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正交试验优化逆萎康的水提工艺

曹淑君 １，王辉明 ２，刘洪玲 ２，张翠萍 ２，凌 勇 ２，孙向红 １，２△

（１． 青岛大学药学院，山东青岛２６６０２１； ２． 青岛大学附属医院，山东青岛２６６５５５）
摘要：目的优选逆萎康的最佳提取工艺。方法采用Ｌ９（３４）正交试验方法，以雪胆总皂苷、黄芪甲苷含量为指标，考察提取次数、提取时
间及固液比因素对逆萎康提取效果的影响，优选提取工艺。结果逆萎康的最佳工艺条件为提取２次，提取１ ｈ，固液比１２倍。结论该
提取工艺操作简便、准确，可为逆萎康颗粒剂的制备提供参考。
关键词：逆萎康；雪胆总皂苷；黄芪甲苷；正交试验；提取工艺
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近年来，慢性萎缩性胃炎发病率逐渐升高，且有发
展成为癌症的可能犤 １ － ２ 犦。逆萎康为医院制剂，用于治疗
慢性萎缩性胃炎伴肠上皮化生、不典型增生等癌前病变
用药，是具有明确作用的协定处方犤 ３ 犦，具有补脾益气、健
胃止痛、清热解毒的疗效，临床应用多年，疗效显著犤 ４ 犦。方
中雪胆为君药，功能清热解毒、消肿止痛，可用于治疗胃
十二指肠溃疡、胃痛，因此选择雪胆总皂苷为指标犤 ５ 犦；黄
芪为臣药，具有补脾益气功能，同时现代药理研究表
明其主要的活性成分为黄芪甲苷，故选择黄芪甲苷为指
标犤 ６ － ７ 犦。本研究通过正交试验，并以雪胆总皂苷、黄芪甲
苷为指标，优选出逆萎康的最佳水提工艺，为医院申报
颗粒制剂提供可行性的研究资料。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０ＡＴ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＰ ２１１Ｄ型电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
ＴＵ － １９０型紫外－可见分光光度计（北京普析通用仪器
有限公司）。
１． ２ 试药

齐墩果酸对照品（批号为１１０７０９ － ２００５０５，纯度
１００％），黄芪甲苷对照品牗批号为１１０７８１ － ２０１６１６，纯
度为９７． ４％ 牘，均购自中国食品药品检定研究院；乙腈

牗色谱纯，德国默克公司牘；水为超纯水；其他试剂均为分
析纯；雪胆Ｈｅｍｓｌｅｙａ ａｍａｂｉｌｉｓ Ｄｉｅｌｓ，黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ 牗 Ｆｉｓｃｈ． 牘 Ｂｕｎｇｅ，老龙皮Ｌｏｂａｒｉａ ｒｅｔｉｇｅｒａ
Ｔｒｅｖｉｓ，朱砂七Ａｎｔｅｎｏｒｏｎ ｆｉｌｉｆｏｒｍｅ，半枝莲Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ
ｂａｒｂａｔａ Ｄ． Ｄｏｎ，海螵蛸Ｓｅｐｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｈｏｙｌｅ，陈皮Ｃｉｔｒｕｓ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ，生姜Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｒｏｓｃｏｅ，均购于
青岛善大天源中药饮片有限公司，并由青岛大学附属医
院药剂科孙向红教授鉴定为正品。
２ 方法与结果
２． １ 雪胆总皂苷含量测定 犤 ２ －３ 犦

２． １． １ 溶液制备
按处方量称取药材，加水浸泡、煎煮，浓缩至

２００ ｍＬ牞得提取液，备用。精密吸取１ ｍＬ样品提取液，置
１００ ｍＬ容量瓶中，依次加入石油醚脱脂、正丁醇萃取
后，待正丁醇萃取液挥干溶剂后，加适量甲醇溶解，定
容，作为供试品溶液。取齐墩果酸对照品４６． ６２５ ｍｇ，精
密称定，置２５ ｍＬ容量瓶中，加入１０ ｍＬ甲醇溶解，超声
处理，在用甲醇稀释至刻度，作为对照品贮备液（质量浓
度为１． ８６５ ｇ ／ Ｌ），精密吸取该溶液１． ０ ｍＬ，置２５ ｍＬ容
量瓶中，用甲醇稀释至刻度，作为对照品溶液（质量浓度
０． ０７４ ６ ｇ ／ Ｌ）。按处方量称取药材（雪胆除外），加水浸
泡、煎煮，浓缩至２００ ｍＬ，备用。精密吸取１ ｍＬ提取液，
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２２

取样量（ｍｇ） 加样量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ 牗％ 牘 ＲＳＤ（％）
表１ 加样回收试验结果牗 ｎ ＝ ９ 牘

Ａ
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０
６． ５５０

Ｂ
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９
０． ８３９

Ａ
１． ８６５
１． ８６５
１． ８６５
３． ７３０
３． ７３０
３． ７３０
５． ５９５
５． ５９５
５． ５９５

Ｂ
０． ３０２
０． ３０２
０． ３０２
０． ６０４
０． ６０４
０． ６０４
０． ９０６
０． ９０６
０． ９０６

Ａ
８． １５８
８． ２１２
８． １８３
９． ８４３
９． ５９４
９． ８１２
１１． １８２
１１． ３１４
１１． ２０１

Ｂ
１． ０８９
１． ０９１
１． １０３
１． ３５２
１． ３２４
１． ３３３
１． ６１３
１． ５９６
１． ６２９

Ａ
８６． ２２
８９． １２
８７． ５６
８８． ２８
８１． ６１
８７． ４５
８２． ７９
８５． １５
８３． １３

Ｂ
８２． ７１
８３． ４４
８７． ４５
８４． ９３
８０． ３８
８１． ７５
８５． ３７
８３． ５５
８７． ２２

Ａ

８５． ７０

Ｂ

８４． ９２

Ａ

２． ９４

Ｂ

２． ８３

依次加入石油醚脱脂、正丁醇萃取后，待正丁醇萃取液
挥干溶剂后，加适量甲醇溶解，定容于１００ ｍＬ容量瓶
中，作为阴性对照品溶液。
２． １． ２ 测定波长确定

取对照品、供试品、阴性对照品溶液在２００ ～ ６００ ｎｍ
波长范围内进行紫外吸收光谱扫描。结果显示，对照品、
供试品溶液均在５４９ ｎｍ波长处有最大吸收峰且峰形一
致，而阴性对照品在此波长处无吸收，故选择５４９ ｎｍ作
为样品测定的波长。
２． １． ３ 方法学考察

线性关系考察：精密吸取对照品溶液０． ２，０． ６，
１． ０，１． ４，１． ８，２． ０ ｍＬ，置具塞试管中，水浴中挥干甲醇，
精密加入新鲜配制的５％香草醛－冰醋酸溶液０． ４ ｍＬ、
高氯酸１． ０ ｍＬ，加塞摇匀，于６０ ℃水浴中加热１５ ｍｉｎ
后，冷却至室温，向试管中精密加入１０ ｍＬ冰醋酸，摇匀
于５４９ ｎｍ波长处测定吸光度。以吸光度牗 Ｙ 牘为纵坐标、
齐墩果酸质量浓度牗 Ｘ，μｇ ／ ｍＬ牘为横坐标绘制标准曲
线，计算得线性回归方程Ｙ ＝ ０． ０４１ ０３ Ｘ － ０． ０１２ ９２，
ｒ ＝ ０． ９９９ ０ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。结果表明，齐墩果酸质量浓度在
１． ２８６ ～ １１． １３４ μｇ ／ ｍＬ范围内与吸光度线性关系良好。

精密度试验：取对照品溶液连续进样６次，每次
０． ８ ｍＬ。结果吸光度的ＲＳＤ为１． ４５％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪
器精密度良好。

重复性试验：取同一逆萎康汤贮备液６份，依法制备
供试品溶液，测定吸光度。结果雪胆总皂苷的平均含量为
０． ２６２ ｇ ／ Ｌ，ＲＳＤ为２． ３１％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明方法重复性好。

稳定性试验：取供试品溶液适量，分别放置０，１，２，
４，６，８ ｈ时测定吸光度。结果的ＲＳＤ为３． ３１％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，
表明供试品溶液在８ ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的供试品溶液牗雪胆总
皂苷质量浓度为０． ２６２ ｇ ／ Ｌ牘，共取９份，每份２５ ｍＬ，分
别加对照品溶液牗质量浓度为１． ８６５ ｇ ／ Ｌ 牘 １，２，３ ｍＬ，各
３份，依法制备供试品溶液，在５４９ ｎｍ波长处测定吸光
度。结果见表１。
２． ２ 黄芪甲苷含量测定 犤 ４ 犦

２． ２． １ 色谱条件及系统适用性试验
色谱柱：Ｓａｐｐｈｉｒｅ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘，

流动相：乙腈－水牗 ３２ ∶ ６８，Ｖ ／ Ｖ 牘；流速：１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ；柱
温：２８ ℃；氮气压力：３６０ ｋＰａ，蒸发温度：４０ ℃，增益６。理
论板数以黄芪甲苷峰计算不低于６ ０００。色谱图见图１。
２． ２． ２ 溶液制备

按处方量称取黄芪药材，加水浸泡、煎煮，浓缩至
２００ ｍＬ，备用。精密吸取提取液５ ｍＬ，加水稀释至１０ ｍＬ，
用水饱和的正丁醇提取５次（每次６０ ｍＬ），合并正丁
醇，用氨试液充分洗涤３次（每次６０ ｍＬ），弃去氨液，正

丁醇饱和水溶液洗涤２次（每次６０ ｍＬ），分取正丁醇液
蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇
至刻度，摇匀，０． ４５ μｍ滤膜滤过，即得供试品溶液。取
黄芪甲苷对照品３． ０２ ｍｇ，精密称定，置１０ ｍＬ容量瓶
中，加甲醇定容至刻度线，即得对照品贮备液（质量浓度
为０． ３０２ ｇ ／ Ｌ）。
２． ２． ３ 方法学考察

线性关系考察：取黄芪甲苷对照品贮备液，分别精
密进样２． ５，５． ０，７． ５，１０． ０，１５． ０，２０． ０ μＬ，按拟订色谱
条件测定黄芪甲苷峰面积，以峰面积积分值自然对数为
纵坐标牗 Ｙ 牘、进样量的自然对数为横坐标牗 Ｘ 牘绘制标曲
线，得回归方程Ｙ ＝０． ９９０５Ｘ ＋１１． １８９，ｒ ＝０． ９９６３牗 ｎ ＝６牘。
结果表明，黄芪甲苷进样量在０． ７５５ ～ ６． ０４ μｇ范围内
与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取黄芪甲苷对照品溶液连续进样６
次，每次１０ μＬ，测定峰面积。结果的ＲＳＤ为１． ０６３％
牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度好。
重复性试验：取同一逆萎康汤贮备溶液６份，依法

Ｕ ／ Ｖ
１１５

５
－ ５ ｔ ／ ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

Ａ
Ｕ ／ Ｖ

ｔ ／ ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

１２０
１０
０

－ １０

Ｂ
Ｕ ／ Ｖ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

２０
１０
０

－ １０

Ｃ

ｔ ／ ｍｉｎ

１． 黄芪甲苷
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图

注：Ａ为雪胆总皂苷，Ｂ为黄芪甲苷。
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试验号
１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３
３． ３９
４． ３３
３． ２５
０． ３６
１１． １８
１１． ０４
８． ３４
０． ９５

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３
４． １８
３． ２３
３． ５７
０． ３２
１１． ８２
９． ４１
９． ３３
０． ８３

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２
３． ６７
３． ２３
４． ０７
０． ２８
１０． ７４
９． ４１
１０． ４１
０． ４４

Ｄ牗空白牘
１
２
３
３
１
２
２
３
１
３． ７８
３． ６０
３． ６０
０． ０６
１０． ０５
９． ９２
１０． ５９
０． ２２

黄芪甲苷
１． ３５１
０． ８２４
１． ２１９
１． ４５４
１． ４８０
１． ３９９
１． ３７５
０． ９２３
０． ９６０

雪胆总皂苷
４． ４０８
３． １２３
３． ６５２
４． ０９８
３． ４４８
３． ４９０
３． ３１０
２． ８４０

２． １９０

表４ 方差分析结果

注： Ｆ０． ０５ 牗 １，２ 牘 ＝ １９， Ｆ０． ０１ 牗 １，２ 牘 ＝ ９９；＃ Ｆ０． ０５ 牗 １，２ 牘 ＝ １９，
＃ Ｆ０． ０１ 牗 １，２ 牘 ＝ ９９。

因素

Ａ
Ｂ
Ｃ
误差

偏差平方和
０． ２３
０． １６
０． １２
０． ０１

自由度
２． ０００
２． ０００
２． ０００
２． ０００

Ｆ值

３０． ００
２０． ２０
１５． ４７

Ｐ
＜ ０． ０５
＜ ０． ０５
＞ ０． ０５

偏差平方和
１． ７１
１． ３３
０． ３２
０． ０８

自由度
２． ０００
２． ０００
２． ０００
２． ０００

Ｆ值＃

２０． ３７
１５． ８５
３． ７０

Ｐ

＜ ０． ０５
＞ ０． ０５
＞ ０． ０５

黄芪甲苷总量 雪胆总皂苷总量

表３ 正交试验结果

黄
芪
甲
苷

雪
胆
总
皂
苷

因素 含量（ｍｇ ／ ｇ）

制备供试品溶液，连续进样６次，每次１０ μＬ，按拟订色
谱条件测定黄芪甲苷含量。结果贮备药液中黄芪甲苷平
均含量０． ３７０ ｇ ／ Ｌ，ＲＳＤ为２． ０６％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重
复性好。

稳定性试验：取供试品适量，依法配制，分别放置
０，１，２，４，６，８ ｈ时测定峰面积。结果的ＲＳＤ为２． ８５％
牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明供试品溶液８ ｈ内稳定性良好。
加样回收试验：取已知含量的样品贮备液牗黄芪甲

苷质量浓度为０． ０３４ ９６３ ｇ ／ Ｌ牘，共取９份，每份２． ５ ｍＬ，
分别加对照品溶液牗质量浓度为０． ３０２ ｇ ／ Ｌ 牘 １，２，３ ｍＬ
各３份，依法制备供试品溶液，进样１０ μＬ，测定峰面
积。结果见表１。
２． ３ 水提工艺优选
２． ３． １ 因素水平表

采用正交设计试验优化逆萎康的水提工艺，并以雪
胆总皂苷、黄芪甲苷为指标，考察煎煮次数（因素Ａ）、提
取时间牗因素Ｂ）和固液比（因素Ｃ）３个因素对提取效果
的影响，按Ｌ９ 牗３４ 牘正交表设计进行试验。因素水平见表２。

２． ３． ２ 正交试验设计与结果
按处方量精密称定各药材，按正交设计下９组试验

条件进行煎煮，过滤、浓缩、离心，制得９份正交试验样
品，依法测定雪胆总皂苷和黄芪甲苷的含量。结果见表３。

２． ３． ３ 方差分析
黄芪甲苷、雪胆总皂苷方差分析结果见表４。从水

提工艺黄芪甲苷方差分析结果可见，因素Ａ和Ｂ的差
异具有显著性，而Ｃ因素不具有显著性。从水提工艺的
直观分析表可见，极差大小顺序为Ａ ＞ Ｂ ＞ Ｃ，所得影响
因素的大小顺序为Ａ ＞ Ｂ ＞ Ｃ。雪胆总皂苷方差分析表
可见，因素Ａ的差异是具有显著性的，而其余两个因素
Ｂ和Ｃ因素的差异不具有显著性。从水提工艺的直观分
析表可见，极差大小顺序为Ｂ ＞ Ｃ ＞ Ａ，所得影响因素的
大小顺序为Ｂ ＞ Ｃ ＞ Ａ。故确定最佳提取工艺为Ａ２Ｂ１Ｃ３，
即提取２次，提取１ ｈ，固液比为１２倍。

２． ３． ４ 最佳工艺验证试验
为验证该工艺的准确性，按处方剂量３份，分别按

最佳工艺条件进行操作、测定。结果样品中雪胆总皂苷
为１． ４２５ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为２． ６３％（ｎ ＝ ３）；黄芪甲苷的含
量为４． １１２ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为１． ８３％（ｎ ＝ ３）。
３ 讨论

目前，中医治疗慢性萎缩性胃炎的临床研究取得了
较好的成果，中医治疗慢性萎缩性胃炎具有优势犤 ８ － ９ 犦。
逆萎康汤由８味中药组方，成分复杂，各药材有其独立
而协作的作用。由于临床长期以来采用汤剂给药方式，
遵循传统中医用药的习惯和有效降低生产成本。在保持
本方原有疗效的基础上，本研究中结合现代化药物制剂
技术将汤剂研制成携带和服用方便、生物利用度高的颗
粒剂，具有较好的实际意义。

现代药理研究表明，雪胆水煎液及总皂苷具有镇
痛、抗炎及抗内毒素作用，使其祛瘀止痛的功效得到了
证实犤 １０ － １１ 犦；黄芪中的黄芪甲苷具有抗病毒、降血糖、增
强人体免疫等活性，广泛用于临床犤１２犦。因此，选择这２种
主要药效成分的含量用作为优选化逆萎康口服制剂提
取工艺的指标。

本研究中根据药材性质来选择以水提方式，同时采
用正交试验优化其提取工艺，进一步提高药材中的有效
含量。由于正交试验可合理安排，减少次数，因此是一种
高效、经济的方法犤 １３ － １４ 犦。既保留了原方的特点和优势，
又能高效、充分地提取药材的有效成分，符合医院制剂

表２ Ｌ９ 牗 ３４ 牘正交试验因素水平
水平
１
２
３

因素Ａ（次）
１
２
３

因素Ｂ（ｈ）
１
２
３

因素Ｃ（倍）
８
１０
１２
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