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摘要： 目的　 优化血蛭康胶囊提取工艺， 并评价其体外抗凝、 溶栓活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以渗漉体积流

量、 乙醇体积分数、 浸泡时间、 乙醇用量为影响因素， 阿魏酸提取率、 干膏得率的综合评分为评价指标， 正交试验优

化提取工艺。 采用凝血酶滴定法考察体外抗凝活性， 血凝块溶解法考察体外溶栓活性。 结果　 最佳条件为 ４ 倍量 ７０％
乙醇浸泡 ２４ ｈ， 渗漉体积流量 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 综合评分为 １０８􀆰 ４９ 分。 胶囊体外抗凝活性值为 ２４０ Ｕ ／ ｇ。 与阴性组比较， 血

蛭康胶囊中、 高剂量组小鼠血凝块溶解率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 该方法稳定可行， 可用于提取体外抗凝、
溶栓活性良好的血蛭康胶囊。
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　 　 血蛭康胶囊源于补阳还五汤， 由菲牛蛭、 黄芪、 川芎、
当归、 丹参组成， 共奏益气活血、 祛瘀通络之功效［１⁃３］ ， 其

中菲牛蛭为广西、 云南地方药材标准收载品种［４⁃５］ ， 其抗

凝、 溶栓作用高于柳叶蚂蟥、 宽体金线蛭等非吸血类水

蛭［６⁃７］ 。 水蛭类药材常以干燥全体入药［８］ ， 而菲牛蛭经高

温炮制后抗凝活性降低， 其冻干品较其他炮制品抗凝活性

更强［９］ ， 并且具有抗血栓、 溶血栓作用［１０］ ， 故将其鲜品冷

冻干燥后单独提取， 其余药味按比例混合提取， 再与菲牛

蛭提取物混合均匀， 即得血蛭康胶囊。
阿魏酸为川芎、 当归主要活性成分， 具有抗动脉粥样

硬化、 抗血小板凝集、 抗血栓形成等作用［１１］ 。 血蛭康胶囊

中阿魏酸、 皂苷等活性成分经高温处理后， 会导致其含量

降低［１２⁃１３］ ， 故采用渗漉法进行提取［１４］ 。 本实验以阿魏酸提

取率、 干膏得率综合评分为评价指标， 优化血蛭康胶囊提

取工艺， 采用单因素试验考察渗漉体积流量、 乙醇体积分

数、 浸泡时间、 乙醇用量对提取工艺的影响， 在通过凝血

酶滴定法［８］测定抗凝活性， 血凝块溶解法［１５］测定体外溶栓

活性， 以期为该制剂质量控制提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃１００ 液相色谱仪 （上海伍丰科学仪器有限

公司）； ＳＢ⁃１１００ 旋转蒸发仪、 ＥＹＥＬＡ 水浴锅 （上海爱朗仪

器有限公司）； ＭＬ２０４ 型电子天平 ［万分之一， 梅特勒⁃托
利多仪器 （上海） 有限公司］。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 菲牛蛭为实验室自养， 经海南大学药学

院邓世明教授鉴定为正品， 标本保存于海南大学药学院，
冷冻 干 燥 备 用。 黄 芪 （ 批 号 ２１０３１０１ ）、 川 芎 （ 批 号

２１０５１０１）、 当归 （批号 ２１０５１０１）、 丹参 （批号 ２１０５１０３）
均购自海南寿南山参业有限公司， 经海南大学邓世明教授

鉴定为正品。 凝血酶 （批号 ２１０７４８５５）、 （牛） 纤维蛋白原

（ 批 号 Ａ２１ＧＳ１５８４９２ ）、 阿 魏 酸 对 照 品 （ 批 号

Ｇ２７Ａ１１Ｌ１１２００５）、 尿激酶 （批号 １００４０４） 均购自上海源

叶生物科技有限公司。 乙腈、 甲醇为色谱纯； 其他试剂均

为分析纯； 水为娃哈哈纯净水。
１􀆰 ３　 动物 　 ＳＰＦ 级昆明种小鼠雄性 ２０ 只， 体质量 １８ ～
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２２ ｇ， 购于海南药物研究所有限责任公司， 实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （琼） ２０２０⁃０００７， 每天换水 １ 次， 在 ２５ ℃
下适应性饲养 １ 周。 实验经海南大学动物伦理学委员会批

准 （批准文号 ＨＮＵＡＵＣＣ⁃２０２１⁃０００２０）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 阿魏酸含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件 　 Ｓｉｌｉｃａ Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ，
５􀆰 ０ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 ０８５％ 磷酸 （１７ ∶ ８３）； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱 温 ３０ ℃； 检 测 波 长 ３２０ ｎｍ； 进 样 量

２０ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取阿魏酸对照品 ０􀆰 ００４ ６ ｇ，
置于 ２５ ｍＬ 棕色量瓶中， 甲醇定容， 得 １８４ μｇ ／ ｍＬ 贮备液，

精密吸取 ７􀆰 ５ ｍＬ， 甲醇稀释定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 即得

（该成分质量浓度为 １３８ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备　 精密称取提取干膏 ０􀆰 ３ ｇ （按正

交试验表中的 １ 号方案制备）， 置于 １０ ｍＬ 棕色量瓶中， 甲

醇定容后超声处理 ３０ ｍｉｎ， 冷却至室温， 甲醇补足减失的

质量， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 阴性样品溶液制备 　 按照处方工艺， 制成缺川芎、
当归的阴性样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 １􀆰 ５　 专属性试验　 精密吸取对照品、 供试品、 阴性样品

溶液适量， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见

图 １。 由此可知， 各成分色谱峰分离度均大于 １􀆰 ５， 附近无

其他杂质峰干扰， 表明该方法专属性良好。

１． 阿魏酸

图 １　 阿魏酸 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 １􀆰 ６　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下对照品溶

液 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８ ｍＬ， 甲醇稀释并定容至 １０ ｍＬ
棕色量瓶中， 摇匀， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 在 “２􀆰 １􀆰 １”
色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ），
峰面积积分值为纵坐标 （ Ｙ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝
１０６􀆰 ９７Ｘ＋１０８􀆰 ３２ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， 在 ４􀆰 ６ ～ １４７􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 范围

内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 精密度试验　 精密吸取 ９ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液适量，
同一天内在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得阿

魏酸峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ３７％ ， 表明该方法日内精密度良好；
精密吸取 ９０ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液适量， 每天在 “２􀆰 １􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定 ３ 次， 连续 ６ ｄ， 测得阿魏酸峰面积

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ４９％ ， 表明该方法日间精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ８　 加样回收率试验　 精密称取同一批阿魏酸含量已知

的干膏 ０􀆰 ３ ｇ， 分别加入 １０５ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、
１ ｍＬ， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法分别平行制备 ３ 份供试品溶

液， 共 ９ 份， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 色谱条件下进样测定， 测得阿魏

酸平均加样回收率为 ９９􀆰 ９％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ２５％ 。
２􀆰 ２　 单因素试验 　 将黄芪、 丹参、 当归、 川芎按比例混

合， 粉碎成粗粉， 过 １０ 目筛， 称取 ５０ ｇ 粉末， 乙醇渗漉提

取， 以阿魏酸提取率、 干膏得率的综合评分为评价指标，
公式为综合评分＝ ［ （干膏得率 ／平均值） ×０􀆰 ６＋ （阿魏酸

提取率 ／平均值） ×０􀆰 ４］ ×１００， 其中干膏得率 ＝ （干膏质

量 ／生药材质量） ×１００％ ， 阿魏酸提取率 ＝阿魏酸浓度×定
容体积 ／ １ ０００×样品质量。 考察渗漉体积流量 （图 ２Ａ）、 乙

醇体积分数 （图 ２Ｂ）、 浸泡时间 （图 ２Ｃ）、 乙醇用量 （图
２Ｄ） 对提取工艺的影响， 结果见图 ２。
２􀆰 ３　 正交试验　 根据单因素试验结果， 选择渗漉体积流量

图 ２　 单因素试验结果

（Ａ）、 乙醇体积分数 （Ｂ）、 浸泡时间 （Ｃ）、 乙醇用量 （Ｄ）
作为影响因素， 各取 ３ 个水平， 干膏得率、 阿魏酸提取率

的综合评分作为评价指标， 采用 Ｌ９ （３４） 正交试验优化提

取工艺， 因素水平表见表 １， 结果见表 ２， 方差分析见表 ３。
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表 １　 因素水平

水平

因素
Ａ 渗漉体积流量 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｂ 乙醇体积

分数 ／ ％
Ｃ 浸泡时间 ／ ｈ Ｄ 乙醇用量 ／ 倍

１ １ ６０ １２ ４
２ ２ ７０ ２４ ５
３ ３ ８０ ３６ ６

　 　 由表 ２ 可知， 各因素影响程度依次为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ＞Ｄ， 最优

工艺是 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２。 由表 ３ 可知， 浸泡时间为显著影响因素

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与表 ２ 结果一致。 由于乙醇用量对提取工艺影

响不大， 综合考虑提取效率和最大成本效益比， 最终确定

为 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ１， 即 ４ 倍量 ７０％ 乙醇浸泡 ２４ ｈ， 渗漉体积流量

２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
表 ２　 试验设计与结果

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
阿魏酸提取率 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
干膏得率 ／ ％ 综合评分 ／ 分

１ １ １ １ １ １􀆰 １６ ２６􀆰 ４１ ９６􀆰 ３２
２ １ ２ ２ ２ ０􀆰 ９５ ３３􀆰 ２９ １０４􀆰 ２５
３ １ ３ ３ ３ １􀆰 ０７ ２５􀆰 ７７ ９１􀆰 ９１
４ ２ １ ２ ３ １􀆰 ０２ ３３􀆰 ７５ １０７􀆰 ６０
５ ２ ２ ３ １ １􀆰 １８ ２６􀆰 ９５ ９８􀆰 １６
６ ２ ３ １ ２ １􀆰 ５２ ２２􀆰 ７１ １００􀆰 ３３
７ ３ １ ３ ２ ０􀆰 ９２ ３０􀆰 ９４ ９８􀆰 １３
８ ３ ２ １ ３ １􀆰 ２０ ２７􀆰 ６６ １００􀆰 ３８
９ ３ ３ ２ １ １􀆰 ７２ ２０􀆰 ７２ １０２􀆰 ７０
Ｋ１ ９７􀆰 ４９ １００􀆰 ６８ ９９􀆰 ０１ ９９􀆰 ０６ — — —
Ｋ２ １０２􀆰 ０３ １００􀆰 ９３ １０４􀆰 ８５ １００􀆰 ９０ — — —
Ｋ３ １００􀆰 ４０ ９８􀆰 ３１ ９６􀆰 ０７ ９９􀆰 ９６ — — —
Ｒ ４􀆰 ５４ ２􀆰 ６２ ８􀆰 ７８ １􀆰 ８４ — — —

表 ３　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ４７􀆰 ５３ ２ ６􀆰 ２１ ＞０􀆰 ０５
Ｂ １８􀆰 ８１ ２ ２􀆰 ４６ ＞０􀆰 ０５
Ｃ １７９􀆰 ７７ ２ ２３􀆰 ４７ ＜０􀆰 ０５
Ｄ ７􀆰 ６６ ２ １􀆰 ００ ＞０􀆰 ０５

误差 ７􀆰 ６６ ２ — —

２􀆰 ４　 验证试验　 将黄芪、 丹参、 当归、 川芎按比例混合粉

碎， 过 １０ 目筛， 称取 ５００ ｇ 粉末， 按 “２􀆰 ３” 项下优化工艺

进行 ３ 批验证试验， 结果见表 ４， 可知该提取工艺稳定

可行。
２􀆰 ５　 体外抗凝、 溶栓活性研究

２􀆰 ５􀆰 １　 体外抗凝活性 　 采用 ２０２０ 年版 《中国药典》 ［８］ 中

　 　 　 　表 ４　 验证试验结果 （ｎ＝３）
试验号 阿魏酸提取率 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 干膏得率 ／ ％ 综合评分 ／ 分 平均综合评分 ／ 分 ＲＳＤ ／ ％

１ １􀆰 ２０ ３１􀆰 ４ １０８􀆰 ６９
２ １􀆰 ２０ ３１􀆰 ３ １０８􀆰 ３０ １０８􀆰 ４９ ０􀆰 １８
３ １􀆰 ２３ ３０􀆰 ８ １０８􀆰 ４８

的凝血酶滴定法。 精密称取本品内容物 １ ｇ， 加入 ５ ｍＬ 生

理盐水充分搅拌， 浸泡提取 ３０ ｍｉｎ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 取上清液 １００ μＬ， 加到 ２００ μＬ 含 ０􀆰 ５％ （牛） 纤维

蛋白原的三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲液中， （３７±０􀆰 ５）℃水

浴中浸泡提取 ５ ｍｉｎ， 滴加 ４０ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液 １２０ μＬ， 可

观察到絮丝状凝固物终点出现， 换算出对应的抗凝活性为

２４０ Ｕ ／ ｇ。
２􀆰 ５􀆰 ２　 体外溶栓活性 　 小鼠摘眼球取血， 注射器移取血

液至直径 ５ ｍｍ 玻璃管中， 封闭两头， 待其自然凝固后用

吸水纸吸取表面液体， 手术刀切割成大小质量均一的血

块， 置于离心管中， 分为阴性组 （１ ｍＬ 生理盐水）、 阳性

组 （１００ Ｕ ／ ｍＬ 尿激酶） 及血蛭康胶囊低、 中、 高剂量组

（２２􀆰 ５、 ４５、 ９０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 保鲜膜封住离心管口， 牙签扎

适量气孔， ３７ ℃恒温摇床上 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ 孵育 ２４ ｈ， 测定血

凝块溶解率， 公式为溶解率 ＝ ［ （溶解前血凝块湿质量⁃溶
解后血凝块湿质量） ／溶解前血凝块湿质量］ ×１００％ 。 通

过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计学分析， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义， 结果见表 ５。 由此可知， 与阴性组比较， 阳性

组小鼠血凝块溶解率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明方法可行； 与

阴性组比较， 血蛭康胶囊中、 高剂量组小鼠血凝块溶解率

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ５　 血蛭康胶囊对小鼠血凝块的溶解作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）

组别 剂量 血凝块溶解率 ／ ％
阴性组 — ２０􀆰 ４３±４􀆰 ９４
阳性组 １００ Ｕ ／ ｍＬ ３７􀆰 ９８±１􀆰 ４４∗∗

血蛭康胶囊低剂量组 ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ２７􀆰 ４０±２􀆰 ３４
血蛭康胶囊中剂量组 ４５ ｍｇ ／ ｍＬ ３０􀆰 ６９±１􀆰 １４∗

血蛭康胶囊高剂量组 ９０ ｍｇ ／ ｍＬ ４０􀆰 ２３±４􀆰 ３８∗∗

　 　 注： 与阴性组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

菲牛蛭含有多种氨基酸、 多肽、 蛋白质等动物药特效

成分［１６］ ， 以及能抑制血栓形成的脂肪酸类物质［１７］ ， 而黄
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芪、 丹参、 川芎、 当归作为水蛭相关中成药中常出现的配

伍药材［１８］ ， 可用于治疗血液瘀滞造成的各种心脑血管疾

病， 上述报道与血蛭康胶囊功效一致。 本实验发现， 浸泡

时间有显著影响， 可能是因为其过短时易导致药材有效成

分未完全溶出， 干膏得率低， 而过长虽能提高干膏得率，
但有效成分阿魏酸占比降低， 同时也可能会导致某些成分

不稳定， 故以浸泡 ２４ ｈ 为佳。
体外活性实验表明， 血蛭康胶囊有抗凝、 溶栓活性，

主要是因为菲牛蛭中菲牛蛭素、 水蛭素等活性多肽与凝血

酶特异性结合形成非共价键紧密结合的稳定化合物， 阻止

了凝血酶催化导致的可溶性纤维蛋白原变成不溶性纤维蛋

白［１９］ ， 直至活性成分被耗尽， 出现絮丝状凝固物， 并且

所含有的纤溶酶可溶解纤维蛋白［２０］ ， 同时川芎、 当归中

阿魏酸可抑制血小板聚集［１１］ ， 黄芪总提取物［２１］ 、 丹参酮

ⅡＡ［２２］等成分也能激活纤溶酶原， 产生纤溶作用， 最终使

血凝块溶解， 但具体是否还有其他机制仍需进一步研究。
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