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摘要　目的：结合抗炎指标优选水蒸气蒸馏法提取东北铁线莲挥发油的工艺。方法：选取东北铁线莲。以挥发油提取率、
ＮＯ抑制率和两者的加权评分为指标，通过正交试验考察过筛目数、药液比和回流时间对东北铁线莲挥发油的水蒸气蒸馏
法提取工艺的影响，优选最佳试验方案。结果：各因素对挥发油提取率、ＮＯ抑制率和加权评分的影响顺序为过筛目数 ＞
药液比＞回流时间；最佳提取工艺为过筛目数 ３＃，药液比 １∶１０，回流时间 １２ｈ；挥发油提取率 ００７２％，ＮＯ抑制率
１１７４１１％，加权评分９７９７９。结论：水蒸气蒸馏法提取的东北铁线莲挥发油抗炎作用明显，优化的工艺稳定可靠。
关键词　东北铁线莲；挥发油；水蒸气蒸馏法；正交试验设计；提取率；一氧化氮；抑制率
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　　东北铁线莲（ＣｌｅｍａｔｉｓｍａｎｓｈｕｒｉｃａＲｕｐｒ）是毛茛
科铁线莲属植物，其根及根茎可作为中药威灵仙入

药，具有通络止痛、祛风湿之功效，在临床上主要用

于风湿痹痛，肢体麻木，筋脉拘挛，屈伸不利等证候。

目前，已有学者对东北铁线莲花、果中的挥发性成分

进行了研究分析［１２］，还有学者研究证明东北铁线莲

的醇提取物和少数单体可以通过抑制炎性反应递质

的产生发挥抗炎作用、缓解关节炎症状［３８］，对东北

铁线莲根茎中挥发油的相关研究报道较少。本实验

采用水蒸气蒸馏法提取东北铁线莲中挥发油，结合

抗炎指标通过正交试验筛选挥发油的最佳提取工

艺，为进一步开发利用东北铁线莲挥发油提供实验

依据。

１　材料
１１　细胞　ＲＡＷ２６４７细胞购于中国科学院上海

生命科学研究院细胞资源中心。

１２　药品及试剂　东北铁线莲购于上海虹桥中药
饮片有限公司（批号１６０３０７），经鉴定为毛莨科铁线
莲属东北铁线莲（ＣｌｅｍａｔｉｓｍａｎｓｈｕｒｉｃａＲｕｐｒ）的干燥
根茎；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，ＡＣＳ，批号：５２０Ｃ０３９，国药
集团化学试剂有限公司）；ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｉｎｉｍｕｍ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ）培养基（维森特生物科技有限公
司，批号：３１９００６０１３）；磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ，ｂｉｏ
ｓｈａｒｐ公司，批号：１７１８６０）；胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季
青生物工程材料有限公司，批号：２０１７０７１０）；脂多糖
（ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ公司，批号：０１７Ｍ４１１２Ｖ）；ＭＴＴ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司，批号：３０３Ｈ０５２８）；ＮＯ检测试剂盒（南京建成
生物工程研究所有限公司，批号：２０１７０９１９）。
１３　仪器　０２２μｍ有机相针式滤器（上海安普科
学仪器有限公司）；药筛（言锦丝网加工厂）；ＤＦＹ
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３００型高速万能粉碎机（上海新诺仪器设备有限公
司）；ＴＣ１５型套式恒温器（海宁市新华医疗器械
厂）；圆底烧瓶，挥发油测定器，球形冷凝管（上海人

贵仪器设备有效公司）；ＣＫＸ３１ＳＦ型倒置显微镜（Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ公司）；ＳＩＭＰＬＩＣＩＴＹ型超纯水系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；微量加样器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＴＤＬ８０２Ｂ型
低速离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＡＬＬＥＧＲＡＸ
２２Ｒ型高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＳＷＣＪ２ＦＤ型
洁净工作台（苏净集团苏州安泰空气技术有限公

司）；ＨＷＳ２４型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器
有限公司）；Ｅｐｏｃｈ型酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司）。
２　方法
２１　正交试验设计　选取饮片过筛目数、药液比、
回流时间为考察因素，每个因素取３个水平，按 Ｌ９
（３４）正交表进行试验。以挥发油提取率、ＮＯ抑制
率为指标，分别占加权评分７０％、３０％，以综合评分
值对实验结果进行直观分析和方差分析（因素水平

见表１，试验安排见表２）。
ＮＯ抑制率 ＝（１－（实验组 ＮＯ含量 －对照组

ＮＯ含量）／（模型组 ＮＯ含量 －对照组 ＮＯ含量）×
１００％

综合评分 ＝各组提取率／最高组提取率 ×７０＋
各组ＮＯ抑制率／最高组ＮＯ抑制率×３０
表１　东北铁线莲挥发油的水蒸气蒸馏工艺正交试验因素水平

水平 Ａ过筛目数 Ｂ药液比 Ｃ回流时间（ｈ）

１ １号筛 １０ ５
２ ２号筛 １２ ８
３ ３号筛 １５ １２

２２　水蒸气蒸馏法提取东北铁线莲挥发油　东北
铁线莲粉碎至相应目数后，准确称取１５０ｇ置圆底
烧瓶中，加入相应比例的蒸馏水，３０℃浸泡１２ｈ，依
次连接冷凝装置及接收装置，电热套加热保持微沸，

回流相应时间后收集挥发油并计算提取率。

２３　工作液的配制　９次试验所得挥发油分别加

ＤＭＳＯ配制浓度为１０５μｇ／ｍＬ母液，－２０℃保存，实
验时用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ培养基依
次稀释成１００μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ实验工作
液。ＬＰＳ加ＰＢＳ配制浓度为１２５ｍｇ／ｍＬ母液，分装
于－２０℃保存，实验时用１０％ ＦＢＳ培养基稀释成
１００μｇ／ｍＬ模型工作液。
２４　细胞培养与给药
２４１　ＲＡＷ２６４７细胞培养　ＲＡＷ２６４７细胞在
３７℃，５％ＣＯ２条件下，用含１０％胎牛血清、１％青霉
素／链霉素的ＤＭＥＭ培养液传代培养。
２４２　ＲＡＷ２６４７细胞活力检测　ＲＡＷ２６４７细
胞按３×１０４／孔接种于９６孔板中，培养箱中培养１２
ｈ后吸去原培养基，更换２％胎牛血清（ＦＢＳ）培养基
饥饿１２ｈ。饥饿后，实验组每孔分别加入不同浓度
的实验工作液１００μＬ；阴性对照组和模型组均加入
１０％ＦＢＳ培养基１００μＬ（均设６个复孔）。培养１ｈ
后，模型组和实验组每孔加入１μＬ脂多糖（ＬＰＳ）工
作液（此时 ＬＰＳ浓度为１μｇ／ｍＬ），继续培养３６ｈ。
３６ｈ后观察细胞状态，吸取上层培养液至离心管，每
孔加入新鲜培养液１００μＬ，再加入新配制的５ｍｇ／
ｍＬＭＴＴ液１０μＬ，３７℃避光孵育４ｈ，终止培养。吸
去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，置摇床上低速振
荡１０ｍｉｎ后，用酶标仪于４９０ｎｍ处测量各孔的吸光
度值（Ａ４９０ｎｍ）。

细胞活力 ＝（药物孔 Ａ值 －调零孔 Ａ值）／（阴
性对照孔Ａ值－调零孔Ａ值）×１００％
２４３　ＮＯ含量测定　收集至离心管的上层培

养液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清。采用 ＮＯ检
测试剂盒测定上清中 ＮＯ含量，具体操作按试剂盒
说明书进行。

２５　数据处理　正交试验结果采用正交设计助手
Ⅱ软件和ＳＰＳＳ１９０统计软件进行直观分析和方差
分析。采用 ＧｒａｐｈＰａｄ５０２作图，组间比较采用 ｔｅｓｔ
检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

图１　加药刺激３６ｈ后细胞活力
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５
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图２　加药刺激３６ｈ后ＮＯ含量
　　注：与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；与ＬＰＳ组比较，△Ｐ＜００５

３　结果
３１　ＮＯ的抑制率　１、７、８、９＃挥发油均有效，其中
７＃对 ＮＯ抑制作用最强（图２）；１～９＃挥发油对 ＮＯ
的抑制率即挥发油浓度为１００μｇ／ｍＬ时对ＮＯ的抑
制率。由直观分析可知，各因素对提取工艺的影响

顺序为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即过筛目数对提取效果的影响最
大，其次为药液比。见表２。［我院威灵仙注射液含
生药１ｇ／ｍＬ，而１００μｇ／ｍＬ挥发油最多含生药０５
ｇ／ｍＬ］

方差分析表明，因素Ａ、Ｂ、Ｃ对挥发油得率的影
响均无统计学意义。见表３。确定最佳提取条件为
Ａ３Ｂ１Ｃ３，即过筛目数３＃，药液比１∶１０，回流时间１２
ｈ。

表２　正交试验设计和实验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ
Ｄ

（空白）

提取率

（％）
ＮＯ抑制
率（％）

综合

评分

１ １ １ １ １ ００３１ ８１２５０４９５０１
２ １ ２ ２ ２ ００４６ ５７１４３５８３３９
３ １ ３ ３ ３ ００３１ －７５４４６１２１６０
４ ２ １ ２ ３ ００２７ －５４０１８１３３７８
５ ２ ２ ３ １ ００６４ －２６７９６１５８４
６ ２ ３ １ ２ ００３６ ５００００４６９１５
７ ３ １ ３ ２ ００７２ １１７４１１９７９７９
８ ３ ２ １ ３ ００６１ １０１７８６８３５６１
９ ３ ３ ２ １ ００４０ １２５８９３６８８８９
Ｋ１ ４００００ ５３６１９ ５９９９２ ５９９９１
Ｋ２ ４０６２６ ６７８２８ ４６８６９ ６７７４４
Ｋ３ ８３４７６ ４２６５５ ５７２４１ ３６３６６
Ｒ ４３４７６ ２５１７３ １３１２３ ３１３７８

表３　方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 Ｐ

过筛目数 ３７２６７６３ ２ ２３２５ １９０００ ＞００５
药液比 ９５５８０７ ２ ０５９６ １９０００ ＞００５
回流时间 ２８７３８６ ２ ０１７９ １９０００ ＞００５
误差 １６０２８３ ２

３２　验证试验　称取东北铁线莲粉末（过３＃筛）３
份，每份１５０ｇ，按优选的提取工艺进行３次验证试

验。结果挥发油提取率分别为００７８％、００７９％和
００７９％，ＮＯ抑制率分别为 １４３６１５％、１３５８８１％
和１２９２５１％，综合评分分别为 ９９１１８、９７８５５和
９６９９９，说明优化的水蒸气蒸馏法提取工艺稳定可
靠。

４　讨论
威灵仙和东北铁线莲挥发油的提取一般采用有

机溶剂提取法［２］、水蒸气蒸馏法［１，９１０］和超临界 ＣＯ２
萃取技术［１１］，傅瑶等［１１］利用正交试验优化威灵仙

挥发油的超临界萃取工艺，挥发油得率为０４４％。
本工艺研究表明，水蒸气蒸馏法提取东北铁线莲挥

发油的收率较低，但利用 ＬＰＳ刺激 ＲＡＷ２６４７细胞
炎性反应模型证明了东北铁线莲挥发油的抗炎活

性。小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４７细胞来源于小鼠腹
腔，是一类能够进行稳定传代培养的免疫细胞，在机

体炎性反应中发挥重要作用［１２１３］。以 ＬＰＳ诱导
ＲＡＷ２６４７细胞可以模拟机体的炎性反应，是目前
常用的体外炎性反应细胞模型［１４１５］。ＬＰＳ刺激与炎
性反应有关的一氧化氮合酶的表达，促使 ＮＯ水平
升高［１６］，ＮＯ是由一氧化氮合酶催化合成的气体分
子，具有介导炎性反应的作用［１７］，因此抑制机体ＮＯ
的产生是治疗炎性反应的重要手段。结果表明水蒸

气蒸馏法提取的东北铁线莲挥发油具有显著的抗炎

作用，且优选的提取工艺稳定、可靠，为东北铁线莲

挥发油中有效成分及其药理作用的研究提供了重要

参考依据。
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