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摘　 要:目的 对提取与纯化竹根七中总皂苷的工艺条件进行优化与提升ꎬ初步探索验证其抗炎活性ꎮ
方法 以总皂苷含量为评价指标ꎬ采用正交实验设计ꎬ通过回流提取法考察提取温度、时间、溶剂浓度及料液比对

总皂苷含量的影响ꎬ进行统计分析ꎻ利用大孔树脂的吸附纯化作用ꎬ探究吸附和解吸附过程中不同条件对总皂苷

纯度的影响ꎬ分析得出最佳纯化工艺ꎻ以 ＲＡＷ２６４.７ 细胞上清 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平为指标ꎬ通过 ＣＣＫ￣８ 法筛选

最佳给药浓度及 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞上清炎症因子水平ꎬ考察竹根七总皂苷抗炎活性ꎮ 结果 最优回流提取

工艺为乙醇浓度 ７０％ꎬ料液比 １ ∶ ４０ꎬ温度 ８０ ℃ ꎬ提取时间 ３０ ｍｉｎꎬ竹根七总皂苷最终得率为 ９.７４％ꎻ在最优提取

方法下ꎬ探究竹根七皂苷纯化富集工艺ꎬ选用 Ｄ１０１ 大孔树脂ꎬ当上样量为 １ ＢＶꎬ吸附时间 １２ ｈꎬ洗脱剂为 ５０％乙

醇￣水ꎬ洗脱体积 ５ ＢＶ 时ꎬ纯化后总皂苷纯度达到 ７０％以上ꎬ由此得出其最佳纯化工艺ꎻ纯化后的总皂苷对

ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症具有抑制作用ꎬ其最低质量浓度为 ８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 结论 本实验所得工艺能较好的富集竹根七

总皂苷ꎬ该方法简单易行稳定可靠ꎻ所得竹根七皂苷具有较好的抗炎活性ꎮ
关键词:竹根七ꎻ总皂苷ꎻ提取工艺ꎻ纯化工艺ꎻＲＡＷ２６４.７ 细胞
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　 　 竹根七别名开口箭、竹节七ꎬ为百合科开口箭

属植物开口箭 Ｒｏｈｄｅａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｂａｋｅｒ) Ｎ.Ｔａｎａｋａ
的根及根茎ꎬ是“太白七药”之一ꎮ 主产于陕西(秦
岭以南)、湖北、湖南、河南、四川、云南等省份ꎮ 味

辛、苦ꎬ性寒ꎬ有清热解毒、散瘀止痛、祛风除湿之

功效ꎬ主治风湿痹痛、咽喉疼痛等症[１]ꎮ 竹根七主

要含有甾体皂苷类[２]、黄酮类、多糖和挥发油[３￣４]

等化学成分ꎬ其中甾体皂苷主要有 Ｔｕｐｉｓｔｒｏｓｉｄｅ Ｅ、
Ｄｉｇｉｔｏｘｉｇｅｎｉｎ、Ｒａｎｍｏｇｅｎｉｎ Ａ、 Ａｓｐｉｄｏｓｉｄｅ Ａ 和 Ｔｕ￣
ｐｉｃｈｉｎｉｎ Ａ 等[５￣６]ꎻ黄酮类主要有香豌豆酚、ｔｕｐｉｃｈｉ￣
ｎｏｌ Ａ、(＋)￣儿茶素、ｔｕｐｉｃｈｉｎｏｌ Ｂ 和 ｔｕｐｉｃｈｉｎｏｌ Ｃ 等ꎮ
现代药理学研究发现竹根七中的皂苷类成分是其

主要活性成分ꎬ具有抗炎[７￣１０]、抗肿瘤[１１￣１４]、抗动脉

粥样硬化[１５]等作用ꎮ 本研究旨在优化竹根七总皂

苷的提取和纯化工艺ꎬ并进行初步抗炎活性筛选ꎬ

为秦巴山区竹根七开发与利用提供依据[１６￣１７]ꎮ

１　 材料

１.１　 仪器及试药　 竹根七购自眉县天源中草药开

发有限公司ꎬ经陕西中医药大学药学院王薇教授

鉴定为百合科开口箭属植物开口箭 Ｒｏｈｄｅａ ｃｈｉｎｅｎ￣

ｓｉｓ (Ｂａｋｅｒ) Ｎ.Ｔａｎａｋａ 的干燥根及根茎ꎮ 本实验所

用试剂为分析纯ꎻ对照品 １βꎬ２βꎬ３βꎬ４βꎬ５βꎬ７α￣

ｈｅｘａｈｙｄｒｏｘｙ￣ｓｐｉｒｏｓｔ￣２５(２７)￣ｅｎｅ￣６￣ｏｎｅ 为实验室课

题组前期分离得到[５]ꎬ经检验纯度 > ９８％ꎬ符合
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表 １　 仪器及试药

名称 　 　 　 　 厂家

ＵＶ￣２１０２Ｃ 型紫外￣可见分光光度计 尤尼柯仪器有限公司

ＧＢ２０４ 型电子天平(０.０００１ ｇ) 瑞士梅特勒－托利多公司

ＨＨ￣２ 型恒温水浴锅 北京科伟永兴仪器有限公司

ＢＢＳ￣ＤＳＣ 型超净工作台 济南鑫贝西公司

ＣＬＭ￣１７０Ｂ￣８￣ＮＦ 型 ＣＯ２细胞培养箱 新加坡 ＥＳＣＯ 科技有限公司

血球计数板 上海求精生化公司

细胞培养皿 １０ ｃｍ 皿 依科生物公司

细胞培养板 ６、２４、９６ 孔板 依科生物公司

Ｄ１０１ 型大孔树脂 上海蓝季科技发展有限公司

ＡＢ￣８ 型大孔树脂 上海蓝季科技发展有限公司

ＨＰ２０ 型大孔树脂 上海蓝季科技发展有限公司

ＤＭ１３０ 型大孔树脂 上海蓝季科技发展有限公司

ＬＳＡ１０ 型大孔树脂 上海蓝季科技发展有限公司

高氯酸 天津市科密欧化学试剂有限公司

醋酸 天津市科密欧化学试剂有限公司

正丁醇 天津市科密欧化学试剂有限公司

乙醇 天津市科密欧化学试剂有限公司

胎牛血清 依赛科公司

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基(批号:２５２０００５６) 美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司

青链霉素混合液(１００×) 北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司

ＬＰＳ(批号:ＤＹ４０１０９) Ｓｉｇｍａ 公司

胰酶消化液 Ｇｂｉｃｏ 公司

Ｍｏｕｓｅ ＩＬ￣１β ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ 武汉博士德生物工程有限公司

Ｍｏｕｓｅ ＩＬ￣６ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ 武汉博士德生物工程有限公司

Ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ￣α ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ 武汉博士德生物工程有限公司

超纯水 －

竹根七药材 眉县天源中草药开发有限公司

１βꎬ ２βꎬ ３βꎬ ４βꎬ ５βꎬ ７α￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏｘｙ￣

ｓｐｉｒｏｓｔ￣２５(２７) ￣ｅｎｅ￣６￣ｏｎｅ

本课题组自制[５]

１.２　 细胞　 ＲＡＷ２６４.７ 细胞由陕西中医药大学中

西医结合心血管实验室提供ꎮ

２　 实验方法与结果

２.１　 竹根七总皂苷含量测定方法建立

２.１.１　 对照品溶液制备　 精密称取化合物 １βꎬ２βꎬ
３βꎬ４βꎬ５βꎬ７α￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏｘｙ￣ｓｐｉｒｏｓｔ￣２５(２７)￣ｅｎｅ￣６￣ｏｎｅ

４.８０ ｍｇꎬ用 ＣＨ３ＯＨ 溶解并定容于 ５ ｍＬ 棕色容量

瓶中ꎬ对照品溶液浓度为 ０. ９６ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ摇匀后

４ ℃冰箱保存ꎮ
２.１.２ 　 供试品溶液制备 　 称取竹根七干燥粗粉

５.０ ｇꎬ在 ７０ ℃ꎬ料液比 １ ∶２０ 的条件下ꎬ按回流提

取的方法用 ６０％乙醇提取 ３０ ｍｉｎꎬ回收溶剂得残

留物ꎬ用 ５０ ｍＬ 水将其溶解ꎬ再加入水饱和正丁醇

萃取 ３ 次ꎬ每次加入萃取剂 ４０ ｍＬꎮ 正丁醇层合

并ꎬ回收溶剂得残留物ꎬ残留物使用甲醇溶解后转

移至 ２５ ｍＬ 棕色容量瓶并定容ꎮ 定容后ꎬ吸取

１ ｍＬ 滤液至 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中并使用 ＣＨ３ＯＨ
定容至刻度ꎬ混匀即得ꎮ
２.１.３　 测定波长选择　 将上述制备好的对照品和

供试品溶液分别吸取 ２００ μＬꎬ转移至 １０ ｍＬ 具塞

试管中ꎬ待溶剂挥干后ꎬ吸取 ５％香草醛￣冰醋酸溶

液 ２００ μＬ 和 ＨＣｌＯ４ ８００ μＬ 加入其中ꎬ密塞混匀

后ꎬ将其放置于水浴锅中 ６０ ℃恒温水浴 １５ ｍｉｎꎬ等
待测样品的温度降至室温后加入 ５ ｍＬ 冰 ＣＨ３

ＣＯＯＨ 混匀ꎮ 以 ２００ μＬ 甲醇作为空白试剂于 １０
ｍＬ 具塞试管中ꎬ进行相同制样操作ꎬ扫描范围为

２００~８００ ｎｍꎬ发现 ４６０ ｎｍ 为其最大吸收波长ꎬ所
以将测定波长确定为 ４６０ ｎｍꎮ
２.１.４　 标准曲线线性考察　 按 ０.０５ ｍＬ 间隔ꎬ梯度

吸取对照品溶液 ０. １０ 至 ０. ４５ ｍＬꎬ转移至 ８ 个

１０ ｍＬ 具塞试管中ꎬ按“２.１.２”项下方法制备样品ꎬ
按“２.１.３”项下方法显色后在 ４６０ ｎｍ 处测定其吸

光度ꎮ 将横坐标(Ｘ) (ｍｇ)设置为对照品加样量ꎬ
纵坐标(Ｙ)设置为吸光度值ꎬ绘制标准曲线ꎮ 根据

图 １ 可知ꎬ其回归方程为 Ｙ＝ ２.００６５Ｘ－０.０２２ꎬ其 ｒ ＝
０.９９９５ 表明数据拟合度较高ꎬ对照品加样量(Ｘ)与
吸光度值(Ｙ)在 ０.０９６≤Ｘ≤０.４４１０ 时线性关系良

好ꎬ可靠性高ꎬ可用于后续数据计算ꎮ

图 １　 标准曲线

２.１.５　 方法学考察

２.１.５.１　 精 密 度 考 察 　 精密量取对照品溶液

０.２ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 具塞试管ꎬ显色后测定吸光度ꎬ连
续测定 ６ 次吸光度ꎬ由结果计算 ＲＳＤ 为 ０.０４％ꎬ表
明仪器精密度良好ꎮ
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２.１.５.２　 稳定性考察　 取同一供试品溶液ꎬ显色后

分别于 ０ ｈ 至 ３ ｈ 内每 ３０ ｍｉｎ 测定吸光度ꎬ由结果

计算 ＲＳＤ 为 ０.１４％ꎬ表明供试样品溶液在 ３ ｈ 内

稳定ꎮ
２.１.５.３　 重复性考察 　 分别称取同一批次药材 ６
份ꎬ制备方法同上ꎬ显色后测定吸光度ꎬ结果显示

ＲＳＤ 为 １.１４％ꎬ表明此方法重复性良好ꎮ
２.１.５.４　 加样回收考察　 取已知含量的药材粗粉

６ 份ꎬ制备方法同上ꎬ分别精密加入对照品适量ꎬ制
样方法与显色方法同上ꎬ测定吸光度ꎬ计算平均回

收率为 １０１.５７％ꎬＲＳＤ 值为 １.３４％ꎮ
２.２　 竹根七提取工艺优化　
２.２.１　 单因素考察

２.２.１.１　 溶剂浓度考察　 取竹根七药材干燥粉末

约 ５.０ ｇꎬ精密称定ꎬ回流提取ꎬ溶剂按乙醇浓度每

增加 １０％梯度设置ꎬ从 ６０％~１００％共 ５ 个平行组ꎬ
其余条件按“２.１.２”项下方法制备ꎮ 根据图 ２ 可

知ꎬ结果显示 ６０％ ~８０％乙醇浓度范围内变化斜率

最大ꎬ故选择 ６０％乙醇、７０％乙醇、８０％乙醇为后续

正交试验提取溶剂浓度水平ꎮ

图 ２　 溶剂浓度影响

２.２.１.２　 提取温度考察　 取竹根七药材干燥粉末

约 ５.０ ｇꎬ精密称定ꎬ回流提取ꎬ温度以每隔 １０ ℃梯

度设置ꎬ从 ５０ ℃ ~９０ ℃共 ５ 个平行组ꎬ其余条件按

“２.１.２”项下方法制备ꎮ 根据图 ３ 可知ꎬ结果显示

７０ ℃ ~ ９０ ℃范围内变化斜率最大ꎬ故选择７０ ℃、
８０ ℃、９０ ℃为后续正交试验提取温度水平ꎮ
２.２.１.３　 提取时间考察　 取竹根七药材干燥粉末

约 ５.０ ｇꎬ精密称定ꎬ回流提取ꎬ以 ６０％乙醇为溶剂ꎬ
时长 按 间 隔 ３０ ｍｉｎ 梯 度 设 置ꎬ 从 ３０ ｍｉｎ ~
１２０ ｍｉｎ 共 ４ 个平行组ꎬ其余条件按“２.１.２”项下方

法制备ꎮ 根据图 ４ 可知ꎬ结果显示 ３０~９０ ｍｉｎ 范围

内变化斜率最大ꎬ故选择 ３０、６０、９０ ｍｉｎ 为后续正

交试验提取时间水平ꎮ

图 ３　 提取温度影响

图 ４　 提取时间影响

２.２.１.４ 　 料液比考察 　 取竹根七药材干燥粉末

约 ５.０ ｇꎬ精密称定ꎬ回流提取ꎬ料液比按每增加

１０ 倍溶剂量梯度设置ꎬ从 １ ∶１０ ~ １ ∶５０ 共 ５ 个平行

组ꎬ其余条件按“２.１.２”项下方法制备ꎮ 根据图 ５
可知ꎬ结果显示 １ ∶２０ 至 １ ∶ ４０ 范围内变化斜率最

大ꎬ故选择 １ ∶２０、１ ∶３０、１ ∶４０ 为提取总皂苷时料液

比水平ꎮ

图 ５　 料液比影响

２.２.２　 正交试验设计　 根据单因素试验结果及相

关参考文献[３]ꎬ共设置 ４ 个影响因素(见表 ２)ꎬ分
别为溶剂浓度(Ａ)、提取温度(Ｂ)、料液比(Ｃ)及
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提取时间(Ｄ)ꎬ将总皂苷的含量设定为评价指标ꎬ
开展正交实验ꎮ 最终计算总皂苷提取率并分析结

果ꎬ根据表 ３ 中极差 Ｒ 的大小可以得出ꎬ不同因素

影响皂苷得率的大小顺序为溶剂浓度最大ꎬ提取

时间次之ꎬ提取温度再次之ꎬ料液比最小ꎬ不同水

平下各因素的影响情况为 Ａ２、Ｂ２、Ｃ３、Ｄ１ 的影响

程度最大ꎮ 故可分析得出最佳提取工艺为ꎬ７０％乙

醇回流提取ꎬ温度为 ８０ ℃ꎬ料液比 １ ∶４０ꎬ提取时间

３０ ｍｉｎꎮ
表 ２　 因素水平表

水平 Ａ (％) Ｂ(℃) Ｃ (倍) Ｄ(ｍｉｎ)

１ ６０ ７０ １ ∶２０ ３０

２ ７０ ８０ １ ∶３０ ６０

３ ８０ ９０ １ ∶４０ ９０

表 ３　 正交试验设计结果

序号 溶剂浓度(％) 提取温度(℃) 料液比(倍) 提取时间(ｍｉｎ) 总皂苷得率(％)

１ １ １ １ １ ５.９０

２ １ ２ ２ ２ ６.４８

３ １ ３ ３ ３ ８.２３

４ ２ １ ２ ３ ８.２８

５ ２ ２ ３ １ ９.８１

６ ２ ３ １ ２ ６.５７

７ ３ １ ３ ２ ５.４５

８ ３ ２ １ ３ ６.５５

９ ３ ３ ２ １ ７.４５

Ｋ１ ６.８７０ ６.５４３ ６.３４０ ７.７２０

Ｋ２ ８.２２０ ７.６１３ ７.４０３ ６.１６７

Ｋ３ ６.４８３ ７.４１７ ７.８３０ ７.６８７

Ｒ １.７３７ １.０７０ １.４９０ １.５５３

２.２.３　 验证试验　 分别按正交试验得出的最佳提

取工艺进行 ３ 次提取ꎬ根据“２.１.２”“２.１.３”项下方

法制备供试品溶液并使用显色剂显色ꎬ测定吸光

度后通过标准曲线计算可得到 ３ 次提取率分别为

９.８２％、９.７７％、９.６５％ꎬ平均值为 ９.７４％ꎬ经分析 ３
次结果变化不大ꎬ在统计范围内较为一致ꎬ说明该

提取工艺下ꎬ竹根七皂苷的得率较为稳定ꎬ可以将

其作为最佳提取工艺ꎮ
２.３　 竹根七总皂苷纯化工艺研究

２.３.１　 大孔树脂预处理　 适量选取数种不同型号

的大孔树脂置于容器中ꎬ使用无水乙醇浸泡使其

溶胀ꎬ充分洗涤至清液无白色浑浊后装至柱中ꎬ取
大量纯水冲洗树脂直至流出物醇味消失后备用ꎮ
２.３.２　 提取液制备 　 称取竹根七药材粉末 ２０ ｇꎬ
按照实验所得最佳工艺回流提取ꎬ提取液经过减

压浓缩ꎬ测定生药质量浓度为 ０.４ ｇ􀅰ｍＬ－１总皂苷含

量为 ４１.６ ｍｇ􀅰ｍＬ－１即为竹根七提取液ꎮ
２.３.３　 大孔树脂筛选

２.３.３.１　 静态吸附试验　 将上述预处理好的大孔

树脂 (型号分别为:ＤＭ１３０、ＬＳＡ￣１０、Ｄ１０１、ＡＢ￣８、
ＨＰ￣２０)每种各量取 １０ ｇꎬ转移至具塞的 １００ ｍＬ 锥

形瓶内ꎬ再分别量取“２.３.２”项下提取液 ２０ ｍＬ 加

入其中ꎬ在室温条件下充分振摇 ４ ｈ 后再静置 ２０ ｈ
使其吸附达到饱和ꎮ 吸附完成后ꎬ将树脂液过滤ꎬ
吸取 １ ｍＬ 上清液加入 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中并缓慢

加入无水乙醇至容量瓶刻度线定容ꎬ振摇使其充

分混匀ꎮ 从中取 ０.２ ｍＬ 按“２.３.２”项下方法显色

完成后测量吸光度ꎬ计算各型号树脂对竹根七总

皂苷的静态吸附率ꎬ公式如下:
　 吸附率 Ａ(％)＝ (Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１) / Ｃ０Ｖ０×１００％ (１)

　 解吸率 Ｂ(％)＝ Ｃ２Ｖ２ / (Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１)×１００％ (２)
解吸附效果＝Ｂ / Ａ (３)
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Ｃ０为吸附液初始浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬＶ０为吸附液

体积(ｍＬ)ꎬＣ１为滤液 １ 浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬＶ１为滤液

１ 体积(ｍＬ)ꎬＣ２为洗脱液浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬＶ２为洗

脱液体积(ｍＬ)ꎮ
２.３.３.２　 静态解吸附试验　 过滤 “２.３.３.１”项下吸

附饱和的大孔树脂ꎬ使用足量蒸馏水反复洗涤直

至洗脱液澄清无色后转移至具塞锥形瓶内ꎬ取
８０ ｍＬ ９５％乙醇加入其中ꎬ在室温条件下充分振摇

４ ｈ 后放置 ２０ ｈꎬ将大孔树脂再次过滤干净ꎬ然后

往 １０ ｍＬ 容量瓶中吸取 １.０ ｍＬ 滤液ꎬ缓慢加入适

量无水乙醇至刻度线定容ꎬ 密塞混匀ꎮ 吸取

２００ μＬ 样品溶液转移至具塞试管中ꎬ按“２.３.２”项
下方法显色完成后后测量吸光度ꎬ并按照公式 ２ 计

算静态解吸附率ꎬ按公式 ３ 计算解吸附效果ꎮ

表 ４　 各型号树脂竹根七皂苷的静态吸附率、解吸率考察

树脂型号 吸附率(％) 解吸率(％) 解吸附效果(％)

ＤＭ１３０ ８０.４ ５５.９ ６９.６

ＬＳＡ￣１０ ８０.６ ６１.５ ７６.３

ＡＢ￣８ ８０.３ ６０.３ ７５.２

ＨＰ￣２０ ８０.４ ５０.７ ６３.１

Ｄ１０１ ７９.７ ６３.６ ８０.４

２.３.４　 上样浓度考察　 取预处理完毕的大孔树脂

１０ ｇ 进行湿法装柱ꎮ 当上样浓度大于 ４１􀆰 ６ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

时样品溶液达到饱和ꎬ故选择 ４ 种浓度 ( ４１. ６、
２０.８、１０. ４、 ５. ２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ) 的样品溶液ꎬ以流速

０.５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１体积 １ ＢＶ 的条件上样ꎬ吸附 ２４ ｈ 后ꎬ
纯水冲洗 １ ＢＶꎬ收集流出液ꎬ测定其总皂苷吸光度

值ꎬ计算吸附率ꎮ 根据图 ６ 与表 ５ 结果表明ꎬ随着

上样浓度增大ꎬ流出液吸光度降低ꎬ吸附率增大ꎬ
当溶液达到饱和时(４１.６ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ吸附率最大ꎮ
故选择上样浓度为 ４１.６ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ

表 ５　 上样浓度考察结果

上样浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ５.２ １０.４ ２０.８ ４１.６

流出液吸光度 ０.６６０９ ０.５５１８ ０.３８９２ ０.１９０８

吸附率(％) ８９.９２ ９０.２１ ９３.１６ ９５.９２

２.３.５ 　 上样量考察 　 取预处理完毕的大孔树脂

１０ ｇ 进行湿法装柱ꎮ 再取 １２０ ｍＬ 竹根七提取液ꎬ

以流速 ０.５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１上样ꎬ按每份 １０ ｍＬ 收集 １２
个流份ꎮ 按“２.３.２”项下方法显色后ꎬ测定其总皂

苷吸光度值并使其结果均在标曲范围内ꎬ计算各

流份总皂苷浓度ꎬ将纵坐标设置为总皂苷含量ꎬ横
坐标设置为流出液体积ꎬ制作泄露曲线ꎮ 根据图 ７
可知ꎬ总皂苷在第 ３ 份时开始明显泄露ꎬ故确定最

大上样量为 ２０ ｍＬꎮ

图 ６　 上样浓度考察

图 ７　 上样量考察

２.３.６　 洗脱溶剂浓度考察　 称取预处理完毕的大

孔树脂 １０ ｇꎬ 共 １０ 份分别进行湿法装柱ꎬ平行 ３
份ꎮ 再取 ２０ ｍＬ 提取液ꎬ按照流速 ０.５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１的

条件上样ꎬ等候过夜(１２ ｈ)使其充分吸附ꎬ再用蒸

馏水洗脱柱内大孔树脂至流出液澄清无色ꎬ按照

４０ ｍＬ(２ ＢＶ)的体积ꎬ１.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１的流速条件用

表 ６ 中不同浓度的乙醇进行洗脱ꎬ以每份 ４０ ｍＬ 收

集洗脱液ꎬ显色后于 ４６０ ｎｍ 测吸光度并使其结果

均在标曲范围内ꎬ得出各流份总皂苷含量并计算

解吸率ꎮ 将纵坐标设置为总皂苷含量ꎬ横坐标设

置为洗脱剂浓度ꎬ绘制曲线ꎮ 由图 ８ 及表 ６ 可

得ꎬ当洗脱剂浓度为 ５０％乙醇时总皂苷含量最

高ꎬ解吸率为 ７３.８％ꎬ故用乙醇洗脱时最佳浓度

为 ５０％ꎮ
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表 ６　 洗脱溶剂浓度考察结果

考察项目
洗脱剂乙醇浓度

１０％ ２０％ ３０％ ４０％ ５０％ ６０％ ７０％ ８０％ ９０％ 无水乙醇

吸光度 ０.０８５２ ０.２６３７ ０.６１４４ ０.８１９０ ０.８８０８ ０.６２３７ ０.２８９２ ０.２１８７ ０.１２３６ ０.０６９３

总皂苷含量(ｍｇ􀅰ｍＬ－１) １.１９ ２.６８ ５.５９ ７.２９ ７.８０ ５.６７ ２.８９ ２.３０ １.５１ １.０６

图 ８　 洗脱溶剂浓度考察

２.３.７　 洗脱体积考察　 称取预处理完毕的大孔树

脂 １０ ｇ 进行湿法装柱ꎬ平行 ３ 份ꎮ 再取 ２０ ｍＬ 提

取液以流速 ０.５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１的条件上样ꎬ再用蒸馏水

洗脱柱内大孔树脂至流出液澄清无色ꎬ洗脱溶剂

浓度定为 ５０％乙醇ꎬ按每份 １０ ｍＬ 收集 １５ 份洗脱

液ꎮ 显色后于 ４６０ ｎｍ 测吸光度并使其结果均在标

曲范围内ꎬ设置横坐标为流出液体积ꎬ纵坐标为总

皂苷含量ꎬ绘制曲线ꎮ 根据图 ９ 可知ꎬ当洗脱剂用

量为 １００ ｍＬ(５ ＢＶ)时ꎬ可以将总皂苷洗脱完全ꎬ故
选用 ５ ＢＶ 为洗脱剂用量ꎮ

图 ９　 洗脱体积考察

２.３.８　 吸附时间考察　 取预处理完毕的大孔树脂

１０ ｇ 进行湿法装柱ꎮ 取 ２０ ｍＬ 提取液以流速

０􀆰 ５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１的条件上样ꎬ上样后分别吸附 ３ ｈ、
６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 后至蒸馏水洗出液无色ꎬ按“２.３.６
和 ２􀆰 ３􀆰 ７”项下所得洗脱剂浓度和体积进行洗脱ꎬ

收集洗脱液ꎬ显色后于 ４６０ ｎｍ 测吸光度并使其结

果均在标曲范围内ꎬ得出各流份总皂苷含量并计

算解吸率ꎮ 设置纵坐标为解吸率ꎬ横坐标为时间ꎬ
绘制曲线ꎮ 由图 １０ 与表 ７ 可知ꎬ吸附 １２ ｈ 时解吸

率为 ７９.６１％ꎬ吸附 ２４ ｈ 时解吸率为 ８０.８７％ꎬ吸附

时间翻倍解吸率仅提高了 １.１％ꎬ故最终选择吸附

时间为 １２ ｈꎮ
表 ７　 不同吸附时间考察

吸附时间(ｈ) ３ ６ １２ ２４

解吸率(％) ５７.７８ ７３.９１ ７９.６１ ８０.８７

图 １０　 吸附时间考察

２.３.９　 验证试验　 使用 ３ 根相同的大孔树脂柱按

照上述所得最佳洗脱条件进行验证实验ꎬ计算树

脂解吸率 (％)ꎬ 竹根七总皂苷解吸率分别为

８２.８３％、８０.１９％、８１.６２％ꎬ均值为 ８１.５５％ꎬ３ 次结

果比较一致ꎬ表明此工艺条件稳定可行ꎮ
使用 ３ 根相同的 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂柱按照

上述最佳纯化工艺进行总皂苷纯化实验ꎬ浓缩洗

脱液干燥恒重后得到纯化后的样品ꎬ并称量其重

量ꎮ 再量取 １０ ｍＬ 浓度为 ０.４ ｇ􀅰ｍＬ－１(生药量)的
纯化前样品液同法处理ꎬ得到干燥样品ꎬ于２５ ｍＬ
容量瓶中溶解定容ꎬ吸取 １ ｍＬ 稀释 １０ 倍后显色测

定并计算总皂苷的含量ꎬ最终可得样品纯化前后

的纯度ꎮ 由表 ８ 可得ꎬ纯化后样品纯度提高明显ꎬ
按本实验所得最佳纯化工艺进行纯化效果显著ꎮ
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表 ８　 纯度测定结果

实验号 纯化前纯度(％) 纯化后纯度(％)

１ ９.８２ ７２.００

２ ９.６５ ７３.２９

３ ９.７７ ７２.８８

平均纯度(％) ９.７４ ７２.７２

２.４　 竹根七总皂苷抗炎活性研究

２.４.１　 样品制备　 按上述提取纯化方法所得竹根

七总皂苷(ＺＧＱ)ꎬ以无菌 ＰＢＳ 震荡溶解ꎬ配置成浓

度为 １００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的药液ꎮ
细胞实验时需将总皂苷用含 １０％胎牛血清和

１％双抗的 １６４０ 培养液稀释成不同的质量浓度ꎮ
２.４.２　 ＣＣＫ￣８ 法测定竹根七总皂苷最佳给药浓度

　 使用胰酶消化细胞ꎬ使用细胞计数板将 １０ μＬ 细

胞悬液计数ꎬ并将细胞悬液密度调整至 ２. ５ × １０４

ｍＬꎬ于 ９６ 孔板中接种细胞 １００ μＬ 每孔ꎬ四周一圈

加入无菌 １×ＰＢＳꎬ孵育箱中培养 １２ ｈ 后ꎬ替换为含

不同浓度(２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ
２００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ４００ μｇ􀅰ｍＬ－１)竹根七皂苷的完全培

养基 ２００ μＬꎬ各组(包含阴性对照组与空白培养基

组)设定 ５ 个复孔ꎬ培养 ２４ ｈꎬ替换含有 ＣＣＫ￣８ 反

应液的培养液 １００ μＬ(培养液与 ＣＣＫ￣８ 试剂的比

例为 １０ ∶１)ꎬ避光孵育 １ ｈꎬ使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ
下测定 ＯＤ 值ꎮ 以试剂盒说明书中公式 ４ 计算细

胞存活率ꎬ 根据图 １１ 可知 ＣＣＫ￣８ 试验结果ꎬ
ＲＡＷ２６４.７ 细胞存活率随竹根七皂苷浓度升高而

降低ꎻ当其浓度为 ４００ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ细胞存活率约为

７８％ꎬ可明显于显微镜下观察到细胞死亡后产生的

漂浮碎片ꎬ当其浓度小于 ２００ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ细胞存活

率均大于 １００％ꎬ显微镜下未观察到细胞形态发生

变化ꎬ对比 ＣＮ 组无显著性差异ꎮ
细胞存活率＝[(Ａｓ－Ａｂ) / (Ａｃ－Ａｂ)]× １００％ (４)

Ａｓ:实验孔吸光度 (含细胞、培养基、ＣＣＫ￣８ 溶

液和药物溶液)ꎻＡｃ:对照孔吸光度 (含细胞、培养

基、ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ不含药物)ꎻ Ａｂ:空白孔吸光度

(含培养基、ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ不含细胞、药物) ꎮ

　 　 注:ＣＮ 为空白对照组ꎻ４００~ ２５ μｇ􀅰ｍＬ－１为竹根七总皂

苷浓度

图 １１　 竹根七总皂苷最佳给药浓度筛选

２.４.３ 　 ＥＬＩＳＡ 法检测竹根七皂苷对 ＬＰＳ 诱导的

ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１β 含量的影响

　 前处理:收集各组细胞上清液ꎬ６０００ ｒｐｍ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ
１５ ｍｉｎ(４ ℃条件下)ꎬ取上清液ꎮ 按表 ９ 内步骤操

作ꎬ使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＲＡＷ２６４.７ 细胞上清

液中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的水平ꎮ

表 ９　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作步骤

序号 内容

①

　

１ ｍＬ 样品稀释液加入标准品管内ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ各配置标准品浓度为 ５００ ｐｇ􀅰ｍＬ－１→１５.６ ｐｇ􀅰ｍＬ－１、５００ ｐｇ􀅰ｍＬ－１→１５.６ ｐｇ􀅰ｍＬ－１、４００ ｐｇ􀅰ｍＬ－１→１２.５

ｐｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 加入细胞上清于无菌无酶离心管ꎬ以样品稀释液稀释ꎮ

② ３ 组标准品和稀释后的样品加入酶标板各 １００ μＬ / 孔ꎬ空白孔只加入稀释后的样品ꎮ 封板后ꎬ３７ ℃反应 ９０ ｍｉｎꎮ

③ 甩去酶标板内液体ꎬ吸水纸上拍干ꎮ 加入 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 抗体工作液各 １００ μＬ / 孔ꎮ 封板膜封板ꎬ３７ ℃反应 ６０ ｍｉｎꎮ

④ 用 １Ｘ 洗涤液冲洗 ３ 次ꎬ１ ｍｉｎ / 次ꎮ

⑤ 加入预热好的 ＡＢＣ 工作液各 １００ μＬ / 孔ꎬ封板膜封板ꎬ３７ ℃反应 ３０ ｍｉｎꎮ

⑥ １Ｘ 洗涤液洗涤 ５ 次ꎬ２ ｍｉｎ / 次ꎮ

⑦ 加入预热好的 ＴＭＢ 显色液ꎬ３７℃避光反应 １５~２０ ｍｉｎꎮ

⑧ 加入终止液各 １００ μＬ / 孔ꎬ在 ４５０ ｎｍ 下测定 ＯＤ 值ꎮ

　 　 通过进一步检测 ＬＰＳ 诱导、不同浓度竹根七

皂苷预处理的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症因子的产生及

表达水平ꎮ 根据图 １２ 可知ꎬ与空白组相比ꎬＬＰＳ 组

可显著升高 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平(Ｐ<０.０５)ꎻ其
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中竹根七皂苷中剂量(４０ μｇ􀅰ｍＬ－１)组在 ４ ｈ 时ꎬ高
剂量(２００ μｇ􀅰ｍＬ－１)组在 ４ ｈ 和 ２４ ｈ 时均可显著降

低 ＩＬ￣１β 水 平 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ 竹 根 七 皂 苷 低 剂 量

(８ μｇ􀅰ｍＬ－１)组在 ２４ ｈ 时ꎬ中剂量(４０ μｇ􀅰ｍＬ－１)组
在 ４ ｈ 和 ２４ ｈ 时ꎬ高剂量 ( ２００ μｇ􀅰ｍＬ－１ ) 组在

４ ｈ 和 ２４ ｈ 时均可显著降低 ＩＬ￣６ 水平(Ｐ<０.０５)ꎻ
竹根七皂苷低剂量 ( ８ μｇ􀅰ｍＬ－１ ) 组ꎬ 中剂量

(４０ μｇ􀅰ｍＬ－１)组及高剂量(２００ μｇ􀅰ｍＬ－１ ) 组ꎬ在
４ ｈ 和 ２４ ｈ 时均可 显 著 降 低 ＴＮＦ￣α 水 平 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ

图 １２　 细胞因子水平结果

２.５　 数据处理　 竹根七抗炎活性测试实验数据主

要使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件分析ꎬ实验数据以

(ｘ±ｓ)表示ꎬ分析模式使用单因素方差分析及双侧

ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 确定差异有统计学意义ꎮ
３　 讨论

中药材中活性部位的得率受到多种因素的影

响ꎬ只有在合适的提取工艺下才能增加其得率[１８]ꎮ
竹根七药材中主要含有皂苷类成分ꎬ故本实验以

竹根七总皂苷含量为指标采用正交试验优化提取

工艺ꎬ选取温度、料液比、时间、溶剂浓度四个因

素ꎬ试验设计为四因素三水平ꎬ最终确定提取工艺

为温度 ８０ ℃、料液比 １ ∶４０、提取时间 ３０ ｍｉｎ、溶剂

浓度 ７０％乙醇￣水ꎻ采用大孔树脂对提取液进行总

皂苷富集纯化ꎬ确定了后续纯化试验选用 Ｄ１０１ 大

孔树脂进行研究ꎬ纯化条件为上样量 １ ＢＶꎬ吸附时

间 １２ ｈꎬ洗脱体积 ５ ＢＶꎬ洗脱浓度 ５０％乙醇￣水ꎬ得
到的总皂苷纯度为 ７０％以上ꎬ以此保证最大程度

除去杂质且皂苷成分损失最少ꎮ 此外ꎬ在对上样

液浓度进行考察时ꎬ发现本实验数据中的流出液

吸光度随上样液浓度增大而逐渐减小ꎬ推测原因

可能是上样液浓度增大时大孔树脂对目标物质的

吸附速度变快ꎬ且更易达到饱和ꎻ浓度低时上样液

吸附缓慢且树脂可能无法达到其吸附最大容量ꎬ
故流出液吸光度在上样液低浓度时较高ꎮ

作为经典的炎症模型ꎬＬＰＳ 能诱导 ＲＡＷ２６４.７
细胞产生 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 等多种细胞炎症因

子ꎬ其被广泛用于药物的体外抗炎研究[１９￣２６]ꎮ 经

验证ꎬ竹根七皂苷可显著下降 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α
等炎症因子水平ꎬ具有显著的抗炎作用ꎮ

本文优化了竹根七皂苷的提取纯化工艺ꎬ该
工艺充分考虑了时间、物料成本等因素ꎬ最大程度

地保证了竹根七原药材中皂苷的提取率及杂质的

去除ꎮ 优化得到的制备工艺简单可行且稳定ꎬ纯
化得到的皂苷表现出显著的抗炎作用ꎬ为竹根七

药材后续的开发应用研究提供了依据ꎮ
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