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壳聚糖澄清剂对健脑益智胶囊
水提部位的纯化工艺研究
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摘 要: 目的 研究壳聚糖澄清剂对健脑益智胶囊水提部位的纯化效果。方法 以健脑益智胶囊水提部位中

葛根素转移率和干膏得率为评价指标，采用 L9 ( 34 ) 正交试验设计法进行实验，确定壳聚糖澄清工艺的最佳工艺

参数，并比较壳聚糖纯化前后吸湿性的变化。结果 最佳壳聚糖纯化工艺: 药液浓度为 0． 1 g． mL －1，静置温度为

室温，1 %壳聚糖溶液加入量为药液体积的 10 %。此条件下葛根素转移率可达到 90 %以上，干膏得率较原药液

有所减少。结论 壳聚糖澄清剂用于纯化健脑益智胶囊的方法合理可行。
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健脑益智胶囊由水蛭、葛根、郁金、石菖蒲、白
茅根等药物组成。具有豁痰开窍、活血化瘀、通脉

益智的功效，临床上主要用于预防和治疗外部颅

脑损伤、缺血性脑损伤、脑震荡及脑水肿等脑部疾

病［1 － 5］。为了提高健脑益智胶囊质量，降低临床服

药量，本实验拟在前期提取工艺研究的基础上［6］，

对其纯化工艺进行研究。通过查阅相关文献，并

分析方中水提部位有效成分，拟以壳聚糖为澄清

剂，以葛根素转移率和干膏得率为评价指标，采用

正交试验进行考察，并比较壳聚糖纯化前后吸湿

性的变化，优选健脑益智胶囊水提部位的最佳絮

凝澄清工艺条件。
1 试药与仪器

1． 1 试药 葛根 ( 批号: 121101; 产地: 广西) 、白

茅根 ( 批 号: 130401; 产 地: 陕 西 ) 、郁 金 ( 批 号:

130101; 产地: 广西) 、石菖蒲( 批号: 130401; 产地:

四川) ，以上饮片均购自西安盛兴中药饮片有限责

任公司。葛 根 素 对 照 品 ( 供 含 量 测 定 用，批 号:

110752 － 201313，中国食品药品检定研究院) ; 壳

聚糖( 69047438，生化试剂 BＲ，国药集团化学试剂

有限公司) 。甲醇、乙腈均为色谱纯，水为超纯水，

其他试剂均为分析纯。

1． 2 仪器 Agilent 1260 高效液相色谱仪( G1311C
型四元泵，G1329B 型进样器，G4212B 型二极管阵

列检测器) ; GQ76 管式离心机( 上海市离心机械研

究所有限公司) ; PFT － A500 电子天平 ( 福州华志

科学仪器有限公司) ; 101 型恒温干燥箱( 北京科委

永鑫实验仪器设备厂) 。
2 方法与结果

2． 1 健脑益智胶囊水提液的制备 按照处方比

例，取石菖蒲、白茅根、郁金、葛根适量，郁金粉碎，

石菖蒲与郁金加 8 倍量水，水蒸气蒸馏法提取 6 h，

收集挥发油，药渣与白茅根、葛根混合后加 10 倍量

水煎煮提取 3 次，每次 2 h，滤过，滤液合并，浓缩至

每 mL 相当于原料药 0． 25 g，作为原药液，备用。
2． 2 干膏得率的测定 精密吸取上述原药液各

25 mL，置已干燥恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，于

105 ℃烘箱中干燥恒重，置干燥器中冷却 0． 5 h，称

重，计算干膏得率。
2． 3 葛根素含量的测定

2． 3． 1 色谱条件色谱柱 Ameritech Accurasil C18
柱( 250 × 4． 6 mm) ，流动相为: 甲醇 － 水( 25: 75 ) ，

检测波长: 250 nm，柱温: 30 ℃，流速: 1 mL /min，进

样量: 10 uL; 阴性无干扰。

* 基金项目: 陕西省科技厅资助项目( 2011KTCL03 － 02)
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2． 3． 2 对照品溶液的制备 取葛根素对照品适

量，精密称定，加 30 %乙醇制成每 1 mL 含 87． 2 ug
的溶液，即得葛根素对照品溶液。
2． 3． 3 供试品溶液制备 取 2． 1 项下水提液适

量，微孔滤膜( 0． 45 μm) 过滤，即得供试品溶液。
2． 3． 4 标准曲线绘制 精密吸取葛根素对照品

溶液( C标 = 87． 2 μg /mL) 2、4、6、8、10、12 μL，按上

述色谱条件注入色谱仪，测定峰面积。以峰面积 A
为纵坐标，葛根素含量 C ( ug) 为横坐标绘制标准

曲线。计算得回归方程为: Y = 11377X + 6． 8305，

相关系数 Ｒ2 = 0． 9997，结果表明，葛根素在 0． 1163
ug ～ 0． 6976 ug 范围内线性关系良好。
2． 3． 5 样品含量测定 精密吸取对照品溶液与

供试品溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，按 2． 3． 1
项下色谱条件进行测定，记录峰面积，计算葛根素

含量。
2． 4 壳聚糖溶液的配制 精密称取壳聚糖 2 g，取

冰乙酸 2 mL，用纯净水定容至 200 mL 量瓶中，超

声混匀后静置 24 h，制成 1 %的壳聚糖溶液，备用。
2． 5 壳聚糖澄清剂纯化处理 将水提液分别浓

缩或稀释至 1． 00 g /mL、0． 75 g /mL、0． 50 g /mL、
0． 25 g /mL四种不同浓度，按正交表 6 中的设计，加

相应体积的壳聚糖溶液，搅拌 15 min 后，在相应的

温度 环 境 内 静 置 12 h，抽 滤，滤 液 加 水 定 容 至

500 mL量瓶中，摇匀。
2． 6 正交试验设计

2． 6． 1 正交试验方案与结果 查阅相关文献，并

通过单因素试验考察结果确定以药液浓度( A) 、壳
聚糖加入量( B) 和温度( C) 为考察因素，每个因素

设计三个水平，因素水平见表 1。采用 L9 ( 34 ) 正

交试验设计进行纯化，测定各实验组葛根素转移

率和干膏得率，结果见表 2。葛根素转移率 = ( 纯

化后葛根素含量 /纯化前葛根素含量) × 100 %。
表 1 因素水平表

因素

Levels

水平 Factor

A( g /mL) B( % ) C( ℃ )

1 0． 10 10 室温

2 0． 25 20 40

3 0． 50 30 60

表 2 正交试验设计及结果

实验组

Group

因素 Factor

A B C D

干膏得率

( % )

葛根素转移率

( % )

1 1 1 1 1 25． 41 99． 03

2 1 2 2 2 23． 91 97． 35

3 1 3 3 3 25． 22 91． 78

4 2 1 2 3 26． 82 98． 01

5 2 2 3 1 23． 85 91． 69

6 2 3 1 2 26． 26 85． 79

7 3 1 3 2 27． 94 94． 47

8 3 2 1 3 24． 39 86． 03

9 3 3 2 1 27． 62 80． 04

K1 24． 847 26． 723 25． 353 25． 627

K2 25． 643 24． 050 26． 117 26． 037

K3 26． 650 26． 367 25． 670 25． 477

Ｒ 1． 803 2． 673 0． 764 0． 560

K1 96． 053 97． 170 90． 283 90． 253

K2 91． 830 91． 690 91． 800 92． 537

K3 86． 847 85． 870 92． 647 91． 940

Ｒ 9． 206 11． 300 2． 364 2． 284
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2． 6． 2 方差分析 以空白项( D) 作为误差项，对

正交设计实验结果进行方差分析，固形物保留率

方差分析见表 3，葛根素转移率方差分析见表 4。
从方差分析结果可看出，壳聚糖加入量 B 对固形

物保留率和葛根素转移率均有显著性影响，药液

浓度 A、温度 C 均无显著性影响，综合实际情况考

虑，确定健脑益智胶囊水提部位壳聚糖最优精制

工艺 为 A1B1C1，即 将 水 提 液 含 生 药 量 调 整 到

0． 10 g /mL，加 入 壳 聚 糖 溶 液 的 体 积 百 分 数 为

10 %，絮凝温度为室温。
表 3 固形物保留率方差分析表

数据来源 SS ν F P

A 4． 900 2 9． 722 ＞ 0． 05

B 12． 641 2 25． 081 ＜ 0． 05

C 0． 882 2 1． 750 ＞ 0． 05

D( E) 0． 50 2

F0． 05( 2，2) =19． 0

表 4 葛根素转移率方差分析表

数据来源 SS ν F P

A 127． 433 2 15． 145 ＞ 0． 05

B 191． 593 2 22． 771 ＜ 0． 05

C 8． 602 2 1． 022 ＞ 0． 05

D( E) 8． 41 2

F0． 05( 2，2) =19． 0

2． 6． 3 最优壳聚糖絮凝工艺验证试验 按处方

比例，水提液通过正交实验设计得到最佳壳聚糖

絮凝工艺，即: 药液浓度为 0． 10 g /mL，壳聚糖加入

量为 10 %，絮凝温度为室温。平行 3 次试验，按照

供试品溶液制备方法制备供试品溶液，再按照色

谱条件测定葛根素含量，计算葛根素转移率，并计

算干膏得率率。结果见表 5。
表 5 最佳壳聚糖絮凝工艺验证试验结果 ( n = 3)

试验号 1 2 3 平均值 ＲSD( % )

葛根素转移率( % ) 99． 02 99． 02 99． 16 99． 07 0． 08

干膏得率( % ) 28． 97 28． 48 28． 50 28． 65 0． 97

由表 5 可知，在最佳壳聚糖絮凝工艺条件下葛

根素 转 移 率 可 达 到 99 %，干 膏 得 率 可 降 低 至

28 %，通过验证试验可看出稳定性和重复性良好。
2． 7 吸湿性比较 取 2． 1 项下水提液及最佳壳聚

糖纯化 样 液 1000 mL，浓 缩 至 相 对 密 度 为 1． 30
( 60 ℃ ) ，80 ℃减压干燥，粉碎，过 80 目筛，密封保

存备用。将盛有 NaCl 过饱和溶液放入培养皿中，

培养皿置于玻璃干燥器内并放入恒温箱中 25 ℃恒

温 24 h，测定此时干燥器内的相对湿度为 75 %。
恒重扁型称量瓶后放入厚约 2 mm 已干燥恒重的

原药浸膏粉和壳聚糖纯化浸膏粉，准确称重，置于

上述干燥器中，于恒温箱中 25 ℃ 保存，分别在 0、
4、8、12、24、48、60、72、84 h 时取出，准确称重，即达

到吸湿平衡，停止称量，平行 3 次试验。按下式计

算吸湿率［7 － 8］，结果见表 6。吸湿率( % ) = ( 吸湿

后重量 － 吸湿前重量) /吸湿前重量 × 100%。
表 6 不同精制工艺后药粉吸湿变化 ( T = 25 ℃，ＲH =75 %，n = 3)

吸湿率( % )
时间( h)

2 4 8 12 24 48 60 72 84

原药粉 2． 33 3． 94 5． 44 8． 58 10． 18 12． 11 14． 34 15． 44 15． 64

壳聚糖工艺 1． 35 2． 35 3． 42 7． 09 9． 63 11． 77 12． 44 15． 26 15． 59

由表 6 可知，在温 度 为 25 ℃，相 对 湿 度 为

75 %时，原药粉及壳聚糖絮凝后的粉体在 72 h 时

吸湿率达到平衡，且两粉体达到吸湿平衡时吸湿

率无明显区别。
3 结论

采用壳聚糖澄清法对健脑益智胶囊水提部位

进行纯化，最终确定最佳工艺参数为药液浓度为

0． 1 g /mL，1 %壳聚糖加入量为药液体积的 10 %，

体系温度为室温，此条件下，葛根素转移率可达到

90%以上，干膏得率较原药液有一定程度减小( 纯

化前干膏得率为 35 % ) 。表明壳聚糖对健脑益智

胶囊水提部位可达到较好的纯化效果。
此研究对健脑益智胶囊生产工艺提供了实验

参考依据。但是壳聚糖絮凝澄清工艺是否为健脑

益智胶囊水提部位的最佳工艺条件，还有待于进

一步结合化学指纹图谱及主要药效学指标综合评

价方可确定。
参考文献
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肠的实验研究开展很少，我们根据大鼠的肠道解剖

特点及与预实验结果，形成了本实验采用的灌肠方

法，即以儿童型导尿管为灌肠工具，以 8 cm 左右为

灌肠深度，以助手取出大鼠，置大鼠头低尾高位，左

手轻轻按住动物的头部和前肢，右手提起大鼠尾部

露出大鼠的肛门，实验者用左手将导尿管轻缓插入

肛门，右手持一次性注射器吸取适量的药液，轻轻

推注到导尿管内灌肠，药物灌完后取适量蒸馏水将

导尿管内的药物全部冲入肠道内，将导尿管在肛门

内保留 5 分钟后再拔出，随后提着大鼠的尾部倒置

抖动 5 分钟的灌肠法法。结果显示灌肠后药物保

留时间平均超过 30 分钟，未发生明显副作用，值得

推广。至于阳性对照药物选择，我们通过查阅文

献，发现临床和中药灌肠同样用法的西药主要为爱

西特，爱西特是药用炭类吸附剂，研究表明可利用

吸附原理结合尿毒素，排出体外，从而达到清除尿

毒素，维持人体内环境平衡的目的［6，7］，因此我们

选用他作为对照药物。血清肌酐、尿素氮、24 小时

尿肌酐定量、红细胞计数及血红蛋白及肾脏病理学

改变等指标是反应 CＲF 病情的重要指标，因此我

们选用上述指标作为观察指标。实验结果表明，模

型对照组血肌酐、尿素氮明显升高，24 小时尿肌酐

定量显著升高，红细胞计数及血红蛋白明显下降，

病理方面局灶肾小球硬化，肾小管萎缩，肾间质片

状纤维化，伴淋巴、单核细胞浸润，部分小动脉亮

变，说明模型复制成功。结果提示药用炭在降低血

肌酐、尿素氮方面具有一定作用，其他方面无明显

作用，此与文献报道一致［6］，灌肠方各剂量组对上

述异常指标都有不同程度改善，提示涤毒灌肠方对

于大鼠 CＲF 确实具有综合的保护作用，其中以灌

肠方大、中剂量组改善明显，提示涤毒灌肠方干预

大鼠 CＲF 具体一定量效依赖关系。综上所述，本

实验证明涤毒灌肠方对 CＲF 大鼠具有保护作用，

为临床应用该疗法提供了依据，更重要的是可为进

一步开展中医灌肠疗法的内在机制研究奠定了

基础。
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