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酶渗漉与醇渗漉提取颠茄草中莨菪碱的效果比较
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[摘要] 目的:应用酶渗漉法和醇渗漉法分别提取颠茄草中主要活性物质莨菪碱,考察两种溶媒提取的提取率,选择最佳提取方

法。 方法:用 pH 值为 2郾 0、体外消化活力为 24 ~30 U / mL 的胃蛋白酶溶液为溶媒渗漉颠茄草,以 80%乙醇为溶媒提取的渗漉液做

对照,用高效液相色谱法测定两组提取液中莨菪碱的含量,比较两种溶媒的提取率。 结果:酶渗漉法莨菪碱提取率为 4郾 87 mg / g,
醇渗漉法提取率为 3郾 66 mg / g,酶渗漉法比醇渗漉法提取率高 33郾 1% (P<0郾 05)。 结论:应用酶渗漉法提取颠茄草能显著提高莨

菪碱的提取率,降低成本,具有实用价值。
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Comparison between the Effectiveness of Enzyme Percolation Method and Alcohol Percolation Method Used
in Extracting of Hyoscyamine in Belladonna Herb

Cheng Fang, Chang Mingquan (Taihe Affiliated Hospital of Hubei Medical College, Hubei Shiyan摇 442000, China)

[Abstract] Objective: Enzyme percolation method and alcohol percolation method were respectively utilized to extract hyoscyamine in
belladonna herb, in order to select the best extraction method郾 Methods: The pepsin solution, pH was 2郾 0, in vitro digestion energy
was 24 ~ 30 U / mL, was utilized as solvent to percolate hyoscyamine郾 In the control, the 80% ethanol solution was utilized as solvent to
percolate hyoscyamine郾 High performance liquid chromatography was utilized to test the content of hyoscyamine in extracting solution of
two groups and extraction rates from two groups were compared郾 Results: The extraction rate of hyoscyamine extracting by enzyme
percolation method was 4郾 87 mg / g, it was 33郾 1% higher than alcohol percolation method which was 3郾 66 mg / g ( P < 0郾 05 ) 郾
Conclusion: Enzyme percolation method used in extracting hyoscyamine can significantly increase the extraction rate of the main active
substance鄄 hyoscyamine郾 It can help reducing cost and has practical value郾
[Keywords] belladonna herb; enzyme percolation; alcohol percolation; hyoscyamine

摇 摇 颠胃酸口服液是我院的在研制剂,主药成份为颠茄

草提取液,该提取液的主要药理成份为莨菪碱,主要起

抗痉止疼的作用。 提取颠茄草的传统方法是乙醇渗漉

法,常将其制备成酊剂、浸膏或干浸膏使用[1鄄2]。 近年来

超声技术、萃取技术广泛应用于中草药的提取,生物酶

提取技术也逐渐应用于中药单味或复方制剂的提取中,
并获得较高评价。 为了提高颠茄草的提取率,降低科研

和生产成本,本实验借鉴文献方法,应用自制的酸性胃

蛋白溶液为溶媒渗漉提取颠茄草,以提取液中的莨菪碱

为指标,与传统醇渗漉提取法对照,比较两种提取方法

对颠茄草中莨菪碱的提取率。

1摇 仪器与材料

玻璃渗漉筒 (台州市椒江玻璃仪器厂,70 伊 93);
U鄄3000 高效液相色谱仪(美国戴安公司),FA2004 分析天

平(上海精益电子分析仪器厂,精度 0郾 000 1 g);颠茄草

(十堰市太和医院门诊药房提供,由湖北医药学院药学院

叶立红副教授鉴定为茄科植物颠茄草 Atropabelladonn aL
的全草),莨菪碱对照品(中国食品药品研究院提供,批

号 100046);甲醇为色谱纯,无水乙醇、乙醇为分析纯;酸
性胃蛋白酶溶液(pH 值为 2郾 0,体外消化活力为 24 ~
30 U / mL[3],十堰市太和医院新鲜配制),水为纯化水

(太和医院自制)。

2摇 方法与结果

2郾 1摇 溶液的制备

2郾 1郾 1摇 酶渗漉液的制备摇 取经过鉴定的颠茄草烘干粉

碎后过 10 目筛,精密称取该药粉 300郾 0 g,于玻璃渗漉筒

内,加酸性胃蛋白酶溶液适量,使液面高出药粉约 3 cm,
密闭,浸渍 48 h;自出口快速收集初漉液约 50 mL,回收

至渗漉筒中,控制渗漉筒出口,以 1 mL / min 的速度收集

渗漉液,至渗漉液与药材比为 1 颐 5,整个渗漉过程在

35 益 ~ 38 益条件下进行;收集全部渗漉液,混匀,精密

量取渗漉液 100 mL,置蒸发皿中水浴蒸干,残留物加无

水乙醇适量溶解,溶液转移至 25 mL 容量瓶中,定容,摇
匀,用 0郾 45 滋m 的微孔滤膜滤过,取续滤液,即得酶渗

漉液。
2郾 1郾 2摇 醇渗漉液的制备摇 取经过鉴定的颠茄草烘干粉
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碎后过 10 目筛,精密称取该药粉 300郾 0 g,于玻璃渗漉

筒内,加 80%乙醇适量,使液面高出药粉约 3 cm,密闭,
浸渍 48 h;自出口快速收集初漉液约 50 mL,回收至渗漉

筒中,控制渗漉筒出口,以 1 mL / min 的速度收集醇渗漉

液,至渗漉液与药材比为 1 颐 5,整个渗漉过程在室温

35 益 ~ 38 益条件下进行;收集全部渗漉液,混匀,精密

取渗漉液 100 mL,置蒸发皿中水浴蒸干,残留物加无水

乙醇适量溶解,溶液转移至 25 mL 容量瓶中,定容,摇
匀,用 0郾 45 滋m 的微孔滤膜滤过,取续滤液,即得醇渗

漉液。
2郾 1郾 3摇 空白溶液的制备 摇 精密吸取酸性胃蛋白溶液

100 mL 置蒸发皿中,按上述酶渗漉样品溶液的方法制

备,即得。
2郾 1郾 4摇 对照品溶液的制备摇 精密称取氢溴酸莨菪碱对

照品适量,加流动相溶解制备成 2郾 6 滋g / mL 的对照品溶

液,即得。

2郾 2摇 两种渗漉方法的提取效果比较

2郾 2郾 1摇 色谱条件及适用性考察[4鄄5] 摇 Diamonsil鄄C18色谱

柱(250 mm伊4郾 6 mm,5 滋m);流动相:0郾 25%十二烷基烷

基硫酸酸钠溶液(用醋酸调节 pH 至 2郾 5)鄄乙腈(60 颐 40);
流速 1郾 0 mL / min;检测波长 210 nm;进样量 20 滋L;柱
温 30 益 。 取“2郾 1冶项下的各溶液,在该色谱条件下分

别进样 3 次,记录各样品溶液的色谱图、计算平均峰面

积,结果表明对照品溶液和供试品溶液在相应时间均

有相同色谱峰出现,空白溶液没有色谱峰出现,说明该

方法适用于各组颠茄草渗漉液中莨菪碱的含量测定。
见图 1。

A. 对照品溶液;B. 酶渗漉液样品;C. 醇渗漉液样品;D. 空白样品;1. 莨菪碱

图 1摇 高效液相色谱图

2郾 2郾 2摇 线性方程的建立及测定方法学验证

2郾 2郾 2郾 1摇 线性方程 摇 精密称取对照品适量,加流动相

分别制备成浓度为 2郾 6、13郾 0、26郾 0、39郾 0、65郾 0、130郾 0
滋g / mL 的莨菪碱对照品溶液,在“2郾 2郾 1冶项的色谱条件

下进样 3 次,以峰面积为纵坐标,浓度为横坐标拟定线

性方程为 Y= 0郾 308 1X-0郾 294 1( r = 0郾 999 7),结果表

明莨菪碱在 2郾 60 ~ 130郾 0 滋g / mL 范围内呈良好的线性

关系。
2郾 2郾 2郾 2摇 精密度实验摇 精密吸取“2郾 1冶项下对照品溶

液,在“2郾 2郾 1冶项色谱条件下连续进样 6 次,记录峰面积

值,结果 RSD 为 0郾 44% ,表明有良好的精密度。
2郾 2郾 2郾 3摇 稳定性实验摇 取“2郾 1冶项下的对照品溶液,在
“2郾 2郾 1冶项色谱条件下,分别在 0、1、3、6、12、24、36 h 进

样,测定峰面积值,RSD 为 1郾 19% ,表明稳定性良好。
2郾 2郾 2郾 4摇 重复性实验摇 分别精密称取颠茄草药粉 5 份,
各 300郾 0 g,按“2郾 1冶项下酶渗漉法制备溶液,在“2郾 2郾 1冶
项色谱条件下测得莨菪碱的平均含量为 4郾 87 mg / g,
RSD 为 1郾 49% 。
2郾 2郾 2郾 5摇 回收率实验摇 精密称取已知含量的颠茄草药

粉 150郾 0 g,共 9 份,每组 3 份,分别按样品含量的 80% 、
100% 、120%加入适量对照品溶液,按“2郾 1冶项下酶渗漉

法制备溶液,在“2郾 2郾 1冶项色谱条件下测定峰面积值,计
算含量,结果平均回收率为 97郾 8%,RSD 为 2郾 37% (n=9)。
经过测定方法的验证,结果表明,所选定方法适用于两

种渗漉法所得渗漉液中莨菪碱的含量测定。
2郾 2郾 3摇 含量测定摇 分别取“2郾 1冶项下的酶渗漉和醇渗

漉溶液,在“2郾 2郾 1冶项色谱条件下测定两组渗漉液中莨

菪碱的含量,应用 SPSS13郾 0 软件对两组结果进行统计

分析,计数资料采用 字2 检验,计量资料采用 t 检验,P<
0郾 05 为差异有统计学意义。 结果见表 1。

表 1摇 两种颠茄草渗漉液中莨菪碱含量测定结果(n=3)

提取方法 含量 / (mg / g) RSD%

酶渗漉法 4郾 87 1郾 02

醇渗漉法 3郾 66 1郾 21

摇 摇 注:两种提取方法结果比较 P<0郾 05。

3摇 讨论

以酸性胃蛋白酶溶液为溶媒渗漉提取颠茄草是一

种酶解提取方法,该方法模拟人体温度、胃肠道酶活力

环境、pH 条件[6鄄8],在提取过程中,酸性胃蛋白酶通过对

颠茄草植物组织结构的侵蚀与攻击,破坏其致密结构,
使其膨胀,进而变得疏松、崩溃、突破细胞间质与细胞壁

的双重阻力,减小传递屏障对活性成分从胞内向溶媒扩

散的阻力,使植物细胞原生质体中活性成份向提取溶媒

扩散,从而提高莨菪碱的提取效率。
制备酸性胃蛋白酶溶液时,当溶液 pH 为 1郾 5 ~ 3郾 0

时胃蛋白酶的消化活力最强,所以加入适量稀盐酸调节

pH,并测定其消化活力符合要求后使用。 为了保持酶有

充足的活性,在酶渗漉提取过程中将提取温度控制在

35 益 ~ 38 益,以避免温度过高或过低导致酶失活,酶解

效应减弱。 而为使两种渗漉法在同等条件下进行,将醇
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渗漉过程也控制在 35 益 ~ 38 益温度条件下进行。
通过酶渗法与醇渗漉法提取颠茄草的结果比较,酶

渗漉法莨菪碱的提取率更高,差异有统计学意义(P <
0郾 05),表明酶解效应有利于颠茄草中莨菪碱的溶出。
应用酶渗漉法提取颠茄草,可提高莨菪碱的提取率,节
约提取时间、降低成本,具有实用价值。
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Progress of Diagnosis and Treatment of Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome

Lu Hongyu, Yang Xi, Zhao Xiaodong ( Children爷 s Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing摇 400014, China)

摇 摇 自身免疫性淋巴细胞增生综合征(autoimmune lympho鄄
proliferative syndrome,ALPS)是一种以淋巴细胞大量异

常存活为特征的综合征,由 FAS 凋亡通路失活引发,患
者可逐渐发展合并为慢性淋巴细胞增生、难治性血细胞

减少、自身免疫疾病,同时有较高并发恶性肿瘤的风险。
ALPS 最早于 1967 年由 Canale 和 Smith 首先发现,该病

一度被认为是一种极其罕见的疾病,随着其分子病理基

础研究的不断深入,现全球已有超过 500 例 ALPS 被诊

断和发现,相信随着对 FAS 及其相关影响分子探索的不

断深入及此病临床认识的加深,被诊断出的 ALPS 患者

会不断增多。 本文就国内外近年来对该 ALPS 的相关诊

断和治疗进展作一综述。

1摇 发病机制、分类及分子基础

ALPS 是一种由于 FAS 蛋白介导的凋亡通路受阻而
导致淋巴细胞非正常活化的综合征[1]。 正常机体在受

特异性抗原刺激后,伴随 T、B 淋巴细胞的活化及增生,
细胞会表达高水平的 FAS 蛋白,同时活化的 T 细胞又会

增强 FAS 配体(FAS ligand, FASL)的表达,FAS 与 FASL
结合后,大量活化的淋巴细胞进人凋亡程序,清除与自

身抗原有交叉反应的克隆和由自身抗原激活的细胞克

隆,以限制 T 细胞克隆的无限增殖,防止其对自身组织

的损伤[2]。 ALPS 患者由于 FAS 蛋白缺乏,不能通过

FAS 激 活 死 亡 结 构 域 ( FAS鄄activating death domain,
FADD)从而促发半胱天冬酶级联作用,使得 DNA 降解

及蛋白水解过程提前结束。 不完全的细胞凋亡会导致

慢性淋巴细胞增生、自身免疫性疾病及继发性恶性疾病

等[3]。
随着近年来对 ALPS 疾病的认识和了解,除了 FAS

基因突变导致的相关疾病外,与 FAS 蛋白凋亡途径相关

的基因缺陷包括 FASL、 FADD、 CASP8、 CASP10,甚至

KRAS 和 NRAS 等也纳入了 ALPS 的疾病范畴。 2013 年,
Guo Q 等[4] 通过对过度表达 miR鄄146a 转基因小鼠研究

发现,miR鄄146 蛋白的过度表达会降低 FAS 的活性,使
小鼠产生类似人类 ALPS 的相关疾病特征,如肝脾淋巴

结肿大、侵润性肝脏、肺部炎症、外周血双阴性 T 细胞

(double鄄negative T cell,DNT)水平上升及血清 IgG 水平

上升。
ALPS 患者中超过 70% 都存在 FAS 基因突变。 FAS

发生纯和基因突变时因其突变的严重性,导致其发生胎

儿期流产或生后不久继发严重的感染而死亡。 目前存

活患儿中,最多见的为 FAS 杂合突变,占患儿总数的
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