
７

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年３月２０日第２８卷第６期
Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ６牞 Ｍａｒｃｈ ２０牞 ２０１９

基金项目：广西壮族自治区贵港市科学研究与技术开发计划项目犤贵科攻１４０８０３６ 犦。
第一作者：韦宝含，男，壮族，大学本科，主管药师，研究方向为医院药学，（电子信箱）ｗｅｉｂａｏｈａｎ＠ １２６． ｃｏｍ。

△通信作者：林小明，男，汉族，大学本科，主任中药师，研究方向为医院药学，（电子信箱）ｌｘｍｇｇ１６８＠ １２６． ｃｏｍ。

·实验研究· ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ４９３１． ２０１９． ０６． ００３

正交试验法优选肺炎合剂提取工艺

韦宝含，林小明△，覃祖前，曾 毅，韦平原，李练忠
（广西壮族自治区贵港市人民医院，广西贵港５３７１００）

摘要：目的优选肺炎合剂的提取工艺条件。方法以盐酸麻黄碱和虎杖苷含量及浸出液浓缩后的相对密度所构成的综合评分为评定指
标，采用Ｌ９（３４）正交试验法，考察加水量、浸泡时间、提取时间、提取次数４个因素对水提取工艺的影响，并进行验证试验。结果最优提
取工艺为加８倍量水，浸泡９０ ／ １２０ ｍｉｎ，提取３次，每次提取１ ｈ。结论以优选提取工艺制备的肺炎合剂中盐酸麻黄碱、虎杖苷含量高，
溶液相对密度大，且稳定性、重复性好。
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肺炎合剂由麻黄、虎杖、白花蛇舌草、肿节风、鱼腥
草、金银花等中药组方，有清热解毒、宣肺平喘、镇咳化
痰功效，常用于治疗急慢性支气管炎等呼吸系统疾病。
方中麻黄、虎杖为主药，麻黄主要成分为盐酸麻黄碱，虎
杖主要成分为虎杖苷犤 １ 犦。本试验中以盐酸麻黄碱和虎
杖苷含量及提取液浓缩的相对密度为评定指标，选择
加水量、浸泡时间、提取次数、提取时间为考察因素，采
用 Ｌ９（３４）正交试验犤 ２ － ４ 犦，筛选肺炎合剂的最佳提取工
艺。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＳＳＩ１５００型高效液相色谱仪（美国Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｓｙｓｔｅｍｓ
Ｉｎｃ）；ＦＡ － ２００４Ｂ型电子分析天平（上海景科甜美科学
仪器有限公司）；ＶＤＲ － ２０ＧＵ型减压干燥器（韩国杰奥
特有限公司）；ＸＯ － ５２００ＴＤＳ型超声波清洗器牗武汉恒
信世纪科技有限公司牘。
１． ２ 试药

盐酸麻黄碱对照品（批号为１７１２４１ － ２０１００７）、虎
杖苷对照品（批号为１１１５７５ － ２００５０２），均购自中国食

品药品检定研究院；甲醇（批号为２０１７０９０４０１）、乙腈
（批号为２０１７０８１４０１）均为色谱纯，购于成都市科隆化
学品有限公司；磷酸（西陇化工股份有限公司，批号为
１３０５２５ １）、二正丁胺（国药集团化学试剂有限公司，批
号为２０１５０６０３）、乙醇（成都市科隆化学品有限公司，批
号为２０１７１１０２０１）均为分析纯；水为纯化水。
２ 方法与结果
２． １ 盐酸麻黄碱含量测定 犤 ５ －９ 犦

２． １． １ 色谱条件
色谱柱：极性乙醚连接苯基键合硅胶（２５０ ｍｍ ×

４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０． ０９２％磷酸溶液（含０． ０４％
三乙胺和０． ０２％二正丁胺）－甲醇（９８． ５ ∶ １． ５）；检测波
长：２１０ ｎｍ；进样量：１０ μＬ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；
室温：２８． ３ ℃。
２． １． ２ 溶液制备

取盐酸麻黄碱对照品０． ０２８ ４ ｇ，精密称定，置１００ ｍＬ
容量瓶中，用甲醇溶解并定容，制成１ ｍＬ含２８４ μｇ的
对照品溶液。按１ ／ ５处方量取药材８７． ９ ｇ，加８倍量水
煎煮３次，每次煎煮２ ｈ，滤过，合并滤液，浓缩至适量放
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样品含量（μｇ）
１８９． ７５
１８９． ７５
１８９． ７５
１８９． ７５
１８９． ７５
１８９． ７５

加入量（μｇ）
８５． ２０
８５． ２０
１９８． ８０
１９８． ８０
３１２． ４０
３１２． ４０

测定量（μｇ）
２７３． ２５
２７４． ７５
３９０． ５０
３９０． ２５
５０５． ２５
５１３． ２５

回收率（％）
９８． ００
９９． ７７
１００． ９８
１００． ８６
１００． ９９
１０３． ５５

Ｘ（％）

１００． ６９

ＲＳＤ（％）

１． ８０
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１． 盐酸麻黄碱
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 盐酸麻黄碱含量测定高效液相色谱图
冷后定容至２００ ｍＬ，摇匀，即得供试品贮备液；精密量
取２ ｍＬ，置５０ ｍＬ容量瓶中，用 １． ４４％磷酸溶液定
容，称定质量，超声（功率为６００ Ｗ，频率为５０ ｋＨｚ）处
理 ２０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用 １． ４４％磷酸溶液补足
减失的质量，摇匀，经０． ４５ μｍ微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。按供试品溶液制备方法制备缺麻
黄的阴性对照品溶液。
２． １． ３ 方法学考察

专属性试验：精密量取２． １． ２项下３种溶液各
１０ μＬ，按２． １． １项下色谱条件进样测定。结果理论板
数按盐酸麻黄碱峰计应不低于３ ０００，阴性对照无干扰，
详见图１。

线性关系考察：精密量取对照品溶液０． ４，０． ６，
０． ８，１． ０，１． ４，１． ６ ｍＬ，分别置２５ ｍＬ容量瓶中，用甲醇
定容，摇匀。按２． １． １项下色谱条件进样测定，以峰面积
（Ｙ）对样品质量浓度（Ｘ，ｍｇ ／ ｍＬ）进行线性回归，得回
归方程 Ｙ ＝ ９ ２８４． ２ Ｘ ＋ ４１ ２７８，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ７（ｎ ＝ ６）。结
果表明，盐酸麻黄碱质量浓度在４． ５４４ ４ ～ １８． １７６μｇ ／ ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取对照品溶液，按２． １． １项下
色谱条件进样，依法测定盐酸麻黄碱峰面积，平行操作
６次。结果的ＲＳＤ为０． ２６１％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度
良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液，室温下按
２． １． １项下色谱条件分别于０，３，６，９，１２，２４ ｈ时依法进
样测定盐酸麻黄碱峰面积。结果的ＲＳＤ为０． ２６２％
牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明供试品溶液在 ２４ ｈ内基本稳定。
重复性试验：取同一供试品贮备液，按供试品溶液制

备方法平行制备６份，按２． １． １项下色谱条件依法进样测
定盐酸麻黄碱的含量。结果平均含量为７． ３２６７ μｇ ／ ｍＬ，
ＲＳＤ为０． ７５％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：精密吸取已知含量的供试品贮备

液１ ｍＬ，共６份，每两份为一组，分别精密加入对照品
溶液０． ３，０． ７，１． １ ｍＬ，混匀，依法制备试品溶液，按
２． １． １项下色谱条件进样依法测定盐酸麻黄碱含量，计

算含量及回收率。结果见表１。

２． ２ 虎杖苷含量测定 犤 １０ －１４ 犦

２． ２． １ 色谱条件
色谱柱：ＯＤＳ胶Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘；

流动相：乙腈－水（２３ ∶ ７７，Ｖ ／ Ｖ）；检测波长：３０６ ｎｍ；
进样量：１０ μＬ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：４５ ℃；室温：
２６． ５ ℃。
２． ２． ２ 溶液制备

称取经五氧化二磷干燥剂减压干燥２４ ｈ的虎杖苷
对照品０． ００４ ０ ｇ，精密称定，置５０ ｍＬ容量瓶中，加稀
乙醇溶解并定容，摇匀，制成对照品溶液（质量浓度为
８０ μｇ ／ ｍＬ）。按１ ／ ５处方量取药材８７． ９ ｇ，加８倍量水
煎煮３次，每次煎煮２ ｈ，滤过，合并滤液，浓缩至适量，
放冷后定容至２００ ｍＬ，摇匀，即得供试品贮备液；精密
量取２ ｍＬ置５０ ｍＬ容量瓶中，用稀乙醇定容，称定质
量，加热回流３０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用稀乙醇补足
减失的质量，摇匀，取上清液，经０． ４５ μｍ微孔滤膜滤
过，取续滤液，即得供试品溶液。按供试品溶液制备方法
制备不含虎杖的阴性对照品溶液。
２． ２． ３ 方法学考察

专属性试验：取２． ２． ２项下３种溶液，按２． ２． １项
下色谱条件依法测定。结果理论板数按虎杖苷峰计应
不低于３ ０００，阴性对照无干扰，详见图２。
线性关系考察：精密量取对照品溶液０． ５，１． ０，１． ５，

２． ０，２． ５，３． ０ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ容量瓶中，用稀乙醇
定容，摇匀。按拟订色谱条件依法测定，以峰面积（Ｙ）
对质量浓度（Ｘ，ｍｇ ／ ｍＬ）进行线性回归，得回归方程

表１ 盐酸麻黄碱加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
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样品含量（μｇ）
４３７． ００
４３７． ００
４３７． ００
４３７． ００
４３７． ００
４３７． ００

加入量（μｇ）
２００． ００
２００． ００
４００． ００
４００． ００
６００． ００
６００． ００

测定量（μｇ）
６２３． ５０
６１９． ００
８２７． ００
８２６． ００
１ ０２５． ００
１ ０１５． ００

回收率（％）
９３． ２５
９１． ００
９７． ５０
９７． ２５
９８． ００
９６． ３３

Ｘ（％）

９５． ５６

ＲＳＤ（％）

２． ９３

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１
Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２
Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３
Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３
Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１
Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２
Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２
Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３
Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ１
２０６． ０５
１８７． ５９
２２５． ４０
３７． ８１

测定值
１． ０１５
１． ０２２
１． ０２４
１． ０２３
１． ０１５
１． ０２５
１． ０２７
１． ０２３
１． ０１７

评分（分）
１９． ７７
１９． ９０
１９． ９４
１９． ９２
１９． ７７
１９． ９６
２０． ００
１９． ９２
１９． ８０

含量牗μｇ ／ ｍＬ 牘
２． ５８
９． ４７
１６． ３６
９． ５７
５． ２８
１２． １４
８． ７４
１３． ９７
９． ２８

评分（分）
６． ３１
２３． １５
４０． ００
２３． ４０
１２． ９１
２９． ６８
２１． ３７
３４． １６
２２． ６９

含量（μｇ ／ ｍＬ）
７． ５８
１５． ８８
２０． １３
１２． ８７
６． ６０
１５． ６６
１６． ８５
２２． ６５
１０． ０２

评分（分）
１３． ３９
２８． ０４
３５． ５５
２２． ７３
１１． ５６
２７． ６６
２９． ７６
４０． ００
１７． ７０

３９． ４７
７１． ０９
９５． ４９
６６． ０５
４４． ２４
７７． ３０
７１． １３
９４． ０８
６０． １９
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ｍＡＵ ｍＡＵ ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ ｔ ／ ｍｉｎ ｔ ／ ｍｉｎ

Ａ Ｂ
０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６

Ｃ
０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６

１１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０

１

８０

６０

４０

２０

０

８０

６０

４０

２０

０

１． 虎杖苷
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图２ 虎杖苷含量测定高效液相色谱图

表２ 虎杖苷加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

综合评分
（分）序号 因素

表３ Ｌ９ 牗 ３４ 牘正交试验结果牗 ｎ ＝ ９ 牘
相对密度 盐酸麻黄碱 虎杖苷

表４ 正交试验因素水平表
水平
１
２
３

因素Ａ（倍）
８
１０
１２

因素Ｂ（ｍｉｎ）
３０ ／ ６０
６０ ／ ９０
９０ ／ １２０

因素Ｃ（ｈ）
１． ０
１． ５
２． ０

因素Ｄ（次）
１
２
３

注：Ｂ因素中后一个数为虎杖浸泡时间。

Ｙ ＝ ２７ ０９１ Ｘ － ２ ３１２． ８，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ６（ｎ ＝ ６）。结果表明，
虎杖苷质量浓度在 ４ ～ ２４ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性
关系良好。

精密度试验：精密吸取对照品溶液，按２． ２． １项下
色谱条件依法测定虎杖苷峰面积，平行操作 ６次。结果
的ＲＳＤ为０． ７７％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液，室温下按拟订
２． ２． １项下色谱条件分别于０，３，６，９，１２，２４ ｈ时进样依
法测定虎杖苷峰面积。结果的ＲＳＤ为０． ２１％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，
表明室温下供试品溶液在 ２４ ｈ内基本稳定。

重复性试验：取同一供试品贮备液，按供试品溶液
制备方法平行制备６份，按２． ２． １项下色谱条件进样依
法测定虎杖苷的含量。结果平均含量为１７． １２６ ７ μｇ ／ ｍＬ，
ＲＳＤ为１． ６５％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：精密吸取已知含量的供试品贮备液

１ ｍＬ共６份，每两份为一组，分别精密加入对照品溶液
（质量浓度为４００ μｇ ／ ｍＬ）０． ５，１． ０，１． ５ ｍＬ，依法制备供
试品溶液，按２． ２． １项下色谱条件进样依法测定虎杖苷
含量，计算含量及回收率。结果见表２。

２． ３ 相对密度测定
按２０１５年版《中国药典（四部）》相对密度测定法

（通则０６０１）项下“比重瓶法”测定各样品溶液的相对密
度，结果见表３。
２． ４ 评分标准制订

将相对密度牗 Ｘ 牘的考核满分定为２０分，盐酸麻黄
碱含量牗 Ｙ 牘、虎杖苷含量牗 Ｚ 牘的考核满分均定为４０分。
即综合评分计算公式为：总分＝ 牗 Ｘｉ ／ Ｘｍａｘ 牘 × ２０ ＋ 牗 Ｙｉ ／

Ｙｍａｘ 牘 × ４０ ＋ 牗 Ｚｉ ／ Ｚｍａｘ 牘 × ４０（ｉ介于１ ～ ９）。
２． ５ 正交试验优选

因素与水平：选取加水量（Ａ，倍）、浸泡时间（Ｂ，ｍｉｎ）、
提取时间牗 Ｃ，ｈ 牘、提取次数牗Ｄ，次牘为考察因素，每个因
素选取３个水平，见表４。

试验设计与方法：称取１ ／ ５处方量药材，按表２、
表３正交试验设计试验。提取液过滤，合并提取液浓缩
至适量，放冷后用水定容至２００ ｍＬ，摇匀，即得９个试
验样品溶液。依法测定盐酸麻黄碱和虎杖苷含量及溶液
相对密度。结果见表３。

结果分析：由表３直观分析结果可知，各因素影响
程度为Ｄ ＞ Ｂ ＞ Ａ ＞ Ｃ，其中，因素Ａ：Ａ３ ＞ Ａ１ ＞ Ａ２，因素Ｂ：
Ｂ３ ＞ Ｂ２ ＞ Ｂ１，因素Ｃ：Ｃ３ ＞ Ｃ１ ＞ Ｃ２，因素Ｄ：Ｄ３ ＞ Ｄ２ ＞ Ｄ１，因
此选用提取工艺为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３。由表５方差分析结果可
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序号
１
２
３

测定值
１． ０２９
１． ０２５
１． ０２４

评分（分）
２０． ０４
１９． ９６
１９． ４２

测定值牗μｇ ／ ｍＬ牘
１９． ２７
１８． ２３
１８． ６６

评分（分）
４７． １２
４４． ３３
４５． ６２

测定值牗μｇ ／ ｍＬ牘
１９． ３３
２０． ９６
１９． ７９

评分（分）
３４． １４
３７． ０２
３４． ９５

综合评分
（分）
１０１． ３０
１０１． ３１
１００． ５１

·研究·
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表５ 方差分析结果
方差来源
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

离差平方和
２３８． ３０
５３３． ５３
４０． ６５

２ １６６． ９９

自由度
２
２
２
２

均方
１１９． １５
２６６． ７６
２０． ３２

１ ０８３． ４９

Ｆ值
５． ８６
１３． １２

５３． ３１

Ｐ

＜ ０． ０１

＜ ０． ０５

注：Ｆ０． １（２，２）＝ ９． ０００，Ｆ０． ０５（２，２）＝ １９． ０００。

知，因素Ｄ对试验结果有极显著影响，因素Ｂ对试验
结果有显著影响，因素Ａ及因素Ｃ对试验结果几乎无
影响。

最佳工艺确定：利用直观分析法分析正交试验结果
后，由于所得最佳搭配只是相对于被选因素和水平而

言，不是绝对的“最佳”，因此通常需作进一步讨论，而这
一点恰恰容易被研究人员忽视犤 １５ 犦。综合表３和表５及
从降低能源消耗和生产成本考虑，优选提取工艺的最
佳条件为Ａ１Ｂ３Ｃ１Ｄ３，即加８倍量水，浸泡９０ ／ １２０ ｍｉｎ，
每次提取１ ｈ，共提取３次，此为肺炎合剂的最佳提取
工艺。
２． ６ 验证试验

按处方量比例平行称取药材３份，分别按Ａ１Ｂ３Ｃ１Ｄ３
提取工艺操作，依法测定盐酸麻黄碱、虎杖苷的含量及
溶液相对密度。结果见表６。可见，３份提取液的综合评
分分别为１０１． ３０，１０１． ３１，１００． ５１分，均高于表３的最
高评分。说明该提取工艺科学合理，稳定可行。

相对密度 盐酸麻黄碱 虎杖苷
表６ 最佳提取工艺验证试验结果

３ 讨论
３． １ 测定方法选择

含量测定成分选择：一般应根据制剂的功能主治或
活性试验结果来选择相应的专属性成分、活性成分作为
含量测定指标，同时应首选样品中原含成分，避免选用
水解成分。当单一成分不能反映该药的整体活性时，应
采用多成分或多组分的检测方法。麻黄和虎杖作为肺炎
合剂主药，盐酸麻黄碱和虎杖苷作为主要成分，被２０１５
年版《中国药典（一部）》收载为麻黄和虎杖的定量指标，
本研究中选择盐酸麻黄碱和虎杖苷作为定量指标具有
重要意义。

流动相选择：虎杖苷含量测定试验中，比较了流动
相为乙腈－水（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）、乙腈－水（２３ ∶ ７７，Ｖ ／ Ｖ）、
乙腈－水（３０ ∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）时对分离结果的影响，结果发
现，乙腈－水（２３ ∶ ７７，Ｖ ／ Ｖ）的分离效果最好。盐酸麻黄碱
含量测定试验中，比较了流动相为０． ０９２％磷酸溶液（含
０． ０４％三乙胺和０． ０２％二正丁胺）－甲醇（９８． ５ ∶ １． ５，
Ｖ ／ Ｖ）和（９８ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ）对分离结果的影响，结果分离效果
基本一致。

避光操作：试验中发现，虎杖苷需在避光下操作，否
则在光照条件下易分解，含量下降明显犤 １６ － １７ 犦。
３． ２ 提取工艺选择

加水量：加水量为８，１０，１２倍时，综合评分（３个样
品之和，下同）分别为２０６． ０６，１８７． ５９，２２５． ４０分（Ｐ ＞
０． ０５）。结果显示，加水量在 ８ ～ １２倍之间时对制剂质量
影响甚微，但８倍加水量更节约资源，成本更低。因此，
加水量选择 ８倍。

浸泡时间：浸泡时间分别为３０ ／ ６０，６０ ／ ９０，９０ ／
１２０ ｍｉｎ时，综合评分分别为１７６． ６５，２０９． ４１，２３２． ９８分
牗 Ｐ ＜ ０． ０５ 牘。结果表明，浸泡时间对制剂质量有一定影
响。故浸泡时间选择综合评分最高的Ｂ３，即浸泡时间选
择 ９０ ／ １２０ ｍｉｎ。

提取时间：提取时间为１，１． ５，２ ｈ时，综合评分分
别为２１０． ８５，１９７． ３３，２１０． ８６分，说明提取时间在１ ～ ２ ｈ
范围内时对制剂质量几乎无影响，从节约能源和生产成
本考虑，提取时间选择 １ ｈ。

提取次数：提取次数分别为１，２，３次时，综合评分
分别为１４３． ９０，２１９． ５２，２５５． ６２分牗 Ｐ ＜ ０． ０５ 牘。结果表
明，提取次数对制剂质量有显著影响，在 １ ～ ３次范围内
提取次数越多，制剂有效成分含量越高，故提取次数选
择 ３次。

综上所述，高效液相色谱法测定肺炎合剂提取液中
盐酸麻黄碱、虎杖苷的含量，专属性强，操作简便，结果
准确，重复性好。最佳提取工艺条件为加水８倍，浸泡
９０ ／ １２０ ｍｉｎ，每次提取１ ｈ，提取３次。此提取工艺经验
证证明科学合理，稳定可行。
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