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单因素法优化两面针提取工艺
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摘要　目的：优化两面针药材的提取工艺。方法：采用单因素考察方法，以提取时间，提取次数，提取溶剂、用量、浓度及
ＰＨ值作为优选因素，以两面针中的氯化两面针碱提取量和出膏率作为定量指标，优化提取工艺。结果：最佳的提取工艺
条件是：乙醇浓度８０％，加醇量为８倍，提取２次，每次提取２ｈ，加入０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调乙醇ｐＨ至５，出膏率和有效成分提
取率比较高，重现性好。结论：优化的提取工艺稳定可行，适合工业大生产要求。
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　　两面针，又称双面针、山椒［２］。主产于云南、广

西、海南、广东福建等地。《中华人民共和国药典》

收载［１］的两面针主要功效为行气止痛，活血化瘀，祛

风通络，具有良好的活血化瘀止痛药用价值［３］，氯化

两面针碱（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅ）是两面针的主要有效成
分，具有抗炎、镇痛、抗肿瘤、心血管系统、抗真菌，强

心、降血压等药理作用［４］。实验以单因素法预选了

影响提取工艺的重要因素，并以提取物中有效成分

氯化两面针碱和两面针提取物的提取率作为指标，

优化两面针提取工艺［５］。

１　资料与方法
１１　仪器与试药　ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本
岛津公司）；ＣＬＳＳＶＰ色谱工作站；ＸＬ２０４电子天平
（梅特勒托利多）；ＫＱ１２８型超声仪；ＬＧ０８Ａ粉碎机
（深圳市百源堂公司）；对照品购于中国药品生物制

品检定所，批号：７３７１１０１；两面针购自安国药材公
司，经贾天柱教授鉴定为正品；实验试剂均为色谱

纯。

１２　方法

１２１　色谱条件　色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｏｌＢＤＳＣ１８（４６
ｍｍ×２００ｍｍ）；流动相：磷酸二氢钾溶液乙腈（５５∶
４５），磷酸调节ｐＨ＝３１７；检测波长３２９ｎｍ；柱温：室
温；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；测定方法：分别精密吸取对照品
溶液与供试品溶液各 １０μＬ，注入液相色谱仪，测
定，即得［４］。

１２２　对照品溶液的配制　取氯化两面针碱对照
品适量，精密称定，加无水甲醇配制成 ０２４４８ｍｇ／
ｍＬ的溶液。
１２３　样品的处理和供试品溶液的配制　取两面
针药材，加入乙醇，置电热套中，加热回流２次，每次
２ｈ，滤过，水浴干燥成干膏。取干膏适量，精密称
定，置容量瓶中，精密加入甲醇１００ｍＬ，超声处理３０
ｍｉｎ，滤过，取续滤液，用０４５μｍ滤膜滤过，即得。
１２４　线性关系考察　精密吸取０２４４８ｍｇ／ｍＬ的
氯化两面针碱对照品溶液５、１０、１２５、１５、２０μＬ分
别注入液相色谱仪，以进样量为横坐标，峰面积为纵

坐标得标准曲线，回归方程为：Ｙ＝２３３１５Ｘ２１６７４，
ｒ＝０９９９４（ｎ＝５），结果显示在 ０１２２４μｇ～
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０４８９６μｇ范围内线性关系良好。
１２５　精密度　分别吸取对照品溶液，按色谱条
件，重复进样６次，每次１０μＬ，按１２１项下色谱条
件测定峰面积，相对标准偏差（ＲＳＤ）为０９３％，结果
表明该方法精密度符合规定。

１２６　重复性　按 １２３项下操作，精密吸取 １０
μＬ，进样６次，测定峰面积，ＲＳＤ＝０８４％，小于３％，
表明该方法重复性符合规定。

１２７　稳定性　精密吸取样品试液，在室温条件下
分别放置０、２、４、６、８、１０、１２ｈ后进样测定，相对标
准偏差（ＲＳＤ）为０７６％，小于３％，结果表明样品在
１２ｈ内稳定。
１２８　加样回收率试验　精密称定已知氯化两面
针碱含量的两面针提取物０２ｇ，分别加入定量的氯
化两面针碱对照品溶液，按１２３项下方法进行操
作，按１２１项下色谱条件测定峰面积，计算回收率
和ＲＳＤ，结果见表１。

表１　氯化两面针碱加样回收率考察结果

编

号

样品量（ｇ）
（Ｓａｍｐｌｅ）

氯化两面针

碱含量（ｍｇ）
对照品加

入量（ｍｇ）
氯化两面针碱

实测总量（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ００５１３ １０３７ ０９７９２ ２０１３ ９９６ １００８１１
２ ００５０６ １０２３ ０９７９２ ２０１７ １０１４
３ ００５３２ １０７６ ０９７９２ ２０６４ １００８
４ ００４９６ １００３ ０９７９２ １９８１ ９９８
５ ００５０３ １０１７ ０９７９２ ２０２２ １０２４

　　由表 １可见，氯化两面针碱回平均收率为
１００８１％，ＲＳＤ为１１％，表明方法的回收率良好。
２　结果

出膏率 ＝ｍ／Ｍ×１００％，其中 ｍ为干膏的重量
（ｇ），Ｍ为药材的重量（ｇ）。综合评分：氯化两面针
碱含量权重系数０５，出膏率权重系数０５，进行综
合评价。

２１　提取溶剂　取等量两面针药材２份，分别加入
加酸的水溶液和乙醇溶液，各提取１次，１ｈ／次，将
提取液的续滤液浓缩并定容，得供试品溶液。由表

２可见，醇提液比加酸水溶液氯化两面针碱得率高，
且水溶液极性大，易提取出色素［６］，黏液质等极性大

的杂质，不利于滤过和储存，故选择乙醇作为提取溶

剂。

表２　提取溶剂

溶剂

（Ｓｏｌｖｅｎｔ）
提取率（％）

（ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲａｔｅ）
氯化两面针碱含量（％）
（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅＣｏｎｔｅｎｔ）

加酸水溶液 ２４３ ０１２５
９５％乙醇 ６９８ ０２７６

２２　乙醇浓度　取４份等量药材，分别加入１０倍

量５０％、６０％、７０％、８０％、９０％乙醇，提取１次，２ｈ／
次，测定出膏率及氯化两面针碱含量。从表３可以
看出，用８０％的乙醇对两面针的出膏率和氯化两面
针碱有较好的提取效果，通过出膏率和氯化两面针

碱的综合评分，所以选择８０％的乙醇。

表３　乙醇浓度

不同浓度乙醇

（Ｅｔｈａｎｏｌ）
出膏率（％）

（ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲａｔｅ）
氯化两面针碱含量（％）
（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅＣｏｎｔｅｎｔ）

５０％ ６１２ ０１５
６０％ ７３２ ０１８
７０％ ７９３ ０２０
８０％ ９１３ ０２８
９０％ ９１８ ０２８

２３　提取时间　取３份等量药材，分别加入８０％乙
醇浸泡２ｈ，提取１次，分别提取１ｈ、２ｈ、３ｈ，将提取
液滤过、浓缩、定容，测定出膏率及氯化两面针碱含

量。由表４可见，提取时间短（１ｈ）有效成分溶出不
完全，随着提取时间的延长（２ｈ）有效成分被提取完
全，时间增加（３ｈ），故选择提取时间为２ｈ。

表４　提取时间结果

时间（ｈ）
（Ｔｉｍｅ）

出膏率（％）
（Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ）

氯化两面针碱含量（％）
（ｎｉｔｉｄｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔ）

１０ ７５３ ０１９
２０ ９０７ ０２８
３０ ９３２ ０２８

２４　提取次数　取３份等量药材，加入８０％乙醇，
分别提取１次、２次、３次，２ｈ／次，测定出膏率及氯
化两面针碱含量。由表５可见，有效成分随着提取
次数的增加而增加，多次提取率较高，但提取次数不

适当的增加，提取率增加不明显，且浪费成本，选择

提取次数为２次。

表５　回流次数

提取次数（次）

（Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ）
出膏率（％）
（Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ）

氯化两面针碱含量（％）
（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅＣｏｎｔｅｎｔ）

１ ５０７ ０２２
２ ９１４ ０２９
３ ９３２ ０２９

２５　溶媒用量　取３份等量药材，分别加入１０倍、
８倍、６倍药材量的８０％乙醇，提取２次，２ｈ／次，测
定出膏率及氯化两面针碱含量。由表６可知，乙醇
用量为１０倍、８倍时，两面针的出膏率和氯化两面
针碱含量最高，为降低生产成本，故选择乙醇用量为

８倍。
２６　乙醇ｐＨ值对提取效率的影响　取４份等量药
材，加入不同ｐＨ值的８０％乙醇，分别提取２次，２ｈ／

·８７７１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ．２０１５，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１１



次，测定出膏率及氯化两面针碱含量。两面针中药

材中主要成分为总生物碱，其中氯化两面针碱为主

要镇痛成分［８］。本实验采用了加入少量乙酸来增加

生物碱的溶出率，由表７可见，乙醇液的ｐＨ值降低，
提取率明显增加，ｐＨ＝５时，两面针的出膏率和氯化
两面针碱含量最高。

表６　溶媒用量

溶剂用量

（ＤｏｓａｇｅｏｆＳｏｌｖｅｎｔ）
提取率（％）

（ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲａｔｅ）
氯化两面针碱含量（％）
（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅＣｏｎｔｅｎｔ）

６ ８０１ ０２４
８ ９１５ ０２８
１０ ９１６ ０３９

表７　乙醇ｐＨ值

ｐｈ值
提取率（％）
（Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ）

氯化两面针碱含量（％）
（ｎｉｔｉｄｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔ）

８０％乙醇ｐＨ＝４ １０２１ ０３０
８０％乙醇ｐＨ＝５ １２５１ ０３８
８０％乙醇ｐＨ＝６ １０３３ ０３１
８０乙醇 ９２５ ０２８

２７　工艺重现性考察　取两面针药材１００ｇ，按照
单因素考察的结果提取，即用８０％的乙醇溶液提取
两次，加入０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调乙醇 ｐＨ＝５，加醇量为
８倍，提取２ｈ。测定结果见表。

表８　工艺重现性考察

批次

（Ｂａｔｃｈ）
两面针（ｇ）

（Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍｎｉｔｉｄｕｍ）
提取率（％）

（ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲａｔｅ）
氯化两面针碱含（ｍｇ／ｇ）
（ＮｉｔｉｄｉｎｅＣｈｌｏｒｉｄｅＣｏｎｔｅｎｔ）

１ １００ １２８３ ４１２
２ １００ １２７３ ４０５
３ １００ １２９２ ４０８

　　结果表明，此方法稳定可行。
３　讨论

本文选取了溶媒、乙醇浓度、溶媒用量、溶媒 ｐＨ
值、提取时间、提取次数等６个因素考察两面针药材
的提取工艺。乙醇的提取效果明显优于水的提取效

果，８０％乙醇更适合有效成分溶出且杂质溶出较少，
从生产成本考虑，乙醇用量为８倍量，提取时间２ｈ，
提取次数为２次，考虑到两面针中主要成分为生物
碱类，且镇痛的主要成分为氯化两面针碱，本次实验

首次采用加入少量酸调节提取溶剂的 ｐＨ值来增加

两面针总生物碱的溶出度，结果有效成分氯化两面

针碱的提取率显著增加。最终确定两面针的最佳工

艺为：乙醇浓度为８０％，加醇量为８倍，提取２次，提
取２ｈ，加入０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调乙醇 ｐＨ至５，生物碱
转移率和出膏率均较高，工艺重现性稳定可行。
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