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正交试验优选藤龙补中方水提工艺
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摘要：目的 优选藤龙补中方的水提工艺。方法 选择浸泡时间、加水量和提取时间为考察因素，以野黄芩苷、对羟基桂皮酸、多糖含量及

干膏得率的综合评分为考察指标，通过正交试验优选水提工艺。结果 最佳水提工艺处方药材不浸泡，加（１０＋８）倍量水提取２次，每次

１ｈ；野黄芩苷、对羟基桂皮酸和多糖含量分别为１．３９％，０．０２７９％，１５．２５％，浸膏得率为１５．８９％。结论 优选的提取工艺稳定可行，水

溶性有效成分提取率高，可为藤龙补中方的水提工艺研究提供试验依据，为后续制剂研究提供原料。
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藤龙补中方系上海中医药大学附属龙华医院的临

床验方，主要用于治疗大肠癌、胃癌、胰腺癌等恶性肿

瘤，由藤梨根、龙葵、蛇莓、白术、茯苓、薏苡仁、槲寄生、

半枝莲等中药组方犤１犦。目前，藤龙补中汤配合手术、化学治

疗（简称化疗）等方式联合治疗大肠癌，疗效明显犤２－４犦。

藤龙补中汤可促进结肠癌细胞的衰老，抑制大肠癌细胞

的转移，降低化疗不良反应，促进大肠癌患者胃肠道功能

的恢复犤５－７犦。在确保原方疗效的同时，通过优化提取工

艺可制备成固体制剂。本研究中以中医药理论为指导

原则，在不改变提取溶剂的基础上，以浸膏得率、野

黄芩苷、对羟基桂皮酸和多糖含量为考察指标，对藤

龙补中方的水提工艺进行优选，为复方颗粒剂的研究

提供样品和技术积累。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：１２００型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；
ＢＳ－１２４Ｓ型电子天平（德国赛多利斯公司）；１０１－２－５型

电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医疗器械厂）；ＸＳ１０５ＤＵ
型电子天平（瑞士梅特勒－托利多公司）；ＲＥ－５２ＡＡ型
旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；ＨＨＳ型电热恒温
水浴锅（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）。

试药：藤梨根、龙葵、蛇莓、白术、茯苓、薏苡仁、槲寄

生、半枝莲（上海康桥中药饮片有限公司，批号分别为

１６１０１１，１６１２２３，１６０１１１，１６０８１８，１６０８２３，１７０１１７，１６０６２４，
１６１２２３），经上海中医药大学中药学院张红梅博士鉴定为
正品，均符合 ２０１５年版《中国药典（一部）》相关要求；
Ｄ－无水葡萄糖对照品（批号为 １１０８３３－２０１５０６），野
黄芩苷对照品（批号为 １１０８４２－２０１７０９），均购自中国
食品药品检定研究院；对羟基桂皮酸对照品（上海誉恩

生物科技有限公司，批号为 ７４００－０８－０）；甲醇（批号
为 Ｒ６ＡＧ１Ｈ）、乙腈（批号为 Ｓ８ＨＡ１Ｈ）均为色谱纯
牗Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司牘，其他试剂均为分析纯牗国药集团化学
试剂有限公司牘。

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝３）

Ａ
０．１２５３
０．１２５５
０．１２５１
０．１２５４
０．１２５３
０．１２５６
０．１２５１
０．１２４７
０．１２５５

Ｂ
０．０９９６
０．１００２
０．０９９９
０．１００２
０．１０００
０．０９９９
０．０９９５
０．０９９６
０．１００３

Ｃ
０．０４９８
０．０４９７
０．０４９７
０．０５０２
０．０５０４
０．０５０２
０．０５０４
０．０５０３
０．０５０１

Ａ
１．７６６７
１．７６９６
１．７６３９
１．７６８１
１．７６６７
１．７７１０
１．７６３９
１．７５８３
１．７６９６

Ｂ
０．０２６２８
０．０２６４４
０．０２６３６
０．０２６４４
０．０２６３９
０．０２６３６
０．０２６２６
０．０２６２８
０．０２６４７

Ｃ
６．７２
６．７０
６．７０
６．７７
６．８０
６．７７
６．８０
６．７９
６．７６

Ａ
０．８７０４
０．８７０４
０．８７０４
１．８１
１．８１
１．８１
２．６３
２．６３
２．６３

Ｂ
０．０１３５５４
０．０１３５５４
０．０１３５５４
０．０２６６０６
０．０２６６０６
０．０２６６０６
０．０４０１６０
０．０４０１６０
０．０４０１６０

Ｃ
３．２８
３．３７
３．２７
６．７４
６．８５
６．７９
１０．２５
１０．２３
１０．１８

Ａ
２．６１３
２．６３４
２．６３９
３．５９９
３．６１７
３．５９４
４．３１２
４．３３６
４．３２９

Ｂ
０．０４０８２
０．０４０８２
０．０４０７５
０．０５３４７
０．０５４２８
０．０５３７５
０．０６６３６
０．０６４７７
０．０６４８４

Ｃ
９．９６
９．９９
９．８２
１３．４８
１３．８７
１３．６９
１７．４５
１７．４２
１７．２０

Ａ
９７．２３
９９．３１
１００．５４
１０１．１５
１０２．２３
１００．７２
９６．８９
９８．０１
９７．３２

Ｂ
１０７．２７
１０６．０９
１０６．１７
１０１．５９
１０４．８３
１０２．９５
９９．８５
９５．８４
９５．５４

Ｃ
９８．７８
９７．６３
９５．４１
９９．５５
１０３．２１
１０１．９１
１０３．９０
１０３．９１
１０２．５５

Ａ

９９．２７

Ｂ

１０２．２４

Ｃ

１００．７６

Ａ

１．９９

Ｂ

４．３０

Ｃ

３．０２

取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

ｍＡＵ
１００

８０

６０

４０

２０

０ ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

Ⅰ－Ａ Ⅰ－Ｂ Ⅱ－Ａ Ⅱ－Ｂ

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０

１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

２
２０．１３

２０

１５

１０

５

０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５

２
２０．０８

２０

１５

１０

５

０

１．野黄芩苷 ２．对羟基桂皮酸

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液

Ⅰ－．野黄芩苷测定 Ⅱ－．对羟基桂皮酸测定
图１ 高效液相色谱图

２ 方法与结果

２．１ 野黄芩苷含量测定犤８犦

２．１．１ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇－０．１％磷酸溶液（３９∶６１）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３３５ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：
１０μＬ。在此色谱条件下的色谱图见图１。
２．１．２ 溶液制备

取野黄芩苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成质

量浓度为 １．０２８ｇ／Ｌ的对照品贮备液。取浸膏粉约
０．２５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，加入５０％甲醇溶液
１００ｍＬ，超声１０ｍｉｎ，摇匀，过滤，即得供试品溶液。
２．１．３ 方法学考察

线性关系考察：取对照品贮备液适量，加甲醇制得

质量浓度分别为 ８．２２４，２０．５６，５１．４，１２８．５，２５７，５１４，
１０２８μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液，按拟订色谱条件进样
测定，以质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）进
行线性回归，得回归方程 Ｙ＝３０．９１９Ｘ－０．６１３３６，ｒ＝
０．９９９５牗ｎ＝７牘。结果表明，野黄芩苷质量浓度在８．２２４～
１０２８ｇ／Ｌ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：分别精密吸取质量浓度为 ２０．５６，
１２８．５，５１４μｇ／ｍＬ对照品溶液，各 １０μＬ，注入液相色

谱仪，连续测定 ６次。结果的 ＲＳＤ分别为 １．３１％，
０．６９％，０．２３％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取浸膏，平行测定６份，依法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件进样测定。结果的 ＲＳＤ为
１．４４％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取浸膏，依法制备供试品溶液，按拟订

色谱条件进样测定。结果平均含量为 １．４２％，ＲＳＤ为
１．５３％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的浸膏 ９份，分别加入
相当于样品含量 ５０％，１００％，１５０％的对照品，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件测定。结果见表１。
２．２ 对羟基桂皮酸含量测定犤９－１０犦

２．２．１ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈－０．２％醋酸溶液（１４∶８６）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：３００ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下的色谱图见图１。
２．２．２ 溶液制备

取对羟基桂皮酸对照品适量，精密称定，加甲醇制

成质量浓度为 １．０４ｇ／Ｌ的对照品贮备液。取浸膏粉约
０．２ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，加入 ５０％甲醇溶液
２５ｍＬ，超声２０ｍｉｎ，摇匀，过滤，即得供试品溶液。

·研究·
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注：Ａ为野黄芩苷，Ｂ为对羟基桂皮酸，Ｃ为多糖。
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１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
０．５
０．５
０．５
０
０
０
０．５８０
０．６１７
０．７０７
０．１２７

Ｂ
１２＋１０
１２＋１０
１２＋１０
１０＋８
１０＋８
１０＋８
８＋６
８＋６
８＋６
０．６３７
０．６４０
０．６２７
０．０１３

Ｃ
２
２
２
１．５
１．５
１．５
１
１
１
０．６６０
０．６１３
０．６３０
０．０４７

Ｄ（空白）

１
２
３
３
１
２
２
３
１
０．６２７
０．６７０
０．６０７
０．０６３

Ⅰ
１７．８７
１６．５４
１４．３６
１７．１５
１５．０４
１６．７７
１５．５３
１７．４８
１５．６３

Ⅱ
１．０７
１．１２
１．１０
１．２５
１．４０
１．３４
１．４３
１．５２
１．３８

Ⅲ
０．０１９
０．０２０
０．０１７
０．０１４
０．０１７
０．０２０
０．０２５
０．０２１
０．０２１

Ⅳ
１５．２６
１３．７１
１２．３８
１４．５８
１３．５０
１６．１４
１６．１８
１６．２９
１５．１７

０．６０
０．６０
０．５４
０．５７
０．６１
０．６７
０．７４
０．７１
０．６７

表２ 藤龙补中方水提工艺正交试验分析

表３ 水提工艺方差分析

注：Ｆ０．０１（２，２）＝９９，Ｆ０．０５（２，２）＝１９。

方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
误差项

偏差平方和

０．０２５
０．０００
０．００３
０．０１

自由度

２
２
２
２

方差

０．０１２５
０．００００
０．００１５
０．００５０

Ｆ比

４．１６７
０．０００
０．５００

Ｐ
＞０．０５
＞０．０５
＞０．０５

因素 评价指标牗％牘
综合评分序号

２．２．３ 方法学考察

线性关系考察：取对羟基桂皮酸对照品贮备液适

量，加甲醇制成质量浓度分别为 ０．７８４３７５，１．５６８７５，
３．１３７５，６．２７５，１２．５５，２５．１，５０．２μｇ／ｍＬ的系列对照
品溶液，按拟订色谱条件进样测定，以质量浓度为横坐

标（Ｘ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线性回归，得回归方程
Ｙ＝７０．５７９Ｘ－１７．８５３，ｒ＝０．９９９９牗ｎ＝７牘。结果表明，
对羟基桂皮酸质量浓度在 ０．７８４３７５～５０．２μｇ／ｍＬ范
围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：分别精密吸取质量浓度为 １．５６８７５，
６．２７５，２５．１μｇ／ｍＬ的对照品溶液，各１０μＬ，注入液相
色谱仪，连续测定 ６次。结果的 ＲＳＤ分别为 １．１８％，
１．１７％，０．４２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，按拟订色谱条件

于 ２４ｈ内间隔一定时间进样 ６次。结果的 ＲＳＤ为
２．００％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取浸膏，平行６份，依法制备供试品溶液，
按拟订色谱条件进样测定。结果平均含量为０．０２６４％，
ＲＳＤ为１．５２％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的浸膏 ９份，分别加入

相当于样品含量 ５０％，１００％，１５０％的对照品，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。结果见表１。
２．３ 多糖含量测定犤６，１１－１２犦

２．３．１ 溶液制备

取干燥至恒定质量的 Ｄ－无水葡萄糖对照品８．７７ｍｇ，
置 １０ｍＬ容量瓶中，以蒸馏水定容至刻度，配制成质
量浓度为 ８７７μｇ／ｍＬ的对照品贮备液。取浸膏粉约
０．１ｇ，精密称定，加５ｍＬ水使其完全溶解，加入９５％乙
醇，搅拌均匀，４℃冰箱静置过夜，过滤，沉淀用９５％乙
醇洗涤３次，干燥。将干燥后的沉淀全部溶解于１００ｍＬ
容量瓶中，加水至刻度，摇匀，过滤，即得供试品溶液。

２．３．２ 测定方法

取供试品溶液 １．０ｍＬ，置试管中，加入 ５％苯酚溶
液１．０ｍＬ，摇匀，迅速加入浓硫酸５．０ｍＬ，混匀，沸水浴
中加热 １５ｍｉｎ后，迅速冷却至室温，于 ４８７ｎｍ波长处
测定吸光度，计算多糖含量。

２．３．３ 方法学考察

线性关系考察：取葡萄糖对照品贮备液适量，加水

制备成质量浓度分别为 １９．２９４，２９．８１８，３８．５８８，
４９．９８９，７０．１６，７９．８３μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液，精密
吸取 １．０ｍＬ，加入 ５％苯酚溶液 １．０ｍＬ，摇匀，迅速加
入浓硫酸 ５．０ｍＬ，混匀，沸水浴中加热１５ｍｉｎ后，迅速
冷却至室温，以相应试剂为空白，于４８７ｎｍ波长处测定
吸光度（Ａ）值，以 Ａ（Ｙ）为纵坐标、质量浓度（Ｘ）为横坐
标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝９．９Ｘ＋１２．９，ｒ＝

０．９９９７牗ｎ＝６牘。结果表明，Ｄ－无水葡萄糖质量浓度在
１９．２９４～７９．８３μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：分别称取质量浓度为 ２９．８１８，
４９．９８９，７９．８３μｇ／ｍＬ的对照品溶液适量，按拟订色谱
条件测定吸光度，连续测定 ６次。结果的 ＲＳＤ分别为
０．１１％，０．１５％，０．０３％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，按拟订色谱条件

于 ２４ｈ内间隔一定时间测定 ６次。结果的 ＲＳＤ为
２．７０％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取浸膏，依法制备供试品溶液，按拟订

色谱条件测定吸光度。结果平均含量为 １３．４９％，ＲＳＤ
为２．４７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的浸膏 ９份，分别加入
相当于样品含量 ５０％，１００％，１５０％的对照品，依法制
备供试品溶液，按拟订色谱条件测定。结果见表１。
２．４ 水提工艺优选

选择浸泡时间（因素Ａ）、加水量（因素 Ｂ）和提取时
间（因素 Ｃ）为考察因素犤１３犦，以浸膏得率牗指标Ⅰ牘、野黄
芩苷牗指标Ⅱ牘、对羟基桂皮酸牗指标Ⅲ牘及多糖牗指标Ⅳ牘
含量的综合评分为考察指标，权重系数设为０．２５。称取
处方量药材，按 Ｌ９（３４）正交表设计试验，试验安排及结
果见表２，方差分析见表３。

由方差分析可知，因素 Ａ（温度）、因素 Ｂ（溶剂用

·研究·
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量）和因素 Ｃ（提取时间）均对结果的影响无显著性，因
此采用直观分析结果。各因素的最佳搭配为 Ａ３Ｂ２Ｃ１，即
采用浸泡０ｈ，溶剂用量牗１０＋８牘倍，提取时间 ２ｈ；为节
约能源，溶剂用量不变，提取时间调整为１ｈ。

按优选的水提工艺提取，经３批验证试验，所得浸
膏中野黄芩苷、对羟基桂皮酸和多糖含量分别为

１．３９％，０．０２７９％和 １５．２５％，ＲＳＤ分别为 ２．７９％，
０．６７％和２．８２％，浸膏得率为１５．８９％，ＲＳＤ为１．７８％
（ｎ＝３），表明该水提工艺稳定、可行。
３ 讨论

测定野黄芩苷含量时，曾分别考察了提取溶剂

（５０％，７０％，１００％甲醇）、溶剂用量（１０，２５，５０，１００ｍＬ）
及超声时间（１０，２０，３０ｍｉｎ）对野黄芩苷提取率的影响。
结果表明，当取样量为 ０．２５ｇ，提取溶剂为 ５０％甲醇
１００ｍＬ，超声提取１０ｍｉｎ，野黄芩苷提取率较高。

测定对羟基桂皮酸含量时，也曾分别考察了提取溶

剂（５０％，７０％，１００％甲醇）、溶剂用量（１０，２５，５０ｍＬ）及
超声时间（１０，２０，３０ｍｉｎ）对对羟基桂皮酸提取率的影
响。当取样量为 ０．２ｇ，提取溶剂为 ５０％甲醇 ５０ｍＬ，超
声提取２０ｍｉｎ，对羟基桂皮酸的提取率较高。

野黄芩苷为半枝莲的主要成分，在该成分的测定过

程中，先采用与２０１５年版《中国药典（一部）》半枝莲药材
项下含量测定方法一致的甲醇 －水－醋酸（３５∶６１∶４，
Ｖ∶Ｖ∶Ｖ）流动相进行测定，由于野黄芩苷色谱峰与相
邻峰未分开，未达到要求。初步考虑该复方成分较复杂，

可能是某类黄酮类化合物对其造成了影响，需重新调整

流动相。现行药典中灯盏细辛含有野黄芩苷，以甲醇 －
０．１％磷酸溶液（４０∶６０，Ｖ∶Ｖ）为流动相，并根据具体情况
将流动相调整为甲醇－０．１％磷酸溶液（３９∶６１，Ｖ∶Ｖ），
可获得较好的色谱峰分离效果。

在建立了３种活性成分含量测定方法的基础上，以
综合评分法优选该方的水提工艺。选定的３个指标成分
中，野黄芩苷和多糖成分的抗肿瘤作用显著。半枝莲中

的黄酮类化合物在体内外都有显著的消除自由基的作

用犤１４犦，对人结肠癌细胞株 ＳＭ４８０有抑制作用犤１５犦；此外，

该复方水提物中含有大量多糖成分，也具有良好的抗肿

瘤作用。其中，半枝莲多糖能抑制ＨｅｐＡ小鼠肿瘤生长，
降低Ｈ２２肝癌小鼠瘤重犤１６犦，提高Ｃ２６结肠癌小鼠的肿瘤
组织凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ－３和 Ｃａｓｐａｓｅ－９的活性发挥抗
肿瘤作用犤１７犦；茯苓多糖对胃癌、乳腺癌、肝癌均能起到

一定的抑制作用犤１８犦；藤梨根中的有效成分猕猴桃根多

糖可通过抑制 ＰＣＮＡ蛋白的过速增殖而抑制结肠癌和
肝癌的增殖犤１９犦；龙葵多糖能显著抑制小鼠 Ｕ１４细胞的
增殖，延长荷瘤小鼠的生存时间，是治疗宫颈癌的有效

物质，龙葵中分离得到的糖蛋白类成分能抑制结肠癌细

胞 ＨＴ－２９和 ＨＣＴ－１１６细胞株的增殖，提示该药中糖

蛋白类成分可能是抗结肠癌的药效物质犤２０犦。
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