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摘　要：目的：探讨知柏八味颗粒的澄清工艺。方法：采用正交试验法对知柏八味颗粒的澄清工艺进行
优化，研究壳聚糖加入量、药液ｐＨ值和药液浓度三个基本因素的影响，探讨醇沉工艺和壳聚糖絮凝工
艺对于浸膏得率和小檗碱含量的影响。结果：壳聚糖絮凝工艺与醇沉工艺相比，浸膏得率更高，小檗碱
保留率更低，且药液浓度对于絮凝效果的影响较为明显，但两种澄清工艺总体比较无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。结论：醇沉工艺和壳聚糖絮凝工艺作用相当，均可作为知柏八味颗粒的澄清工艺。
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　　知柏八味方由山茱萸、生地、黄柏和知母等八味中药组
成，具有补肾明目、滋阴降火之功效，临床上常用于干眼症、
慢性结膜炎、慢性葡萄膜炎、视网膜脉络膜病变和视网膜静
脉周围炎等水亏火旺性眼病和肾阴不足等疾病的治疗。知
柏八味方由经典的六味地黄方加黄柏、知母而得，现有口服
液、颗粒剂、丸剂等多种剂型。作为原料药材的提取纯化工
艺，水提醇沉法是知柏八味颗粒剂传统的澄清生产工艺，但
该澄清工艺具有有效成分严重流失、生产安全性差、成本较
高和生产周期较长等缺陷。因此本文对壳聚糖絮凝工艺替
代乙醇沉淀法在知柏八味颗粒剂澄清中应用的可行性进行

了分析，也为后续的实验研究工作奠定了理论基础，现将结
果报道如下。

１　材料
１．１　试剂与药品
选用陕西兴盛药材有限公司生产的山茱萸、生地、黄柏

和知母等八味药材作为本次实验研究的药材；壳聚糖脱乙
酰度为９０％，相对分子质量为２１０　０００，浙江澳兴生物科技
有限公司生产；乙腈为色谱纯；水为蒸馏水；中国食品药品
检定研究院生产的盐酸小檗碱（批号１１０７１３－２００９１１）；其他
试剂均选择分析纯。

１．２　仪器设备
上海一恒科技有限公司生产的恒温仪；上海梅特勒－托

利多有限公司生产的３２０ｐＨ 计；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司生产的ＢＴ
１２５Ｄ电子分析天平；美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司生产的Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００
高效液相色谱仪和相应的化学工作站。

２　方法与结果
２．１　制备壳聚糖溶液和水提液
絮凝剂制备：称取壳聚糖１ｇ，加１％醋酸１００ｍＬ，静置

２４ｈ，混合搅拌均匀，配置成浓度为１％的壳聚糖溶液。
水提液制备：依据处方称取适量的山茱萸、生地、黄柏、

知母等八味药材，使用温水浸泡约３０ｍｉｎ后，进行２次煎
煮，每次煎煮２ｈ，第１次加１０倍量水，第２次加８倍量水，
滤过，合并两次煎煮滤液，并对过滤液进行适当浓缩，留取
备用。

２．２　水提液壳聚糖絮凝工艺
絮凝剂对水提液的纯化处理：取一定浓度的水提浓缩

液１００ｍＬ，置于２５０ｍＬ烧杯中，调ｐＨ至一定值，置于磁力
搅拌器上加热至一定温度，在恒定搅拌速度下加入一定量
的１％壳聚糖溶液，搅拌１０ｍｉｎ，静置２４ｈ后，离心抽滤，得
滤液，定容至１００ｍＬ。
絮凝澄清条件优化：根据相关文献研究及预实验的结

果，取上述水提液，选择因素Ａ（药液浓度）、因素Ｂ（壳聚糖
用量）和因素Ｃ（药液ｐＨ值）三项观察指标作为本次正交
试验的考察因素，各个分析指标水平如表１所示。依据Ｌ９
（３４）正交表在５０℃下进行正交试验，将壳聚糖溶液加入水
提液，离心、静置、搅匀，并留取上层清液，将样品溶液定容
为每毫升中含有１．０ｇ左右原药材的药液。对各个样品溶
液的浸膏得率和小檗碱含量分别进行测定。
表１　药材水提液壳聚糖絮凝工艺因素－水平

水平
因素

Ａ药液浓度（ｇ／ｍＬ）Ｂ壳聚糖使用量（ｍＬ／ｇ） Ｃ药液ｐＨ值

１　 １∶１　 ０．４　 ４
２　 １∶２　 ０．６　 ５
３　 １∶３　 ０．８　 ６

２．３　浸膏得率测定
精密量取２０ｍＬ药液，置于恒重且干燥的蒸发器皿中，

于７０℃下蒸干，后在１０５℃下干燥至恒重，待其逐渐降温后，
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转移至干燥的器皿中冷却３０ｍｉｎ，后取出进行精密称重，并
对浸膏得率进行计算，如表２所示。

２．４　盐酸小檗碱含量测定
色谱条件：进样量：１０μＬ；检测波长：２６５ｎｍ；流速：

１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２０℃；流动相：乙腈－０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾
（３２∶６８）；色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ）
［１］；理论塔板数以盐酸小檗碱峰计算不低于４　０００。
供试品溶液制备：精密吸取１ｍＬ药液，置于２５ｍＬ容量

瓶中，用流动相定容至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即为供
试品溶液。
对照品溶液制备：取适量盐酸小檗碱对照品，对其进行

精密称定，配制成每毫升含８０μｇ盐酸小檗碱的溶液，留作
储备液。
阴性对照溶液制备：按处方称取不含芍药的药材，照供

试品溶液制备的方法制备即得。
对照药材溶液制备：取黄柏药材粉末（过三号筛）约

０．１ｇ，精密称定，置于１００ｍＬ容量瓶中，加流动相８０ｍＬ，超
声处理（功率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）４０ｍｉｎ，放冷，用流动相稀
释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液即得。
标准曲线绘制方法：分别精密量取上述储备液１ｍＬ、

１．５ｍＬ、２ｍＬ、２．５ｍＬ、３ｍＬ、３．５ｍＬ、４ｍＬ，置于１０ｍＬ容量
瓶中，采用流动相定容，进样前摇匀。标准曲线的横坐标为
样品浓度，纵坐标为小檗碱的峰面积［３］。
样品含量测定方法：分别精密吸取对照品溶液与供试

品溶液各１０μＬ，将其注入液相色谱仪中，以上述设定的色
谱条件进行测定，并计算小檗碱含量［２］，如表２所示。
小檗碱的线性回归方程为Ａ＝４２．３５５　９Ｃ－３２．６２，ｒ＝

０．９９９　９，在７．１２～２８．４８μｇ／ｍＬ浓度范围内，小檗碱浓度与
峰面积呈现良好的线性关系。

表２　Ｌ９（３４）正交试验方法和结果分析

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

浸膏得率

（％）
小檗碱含量

（ｍｇ／ｍＬ）

１　 １　 １　 １　 １　 １５．８８　 ０．２７９　８
２　 １　 ２　 ２　 ２　 １６．１１　 ０．２２０　２
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ２４．３０　 ０．２９０　９
４　 ２　 １　 ２　 ３　 ２１．１９　 ０．３０２　３
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ２３．５８　 ０．３０５　３
６　 ２　 ３　 １　 ２　 ２２．１６　 ０．３９６　９
７　 ３　 １　 ３　 ２　 ２２．３４　 ０．３３４　７
８　 ３　 ２　 １　 ３　 ２３．０９　 ０．４１０　２
９　 ３　 ３　 ２　 １　 ２３．５２　 ０．３５０　１
Ｋ１　０．２６３　６　０．３０５　６　０．３６２　３　０．３１１　７

含量
Ｋ２　０．３３４　８　０．３１１　９　０．２９０　９　０．３１７　３
Ｋ３　０．３６５　０　０．３４６　０　０．３１０　３　０．３３４　５
Ｒ　０．１０１　４　０．０４０　４　０．０７１　４　０．０２２　７
Ｋ１　１８．７６　 １９．８０　 ２０．３８　 ２０．９９

得率
Ｋ２　２２．３１　 ２０．９３　 ２０．２７　 ２０．２０
Ｋ３　２２．９８　 ２３．３３　 ２３．４１　 ２２．８６
Ｒ　 ４．２２　 ３．５２　 ３．１３　 ２．６６

　　由表２可以看出，以小檗碱含量为指标，最佳工艺为
Ａ３Ｂ３Ｃ１；以干膏得率为指标，最佳工艺为Ａ３Ｂ３Ｃ３。结合正
交试验结果，调整最佳纯化工艺为 Ａ３Ｂ３Ｃ２，即水提液浓缩
至每毫升含３ｇ生药，调节至ｐＨ＝５，加热至５０℃，每克生药
加入０．８ｍＬ壳聚糖溶液，以１　６００ｒ·ｍｉｎ－１搅拌１０ｍｉｎ，冷藏
２４ｈ，离心。

２．５　醇沉工艺与壳聚糖絮凝工艺对比
取上述水提浓缩液，加乙醇使含醇量为６０％，搅匀，静

置２４ｈ，离心，定容至１００ｍＬ，即得醇沉的处理液体液。取与
醇沉处理液等量的１∶３的水提液，加８０ｍＬ　１．０％壳聚糖溶
液，按上述最佳工艺条件制备，离心，定容至１００ｍＬ，得壳聚
糖澄清的处理液，然后进行浸膏得率和小檗碱含量测定，考
虑到浸膏得率和小檗碱含量对实验的影响有所不同，分别
将其权重，进行综合评分，结果如表３所示。

表３　两种澄清工艺对比分析

方法
浸膏得率

（％）
小檗碱含量

（ｍｇ／ｍＬ）
综合评定

（％）

壳聚糖絮凝工艺 ２３．５６　 ０．４２３　８　 ８８．１６
醇沉工艺 １８．３９　 ０．４９８　９　 ８８．７４
离心法（对照） ２４．８５　 ０．５０６　２ －－

３　讨论
采用壳聚糖絮凝工艺对中药制剂进行澄清处理，该法

具有成本较低、安全性高、生产周期短和操作简单等显著优
势，因而临床上对于这一澄清工艺的研究也较为深入。随
着我国现代化改革的逐渐深入，壳聚糖絮凝工艺逐渐替代
了传统的醇沉工艺，成为了中药制剂首选的澄清方法［４］。
知柏八味颗粒剂的主要成分为小檗碱，因而在两种澄

清工艺的对比分析中，将小檗碱含量及浸出物得率作为主
要的评价指标［５］。中药治疗采用多靶点、多组分的作用方
式，且其药效活性成分和作用机制尚不十分明确，因而通常
认为澄清过度会对其有效成分造成不良影响［６］，壳聚糖絮
凝工艺刚好克服了这一缺陷，适合推广应用。
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