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白屈菜为罂粟科植物白屈菜 Chelidonium majus L.

的干燥全草，味苦，性凉，有毒，具有解痉止痛、止咳平喘

的功效 [1]。药理研究表明，白屈菜具有抑制平滑肌、抗

菌、抗炎、抗病毒、抗氧化等多种作用，在临床中被广泛

用于治疗溃疡、痉挛、口腔感染、慢性支气管炎、肺结核

和哮喘等疾病[2－8]。白屈菜主要含有生物碱类和非生物

碱类成分，而生物碱类成分是其主要的药效成分，包括

白屈菜碱、普鲁托品、白屈菜红碱、甲氧基白屈菜碱、血

根碱、隐品碱、原阿片碱、小檗碱、盐酸黄连碱、木兰花碱

等[2，9]。有研究将白屈菜碱、盐酸黄连碱、血根碱、小檗碱、

白屈菜红碱作为白屈菜化学分析的指标性成分 [10－12]。

据文献报道，白屈菜在治疗某些胃和胆道疾病时可引发

急性肝炎，严重者甚至可导致肝衰竭[13]。白屈菜红碱可

剂量依赖性地对大鼠肺组织产生长期毒性作用，并且可

在一定剂量下引起大鼠全身性异常反应[14－15]。因此，通

过炮制降低白屈菜对肝、肺等器官组织的损害，对提高

该药临床应用的安全性和有效性具有重要的意义。

目前，2020版《中国药典》（一部）中关于白屈菜炮制

的记载仅有净制方法 [1]。有学者利用醋焖法炮制白屈

菜，结果发现，白屈菜醋制品中白屈菜碱等6种生物碱成

分的总含量略低于生品[16]。蜜炙是中药炮制的重要方

法之一，其可增强中药的止咳平喘活性并减少毒副作

用[17－18]。现代药理研究表明，紫菀、麻黄、白花前胡等入

肺经中药，经蜜炙后可增强其润肺止咳的功效[19－21]。白

屈菜亦为入肺经中药，所含的生物碱成分是其发挥止咳

平喘作用的药效成分，加之蜂蜜也具有润肺止咳和一定

的解毒作用，因此用蜂蜜炮制白屈菜可能会起到协同和

减毒作用[9，22]。

Box-Behnken响应面设计法适用于多因素、多水平

的工艺考察试验，可通过指标量化和非线性拟合建立直

观的数学模型来筛选最优工艺，预测科学、客观且准确

性较高 [23]。基于此，本研究采用高效液相色谱法

（HPLC）同时测定白屈菜蜜炙品中白屈菜碱、盐酸黄连

碱、血根碱、小檗碱、白屈菜红碱的含量；同时以水与炼

蜜质量比、蜜水与白屈菜质量比、炒制温度、炒制时间为

考察因素[17－18，24]，蜜炙品中白屈菜碱、盐酸黄连碱、血根

碱 、小檗碱 、白屈菜红碱总含量为响应值 ，采用

Box-Behnken响应面法对其蜜炙工艺进行优化，以期为
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摘 要 目的：优化白屈菜的蜜炙工艺。方法∶以水与炼蜜质量比、蜜水与白屈菜质量比、炒制温度、炒制时间为考察因素，白屈菜

碱、盐酸黄连碱、血根碱、小檗碱、白屈菜红碱总含量为响应值，采用Box-Behnken响应面法优化其蜜炙工艺并验证。结果：最优蜜

炙工艺为水与炼蜜质量比1 ∶1.9（g/g），蜜水与白屈菜质量比21 ∶100（g/g），炒制温度122 ℃，炒制时间10.40 min。经3次试验验证，

5种成分的平均总含量为10.37 mg/g，RSD为0.23％，与预测值（10.39 mg/g）的相对误差为0.19％。结论：优化所得白屈菜蜜炙工

艺稳定、可行。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the honey-stir-fried technology of Chelidonium majus. METHODS：Taking the mass

ratio of water to honey，the ratio of honey water to C. majus，stir-fired temperature，stir-fired time as the factors，the total contents

of chelidonine，coptisine hydrochloride，sanguinarine，berberine，chelerythrine as response values，Box-Behnken response surface

method was used to optimize the processing technology，and valifation test was conducted. RESULTS：The optimum process

conditions were as follows the ratio of water to refined honey 1 ∶ 1.9（g/g），the ratio of honey water to C. majus 21 ∶ 100（g/g），

stir-fried temperature 122 ℃，stir-fried time 10.40 min. After 3 times of validation，average total contents of 5 components was

10.37 mg/g（RSD＝0.23％），relative error of which with predicted value（10.39 mg/g）was 0.19％. CONCLUSIONS：The optimized

honey-stir-fried technology of C. majus is stable and feasible.
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白屈菜的炮制加工生产提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究主要所用仪器有LC-2030型HPLC仪及配套

的四元梯度泵、紫外检测器、自动进样器、化学工作站

（日本Shimadzu公司），HH-6型数显恒温水浴锅（常州市

江南实验仪器厂），MS-5型炒货机（常州市金坛迈斯机

械有限公司），DE-100型高速万能粉碎机（浙江红景天工

贸有限公司），EL-204 万分之一型电子分析天平、

AB135-S型十万分之一电子分析天平（瑞士Mettler Toledo

公司）等。

1.2 药材与试剂

白屈菜饮片（批号C18112303）购自河北仁心药业有

限公司，经长春中医药大学药学院姜大成教授鉴定为

C. majus L. 的 干 燥 全 草 ；白 屈 菜 碱 对 照 品（批 号

DST190911-079）、盐酸黄连碱对照品（批号DST190913-

003）、血根碱对照品（批号 191115-002）、小檗碱对照品

（批号 DST180603-009）、白屈菜红碱对照品（批号

34316-15-9）均购自成都德思特生物技术有限公司，纯度

均不低于 98％；椴树蜂蜜（批号 SC12622242612379）购

自吉林汪氏蜜蜂园有限公司；乙腈为色谱纯，其余试剂

均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 炼蜜的制备

取蜂蜜适量，用中火加热至微沸后再用文火加热，

使温度达116～118 ℃；加热至满锅起鱼眼泡、手捻有黏

性、两指间尚无长白丝出现，即得炼蜜。每 10.00 g蜂蜜

可得炼蜜8.01 g[25]。

2.2 白屈菜蜜炙品的制备

取“2.1”项下所得炼蜜，用适量沸水稀释后，加入白

屈菜饮片 50.0 g，拌匀，闷润 20 min，待蜜汁渗入饮片组

织内部后，置于炒货机内炒至颜色变深、不粘手时取出，

放晾，即得白屈菜蜜炙品。

2.3 白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成分的含量测定

2.3.1 色谱条件 以 Waters T3-C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）为色谱柱，以乙腈（A）-1％三乙胺溶液（用磷酸调节

pH至 3.0，B）为流动相进行梯度洗脱（0～5 min，19％A；

5～15 min，19％A→23％A；15～45 min，23％A→25％A），

柱温为 40 ℃，流速为 1.0 mL/min，检测波长为 269 nm，

进样量为5 μL。

2.3.2 混合对照品溶液的制备 取白屈菜碱、盐酸黄连

碱、血根碱、小檗碱、白屈菜红碱对照品各适量，精密称

定，加甲醇溶解并定容至25 mL量瓶中，摇匀，制得上述

5 种成分质量浓度分别为 501.00、1 163.80、200.60、

50.10、100.50 μg/mL的混合对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 取“2.2”项下所得白屈菜蜜

炙品粉末（过三号筛），约 1 g，精密称定，置于圆底烧瓶

中，精密加入盐酸-甲醇混合溶液（0.5 ∶ 100，V/V）20 mL，

称定质量，加热回流1 h，放冷，再次称定质量，用盐酸-甲

醇混合溶液（0.5 ∶100，V/V）补足减失的质量，摇匀，滤过，

精密量取续滤液10 mL，蒸干，残渣加50％甲醇使溶解，

转移至 10 mL 量瓶中，加入 50％甲醇至刻度，摇匀，滤

过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 以 50％甲醇为阴性对照

溶液。

2.3.5 系统适用性试验 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图，详见图 1。由图 1可知，在该色

谱条件下，各成分色谱峰分离度均大于1.5，理论板数均

大于3 000，且阴性对照对待测成分的测定无干扰。

2.3.6 线性关系考察 取“2.3.2”项下混合对照品溶液

1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mL，分别置于10 mL量瓶中，加

甲醇定容，摇匀，制得系列质量浓度的线性关系溶液，按

“2.3.1”项下色谱条件进样，以各待测成分质量浓度（x，

μg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，结

果见表1。

2.3.7 精密度试验 精密吸取“2.3.2”项下混合对照品

溶液适量，加甲醇稀释4倍后，按“2.3.1”项下色谱条件连

续进样测定6次，记录峰面积。结果，白屈菜碱、盐酸黄

连碱、血根碱、小檗碱、白屈菜红碱峰面积的RSD分别为

注：1.白屈菜碱；2.盐酸黄连碱；3.血根碱；4.小檗碱；5.白屈菜红碱

Note：1. chelidonine；2. coptisine hydrochloride；3. sanguinarine；4.

berberine；5. chelerythrine

图1 白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成分的高效液相

色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of 5 components as cheli-

donine in honey-stir-fried C. majus
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0.23％、0.23％、0.25％、0.26％、0.32％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.3.8 稳定性试验 取“2.3.3”项下供试品溶液适量，分

别于室温下放置0、3、6、12、24 h时按“2.3.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果，白屈菜碱、盐酸黄连

碱、血根碱、小檗碱、白屈菜红碱峰面积的 RSD 分别为

1.04％、1.12％、0.94％、1.25％、0.83％（n＝5），表明供试

品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.3.9 重复性试验 取“2.2”项下白屈菜蜜炙品粉末（过

三号筛），约1 g，精密称定，共6份，按“2.3.3”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积并按标准曲线法计算样品中5种待测成分的含

量。结果，白屈菜碱、盐酸黄连碱、血根碱、小檗碱、白屈

菜红碱含量的 RSD 分别为 1.42％、1.57％、1.32％、

1.64％、1.76％（n＝6），表明方法重复性良好。

2.3.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的“2.2”项

下白屈菜蜜炙品粉末（过三号筛），约0.5 g，精密称定，共

6 份，分别按各成分的已知量精密加入相同质量的

“2.3.2”项下混合对照品溶液，按“2.3.3”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并计算加样回收率，结果见表2。

2.3.11 样品含量测定 取白屈菜蜜炙品粉末（过三号

筛）适量，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品中5种待测成分的含量。

2.4 单因素实验

在参考文献[17－18，24]的基础上，选择闷润时间、

水与炼蜜质量比、蜜水与白屈菜质量比、炒制温度、炒制

时间进行单因素考察。

2.4.1 闷润时间 取白屈菜饮片，每份约 50.0 g，共 6

份，按“2.2”项下方法炮制，在水与炼蜜质量比 1 ∶ 1.5

（g/g）、蜜水与白屈菜质量比 20 ∶ 100（g/g）、炒制温度

110 ℃、炒制 11 min 的条件下，考察不同闷润时间（10、

20、30、40、50、60 min）对白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等 5

种成分总含量的影响，结果见图 2A。由图 2A可知，当

闷润时间为20 min时，5种成分总含量最高且保持稳定；

且当闷润时间＞20 min时，5种成分总含量趋于稳定，故

选择闷润时间为20 min。

2.4.2 水与炼蜜质量比 取白屈菜饮片，每份约50.0 g，

共6份，按“2.2”项下方法炮制，在闷润时间20 min、蜜水

与白屈菜质量比20 ∶ 100（g/g）、炒制温度110 ℃、炒制11

min 的条件下，考察不同水与炼蜜质量比（1 ∶ 0.5、1 ∶ 1、
1 ∶ 1.5、1 ∶ 2、1 ∶ 2.5、1 ∶ 3，g/g）对白屈菜蜜炙品中白屈菜碱

等5种成分总含量的影响，结果见图2B。由图2B可知，

随着水与炼蜜质量比增加，5种成分的总含量呈先升高

后降低的趋势；当水与炼蜜质量比为1 ∶ 2（g/g）时，5种成

分的总含量最高，故选择水与炼蜜质量比为 1 ∶ 1.5～

1 ∶2.5（g/g）。

2.4.3 蜜水与白屈菜质量比 取白屈菜饮片，每份约

50.0 g，共 6份，按“2.2”项下方法炮制，在闷润时间 20

min、水与炼蜜质量比 1 ∶ 2（g/g）、炒制温度 110 ℃、炒

制 11 min 的条件下，考察不同蜜水与白屈菜质量比

（10 ∶100、15 ∶ 100、20 ∶ 100、25 ∶ 100、30 ∶ 100、35 ∶ 100，g/g）

对白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成分总含量的影响，

结果见图 2C。由图 2C可知，随着蜜水与白屈菜质量比

增加，5种成分的总含量呈先升高后降低的趋势；当蜜水

与白屈菜质量比为20 ∶ 100（g/g）时，5种成分的总含量最

高，故选择蜜水与白屈菜质量比为15 ∶100～25 ∶100（g/g）。

2.4.4 炒制温度 取白屈菜饮片，每份约 50.0 g，共 7

表 2 白屈菜碱等 5种成分的加样回收率试验结果

（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests of 5 components as

chelidonine（n＝6）

待测成分
白屈菜碱

盐酸黄连碱

血根碱

小檗碱

白屈菜红碱

已知量，mg

1.210 6

1.210 1

1.212 3

1.211 2

1.210 9

1.210 4

2.669 2

2.669 2

2.669 2

2.669 2

2.669 2

2.669 2

0.420 1

0.419 7

0.420 7

0.421 4

0.421 8

0.420 8

0.103 6

0.101 4

0.104 7

0.105 2

0.102 9

0.104 1

0.348 1

0.347 3

0.348 9

0.349 7

0.348 5

0.347 8

加入量，mg

1.208 0

1.208 0

1.208 0

1.208 0

1.208 0

1.208 0

2.655 0

2.655 0

2.655 0

2.655 0

2.655 0

2.655 0

0.420 0

0.420 0

0.420 0

0.420 0

0.420 0

0.420 0

0.102 0

0.102 0

0.102 0

0.102 0

0.102 0

0.102 0

0.348 0

0.348 0

0.348 0

0.348 0

0.348 0

0.348 0

测得量，mg

2.400 1

2.406 9

2.395 3

2.425 5

2.386 4

2.419 1

5.244 8

5.363 0

5.287 8

5.343 8

5.314 1

5.349 4

0.832 9

0.839 0

0.834 5

0.846 3

0.845 2

0.845 3

0.203 8

0.202 8

0.207 3

0.205 7

0.203 8

0.206 8

0.693 0

0.691 2

0.688 3

0.701 8

0.693 2

0.688 1

加样回收率，％
98.47

99.07

97.93

100.52

97.31

100.06

97.01

101.46

98.63

100.74

99.62

100.95

98.28

99.84

98.53

101.16

100.81

101.06

98.24

99.41

100.59

98.53

98.92

100.69

99.11

98.83

97.52

101.18

99.04

97.79

平均加样回收率，％
98.89

99.74

99.95

99.39

98.91

RSD，％
1.25

1.69

1.29

1.10

1.31

表1 白屈菜碱等5种成分的回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges of 5

components as chelidonine

待测成分
白屈菜碱
盐酸黄连碱
血根碱
小檗碱
白屈菜红碱

回归方程
y＝6 799.3x+385.13

y＝12 928.1x+702.73

y＝29 626x－113.97

y＝4 018.9x+224.37

y＝19 022x+366.53

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围，μg/mL

50.01～300.60

116.38～698.28

20.06～120.36

5.01～30.03

10.05～60.30

··1475
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份，按“2.2”项下方法炮制，在闷润时间20 min、水与炼蜜

质量比1 ∶ 2（g/g）、蜜水与白屈菜质量比20 ∶ 100（g/g）、炒

制 11 min 的条件下，考察不同炒制温度（90、100、110、

120、130、140、150 ℃）对白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等 5

种成分总含量的影响，结果见图 2D。由图 2D可知，随

着炒制温度升高，5种成分的总含量呈先升高后降低的

趋势；当炒制温度为 120 ℃时，5种成分的总含量最高，

故选择炒制温度为110～130 ℃。

2.4.5 炒制时间 取白屈菜饮片，每份约 50.0 g，共 7

份，按“2.2”项下方法炮制，在闷润时间20 min、水与炼蜜

质量比1 ∶ 2（g/g）、蜜水与白屈菜质量比20 ∶ 100（g/g）、炒

制温度 120 ℃的条件下，考察不同炒制时间（8、9、10、

11、12、13、14 min）对白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成

分总含量的影响，结果见图2E。由图2E可知，随着炒制

时间延长，5种成分的总含量呈先升高后降低的趋势；当

炒制时间为11 min，5种成分的总含量最高，故选择炒制

时间为10～12 min。

2.5 Box-Behnken响应面优化白屈菜蜜炙工艺

2.5.1 实验设计与结果 在单因素实验基础上，以水与

炼蜜质量比（A）、蜜水与白屈菜质量比（B）、炒制温度

（C）、炒制时间（D）为考察因素，以白屈菜蜜炙品中 5种

成分总含量为响应值，采用 4因素 3水平设计实验。白

屈菜蜜炙工艺的实验因素与水平见表 3，实验设计方案

与结果见表4。

2.5.2 模型拟合与方差分析 采用Design-Expert 12软

件对表4的总含量数据进行拟合并建立二次多元回归模

型，得方程为 Y＝10.26－0.02A－0.38B－5.06×10－3C－

0.08D － 0.19AB +0.03AC － 0.49AD － 0.13BC － 6.60×

10－ 3BD－0.20CD－0.56A2－0.34B2－0.50C2－0.42D2。

方差分析结果显示，模型的P值小于 0.000 1，表明二次

方程拟合极显著；拟合方程的相关系数（R 2）为 0.980 5，

表明响应值的变化有 98.05％来自于所选自变量，模型

误差较小，可用于预测 5种成分总含量；失拟项 P 值为

0.106 5＞0.05，表明该模型拟合程度较好。4个因素对

白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成分总含量影响的显著

性由高到低为B＞D＞A＞C。其中，因素B、D的影响显

著（P＜0.05），而因素A、C的影响不显著（P＞0.05）；其余

各项因素 AD、A2、B2、C2、D2、AB、BC、CD 的影响亦显著

（P＜0.05），而因素 AC、BD 影响不显著（P＞0.05），详见

表5。

图2 各因素对白屈菜蜜炙品中5种成分总含量的影响

Fig 2 Effects of each factor on the total content of 5

components in honey-stir-fried C. majus
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表3 白屈菜蜜炙工艺的实验因素与水平

Tab 3 Factors and levels of honey-stir-fired technolo-

gy of C. majus

水平
－1

0

1

A，g/g

1 ∶1.5
1 ∶2
1 ∶2.5

B，g/g

15 ∶100

20 ∶100

25 ∶100

C，℃
110

120

130

D，min

10

11

12

表4 白屈菜蜜炙工艺的实验设计方案与结果

Tab 4 Scheme and results of honey-stir-fired techno-

logy of C. majus

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

0

－1

1

0

0

1

0

0

1

－1

－1

1

1

1

1

1

－1

1

－1

1

1

1

1

1

1

－1

1

1

1

B

－1

0

1

－1

0

－1

0

1

0

1

0

0

0

0

0

1

0

1

－1

0

0

0

0

0

－1

0

0

1

－1

C

0

0

0

1

1

0

1

0

1

0

－1

0

0

－1

0

0

0

1

0

0

－1

0

0

0

0

1

－1

－1

－1

D

－1

－1

0

0

1

0

－1

1

0

0

0

0

0

－1

0

－1

1

0

0

0

0

0

－1

1

1

0

1

0

0

5种成分总含量，mg/g

9.70

9.90

9.10

9.23

8.68

9.45

9.82

8.81

8.70

9.69

8.79

10.27

10.32

9.71

10.17

9.89

9.21

9.25

9.23

10.30

9.60

10.26

9.81

9.10

9.12

9.86

9.34

9.13

9.21
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表 5 Box-Behnken 响应面试验回归模型的方差分析

结果

Tab 5 Variance analysis of regression model for

Box-Behnken response surface test

方差来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总离差

离均差平方和

6.88

5.03×10－3

1.75

3.07×10－4

0.07

0.15

3.06×10－3

0.97

0.06

1.74×10－4

0.17

2.06

0.77

1.64

1.17

0.14

0.12

0.01

7.01

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方差

0.49

5.03×10－3

1.75

3.07×10－4

0.07

0.15

3.06×10－3

0.97

0.06

1.74×10－4

0.17

2.06

0.77

1.64

1.17

9.74×10－3

0.01

3.27×10－3

F

50.41

0.52

179.23

0.03

7.31

15.50

0.31

99.39

6.53

0.02

17.09

210.96

79.05

168.53

120.01

3.77

P

＜0.000 1

0.484 2

＜0.000 1

0.861 7

0.017 2

0.001 5

0.584 0

＜0.000 1

0.022 9

0.895 5

0.001 0

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.106 5

2.5.3 响应面分析 为进一步评价各因素交互作用对

白屈菜蜜炙品中白屈菜碱等5种成分总含量的影响，本

研究采用Design-Expert 12软件分别绘制响应曲面和等

高线图，结果见图3。由图3可知，因素A与因素B、因素

A与因素D、因素B与因素C、因素C与因素D交互作用

较为明显，而因素A与因素C、因素B与因素D交互作用

不明显。

2.5.4 最佳炮制工艺的确定及验证 基于 Design-Ex-

pert 12软件优化得到最优炮制工艺为水与炼蜜质量比

1 ∶1.89（g/g），蜜水与白屈菜质量比20.62 ∶100（g/g），炒制

温度 121.91 ℃，炒制时间 10.37 min，白屈菜蜜炙品中 5

种成分总含量的预测值为10.39 mg/g。

结合生产实际，确定最优炮制工艺为水与炼蜜质量

比 1 ∶ 1.9（g/g），蜜水与白屈菜质量比 21 ∶ 100（g/g），炒制

温度122 ℃，炒制时间10.40 min。按此最优炮制工艺进

行 3次试验验证。结果，5种成分总含量分别为 10.37、

10.40、10.35 mg/g，平均值为 10.37 mg/g，RSD 为 0.23％

（n＝3）；与预测值的相对误差为 0.19％，表明模型优化

所得蜜炙工艺稳定、可行。

10.5

10.0

9.5

9.0

8.55
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

1 ∶2.50

1 ∶2.10
1 ∶1.70 17 ∶100

21 ∶100
25 ∶100

5种成分总含量，mg/g

15 ∶100 19 ∶100 23 ∶100
B，g/g

B.因素A与因素B的等高线图A.因素A与因素B的响应面图

1 ∶2.50

1 ∶2.30

1 ∶2.10

1 ∶1.90

1 ∶1.70

1 ∶1.50

A
，g

/g

10.5

10.0

9.5

9.0

8.55
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

1 ∶2.50

1 ∶2.10
1 ∶1.70

120.00

C.因素A与因素C的响应面图

130.00

110.00

5种成分总含量，mg/g

110.00 115.00 120.00 125.00 130.00

C，℃

D.因素A与因素C的等高线图

1 ∶2.50

1 ∶2.30

1 ∶2.10

1 ∶1.90

1 ∶1.70

1 ∶1.50

A
，g

/g

10.5

10.0

9.5

9.0

8.55
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

1 ∶2.50

1 ∶2.10

1 ∶1.70

E.因素A与因素D的响应面图

10.00

11.00

12.00

5种成分总含量，mg/g

10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

D，min

F.因素A与因素D的等高线图

1 ∶2.50

1 ∶2.30

1 ∶2.10

1 ∶1.90

1 ∶1.70

1 ∶1.50

A
，g

/g

10.5

10.0

9.5

9.0

8.55
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

25 ∶100
21 ∶100

17 ∶100 120.00

130.00

110.00

G.因素B与因素C的响应面图

110.00 115.00 120.00 125.00 130.00

C，℃

H.因素B与因素C的等高线图

25 ∶100
23 ∶100
21 ∶100
19 ∶100
17 ∶100
15 ∶100

B
，g

/g

5种成分总含量，mg/g

10.5

10.0

9.5

9.0

8.5

5
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

25 ∶100
21 ∶100

17 ∶100 10.00

11.00

12.00

25 ∶100
23 ∶100
21 ∶100
19 ∶100
17 ∶100
15 ∶100

B
，g

/g

10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

D，min

J.因素B与因素D的等高线图I.因素B与因素D的响应面图

5种成分总含量，mg/g
10.5

10.0

9.5

9.0

8.55
种

成
分

总
含

量
，m

g/
g

12.00

11.00

10.00

120.00

130.00

110.00

K.因素C与因素D的响应面图

110.00 115.00 120.00 125.00 130.00

C，℃

L.因素C与因素D的等高线图

12.00

11.50

11.00

10.50

10.00

D
，m

in

图3 各因素交互作用对白屈菜蜜炙品中5种成分总含量影响的响应面和等高线图

Fig 3 Response surface and contour map of the effects of various factors interaction on the total contents of 5

components in honey-stir-fried C. majus
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3 讨论

本研究参考文献[10－12]的方法，选择乙腈和1％三

乙胺溶液（用磷酸调节pH至3.0）作为流动相，在前期进

行的等度洗脱考察中发现，不同比例的流动相均无法使

5个待测成分色谱峰的分离度与拖尾因子同时符合要

求，因此选择梯度洗脱进行分离。结果显示，采用

“2.3.1”项下的洗脱条件时，5个待测成分色谱峰峰形良

好，均可实现基线分离，且分离度均大于 1.5。同时，课

题组又对不同色谱柱（Waters T3-C18、Inertsil ODS-SP-

C18、Diamonsil ODS-C18、Waters CSH-C18、Agilent SB-C18；

规格均为 250 mm×4.6 mm，5 μm）进行了比较，结果发

现，当色谱柱为Waters T3-C18时，5个待测成分色谱峰的

分离度良好且峰形对称，故选择Waters T3-C18为色谱柱。

在单因素实验中发现，白屈菜蜜炙品中 5种成分总

含量在炮制过程中主要受闷润时间、水与炼蜜质量比、

蜜水与白屈菜质量比、炒制温度、炒制时间的影响；但当

闷润时间达到20 min后，其对5种成分总含量的影响较

小，故采用Box-Behnken响应面法对其余 4个因素进行

工艺优化。传统的蜜炙过程采用炒制法，炒制时火候难

以掌握，太过易焦化，不及则不能达到炮制的要求，易造

成炮制品质量不稳定，从而影响临床应用效果 [26]。为

此，本研究采用炒货机进行蜜炙，机器的温度以数显形

式展示，可以精确控制炮制温度，优化所得工艺参数属

于小试范围，可通过中试放大进行参数修正以适应工业

大生产。

在炮制过程中，中药化学成分会在辅料、温度等多

方面的作用下发生量变和质变，使得其药效及药性发生

改变[18]。本课题组后期将通过药效学实验比较白屈菜

蜜炙前后止咳平喘作用的差异，通过毒理学实验比较其

蜜炙前后毒性的变化；同时，采用超高效液相色谱-飞行

时间质谱联用技术法对白屈菜蜜炙前后的化学成分进

行分析，以确定蜜炙增效减毒的物质基础。

本研究所得最优蜜炙工艺为水与炼蜜质量比1 ∶ 1.9

（g/g），蜜水与白屈菜质量比 21 ∶ 100（g/g），炒制温度

122 ℃，炒制时间10.40 min。在此工艺条件下，5种成分

的平均总含量为10.37 mg/g。优化所得蜜炙工艺预测性

良好且稳定、可行，可为规范白屈菜饮片蜜炙工艺、成品

质量及其工业化生产加工提供参考。
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管花肉苁蓉多糖水提物的分离及免疫活性研究Δ
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摘 要 目的：分离管花肉苁蓉多糖水提物，考察分离物的体外免疫活性。方法：采用AB-8大孔吸附树脂法对管花肉苁蓉多糖进

行脱色，以多糖保留率和多糖脱色率为指标进行综合评分，以吸附速率、脱色时间、上样质量浓度为因素，采用正交实验优化脱色

工艺并验证。采用DEAE-650M离子交换柱层析柱对脱色后的管花肉苁蓉多糖水提物进行分离。采用CCK-8法检测不用质量浓

度（6.25～100 μg/mL）分离前、后各种多糖对小鼠巨噬细胞 RAW264.7增殖率的影响，采用 Griess 法和酶联免疫吸附测定法检测

低、中、高质量浓度（12.5、25、50 μg/mL）分离前、后各种多糖对脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7细胞一氧化氮（NO）、白细胞介素 6

（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）释放量的影响。结果：AB-8大孔吸附树脂的最优脱色工艺为吸附流速1.2 BV/h，脱色时间9 h，上

样质量浓度25 mg/mL；3次验证实验的综合评分分别为63.43％、63.29％、63.34％，平均值为63.35％（RSD＝0.11％，n＝3）。从管

花肉苁蓉多糖水提物中分离出1种中性多糖（CTZ）和5种酸性多糖（CT1、CT2、CT3、CT4、CT5），含量分别为299.2、168.0、123.2、

121.6、54.4、11.2 mg/g。与对照组比较，6.25～100 μg/mL 的 CTZ（6.25 μg/mL 除外）、CT2、CT4、CT5和 6.25 μg/mL 的 CTC（即分离

前的多糖）均可显著增加 RAW264.7细胞的增殖率（P＜0.05），6.25～100 μg/mL 的 CT1、CT3和 50 μg/mL 的 CTC 均可显著降低

RAW264.7细胞的增殖率（P＜0.05）。与LPS组比较，低、中、高质量浓度CTC、CT2、CT3、CT5组和低质量浓度CTZ组细胞的NO

释放量均显著降低（P＜0.05），高质量浓度 CT1、CT4组细胞的 NO 释放量均显著升高（P＜0.05）；低、中、高质量浓度各组细胞的

IL-6（高质量浓度CT1组和低质量浓度CT5组除外）、TNF-α释放量（中质量浓度CT1组除外）均显著降低（P＜0.05）。结论：本研究

所优化的大孔吸附树脂脱色工艺稳定、可行；管花肉苁蓉多糖水提物中可分离出1种中性多糖、5种酸性多糖，其中酸性多糖CT2

的免疫活性较强。

关键词 管花肉苁蓉多糖；脱色；分离；免疫活性

Study on Separation and Immunocompetence of Water Extract of Polysaccharide from Cistanche tubulosa

Ailadan·Maimaitiaili1，LI Yang1，YAO Jun1，YUAN Jie2（1. School of Pharmacy，Xinjiang Medical University，

Urumqi 830011，China；2. Collage of Houbo，Xinjiang Medical University，Xinjiang Klamayi 834000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To isolate the water extract of polysaccharide from Cistanche tubulosa，and to investigate their

immunocompetence in vitro. METHODS：AB-8 macroporous adsorption resin was used to decolorize C. tubulosa polysaccharide.

The decolorization process was optimized by orthogonal test with retention rate and decolorization rate of polysaccharide as

comprehensive score，and using adsorption rate，decolorization time，sample concentration as factors. The verification tests were

conducted. DEAE-650M ion exchange column was used to separate the water extract of decolorized C. tubulosa polysaccharide.
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