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摘要# 目的!优化强筋健骨方回流提取工艺’ 方法!CI5‘法测定淫羊藿苷和柚皮苷含有量’ 在单因素试验基础上&
以提取时间( 提取次数( ’&!乙醇加入量为影响因素& 淫羊藿苷和柚皮苷转移率为评价指标& 正交试验优化提取工
艺’ 结果!最佳条件为提取时间 ) 8& 提取次数 # 次& ’&!乙醇加入量 "& 倍& 淫羊藿苷转移率 -#L%’!& 柚皮苷转移
率 ’’L,+!’ 结论!该方法稳定可行& 可用于回流提取强筋健骨方’
关键词! 强筋健骨方$ 淫羊藿苷$ 柚皮苷$ 回流提取$ 正交试验$ CI5‘
中图分类号! D#*+L#!!!!!文献标志码! G!!!!!文章编号! "&&"("%#*"#&",#&#(&)&"(&+
"#$!"&L)-’-K@$4>>:$"&&"("%#*L#&",L&#L&")

A-)$4$d+)$#/#&.’&,25 ’5).+()$#/&#.b$+/0 $̂/f$+/02T.’*(.$-)$#/

5MS=:(;3:O"& !NMGFN=/(;/:O"& !QPJ=6(8=3#& !J1EJQ3)& !5MC=4+!& !NPC34(\=+

"!"A&,$H&$ >$&?@;)&’=-%A;,/&’&-$,9*+&$@)@B@/&8&$@& A&,$H&$ K44!]K& *+&$,$ 6"Y@&H&$1 >$&?@;)&’=-%*+&$@)@B@/&8&$@& Y@&H&$1 !44\44& *+&$,$

K"7+,$/-$1 >$&?@;)&’=-%A;,/&’&-$,9*+&$@)@B@/&8&$@& Z&$,$ 634K33& *+&$,$ T"#$)’&’(’@-%*+&$@)@B,’@;&, B@/&8,& *+&$, N8,/@<=-%*+&$@)@B@/&P

8,978&@$8@)& Y@&H&$1 !44\44& *+&$,#

F%7GA<B:! V43:O@4: S43:O= IX/>?X4W<46:$ 4?3X44:$ :3X4:O4:$ X/;0=]/]<X3?<46:$ 6X<86O6:30</><$ CI5‘

!!随着人口老龄化进程的加快& 骨质疏松症患病
人数不断增加& #&&’ 年中国 %& 岁以上患者约为
’ -++万人& 预计到 #&#& 年将增至 #L*’’ 亿人)"(#* ’
其发病原因主要是由于在骨代谢过程中骨转换的失
衡& 导致骨形成减少& 使得骨细胞与破骨细胞之间
的耦联发现失衡))(+* ’

本课题组结合现代研究成果& 遵循 .养胜于
治/ 的中医养生精髓& 自主研发增加骨密度保健
食品& 并初步命名为强筋健骨方& 其由淫羊藿( 骨
碎补( 大豆异黄酮( 山药( 牡蛎 % 味药材组成& 具
有强筋健骨& 增加骨密度功效& 方中淫羊藿为君
药& 骨碎补为臣药’ 其中& 淫羊藿苷作为淫羊藿的
有效药理成分& 被视为植物雌激素& 近年来广泛应
用于对骨质疏松症的治疗& 以及成骨和破骨的研
究)%* & 该成分促进人成骨细胞骨形成能力的机制
是通过提高其增殖能力而实现)’* ’ 柚皮苷是骨碎
补中含有量最为丰富的黄酮类物质& 宋元时期就用

于治疗骨痹症& 迄今仍为伤科常用药),* & 具有补
肝肾& 强筋骨功效& 可以促进人骨髓间充质干细胞
的增殖和成骨性分化)** ’

由于仅以单一指标成分进行工艺优选并不符合
中药多组分( 多靶点作用的特点)-(""* & 故为了正确
评价和控制强筋健骨方质量& 确保其最大限度地发
挥药效& 本实验以淫羊藿苷和柚皮苷为评价指标&
采用CI5‘法同时测定两者含有量& 再通过正交试
验优化提取工艺& 为进一步开发利用该制剂提供
参考’
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达仪器有限公司 #’ 淫羊藿苷 "批号 HPB.(
"%&*"*""#( 柚皮苷 "批号 HPB.("%&-"*&+# 对照
品 "成都曼斯特生物科技有限公司#’ 淫羊藿 "批
号 "%&*&))#( 山药 "批号 "%&)&"+# "河北百草康
神药业有限公司#$ 骨碎补 "批号 "+"&""&&%#( 牡
蛎 "批号 "%&)"%&&"# "北京仟草中药饮片公司#$
大豆异黄酮 "南京景竹生物科技有限公司& 批号
S7"%&)#&&"#& 经中国中医科学院中药所生药标本
室何希荣药师鉴定& 均符合 +中国药典, #&"% 年
版一部有关规定’ 甲醇( 乙腈为色谱纯$ 其他试剂
均为为分析纯$ 水为娃哈哈纯净水 "杭州娃哈哈
集团有限公司#’
JI方法与结果
#L"!CI5‘法测定淫羊藿苷和柚皮苷含有量
#L"L" ! 色 谱 条 件 ! U4326:>40‘"*"## 色 谱 柱
"+L’ 22l#%& 22& % 22#$ 流动相乙腈 "G# (水
"e#& 梯度洗脱 "& b* 24:& #%! G$ * b#& 24:&
#%!b)&! G$ #& b)& 24:& )&! b-&! G$ )& b
+& 24:& -&! G#$ 体积流量 " 25K24:$ 柱温
)& d$ 检测波长 #,& :2 "淫羊藿苷#( #*) :2
"柚皮苷#$ 进样量 "& 25’ CI5‘色谱图见图 "’

"$柚皮苷!#$淫羊藿苷
"$:3X4:O4:!#$4?3X44:

图 HI@TD=色谱图
N$0MHI@TD=(1.#4+)#0.+4*

#L"L#!对照品溶液配制!精密称取淫羊藿苷和柚
皮苷对照品适量& 加甲醇制成含有量分别为
&L%"%( &L%#* 2OK25的对照品溶液& 备用’

#L"L)!供试品溶液的配制!精密称取按各提取工
艺制备的浸膏 "过 +& 目筛# "L& O& 置于具塞锥形
瓶中& 精密加入甲醇 %& 25& 密塞& 称定质量& 超
声 "#%& f( +& [CT# )& 24:& 冷却至室温& 甲醇
补足减失质量& 摇匀& 滤过& 取续滤液& &L+% !2
微孔滤膜过滤& 即得’
#L"L+!线性关系考察!精密吸取 .#L"L#/ 项下
对照品溶液 % 25& 置于 "& 25量瓶中& 加甲醇稀
释至刻度& 摇匀& 作为溶液 "& 再从中取 % 25& 置
于 "& 25量瓶中& 加甲醇稀释至刻度& 摇匀& 作为
溶液 #& 依次稀释成 % 个质量浓度& 在 .#L"L"/
项色谱条件下测定’ 以峰面积为纵坐标 " #̂& 淫
羊藿苷质量浓度为横坐标 "G# 进行线性回归& 得
到淫羊藿苷回归方程为 ^m#" +’’Gp+#L’*- ";m
&L--- -#& 在 &L&"’ b&L%"% 2O范围内呈良好的线
性关系’ 同法得到柚皮苷回归方程为 ^m
"& "+&Gp##L&)% ";m&L--- - #& 在 &L&"’ b
&L%#* 2O范围内呈良好的线性关系’
#L"L%!精密度试验!取 .#L"L)/ 项下供试品溶
液& 在 .#L"L"/ 项色谱条件下测定& 连续 ’ 次&
测得淫羊藿苷和柚皮苷峰面积 DBU "$ m’# 分别
为 &L)*!和 "L--!& 表明仪器精密度良好’
#L"L’!稳定性试验!取 .#L"L)/ 项下供试品溶
液& 在 .#L"L"/ 项色谱条件下测定& 于 &( #( +(
*( "#( #+ 8进样& 记录峰面积& 测得淫羊藿苷和
柚皮苷峰面积 DBU " $ m’ # 分别为 "L"#!和
#L)’!& 表明供试品溶液在 #+ 8内稳定性良好’
#L"L,!重复性试验!取 .#L"L)/ 项下供试品溶
液& 共 ’ 份& 在 .#L"L"/ 项色谱条件下测定& 测
得淫羊藿苷和柚皮苷峰面积 DBU "$ m’# 分别为
"L&+!和 &L%*!& 表明该方法重复性良好’
#L"L*!加样回收率试验! 精密称取含有量已知的
样品浸膏 - 份 "$ m)#& 每份 &L% O& 按照淫羊藿
苷和柚皮苷含有量的 *&!( "&&!( "#&! ) 个水
平加入 .#L"L#/ 项下对照品溶液& 按 .#L"L)/
项下方法制备供试品溶液& 在 .#L"L"/ 项色谱条
件下测定& 计算回收率& 结果见表 "’
#L#!提取工艺优化
#L#L"!单因素试验!文献 )"#(")* 报道& 淫羊藿
和骨碎补的活性成分均为黄酮类物质& 分别以淫羊
藿苷和柚皮苷为主’ 同时& 为了充分提高有效成分
的溶出率& 宜采用乙醇回流提取’ 因此& 固定其他
提取因素& 以 %&!( ’&!( ,&!( *&!乙醇为提
取溶剂& 淫羊藿苷和柚皮苷转移率为评价指标& 综
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合评分法进行统计分析& 以各指标最大值为参照&
对数据进行归一化处理& 两者权重系数分别设定为
&L’ 和 &L+’ 结果见表 #& 最终确定 ’&!乙醇作为
提取溶剂’

表 HI加样回收率试验结果 %%Q_’
;+LMHI<’*2,)*#&.’(#[’.3 )’*)*%%Q_’

成分
称样量K

O
原有量K

O
加入量K

O
测得量K

O
回收率K

!

平均回收

率K!

"DBUK!#
柚皮苷 &L%&" * "L##% " &L-,’ ’ #L#&# % "&&L&* "&&L"+

&L+-- , "L##& & &L-,’ ’ #L##) , "&#L,* "#L’"#
&L%&& & "L##& , &L-,’ ’ #L",) + -,L%%
&L%&& & "L##& , "L##& * #L)-+ * -’L", --L#*
&L+-- ) "L#"- " "L##& * #L+"- - -*L)’ ")L’*#
&L%&& , "L### % "L##& * #L+*) ’ "&)L)&
&L+-* , "L#", ’ "L+’+ - #L’+# * -,L#- -,L+*
&L%&" ) "L##) - "L+’+ - #L’)’ + -’L+# ""L"-#
&L+-- ) "L#"- # "L+’+ - #L’’% % -*L,)

淫羊藿苷 &L%&" # #L)," " "L*-# # +L#%& & --L)& "&"L&,
&L%&" & #L)’- * "L*-# # +L#’* + "&&L)) "#L###
&L%&& , #L)’* , "L*-# # +L)#- & "&)L%-
&L%&& & #L)’% % #L)’% ) +L’++ ’ -’L)’ -,L-"
&L+-* + #L)%, - #L)’% ) +L,#+ - "&&L&, ""L-*#
&L%&" % #L),# + #L)’% ) +L’,) % -,L#-
&L%&" & #L)’- * #L*)* + %L"-& * --L)- -*L)’
&L%&" % #L),# # #L*)* + %L"#+ + -’L-’ ""L#,#
&L+-- , #L)’) , #L*)* + %L"’’ " -*L,)

表 JI单因素试验结果
;+LMJI<’*2,)*#&*$/0,’&+()#.)’*)*

乙醇K! 淫羊藿苷转移率K! 柚皮苷转移率K! 综合评分
%& ,"L*& #+L&’ -+L)&
’& ,-L)) #%L,% -,L),
,& ,+L,# "%L#% *&L#&
*& ,)L#& "#L#’ ,+L+"

!!注! 综合评分m"淫羊藿苷转移率K,-L))# l&L’ l"&& p"柚皮

苷转移率K#%L,%# l&L+ l"&&

#L#L#!正交试验
#L#L#L"!试验设计!以提取时间 "G#( 提取次数
"e#( ’&!乙醇加入量 "‘# 为影响因素& 淫羊藿
苷和柚皮苷转移率为评价指标& 采用 5-")

+# 正交
表进行试验& 筛选最佳提取工艺参数’ 因素水平见
表 )’

表 KI因素水平
;+LMKIN+()#.*+/",’[’,*

水平
因素

G提取时间K8 e提取次数K次 ‘’&!乙醇加入量K倍
" " " *
# # # "&
) ) ) "#

#L#L#L#!试验结果与分析!按处方比例称取药材

- 份& 每份 +% O& 采用 5- ")
+ # 正交表进行试验&

结果见表 +’ 由表可知& 各因素对有效成分转移率
的影响程度依次为 enGn‘& 即提取次数 n提取
时间n’&!乙醇加入量& 最优工艺为G)e#‘)’

表 OI正交试验结果
;+LMOI<’*2,)*#&#.)1#0#/+,)’*)*

试验号
因素 指标

G e ‘
U

"误差#
淫羊藿苷

转移率K!
柚皮苷转

移率K!
综合

评分
" " " " " %*L"* #%L*+ %&L#&
# " # # # -#L&’ +&L"* ,*L--
) " ) ) ) -)L** %"L-+ *,L)%
+ # " # ) ,+L", #+L%# %*L,,
% # # ) " -%L%* %’L’" -"L#%
’ # ) " # *+L&, %"L** *"L%’
, ) " ) # ,%L)* ),L&, ’,L#,
* ) # " ) -,L#& ’+L+% -,L&,
- ) ) # " "&#L"- %+L** -+L&’
V" ,#L"* %*L,% ,’L#* ,*L%&
V# ,,L"- *-L"& ,,L#, ,%L-+
V) *)L") *,L’’ *"L-’ *"L&’
O ")L-% )&L)’ %L’* %L"#

!!注! 综合评分m"淫羊藿苷转移率K"&#L"-# l&L’ l"&& p"柚

皮苷转移率K’+L+%# l&L+ l"&&

#L#L#L)!方差分析! 结果见表 %’ 由表可知& 提
取次数 "e# 为主要影响因素& 对实验结果有显著
影响 ":k&L&%#& 而提取时间 "G# 和 ’&!乙醇
加入量 "‘# 均无显著影响 ":n&L&%#’ 由于提
取次数影响较小& 考虑到实际生产中溶剂回收( 节
约成本等因素& 最终确定提取工艺为 G)e#‘#’ 即
"& 倍量 ’&!乙醇提取 # 次& 每次 ) 8’

表 \I方差分析
;+LM\I8/+,3*$*#&[+.$+/(’

因素 离均差平方和 自由度 方差 E值 :值
G #--L,%) # "+-L*,’ %L+)" &L"%%
e " ,%-L+&* # *,-L,&+ )"L*,- &L&)
‘ )-L),) # "-L’*’ &L,") &L%*+
U"误差# %%L"*- # #,L%-% % %

#L#L#L+!验证试验!按照优化工艺进行 ) 批验证
试验& 测得淫羊藿苷转移率为 -#L%’!& DBU
"$m) # 为 #L#-!$ 柚皮苷转移率为 ’’L,+!&
DBU "$ m)# 为 &L’!& 表明该工艺稳定( 合理(
可行’
KI讨论和结论

药理研究表明& 淫羊藿苷具有补肾阳( 强筋
骨( 祛风湿)"+*等功效& 柚皮苷有抗氧化( 抗炎(
促骨形成( 抑制骨破坏等作用)"%* & 并且前者对骨
质疏松模型大鼠有明显增加股骨和椎骨的骨密度的
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作用)"’* & 而后者通过雌激素信号通路促进骨形成
活动))* & 具有显著的镇痛抗炎的效果)",* ’ 因此&
由淫羊藿和骨碎补组成的处方中具有能够强筋健骨
的物质基础’ +保健食品配方组方规律研究, )"**记
载& )-+ 个配方中含淫羊藿的配方有 %" 个& 骨碎
补和淫羊藿原料组合频次为 #’’

在单因素试验中& 选择 + 种不同体积分数的含
醇量& 从而能更好地筛选出适合的提取溶剂’ 本实
验以提取时间( 提取次数( ’&!乙醇加入量为影响
因素& 淫羊藿苷和柚皮苷转移率为评价指标& 综合
评分法 "方中淫羊藿属于君药& 骨碎朴属于臣药&
故将两者权重系数分别设定为 &L’ 和 &L+# 得到最
优提取工艺为 "& 倍量 ’&!乙醇提取 # 次& 每次
) 8& 并且验证试验表明该方法操作性强& 稳定性
好& 为该制剂后续开发奠定基础’
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