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鬼臼甘草配伍有效成分提取工艺的研究
山金凤!刘宁芝!杜欣韵!蒋建兰!

!天津市生物与制药工程重点实验室#天津大学化工学院制药工程系#天津 !)))W$"

摘要!利用响应面法优选鬼臼和甘草共提的最优提取工艺# 采用回流法提取鬼臼毒素"考察了液料比$乙醇体积分数$回流

时间$回流温度$鬼臼与甘草质量比等因素对鬼臼毒素提取率的影响"在单因素实验的基础上通过响应面法对提取工艺进行优

化# 回流提取的最优工艺条件为!液料比为 #)l#"乙醇体积分数为 W)`"甘草与鬼臼质量比为 ##[Al#"#))k水浴提取 ! 0# 验

证试验表明"拟合得到的模型与实际符合较好#
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#

近年来人们发现八角莲属植物具有抗肿瘤活性"而

鬼臼毒素是主要的抗肿瘤活性成分# 以鬼臼毒素为

原料"对其进行结构修饰与改造"可合成多种疗效

好$毒性小的抗肿瘤新药"已成功应用于临床的属依

托泊苷&dS>#"'和替尼泊苷&d1>$"'# 因此对鬼

臼毒素的大批量提取就显得至关重要#

鬼臼毒素主要是从鬼臼类中药材的根$茎中提取

得到"而在已有的研究中"多以桃儿七属研究居多#

综合来看"提取鬼臼毒素主要采用回流法*!+

$超声

法*B+和超临界/Z

$

萃取法*A+

"溶剂主要是甲醇$乙醇

及他们与水的混合溶液# 相对来说"甲醇毒性大"因

此不宜采用# 溶剂回流提取是经典的中药材提取方

法"具有提取效率高"易于工业化应用等特点# 综合考

虑"笔者选用乙醇回流法对鬼臼甘草组合物进行提取#

;<试剂与仪器

试剂!八角莲药材"批号 #A#$$:"安徽亳州生

产%甘草药材"批号 #A)#)""产地宁夏%鬼臼毒素对

照品"$) 1K"_fP/

)

;:`"jj;))"W"上海源叶生物

科技有限公司生产%甲醇"色谱纯"天津康科德科技

有限公司生产%无水乙醇"分析纯"天津江天化工技

术有限公司生产%磷酸"色谱纯"批号 $)#")#$#"天

津市元立化工有限公司生产%蒸馏水"天津大学自

制%娃哈哈纯净水#

仪器!美国 P3R@4423.'&公司高效液相色谱仪"

二元高压梯度泵 F&-2&7

"

"二极管阵列检测器

Ld")))Pf"柱温箱 Zd>$))#"自动进样器 @7!)))%

三维解析软件 IX/0-+1 I428&&*2'-+7+G8^2.,+Q7

mf$))) 操作系统'%^38&-7@843.827<

!

/

#:

色谱柱

&$A) 11hB[" 11"A

(

1'#

=<方法与结果

=@;<WLP7法测定鬼臼毒素含量

$[#[#?色谱条件

^38&-7@843.827<

!

色谱柱&$A) 11hB[" 11"

A

(

1'"甲醇>)[#`磷酸水&体积比为 ")lB)'"流速
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为 # 1PC12."检测波长为 $;$ .1"柱温为 $Ak"进

样量为 $)

(

P#

$[#[$?标准曲线的绘制

精密称取鬼臼毒素对照品 )[)#) ) K置于 #) 1P

容量瓶中"加入少量甲醇"溶解后定容至 #) 1P"制

成每 # 1P含 # 1K鬼臼毒素的对照品储备液#

精密吸取对照品储备液 $[A 1P"置于 A 1P的

棕色容量瓶中"用甲醇定容至刻度线"摇匀"依次稀

释"过 )[$$

(

1微孔滤膜"各取 $)

(

P进样# 以样品

质量浓度&1KC1P'为横坐标"以色谱峰面积为纵坐

标"绘制标准曲线# 所得回归方程为 +oB h#)

W

2>

#)# )"W"相关系数V

$

o)[;;; !# 结果表明"鬼臼毒

素质量浓度在 )[))# ;A ])[$A 1KC1P范围内线性

关系良好#

$[#[!?提取率的测定

取 )[A 1P鬼臼甘草提取液置于 A 1P容量瓶

中"加甲醇定容至刻度线"过 )[$$

(

1微孔滤膜"取

续滤液用_fP/进行分析# 测定每次试验所得鬼臼

甘草提取液中鬼臼毒素的峰面积"计算鬼臼毒素的

提取率*1KC&K生药材'+!

鬼臼毒素提取率&1KCK' o

鬼臼毒素质量 C八角莲药材的质量

=@=<单因素试验

$[$[#?液料比的考察

准确称取 #)[) K粉碎的药材&八角莲为 #[) K"

甘草为 ;[) K'"置于 $A) 1P圆底烧瓶中"分别加入

!)$A)$W)$;)$#))$##)$#A)$$)) 1P:)`乙醇"浸泡

!) 12.";)k水浴提取 ! 0"真空抽滤"滤液体积不足

#)) 1P的补足体积至4)) 1P"滤液体积超过 #)) 1P

的补足体积至 $A) 1P# 提取液稀释 #) 倍后计算鬼

臼毒素提取率# 液料比对提取率的影响如图 #

所示#

图 #?液料比对提取率的影响

由图 # 可以看出"鬼臼毒素的提取率随着液料

比的增大呈先上升后趋于平缓的趋势"而当液料比

增大到 #A 1PCK以后"提取率增加缓慢# 中药提取

实质是有效成分从固相向液相转移的过程"由 b2'E

第二扩散定律可知"液料比越大"两相浓度差越大"

则扩散就越剧烈# 因此"随着液料比的增大"提取率

逐渐增大# 考虑到实际生产中节约溶剂的问题"液

料比不能无限增大"因此选择料液比为 #lW ]#l#A

进一步优化#

$[$[$?乙醇体积分数的考察

分别选择 #)) 1PA)`$")`$W)`$:)`$;)`

的乙醇"在操作条件同 $[$[# 的条件下"计算鬼臼毒

素提取率# 乙醇体积分数对提取率的影响如图 $

所示#

图 $?乙醇体积分数对提取率的影响

由图 $ 可以看出"乙醇体积分数在 A)` ]W)`

范围内"随着乙醇体积分数的增高"提取率呈上升趋

势%在乙醇体积分数为 W)`时"提取率达到最大%在

W)` ];)`范围内"随着乙醇体积分数的增大"提取

率反而降低# 鬼臼毒素属于脂溶性物质"增大乙醇

的体积分数"提取溶剂的极性降低"因此乙醇体积分

数越高"鬼臼毒素的提取率越高# 在 W)` ];)`范

围内鬼臼毒素提取率下降的原因是当乙醇体积分数

过大时"提取液中除了鬼臼毒素以外的其他低极性

物质的溶出量增加过快"导致鬼臼毒素的提取率

降低*B+

#

$[$[!?回流时间的考察

在操作条件同 $[$[# 的条件下"提取时间&#$$$

!$B 0'对鬼臼毒素提取率的影响如图 ! 所示#

图 !?提取时间对提取率的影响

由图 ! 可以看出"随着提取时间的延长"鬼臼毒

素提取率在 ! 0达到峰值后趋于平缓# 在实际生产

中"生产周期在一定程度上决定了生产成本"综合考

虑"选择提取时间为 ! 0#

$[$[B?回流温度的考察

分别选择 ")$W)$:)$;)$#))k水浴"在其他操

作条件同 $[$[# 的条件下"回流温度对鬼臼毒素提
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取率的影响如图 B 所示#

图 B?回流温度对提取率的影响

由图 B 可以看出"随着回流温度的升高"鬼臼毒

素提取率增大明显# 在实际操作中"")k和 W)k水

浴下无回流液滴滴下%:)k水浴时有回流液滴滴下"

但回流不明显%;)k水浴时可看到液体处于微沸状

态"#))k时液体沸腾明显# 因此"选择回流温度

为 #))k#

$[$[A?鬼臼与甘草质量比的考察

准确称取 #)[) K粉碎的药材"其中八角莲和甘

草的质量比分别为 AlA$!lW$$l:$#l;$)[:l;[$$

)["l;[B"在其他操作条件同 $[$[# 的条件下"甘草

与鬼臼的质量比对鬼臼毒素提取率的影响如图 A

所示#

图 A?甘草与鬼臼质量比对提取率的影响

由图 A 可以看出"当甘草与鬼臼的质量比为 #l

#时"相对于单味鬼臼提取液来看"鬼臼毒素的提取

率明显增大%继续增大甘草在配伍药材中的比例"鬼

臼毒素的提取率不断增大%在甘草与鬼臼的质量比

为 B ]##[A 的范围内"提取率增加明显%当甘草与鬼

臼的质量比达 ##[A 之后"提取率增加缓慢# 由此可

见"甘草的加入能够明显提高鬼臼毒素的提取率#

由文献*"+可知"甘草在中药复方中是常用的配伍

药材"多是利用其所具有的减毒增效能力# 甘草中

的甘草酸在提取液中可起到表面活性剂的作用"有

利于脂溶性成分的溶出"而鬼臼中的鬼臼毒素恰好

是脂溶性成分"这与实验结果相一致# 综合考虑"选

择甘草$鬼臼的质量比为 B ]#A 作为进一步优化的

范围#

=@><响应面优化试验

$[![#?响应面设计与回归模型分析

??根据单因素试验的结果"选取对鬼臼毒素提取

率影响较大的 ! 个因素!液料比&#'$乙醇体积分数

&K'$甘草与鬼臼的质量比&?'为考察对象"选择合

适的范围"利用 %&72K. >&TS&-8:[)[" 软件并根据

/&.8-34/+1S+728&%&72K.设计试验"具体因素水平如

表 # 所示# 得到 ! 因素 A 水平构成的 $) 组试验"其

中立方体点有 : 个"中心点有 " 个"星点有 " 个# 试

验结果如表 $ 所示#

表 ;<鬼臼甘草提取试验设计

因素
水平

>#[": ># ) # #[":

# B[;A W #) #! #A[)A

KC̀ A![#: ") W) :) :"[:$

? A["# : ##[A #A #W[!;

表 =<响应面试验结果

序号 # KC̀ ?

鬼臼毒素提取率

&V'C&1K-K

>#

'

# #![)) ")[)) :[)) !;[!W

$ W[)) ")[)) :[)) !![W)

! #)[)) W)[)) ##[A) "$[;;

B #)[)) W)[)) ##[A) "$[AW

A #)[)) W)[)) ##[A) "![)W

" #![)) ")[)) #A[)) A$[B)

W #)[)) W)[)) ##[A) "$[!)

: #![)) :)[)) #A[)) A![#"

; #)[)) :"[:$ ##[A) B![AA

#) #)[)) W)[)) A["# BA[AB

## #)[)) W)[)) #W[!; A:[)W

#$ #A[)A W)[)) ##[A) A"[!)

#! #)[)) W)[)) ##[A) "$[")

#B W[)) ")[)) #A[)) B;["A

#A W[)) :)[)) :[)) B#[$W

#" #)[)) W)[)) ##[A) "$["A

#W B[;A W)[)) ##[A) BW[#"

#: W[)) :)[)) #A[)) AW[;"

#; #![)) :)[)) :[)) A$[;!

$) #)[)) A![#: ##[A) AB["!

利用%&72K.>&TS&-8:[)[" 软件进行回归分析"

拟合得到的方程表达式为!

V4WB#:[#B! $: 5##[A$$ AA X#5;[$:" B; XK5

#![:AW :# X?W"[BA: WA X#)

W!

X#XKW

)[$!) "" X#X?W)[)B! )B" XKX?W)[!") $; X#

$

W

)[)"# W!) XK

$

W)[$;" "A X?

$

$[![$?数学模型分析

对所得回归方程进行方差分析"结果如表 ! 所

示# 结果表明"该数学模型拟合程度较好"随机误差
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影响较小"模型可信度高"可以用该模型描述自变量

与响应值之间的关系#

表 ><鬼臼毒素回归模型系数的显著性检验结果

来源 平方和 自由度 均方差 G值 6SaG ?

模型 #A##[!! ; #"W[;! ![AB )[)!)W 显著

#># #:)[AB # #:)[AB ![:# )[)W;A ?

K>K ;[:) # ;[:) )[$# )["A;# ?

?>? B;$[#$ # B;$[#$ #)[!: )[));# 极显著

#K )[!) # )[!) "[!BI>)! )[;!:# ?

#? B"[;! # B"[;! )[;; )[!B!$ ?

K? #:[#" # #:[#" )[!: )[AB;: ?

#y$ #A#[A! # #A#[A! ![$) )[#)B# ?

Ky$ AB;[#A # AB;[#A ##[A; )[))"W 极显著

?y$ #;)[!# # #;)[!# B[)$ )[)W$; ?

残差 BW![;A #) BW[!; ? ? ?

失拟项 !":[:W A W![WW ![A# )[);W$ 不显著

纯误差 #)A[)W A $#[)# ? ? ?

总离差 #;:A[$: #; ? ? ? ?

该模型一次项?$二次项K

$ 对模型影响极显著

&6SaG值小于 )[)#'"即鬼臼与甘草质量比的一次

项和乙醇体积分数的二次项对鬼臼毒素的提取率有

显著影响# 主要影响因素为鬼臼与甘草的质量比"

其次是液料比#

$[![!?等高线图和响应曲面图分析

液料比和乙醇体积分数交互作用等高线图和响

应曲面图如图 " 所示#

&3'等高线图 &R'响应曲面图

图 "?液料比和乙醇体积分数交互作用

等高线图和响应曲面图

由图 " 可知"当甘草与鬼臼的质量比为 ##[A

时"随着乙醇体积分数的增加"鬼臼毒素提取率先增

大"乙醇体积分数为 W)`时达到最大值"然后开始

减小# 随着液料比的增大"鬼臼毒素提取率先增大

后趋于平缓# 这与单因素试验结果一致# 因此"乙

醇体积分数的最优值为 W)`#

液料比与甘草$鬼臼质量比交互作用的等高线

图和响应曲面图如图 W 所示#

由图 W 可以看出"当乙醇体积分数为 W)`时"

???????

&3'等高线图 &R'响应曲面图

图 W?液料比和甘草$鬼臼质量比交互作用

等高线图和响应曲面图

随着甘$草鬼臼质量比的增加"鬼臼毒素提取率先增

大后趋于平缓"与单因素试验一致# 随着液料比的

增大"鬼臼毒素提取率先增大后减小"当液料比在

; ]#$ 之间时"鬼臼毒素的提取率较高#

乙醇体积分数和甘草$鬼臼质量比交互作用等

高线图和响应曲面图如图 : 所示#

&3'等高线图 &R'响应曲面图

图 :?乙醇体积分数和甘草$鬼臼质量比交互

作用的等高线图和响应曲面图

由图 : 可以看出"当液料比为 #) 时"随着甘草$

鬼臼质量比的增加"鬼臼毒素提取率先增大后趋于

平缓# 随着乙醇体积分数的增大"鬼臼毒素提取率

先增大后减小"当乙醇体积分数为 W)`时"鬼臼毒

素的提取率较高# 这与单因素试验结果一致#

$[![B?最优提取工艺的确定与验证

根据响应值所模拟的数学方程"结合响应曲面

图及等高线图"即可预测出响应值达到最大时所对

应的各参数的取值!液料比为 #)l#"乙醇体积分数

为 W)`"甘草$鬼臼质量比为 ##[Al#时"响应值最大

为 "![)" 1KC1P#

按照最优工艺条件进行 ! 批验证# 计算实际平

均值与预测值的偏差"结果如表 B 所示#

差异&`' o*&平均值 >预测值'C预测值+ h#))

表 ?<最优工艺验证结果

项目
响应值C&1K-K

>#

'

# $ !

平均值C

&1K-K

>#

'

VBDC

`

预测值C

&1K-K

>#

'

偏差C

`

响应值V "$[;; "$[$W "$[") "$["$ )[AW "![)" >)[W)
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率等指标# 而微球具有磁性"可以使微球从体系中

快速分离"简单环保#

;<材料与方法

;@;<主要试剂

六水合三氯化铁$柠檬酸钠$重铬酸钾"分析纯"

天津市风船化学试剂科技有限公司生产%正硅酸乙

酯&<IZF'"天津市化学试剂研究所生产%$>乙烯基

咔唑&Nd/'$$>异丙基丙烯酰胺&N5f@*'"梯希爱

化成工业公司生产%!>&异丁烯酰氧'丙基三甲氧基

硅烷&*fF'$二乙烯基苯&%dM'"阿法埃莎化学有

限公司生产%偶氮二异丁腈&@5MN'"天津市科密欧

化学试剂有限公司生产#

;@=<O4

>

"

?

磁球的制备

b&

!

Z

B

磁球通过水热法制备*#$ >#!+

!将 $[W K六

水合三氯化铁溶于 :) 1P乙二醇"超声溶解完全"随

后加 )[A K柠檬酸钠$![" K无水乙酸钠# 混合液快

速搅拌 # ]$ 0"然后装入聚四氟乙烯不锈钢反应釜

中"移至 $))k烘箱反应 #$ 0# 反应完成后取出反

应釜冷却至室温"产物用无水乙醇洗涤数次"磁分

离# 然后放入真空干燥箱中干燥至恒重#

;@><O4

>

"

?

TX-"

=

微球的制备与表面修饰

利用溶胶>凝胶法制备 b&

!

Z

B

CF2Z

$

微球*#B >$)+

!

#

配置溶液@!将 #B) 1P无水乙醇和 ! 1P质量分

数为 $:`氨水加入到 $A) 1P三口瓶中"之后加入

)[!) Kb&

!

Z

B

"超声同时机械搅拌%

%

配置溶液M!将

#) 1P乙醇和 )[A) 1P<IZF加入到烧杯中"超声混

匀%

&

将溶液 M以 )[B 1PC12. 的速度滴入溶液 @

中"边超声边机械搅拌 $ 0 后停止超声"继续搅拌

" 0# 之后加入 $ 1P*fF"继续反应 $B 0# 反应完

成后"用无水乙醇清洗 ! ]B 次"真空干燥至恒重"即

得表面具有双键的磁性复合微球b&

!

Z

B

CF2Z

$

#

;@?<#ONN,微球的制备

利用蒸馏沉淀聚合法制备 5b**7

*$# >$$+

!量取

$) 1P乙腈加入到三口瓶中"再用移液枪取 )[A 1P

不同浓度 /-&

'

'溶液加入其中"超声并随后加

# 11+4N5f@*和 )[A 11+4Nd/# 超声混均之后加

)[# Kb&

!

Z

B

CF2Z

$

"再补加 $) 1P乙腈"边超声边加

入 #[" 11+4%dM和 )[)#A K@5MN"超声均匀后"组

装蒸馏沉淀反应装置"通 #A 12. N

$

以除去反应体

系中的空气# 加热使其在 $A ]!) 12. 内由室温升

至沸腾"并开始蒸出乙腈"控制 #[A 0 内蒸出 $) 1P

乙腈"停止反应# 所得混合液离心分离"弃去上清

液"分别用四氢呋喃$丙酮$无水乙醇超声洗涤各 !

次# 将产物置于真空干燥箱中干燥# 将一定量的上

述微球分散于 ! 1+4CP_/4溶液中"置于摇床震荡

器中反应 #$ 0洗脱/-&

'

'%二次水洗涤数次"磁分

离"至 S_显中性"干燥后得到5b**7微球#

;@A<#ONN,的70"

!

#离子吸附性能

荧光增强率和淬灭率分别为!

荧光增强率&`' o*&3

#

W3

$

'Y3

$

+ h#))` &#'

荧光淬灭率&`' o*&3

#

W3

!

'Y3

#

+ h#))` &$'

其中!3

#

为除去 /-&

'

'后微球的荧光强度%3

$

为未

除去/-&

'

'时微球的荧光强度%3

!

为将微球用于吸

附后的荧光强度

###############################################

#
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验证结果表明"鬼臼毒素提取率的 VBD值为

)[AW`"与模型预测值偏差为 >)[W)`"均小于

$`"说明最优工艺的合理性和可重复性"也证明

//%模型可信度较高"可用于工艺优化#

><结论

采用 _fP/法对鬼臼毒素进行分析"确定了

_fP/检测条件"系统适用性试验符合要求"方法重

复性良好# 通过单因素试验选出对鬼臼毒素提取率

影响较大的 ! 个因素!液料比$乙醇体积分数$鬼臼

与甘草的质量比"并进行进一步的优化%采用 //%

设计响应曲面法对 ! 个因素进行优化"以鬼臼毒素

提取率为响应值"得到了鬼臼甘草配伍回流法的最

优工艺条件# 在最优工艺条件下进行 ! 批验证"验

证结果与预测值相符较好#
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