
典 2010年版中测定 DH 原料药、颗粒剂、缓释片及

胶囊中药物含量均采用高效液相法,但该法较为费

时,成本较高,且对样品前处理要求较高, 操作相对

复杂。故本研究对直接紫外分光光度法测定 DH

进行了方法学考察,结果表明, 该法简便迅速, 结果

可靠,可用于测定 DH 的体外释放。
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聚酰胺树脂分离纯化芦荟蒽醌苷元的研究

谭志坚,李芬芳,刘太平 � (中南大学化学化工学院,湖南 长沙, 410083)

[摘要] � 目的:研究聚酰胺树脂分离纯化芦荟蒽醌苷元的最佳工艺条件。方法: 以芦荟蒽醌苷元的吸附量及洗脱率为指标,

研究树脂吸附的最佳工艺条件、洗脱溶媒用量, 并对树脂再生进行考察。结果: 聚酰胺树脂对芦荟蒽醌苷元的适宜交换吸附

条件:药液质量浓度0 . 22 g�L - 1 ,流速为1 . 0 mL�s- 1及 pH 5 时,其动态饱和吸附量达到 10 . 5 mg�g - 1。然后以 2 倍体积 10%

乙醇、4 倍体积 80%乙醇为洗脱溶媒洗脱, 芦荟蒽醌苷元洗脱率为94. 5%。经过再生的树脂, 吸附量相对稳定。结论:建立了

一种蒽醌苷元的纯化工艺,为蒽醌苷元的工业化生产提供依据。通过高效液相色谱测定芦荟大黄素纯化前后的变化, 证明该

方法的有效性。

[关键词] � 聚酰胺树脂;芦荟; 蒽醌苷元;紫外-可见分光光度法 ;高效液相色谱法
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Study on the separation and purification of anthraquinone aglycone by polyamide resin

TAN Zh-i jian, LI Fen- fang, LIU T a-i ping ( Co lleg e o f Chemistry and Chem ical Eng ineer ing, Central South Universit y,

Hunan Chang sha 410083, China)

ABSTRACT:OBJECTIVE � To optimize the met hod o f separat ion and pur ificat ion of total ant hr aquinone ag lycone in aloe using

po ly amide r esin. METHODS � Using the adso rption r atio and desorpt ion rate o f ant hr aquinone ag lycone as the eva luating quo-

tas, or tho gonal experimental designs and var iance analysis w ere applied to optim ize the manipulat ion parameter s of po ly amide

resin, meanwhile the r esin r egeneration was studied.RESULTS� T he optimal exchange adso rption condition o f po ly amide r esin

was as follows: the flow velocit y w as 1 . 0 mL�s- 1 , solution concentrat ion w as 0 . 22 g�L- 1 at pH 5 . 0 , the dynamic saturated

adsorpt ion capacit y reached to 10 . 5 mg�g- 1 . A fter being eluted with twice as much 10% ethano l and quadruple as much 80%

et hanol, the deso rption r ate w as 94. 5% . CONCLUSION � A technique for pur ification o f anthraquinone aglycone was estab-

lished, w hich pro vided the suppor ting fo r the industr ialized production of alo e anthraquinone aglycone. The efficiency w as dem-

onstr ated by analysis of aloe- emodin befo re and after pur ification using po lyam ide r esin.
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� � 芦荟属植物隶属于百合科( Lil iaceal f amily ) [ 1]。

该属植物叶内含有多种药用成分,其中主要是芦荟大

黄素等蒽醌类物质。近年来的药理和临床研究表明,

蒽醌苷元具有抗炎、抗紫外线辐射、抗病毒、提高人体

免疫机能等功能,并对肿瘤细胞和艾滋病病毒有抑制

作用
[ 2-3]
。聚酰胺树脂具有良好的网状结构和较高的

比表面积,可以快速、高效、有选择性地从水溶液中吸

附有机物质,从而达到分离提纯的目的[ 4]。用聚酰胺

树脂吸附法分离纯化芦荟蒽醌苷元的研究目前尚未

见报道。本实验旨在通过对聚酰胺树脂分离纯化芦

荟蒽醌苷元的工艺条件及再生等方面进行系统的研

究,为工业化生产提供理论依据。

1 � 材料

70- 1800SPC型紫外可见分光光度计(北京普

析通用仪器有限责任公司) ; LC- 20A 高效液相色

谱仪(日本岛津公司, SPD- 20A 紫外检测器, LC-

solut ion色谱工作站) ; 芦荟大黄素对照品 (纯度

98% ,北京天和安业科技有限公司) ; 聚酰胺树脂

( 100~ 150目,岳阳石化厂) ; 1 , 8-二羟基蒽醌(中国

药品生物制品检定所, 批号 0829-9702 ) ; 其他试剂

均为分析纯。

2 � 方法

2. 1 � 标准曲线的绘制 [ 5] � 以0. 5%醋酸镁-甲醇溶

液配成0. 006 6~ 0 . 034 g�L- 1
的 1, 8-二羟基蒽醌溶

液,以0. 5%醋酸镁-甲醇溶液作空白, 在 508 nm 波

长处测量其吸光度, 以吸光度( Y )对质量浓度( X )作

线性回归, 得回归方程为 Y= 27. 71X+ 0. 005 7 , r=

0. 999 6 ,可见该浓度范围内线性关系良好。

2. 2 � 上柱液的制备 � 称取已粉碎芦荟皮以 60%乙

醇在 30 � 情况下浸泡 6 h, 浸提 3 次, 料液比为 1�

10,合并提取液,减压回收乙醇至糖浆状, 得乙醇总

提取物。加入 20% 硫酸水溶液(注射用水) , 水浴加

热 4 h,使蒽醌苷水解为蒽醌苷元, 以氯仿萃取蒽醌

苷元,减压蒸馏除去氯仿,得蒽醌苷元粗品。将蒽醌

苷元粗品溶于 60%乙醇溶液,过滤,即得上柱液。

2. 3 � 动态法分离芦荟蒽醌苷元 � 精密称取预处理

好的树脂2. 5 g 装柱,量取上柱液 100 mL(总蒽醌苷

元含量为0. 275 g�L- 1 ) , 以流速 1 mL�s- 1上柱, 待

吸附完全后再用注射用水洗脱至无色, 得液体样品。

以 80%乙醇 100 mL 为洗脱液, 洗脱流速为 l mL�

s
- 1

,洗脱得液体样品。测定芦荟蒽醌苷元含量, 按

下式计算聚酰胺树脂对芦荟蒽醌苷元的动态饱和吸

附量, 动态洗脱率, 总蒽醌苷元得率:动态饱和吸附

量( mg�g - 1树脂) = (样品蒽醌苷元量- 吸附后滤

液中蒽醌苷元量) /树脂量;

洗脱率= (洗脱液含量 � 洗脱液体积) /饱和吸

附量 � 100% ;总蒽醌苷元收率= 纯化前总蒽醌苷元

质量/纯化后总蒽醌苷元质量。

2. 4 � 芦荟大黄素的含量测定

2. 4. 1 � 色谱条件 � 色谱柱: VP-ODS C18柱 ( 150

mm � 4. 6 mm, 5 �m) ;流动相:甲醇-水( 60�40) ;检

测波长: 429 nm ;流速: 0. 8 mL� min- 1 ;柱温: 30 � 。

2. 4. 2 � 标准曲线的绘制 � 精密称取芦荟大黄素对照
品2. 5 mg,用甲醇定容于 25 mL 量瓶。取一定量溶液

稀释到0. 5, 1. 0, 2. 0, 4. 0, 8. 0 mg�L- 1。按上述色谱

条件进样 5 �L,测量峰面积,以质量浓度和峰面积进

行回归,得标准曲线的回归方程。即: A = 23 299. 95C

- 2 596. 3。r= 0. 999 0,线性范围0. 5~ 8 mg�L- 1。

3 � 结果

3. 1 � 正交试验及结果分析[ 6-7] � 根据单因素试验结

果得出蒽醌苷元含量( A)、上柱吸附流速( B)、药液

pH 值( C) 3个因素对本品的吸附影响较大。因此,

采用 L9 ( 34 )正交表安排试验,见表 1,测定聚酰胺树

脂对芦荟蒽醌苷元吸附率为考察指标, 结果及方差

分析见表 2和表 3。
表 1 � 正交试验因素及水平表

Tab 1 � Factor s and levels

水平
A

蒽醌苷元含量/ g�L- 1

B

吸附流速/ m L�s- 1

C
pH 值

1 0. 22 1 5

2 0. 38 2 6

3 0. 59 3 7

表 2 � 正交试验结果

Tab 2 � Results o f L9 ( 34 ) o rtho gonal test

编号
芦荟蒽醌苷元

吸附率/ %

蒽醌苷元

吸附量/ mg�g- 1

1 85. 1 10. 5

2 48. 7 5. 0

3 34. 3 3. 0

4 55. 1 5. 6

5 35. 1 4. 6

6 70. 4 7. 6

7 37. 9 4. 4
8 78. 8 9. 2

9 36. 7 6. 2

表 3 � 方差分析

Tab 3 � Analy sis of v ariance

变异来源 差方和 自由度 F 值 显著性

A 0. 004 2 0. 050 不显著

B 0. 023 2 0. 288 不显著

C 0. 289 2 3. 624 显著

D(误差) 0. 322 8

� � 从表 2, 3看出, 药液含量及吸附流速对蒽醌苷
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元吸附影响不显著, 但 pH 值影响显著。根据药液

含量及吸附流速单因素试验得优化工艺条件为, 药

液含量为0 . 22 g�L- 1
,流速为 1 mL�s- 1

, pH 5时蒽

醌苷元的吸附量为10. 5 mg�g- 1
。

3. 2 � 洗脱剂浓度的选择 � 按照最佳吸附工艺条件

吸附后,用注射用水洗至流出液不含蒽醌苷元,然后

依次用 10% , 40%, 60% , 80%, 95%乙醇梯度洗脱,

控制流速为 1 mL�s- 1左右, 60%乙醇洗脱 6个柱体

积,其余每个梯度洗脱 4个柱体积,共收集 22份, 对

每份样品液制成干浸膏并测定蒽醌苷元的含量, 绘

制洗脱曲线, 见图 1和表 4。从表 4 和图 1 可以看

出,蒽醌苷元主要集中在 40%和 60%醇洗脱液中,

但 80%乙醇洗脱液仍占有15. 5%蒽醌苷元未洗脱,

同时低梯度的乙醇也能洗脱出一定量的蒽醌苷元,

并随着梯度的增大而增大。为尽量使洗脱完全, 故

选择 10%和 80%的乙醇作为洗脱液。

图 1 � 聚酰胺树脂吸附蒽醌苷元的梯度洗脱曲线

1~ 4号-10%的乙醇; 5~ 8号-40%的乙醇; 9~ 12 号-60%的乙醇; 13

~ 18号-80%的乙醇; 19~ 22号-95%的乙醇。

Fig 1 � Elut ion curve of total anth raquin on e aglycone usin g differ ence

alcohol in p olyamide resin

n umber 1- 4-10% ethanol; number 5- 8-40% ethanol; n umber 9-

12-60% ethanol; number 13 - 18-80% ethan ol ; number 19- 22-

95% eth anol

表 4� 不同梯度醇洗脱效率的比较

Tab 4 � Compar ison o f elution efficiency among ethanol at

differ ent concentrations

乙醇
/ %

干浸膏量
/ mg

占总干浸膏率
/ %

蒽醌苷元量
/ %

占总蒽醌苷元率
/ %

10 131. 2 38. 9 4. 197 3. 9

40 83. 5 24. 8 43. 933 40. 4

60 68. 4 20. 3 38. 247 35. 2

80 35. 2 10. 4 16. 846 15. 5

95 18. 7 5. 6 5. 418 5. 0

总和 337. 0 100. 0 108. 64 100. 0

3. 3 � 洗脱溶媒的用量 � 聚酰胺树脂吸附后经注射

用水洗,然后依次用 2个柱体积 10%的乙醇和 5 个

柱体积 80%的乙醇洗脱。每个柱体积收集 1 次, 进

行浸膏量测定和芦荟蒽醌苷元含量测定, 结果见表

5。

� � 从表 5可以看出, 10%乙醇能洗脱出一定量的

浸膏,浸膏中蒽醌苷元的含量很少,可以达到一定的

表 5 � 不同体积的洗脱溶媒洗脱效率的比较

Tab 5 � Comparison of elution efficiency among ethano l at

different vo lume

溶媒 编号
浸膏
/ m g

浸膏洗脱率
/ %

蒽醌苷元
洗脱量/ %

蒽醌苷元
洗脱率/ %

10%乙醇 1 41. 5 - 5. 4 -

2 25. 2 - 3. 4 -

80%乙醇 1 48. 3 50. 3 22. 66 47. 9

2 23. 1 24. 1 10. 72 22. 7

3 12. 7 13. 2 6. 57 13. 9

4 7. 4 7. 7 4. 73 10. 0

5 4. 5 4. 7 2. 59 5. 5

总和 96. 0 100. 0 47. 27 100. 0

除杂纯化的目的,但用量不能大。80%乙醇洗脱液

中, 前 4个柱体积洗脱浸膏率为95. 3% ,蒽醌苷元洗

脱率为94. 5% ,因此确定 80%乙醇洗脱用量为 4个

柱体积。

3. 4 � 蒽醌苷元中芦荟大黄素样品测定 � 取芦荟大

黄素对照品、纯化前样品、纯化后样品稀释一定倍

数, 进样 5 �L 进行测定。结果见图 2, 芦荟大黄素

出峰位置在7 . 6 min左右。通过拟合后的标准曲线

计算,聚酰胺树脂纯化后芦荟大黄素的含量是纯化

前的92. 56% ,表明该纯化方法效果良好。

图 2 � 芦荟大黄素高效液相色谱图谱

a.对照品; b .纯化前芦荟蒽醌苷元中的芦荟大黄素; c.纯化后芦荟蒽

醌苷元中的芦荟大黄素

Fig 2 � HPLC of aloe- emodin

a. reference substance; b. aloe- emodin in total anthraquinone aglycone

before hyd rolysis; c. aloe- em odin in total anthraqu inone aglycon e af-

ter hydrolysi s

3. 5 � 吸附-洗脱周期及再生 � 重复使用至第 6周期

时, 发现树脂颜色变深(为暗黑色) ,残留在树脂上的

杂质较多,使吸附能力明显减弱, 需要进行再生处

理。再生后, 该树脂芦荟蒽醌苷元总吸附率仍可以

达到 75%以上。经过 4次再生后, 树脂不可再用。

4 � 讨论
本实验证实了聚酰胺树脂富集蒽醌苷元不仅具

有吸附快、解吸率高等特点, 而且具有吸附容量较

大, 洗脱率高,树脂再生简单等优点, 在分离纯化蒽

醌苷元工艺中具有一定的推广应用价值。聚酰胺树

脂对芦荟蒽醌苷元有良好的吸附性能, 其工艺条件

为药液质量浓度为0. 22 g�L- 1 ,流速为 1 mL�s- 1及

pH 5时, 其动态饱和吸附量达到 10. 5 mg�g - 1 , 然

后以 2倍体积 10%的乙醇、4倍体积 80%乙醇为洗
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脱溶媒洗脱, 总蒽醌苷元洗脱率为94. 5%。实验通

过分析芦荟蒽醌苷元中的芦荟大黄素在聚酰胺树脂

纯化前后的变化,证明了该纯化方法的有效性。
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一种聚乳酸聚乙醇酸缓释微球的制备工艺

罗宇燕1 ,张永明2 ,吴传斌1 � ( 1. 中山大学药学院,广东 广州 510006; 2. 中山大学附属第三医院,广东 广州 510630)

[摘要] � 目的:研究一种制备聚乳酸聚乙醇酸( PLGA)微球的新工艺, 即将海藻酸钠与钙离子螯合形成缓释凝胶的原理与复

乳法制备微球的工艺相结合。方法:以牛血清白蛋白( BSA)为模型药, 以包封率、载药量、产率作为评价指标, 研究 PLGA 黏

度、海藻酸钠浓度及外水相 1 中氯化钙浓度对微球性质的影响, 并通过 L 9 ( 34 )正交试验设计优选微球制备的工艺条件。结

果:优选的制备工艺重现性好, 微球形态圆整,结构致密, 平均粒径为67. 5 �m, 载药量、包封率和产率分别为0 . 669%、53 . 38%

和80 . 08%。结论:本研究获得了较为满意的制备 PLGA 微球的新工艺,微球的理化性质良好。

[关键词] � 缓释微球;复乳法; 海藻酸钠;聚乳酸聚乙醇酸微球

[中图分类号] R927. 2 � � [文献标识码] A � � [文章编号] 1001-5213( 2011) 11-0875-04

A method to prepare PLGA sustained-release microspheres

LU O Yu-yan
1
, ZHANG Yong-m ing

2
, WU Chuan- bin

1
( 1 . Schoo l of pharmaceutical Sciences, Sun Yat- sen Univer s-i

t y, Guangdong Guang zhou 510006, China; 2 . The Third A ffiliated H ospital of Sun Yat- sen U niversit y, Guangdong Guang-

zhou 510630, China)

ABSTRACT:OBJECTIVE � To prepa re the Poly ( lactide-co-g lyco lide) ( PLGA) m icrospheres w ith a modified double- emulsion

met hod. Based on the no rmal double- emulsion method, sodium alg inat e w as added into the internal aqueous phase w ith prot ein

tog ether ; meanwhile calcium chlor ide was put int o the ex ternal aqeuous phase. while the micr ospher es w ere form ing , sodium

alg inate pr oduced ionic interaction with calcium ion to fo rm sust ained- release gel. METHODS � Three influential facto rs o f bo-

v ine serum albumin ( BSA ) micr ospher es including t he v isco sity of PLGA , concentration of sodium a lg inate and the concent ra-

t ion of calcium chlor ide in the outer w ater phase 1 w ere invest igat ed. Encapsulation efficiency, drug lo ading and yield w ere used

as the evaluat ion index . The formulation w as optimized by L9 ( 3
4 ) o rthogonal test. RESULTS � The pharmaceut ical techno log y

of optim ized micro spheres w as stable and reproducible. The optimized micr ospher es were spher ical with compact structure in

their mo rpho lo gy . The average size w as 67. 5 �m and t he drug lo ading , the encapsulation efficiency and the y ield were

0 . 669% , 53. 38% , 80. 08% respectiv ely . CONCLUSION � This paper describes a modified double- emulsion method, and the

optimized prepar ation conditions of BSA PLGA micro spheres.

KEY WORDS: sustained- release micr ospheres; double- emulsion method; sodium alginate; PLGA

� � 随着生物科技领域的发展,越来越多的蛋白多

肽类药物被广泛地应用
[ 1]
。但这类药物存在半衰期

短、稳定性差、为达到疗效需要频繁、大剂量及长时

间给药等问题,导致临床应用受到限制。将这类药

物制成缓释微球制剂, 可达到延长药物作用时间,提

高药效等目的。其中使用聚乳酸聚乙醇酸( PLGA)
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