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摘要# 目的!优选膝可保方中白芍和秦皮的提取工艺& 方法!以芍药苷’ 秦皮甲素’ 秦皮乙素的含有量为评价指标$
以加水量’ 煎煮时间’ 煎煮次数为影响因素$ 正交试验优选提取工艺& 结果!最佳条件为加水量 "( 倍$ 煎煮 % 次$
每次 " 8$ 芍药苷的提取率为 +(S’$!$ 秦皮甲素和秦皮乙素的总提取率为 /(S",!& 结论!该方法稳定可行$ 可用于
提取膝可保方中的白芍和秦皮&
关键词! 膝可保方( 白芍( 秦皮( 芍药苷( 秦皮甲素( 秦皮乙素( 提取工艺( 正交试验
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!!膝可保方由白芍’ 秦皮’ 龙血竭 % 味中药组
成$ 具有养血柔筋’ 清热利湿’ 活血止痛之功效$
临床用于湿热痹阻型膝痹病 "膝关节骨性关节
炎#$ 症见膝关节肿痛或压痛’ 关节僵硬’ 活动障
碍’ 麻木重着’ 得冷则舒’ 渴不欲饮’ 小便黄赤’
舌质红或有瘀斑’ 苔黄腻’ 脉滑濡数)"*$* & 该方以
汤剂形式在我院临床应用十余年$ 疗效确切$ 拟将
其开发为新制剂$ 以更好地的适应患者需求& 本实

验以芍药苷’ 秦皮甲素’ 秦皮乙素的含有量为评价
指标$ 采用正交试验优选提取工艺$ 为研发质量稳
定可控的相关制剂提供实验依据)%* &
EF仪器与材料
"S"!仪器!G:6219C"$)( 高效液相色谱仪$ 配置
W"%"$-型二元泵’ W"%"#O型紫外检测器 "美国
G:6219C公司 #( U[F.GX H.*-"/ 柱 " #S) 44 m
"’( 44$ ’ #4#( Q819?4191;-"/色谱柱"#S) 44m
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"’( 44$ ’ #4#( G3*$(( 型’ XG$(’K]型电子天
平 "瑞士 L1CC21_*0?21D?公司#( ĥ%$((3型超声
波清洗器 "昆山市超声仪器有限公司#( JK*’(W*K
型超纯水处理器 "重庆利迪实验仪器设备有限公
司#( HJ*"(( 型高速多功能粉碎机 "浙江省永康市
松青五金厂#&
"S$!材料!芍药苷 "批号 ""(,%)*$((+%##’ 秦皮
甲素 "批号 ""(,#(*$(("(# #’ 秦皮乙素 "批号
""(,#"*$((’()# 对照品均购自中国食品药品检定
研究院& 白芍’ 秦皮饮片均购自四川新荷花中药饮
片股份有限公司 "批号分别为 """$""/’ "$(%")/#$
经重庆市中医院药剂科杨敏主任中药师鉴定为正
品& 甲醇’ 乙腈为色谱纯( 水为纯化水( 其他试剂
均为分析纯&
GF方法与结果
$S"!芍药苷含有量的测定"##

$S"S" ! 色 谱 条 件 ! Q819?4191;-"/ 色 谱 柱
"#S) 44m"’( 44$ ’ #4#( 流动相乙腈*(S"!磷
酸溶液 ""# s/)#( 检测波长 $%( 94( 体积流量
" 4JI469( 柱温 $’ f& 色谱图见图 "&

"&芍药苷

"&Z51?96@2?_69

图 EF芍药苷<J@$色谱图

L#SQEF <J@$*-&"R%("S&%R1,"&’%)".#,/"&#.

$S"S$!对照品溶液的制备!精密称取芍药苷对照
品 %S( 4:$ 置于 ’( 4J量瓶中$ 加甲醇溶解并稀
释至刻度$ 制得 (S() 4:I4J对照品溶液&
$S"S%!供试品溶液的制备!精密称取按正交试验
设计所得的干膏粉 (S’ :$ 置于 ’( 4J具塞三角瓶
中$ 加稀乙醇 %’ 4J$ 超声 " $#( \’ #’ <V7#
%( 469$ 放冷$ 加稀乙醇至刻度$ 摇匀$ 滤过$ 取
续滤液$ 即得&
$S"S#!线性关系考察!精密吸取 ,$S"S$- 项下
对照品溶液 (S#’ (S/’ "S(’ $S(’ #S( 4J$ 置于
"( 4J棕色量瓶中$ 加甲醇至刻度$ 取 "( #J注入
液相色谱仪$ 在 ,$S"S"- 项色谱条件下试验& 以
芍药苷进样量 "4:# 为横坐标 " #̂$ 峰面积值为
纵坐标 "b# 绘制标准曲线$ 得回归方程 bc
" (’,S%"^n%#S,, "#c(S+++ ##$ 表明芍药苷在
(S()( ) e"S’"’ ( 4:范围内线性关系良好&
$S"S’!精密度考察!精密吸取同一对照品溶液$
重复进样 ) 次$ 测得芍药苷峰面积 FHK " - c)#
为 (S%$!$ 表明仪器精密度良好&
$S"S)!重复性试验!精密称取同一份样品$ 平行
制备 ) 份供试品溶液$ 测得芍药苷含有量 FHK
"-c)# 为 (S#+!$ 表明该方法重复性良好&
$S"S,!稳定性试验!取同一供试品溶液$ 于 (’
$’ #’ /’ "$’ $# 8 进样$ 测得芍药苷峰面积 FHK
"-c)# 为 (S#,!$ 表明供试品溶液在 $# 8 内稳
定性良好&
$S"S/!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
浸膏粉适量$ 共 + 份$ 精密加入对照品适量$ 按
,$S"S%- 项下方法制备供试品溶液$ 在 ,$S"S"-
项色谱条件下测定$ 测得芍药苷平均回收率为
++S’+!$ FHK "-c+# 为 (S+’!&
$S$!秦皮甲素与秦皮乙素总含有量的测定"##

$S$S" ! 色 谱 条 件 ! U[F.GX H.*-"/ 色 谱 柱
"#S) 44m"’( 44$ ’ #4#( 流动相乙腈*(S" !磷
酸溶液 " / s+$ #( 体积流量 " 4JI469( 柱温
$’ f( 检测波长 %%# 94& 色谱图见图 $&
$S$S$!对照品溶液的制备!精密称取秦皮甲素’
秦皮乙素对照品适量$ 加甲醇制成含秦皮甲素
(S$#, $ 4:I4J’ 秦皮乙素 (S"’" / 4:I4J的混合
溶液$ 即得&
$S$S%!供试品溶液的制备!精密称取按正交试验
设计所得的干膏粉 " :$ 置于具塞锥形瓶中$ 精密
加入甲醇 ’( 4J$ 密塞$ 称定质量$ 加热回流 " 8$
放冷$ 甲醇补足减少的质量$ 摇匀$ 滤过$ 取续滤
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"&秦皮甲素!$&秦皮乙素
"&51B>E269!$&51B>E21C69

图 GF秦皮甲素$ 秦皮乙素<J@$色谱图
L#SQGF<J@$*-&"R%("S&%R1,"&%)1*3/#.%.!%)1*3/)(#.

液$ 即得&
$S$S#!线性关系考察!精密吸取 ,$S$S$- 项下
对照 品 溶 液 (S’’ "S(’ "S’’ $S(’ $S’’ %S(’
%S’ 4J$ 置于 ’ 4J量瓶中$ 加甲醇定容至刻度$
摇匀$ 精密吸取 ’ #J& 以峰面积 "b# 对进样量
" #̂ 进行线性回归$ 得秦皮甲素回归方程 bc
" +$+S)^n$,S%#% "#c(S+++ ’#$ 在 (S"$% ) e
(S/)’ $ #:范围内线性关系良好( 秦皮乙素回归方
程bc% ’/,S%^n,S$ "#c(S+++ ’#$ 在 (S(,’ + e
(S’%" % #:范围内线性关系良好&
$S$S’!精密度试验!精密吸取同一对照品溶液$
重复进样 ) 次$ 测得秦皮甲素峰面积 FHK "- c)#
为 (S#/!$ 秦皮乙素为 (S)(!$ 表明仪器精密度
良好&
$S$S)!重复性试验!精密称取同一份样品$ 平行
制备 ) 份供试品溶液$ 测得秦皮甲素含有量 FHK
"-c)# 为 "S## !$ 秦皮乙素为 "S/#!$ 表明该
方法重复性良好&
$S$S,!稳定性试验!取同一供试品溶液$ 于 (’
!!!

$’ #’ /’ "$’ $# 8 进样$ 测得秦皮甲素峰面积
FHK "- c)# 为 (S/"!$ 秦皮乙素为 (S%/!$ 表
明供试品溶液在 $# 8内稳定性良好&
$S$S/!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
浸膏粉适量$ 共 + 份$ 精密加入含有量不同的混合
对照品溶液$ 按 ,$S$S%- 项下方法制备供试品溶
液$ 在 ,$S$S"- 项色谱条件下测定$ 测得秦皮甲
素’ 秦 皮 乙 素 平 均 回 收 率 分 别 为 +,S/’!’
+,S+"!$ FHK "-c+# 分别为 "S+"!’ "S+#!&
$S%!提取工艺条件的优选
$S%S"!药材吸水率测定!按处方比例称取白芍和
秦皮饮片共 "(( :$ 加入 ’ 倍量水浸泡$ 直至药材
浸透$ 滤出未被吸收的水分$ 测得药材的吸水率
为 "((!&
$S%S$!正交试验!由于秦皮和白芍的有效成分以
水溶性为主$ 故采用水煎煮提取法& 预试验发现$
加水量’ 煎煮时间’ 煎煮次数为主要影响因素$ 每
个因素设计 % 个水平$ 具体见表 "&

表 EF因素水平
7%PQEFL%*("&1%.!/)+)/1

水平 G加水量I倍 .煎煮时间I8 -煎煮次数I次

" ) (S’ "

$ "( "S( $

% "$ "S’ %

!!再按处方比例称取秦皮和白芍饮片$ 按J+"%
##

正交设计表进行水煎煮提取$ 合并提取液$ 滤过$
减压浓缩$ ’’ f真空干燥箱中干燥$ 称定质量$
计算浸膏得率$ 测定提取物中芍药苷’ 秦皮甲素’
秦皮乙素的含有量$ 并以其为评价指标& 采用加权
综合评分优选最佳提取工艺$ 以 KQH 软件对加权
分析的结果进行方差分析$ 综合评分 c "芍药苷
含有量I最大含有量# m(S’ n "秦皮甲素’ 秦皮
乙素总含有量I最大总含有量# m(S’& 结果见表
$$ 方差分析见表 %&
!!由此可知$ 因素 -有极显著性差异 ")R
(S("#$ 因素G’ .有显著性差异 ")R(S(’#& 均
值及方差分析结果显示$ -% k-$ k-"’ G%(G$ k
G"’ .% k.$ k."$ 故因素 -选最大水平$ 即水平
%$ 而因素 G选水平 $$ 并比较因素 .的水平 $’
%& 综上所述$ 选择 G$.%-% 和 G$.$-% 进行试验$
以确定最终提取工艺&
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表 GF正交试验结果
7%PQGF8)13/(1","&(-"S".%/()1(1

试验号 G . - K 浸膏得率I! 芍药苷I"4:+:i"# 秦皮甲素n秦皮乙素I"4:+:i"# 综合评分
" " " " " +S#, %/S’# %"S$# #,S#’
$ " $ $ $ "’S’% %+S)) $/S#) ,’S’,
% " % % % ")S,( %+S($ %)S)) +"S#$
# $ " $ % "’S"( %/S$% %’S," /(S,#
’ $ $ % " "+S#% %+S") %"S)( +/S,’
) $ % " $ "#S#( #%S)" %(S’% ,)S")
, % " % $ "+S$( %)S%( %"S/( +#S$)
/ % $ " % "#S"% %+S,# %(S%% ,(S+%
+ % % $ " "+S", %’S#( %$S/) +#S’/
(F $"#S## $$$S#’ "+#S’# $#(S,/
!F $’’S)’ $#’S$’ $’(S/+ $#’S++
)F $’+S,, $)$S") $/#S#% $#%S(+
J "’S"" "%S$# $+S+) "S,#

表 HF方差分析
7%PQHF4.%/X1#1",+%&#%.*)

方差来源 离差平方和 自由度 均差 V值 )值
G #"/S/+ $ $(+S#’ +$S$( (S("$
. $)#S,# $ "%$S%, ’/S$, (S(",
- " %,’S)" $ )/,S/( %($S,, (S((%

K"误差# #S’# $ $S$, % %

$S%S%!验证试验!按处方比例称取药材 % 份$ 以
G$.%-% 和G$.$-% 平行试验 % 次$ 测定浸膏中芍药

苷’ 秦皮甲素’ 秦皮乙素含有量$ 计算浸膏得率’
指标性成分转移率$ 结果见表 #& 由表可知$ 两种
提取工艺无明显差异$ 考虑实际生产过程中的能耗
及成本方面$ 最终确定提取工艺为 G$.$-%$ 即加
水量 "( 倍$ 煎煮 % 次$ 每次 " 8$ 该条件下试验结
果稳定$ 综合评分较高$ 与正交试验最佳条件
G$.%-% 所得结果一致&

表 WF验证试验结果
7%PQWF8)13/(1",+)&#,#*%(#".()1(1

指标
G$.%-% G$.$-%

" $ % " $ %
浸膏量得率I! $"S’% $"S,$ $"S$# $(S") "+S/% $(S%,
芍药苷I"4:+:i"# %%S’$ %$S+) %%S+’ %’S,( %’S,/ %#S/)
秦皮甲素n秦皮乙素I"4:+:i"# $/S/, $/S/’ $+S’’ %$S(+ %$S(, %"S"’
芍药苷转移率I! +(S,+ +(S() +(S,$ +(S’" /+S$) /+S%"
秦皮甲素n秦皮乙素总转移率I! ,+S,( /(S%# /(S#/ /$S+$ /"S’# /"S%#
综合评分 +/S,’ ! +/S$#

HF讨论
膝可保方来源于临床经验方$ 原方以汤剂形式

应用$ 秦皮’ 白芍以水煎煮$ 龙血竭冲服$ 对湿热
痹阻型膝痹病的疗效确切$ 安全可靠$ 值得进一步
开发为新制剂& 方中白芍的主要有效成分为白芍总
皂苷$ 如芍药苷)’*)* ( 秦皮主要有效成分为香豆
素),*/* $ 如秦皮甲素’ 秦皮乙素$ 均是水溶性成
分$ 故以水为溶剂进行提取& 方中龙血竭用量较
少$ 其活性成分是黄酮类成分)+*""* $ 临床以水煎液
冲服$ 故将其粉碎后直接加入水提取物中再制剂成
型$ 故未考虑该药材的提取&

中药复方以中医药理论为指导$ 体现了中医整
体辨证论治的特点$ 膝可保方提取液中主要含白芍
及秦皮的多种有效成分$ 故在优化提取工艺时应充

分考虑多成分评价& 本实验运用正交试验$ 以芍药
苷’ 秦皮甲素’ 秦皮乙素的含有量为检测指标进行
评价$ 较单一成分指标更能体现复方的整体性和有
效性)"$* & 本实验参考 0中国药典1 $("( 年版中以
上 % 种成分含有量的测定方法进行研究$ 发现该方
法简便快速$ 基线基本分离$ 阴性无干扰$ 可作为
膝可保方中白芍和秦皮提取工艺过程的质量控制指
标$ 所得的最佳提取工艺为加水量 "( 倍$ 提取 %
次$ 每次 " 8$ 芍药苷提取率为 +(S’$ !$ 秦皮甲
素和秦皮乙素为 /(S", !$ 浸膏收率为 $(S"$ !$
提取效果理想&
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