时的分离行为是孔

径筛分和电荷排斥共同作用的结果，也说明溶液中

以离子形式存在的京尼平苷酸的比例也逐步增加，

其中 ｐＨ５０～７０时变化相对明显，同时为了控制

碱性溶液环境下京尼平苷酸水解，选择ｐＨ５０～７０
进行响应面考察。

图２　ｐＨ对京尼平苷酸截留率的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２６　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化纳滤浓缩工艺

在单因素试验结果的基础上，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８０６软件，以纳滤膜孔径、ｐＨ和跨膜压力差作为变
量，以－１、０、１代表变量水平，进行 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
设计三因素三水平试验方案，优化京尼平苷酸的纳

滤浓缩工艺参数。

２６１　响应面试验设计与结果　根据 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ
中心组合设计原理［１３］，基于单因素试验确定的因素

考察范围，为保障结果的准确性，采取平行３次计
算截留率平均值。选取膜孔径（Ａ）、跨膜压力差
（Ｂ）、ｐＨ（Ｃ）３个因素，通过三因素三水平的响应面
分析方法，通过１７组试验考察不同组合参数对京尼
平苷酸纳滤截留率的影响规律。所考察的因素水平

及结果见表１。

表１　京尼平苷酸纳滤分离的响应曲面因素水平及结果
编号 Ａ／Ｄａ Ｂ／ＭＰａ Ｃ Ｒ／％

１ １５０（－１） １００（－１） ６０（０） ９０９

２ ４００（０） １２５（０） ６０（０） ９１４

３ １５０（－１） １２５（０） ５０（－１） ９１３

４ １５０（－１） １２５（０） ７０（１） ９５８

５ ６５０（１） １２５（０） ７０（１） ７９７

６ １５０（－１） １５０（１） ６０（０） ９４２

７ ６５０（１） １２５（０） ５０（－１） ６７５

８ ４００（０） １２５（０） ６０（０） ８７４

９ ６５０（１） １００（－１） ６０（０） ６４８

１０ ４００（０） １２５（０） ６０（０） ８８６

１１ ４００（０） １００（－１） ７０（１） ８５２

１２ ４００（０） １２５（０） ６０（０） ９０７

１３ ４００（０） １５０（１） ５０（－１） ８７４

１４ ６５０（１） １５０（１） ６０（０） ７６１

１５ ４００（０） １５０（１） ７０（１） ９５６

１６ ４００（０） １２５（０） ６０（０） ９０１

１７ ４００（０） １００（－１） ５０（－１） ８２２
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　　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件，以京尼平苷酸截
留率为响应值，对上述３个因素进行二次多项回归
计算。

Ｒ＝８９６４－１０１５Ａ＋３７７Ｂ＋３４９Ｃ＋２００ＡＢ＋
１９３ＡＣ＋１３０ＢＣ－６０８Ａ２－２０６Ｂ２＋００１７Ｃ２ （３）

对该模型进行方差分析，结果见表 ２，膜孔径
（Ａ）、跨膜压力差（Ｂ）、ｐＨ（Ｃ）对于京尼平苷酸截
留率影响差异有统计学意义，同时 ＡＢ、ＡＣ因素交
互作用显著。该模型回归Ｆ值为６０９９，Ｐ＜００００１
说明该模型显著，可根据响应值预测京尼平苷酸截

留率，且试验设计方案正确。该模型多元ｒ＝０９８７４，
预测ｒ＝０９１２８，调整ｒ＝０９７１２，均接近１０，说
明模型对试验实际情况拟合较好。

表２　京尼平苷酸纳滤分离响应曲面二次回归模型的方差分析
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ｍｏｄｅｌ １３１３４４ ９ １４５９４ ６０９９ ＜００００１

Ａ ８８４１０ １ ８８４１０ ３６９４９ ＜００００１

Ｂ １１４０１ １ １１４０１ ４７６５ ００００２

Ｃ ９７３０ １ ９７３０ ４０６６ ００００４

ＡＢ １６００ １ １６００ ６６９ ００３６２

ＡＣ １４８２ １ １４８２ ６１９ ００４１７

ＢＣ ６７６ １ ６７６ ２８３ ０１３６７

Ａ２ １５５７８ １ １５５７８ ６５１０ ＜００００１

Ｂ２ １７８２ １ １７８２ ７４５ ０００２９

Ｃ２ ０００１ １ ０００１ ００００５ ０９８２１

残差 １６７５ ７ ２３９

失拟项 ６２２ ３ ２０７ ０７９ ０５６０５

误差项 １０５３ ４ ２６３

总和 １３３０１８ １６

２６２　响应曲面分析　多元回归方程式所做的响应
曲面图见图３～５。由此可对考察因素交互影响京尼
平苷酸截留率进行分析与评价，以确定最佳因素水

平范围。图３显示，在ｐＨ固定为６０时，膜孔径和
跨膜压力差对京尼平苷酸截留率的交互影响，在跨

膜压力差不变的前提下，随着膜孔径增加，京尼平

苷酸截留率呈现出下降趋势，此结果与膜分离原理

中的筛分效应相符合。在ｐＨ６０时，京尼平苷酸在
水提液中以离子态和分子态的状态共存，而随着孔

径增大而出现截留率下降，说明此时分离是以孔径

筛分为前提。

方差结果显示，膜孔径与ｐＨ存在交互作用，在
跨膜压力差固定为１２５ＭＰａ时，响应曲面图见图４，
在膜孔径不变的前提下，随着ｐＨ增加，截留率呈现
出一定的上升趋势，京尼平苷酸结构中的酸性官能

团逐步离子化，在荷负电性纳滤膜的电荷排斥

下［１４１５］，京尼平苷酸难以接近膜表面，从而引起截

留率升高。跨膜压力差与溶液 ｐＨ交互作用不明显，
从图５的响应曲面可以看出几乎呈现平面状。

图３　膜孔径和跨膜压力差对京尼平苷酸截留率交互影响

图４　膜孔径和ｐＨ对京尼平苷酸截留率交互影响

图５　跨膜压力差和ｐＨ对京尼平苷酸截留率交互影响

在保障京尼平苷酸截留率的前提下，保障膜分

离效率，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件预测了最佳纳滤分
离参数为膜孔径４００Ｄａ，跨膜压力差１４３ＭＰａ，ｐＨ
６８３，结合实际分离参数的可操作性，调整为膜孔
径４００Ｄａ，跨膜压力差１４０ＭＰａ，ｐＨ６８０。
２６３　纳滤分离工艺验证　根据响应曲面法优化出
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２０２０年１２月　第２２卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ１２

的分离参数进行３次平行分离验证，在分离参数为
膜孔径４００Ｄａ，跨膜压力差１４０ＭＰａ，ｐＨ６８０时，
杜仲提取液中京尼平苷酸平均截留率为（９３７±
１８）％，与理论截留率为 ９５０％接近。结果表明，
响应曲面法可用于杜仲提取液中京尼平苷酸的浓缩

工艺优化。

２７　工艺对比分析

对比纳滤浓缩和减压浓缩对尼平苷酸截留率或

转移率的影响，结果见图６。随着减压浓缩温度升
高，京尼平苷酸转移率呈现出下降趋势，其中温度

高于８０℃时转移率低于７５％，成分损失明显。而纳
滤的常温浓缩优势相对明显。通过常温化操作热敏

性成分纳滤浓缩，可以有效避免因热处理成分氧化

分解带来的损失。

图６　浓缩方式对京尼平苷酸截留率或转移率的影响

３　讨论

现代研究发现，杜仲含有环烯醚萜类、木脂素

类、苯丙素类、黄酮类、甾类和萜类等成分，其中

京尼平苷酸属于环烯醚萜类，具有降血压、抗衰老

及抗肿瘤药理活性，而因环烯醚萜苷类成分加热易

分解的客观现状，探索常温化的浓缩精制工艺，对

于杜仲药材的深加工具有明确的实用价值。

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应曲面法通过在因素和响应值之
间构建数学模型，对参数进行优化分析，所建立的

基于纳滤分离技术的杜仲叶常温浓缩模型，拟合程

度高、实验误差小，可用于实际预测。在进行参数

水平摸索时，溶液ｐＨ不仅影响京尼平苷酸在杜仲水
提液中的解离状态，在碱性条件也会促进氧苷碱的

水解，因此需要在成分水解和离子化之间权衡，在

保证离子化带来的电荷排斥效应提高截留率的同时，

也要保障京尼平苷酸的稳定性。

在保证京尼平苷酸的稳定性、截留率，提升分离

效率，优化得到的纳滤分离参数为膜孔径４００Ｄａ，跨
膜压力差１４０ＭＰａ，ｐＨ６８０，京尼平苷酸平均截留
率为（９３７±１８）％，与理论截留率为９５０％相近，
说明采用响应曲面法优化杜仲提取液的浓缩工艺条

件可行，且优于减压浓缩的生产效率。
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