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正交试验设计优选肝纤颗粒水提工艺
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摘要：目的 优选肝纤颗粒的水提工艺。方法 采用单因素法考察先煎药材的粉碎粒度和提取时间，以固形物质量为评价指标优选先煎

工艺；采用正交试验考察加水倍数、提取时间、提取次数等影响因素，以丹酚酸 Ｂ含量和总固形物质量为评价指标，综合加权评分法
优选水提工艺。结果 优选工艺为醋鳖甲粉碎成最粗粉，加１０倍量水，先煎３０ｍｉｎ；加入其余药材，加１０倍量水，提取２次，每次１ｈ。按
优选工艺进行验证试验的综合评分平均值为 ９５．２０％，与正交试验综合评分最大值结果接近。结论 优选的工艺科学合理，简便可行，

稳定性好。
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肝纤方又名益肝化瘀方，是深圳市龙岗区中医院胡

世平主任医师的临床经验方，具有疏肝理气、活血化瘀、

健脾祛湿的功效，主要用于治疗慢性肝纤维化、慢性肝

病及终末期肝病，对兼有湿浊、血瘀等证疗效显著。为了

方便服用并保证原方疗效，医院将其进一步研制成质量

可控的中药颗粒剂。本研究中先确定醋鳖甲的先煎工

艺，再采用正交试验对提取工艺进行优化。由于丹参中

的丹酚酸 Ｂ具有抗纤维化作用犤１犦，故以丹酚酸 Ｂ为含
量测定指标，并综合总固形物质量为评价指标。现报道

如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱（ＨＰＬＣ）仪，包括柱温

箱、自动进样器、二极管阵列检测器、ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工
作站（日本岛津公司）；ＡＵＷ２２０Ｄ型电子天平（十万分
之一，日本岛津公司）；ＣＱ－２５０－ＤＳＴ型超声波清洗机

（上海跃进医用光学器械厂）；ＬＤ５－２Ａ型低速离心机
（北京京立离心机有限公司）。

１．２ 试药
柴胡、当归、赤芍、白芍、醋莪术、醋鳖甲、丹参、醋香

附、党参、麸炒苍术、白术、茯苓、泽泻、黄芪、垂盆草、叶

下珠、醋青皮、陈皮牗深圳华辉药业有限公司，批号分别
为 １７１１０４，２０１７１１０２，１７０６１００１，１７１１２９０１，１７１１０６０１，
１７０９１００１，１７１２１００１，１７１１０８３，１７１１２６０１，２０１７１０１８，１７１１０１，
１７１１０１，１７０４００１，２０１７１２０２，１７０９０１，１７０５１１０１，１７０７０１，
１７０９０３０３０２牘，均经深圳市中医院张尚斌主任中药师鉴
定为正品；丹酚酸 Ｂ对照品（中国食品药品检定研究
院，批号为１１１５６２－２０１７１６，含量以９４．１％计）；乙腈为
色谱纯（默克公司），水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 先煎提取工艺考察犤２犦

因方中含有醋鳖甲药味，按传统工艺煎煮提取要求，

·研究·
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需对其进行先煎考察。故本研究中采用单因素考察法，加

水单煎醋鳖甲制得先煎考察样品，以水溶性固形物质量为

评价指标，分别对药材粉碎粒度和提取时间进行考察。

水溶性固形物质量的测定犤３犦：精密量取各样品溶液

５０ｍＬ，置已恒重的蒸发皿中，１００℃水浴蒸干，于１０５℃
干燥至恒重。按２０１５年版《中国药典（四部）》通则０８３１
干燥失重测定法测定，计算固形物含量。

固形物含量（％）＝（５０ｍＬ浓缩液中固形物质量×
２５０）／（醋鳖甲质量×２５０）×１００％

不同粉碎粒度的醋鳖甲单煎考察：取醋鳖甲的饮片、

最粗粉、粗粉、中粉各５０ｇ，精密称定，分别加水５００ｍＬ，煎
煮 １ｈ，过滤，浓缩，定容至 ２５０ｍＬ，测定水溶性固形物
质量，计算固形物含量。结果饮片煎煮所得固形物含量

较低（８．２１％），最粗粉（１０．１９％）、粗粉（９．８８％）、中粉
（１０．９５％）的固形物含量差异不大。

不同煎煮时间单煎考察：取醋鳖甲最粗粉５份，各５０ｇ，
精密称定，加水５００ｍＬ，分别煎煮０．５，１．０，１．５，２．０ｈ，
过滤，浓缩，定容至２５０ｍＬ，测定水溶性固形物质量，计
算固形物含量。结果固形物含量分别为 １０．１９％，
１０．８２％，１０．７２％，１０．４３％。可见，煎煮０．５ｈ后对固形
物含量的影响差异不大。

综合固形物含量及时间成本等因素，醋鳖甲先煎提取

优选工艺的粉碎粒度为最粗粉，先煎时间为０．５ｈ。
２．２ 水提取工艺考察
２．２．１ 因素水平

根据前期预试验结果，分别以加水倍数（因素 Ａ）、
提取次数（因素 Ｂ）、煎煮时间（因素 Ｃ）为考察因素，每
个因素各取 ３个水平，采用 Ｌ９牗３４）正交试验法，以丹参
中丹酚酸 Ｂ含量和总固形物质量为评价指标，进行优
选。因素水平设计见表１。
２．２．２ 样品制备

按优选的先煎工艺条件，对醋鳖甲进行先煎提取，

在醋鳖甲先煎提取液与药渣中，加入丹参、黄芪等１７味
药材，按表１所示正交试验因素水平表进行提取，滤过，
合并滤液，滤液全部浓缩至约３００ｍＬ，用少量蒸馏水清
洗浓缩锅多次，全部转移至５００ｍＬ容量瓶中，定容，摇

匀，取适量浓缩液，４５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，
测定丹酚酸Ｂ含量和总固形物质量。
２．２．３ 总固形物测定犤４犦

精密量取样品 ５０ｍＬ，置已恒重的蒸发皿，在水浴
上蒸干后，参照２０１５年版《中国药典（四部）》通则２２０１
浸出物测定法，于 １０５℃下干燥 ３ｈ，置干燥器中冷却
３０ｍｉｎ，立即称定质量，按公式计算总固形物含量。

总固形物质量（ｇ）＝（５０ｍＬ浓缩液中固形物质量／
ｇ×５００ｍＬ）／５０ｍＬ
２．２．４ 丹酚酸Ｂ含量测定

色谱条件犤５犦：色谱柱为ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－ＳＰ柱（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈 －０．１％磷酸溶液（２２∶
７８，Ｖ／Ｖ）；流速为 １．２ｍＬ／ｍｉｎ；二极管阵列检测器，检
测波长为２８６ｎｍ。

溶液制备：取丹酚酸 Ｂ对照品适量，精密称定，加
８０％甲醇溶解并制成每 １ｍＬ含丹酚酸 Ｂ约１ｍｇ的溶
液，摇匀，即得对照品溶液。取２．２．２项下的样品溶液适
量，用 ０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品
溶液。按优选的先煎工艺条件，对醋鳖甲进行先煎提取，

在醋鳖甲先煎提取液与药渣中，加入黄芪等 １６味药材
（除丹参外），加１０倍量水，提取２次，每次２ｈ，制得不
含丹参的阴性对照样品，按供试品溶液制备方法制备阴

性对照品溶液。

专属性试验：取上述 ３种溶液各 １０μＬ，按拟订色
谱条件进样测定。结果阴性对照品溶液色谱中，在与丹

酚酸 Ｂ、供试品溶液色谱相应位置上无色谱峰出现，表
明方法专属性良好（见图１）。

线性关系考察：精密吸取对照品溶液（１０６０μｇ／ｍＬ），
加 ８０％甲醇制成每 １ｍＬ含 １０００，８００，６００，４００，２００，
１００，８０，６０，４０，２０μｇ的溶液。按拟订色谱条件进样，测
得峰面积。以进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵

Ａ Ｂ Ｃ
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１．丹酚酸 Ｂ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．阴性对照品溶液 Ｃ．供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

表１ 因素水平表

水平

１
２
３

因素Ａ（倍）

８
１０
１２

因素 Ｂ（次）

１
２
３

因素 Ｃ（ｈ）

１．０
１．５
２．０
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因素

Ａ（倍）

Ｂ（次）

Ｃ（ｈ）

Ｄ（误差）

ＳＳ
３８２．６８
１００３．０５
５１．７７
６．８２

ｆ
２．００
２．００
２．００
２．００

Ｓ
１９１．３４
５０１．５２
２５．８９
３．４１０４

Ｆ
５６．１１
１４７．０６
７．５９

Ｐ
＞０．１０
＜０．０５
＞０．１０

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

因素Ａ
（倍）

８
８
８
１０
１０
１０
１２
１２
１２

２２８．９８
２６５．５６
２７４．０８
１５．０３

因素Ｂ
（次）

１
２
３
１
２
３
１
２
３

２１１．４８
２７６．５５
２８０．６０
２３．０４

因素Ｃ
（ｈ）

１
１．５
２
１．５
２
１
２
１
１．５
２４９．９３
２５２．４１
２６６．２８
５．４５

因素 Ｄ
（空白）

１
２
３
３
１
２
２
３
１

２５５．１５
２５９．８０
２５３．６８
２．０４

固形物质量

（ｇ）

３４．３１
５２．０２
５０．９２
４８．３２
５７．０６
５８．７８
４３．４７
５４．０５
５８．０８

丹酚酸Ｂ含量
（ｍｇ）

１２４．５２
１６３．０１
１８３．３４
１２７．８７
２０８．９８
１９２．２２
１８４．７６
２０６．６５
２０２．６３

综合评

分牗分牘

５９．０９
８３．１９
８７．１７
７１．６９
９８．５３
９５．９９
８１．１８
９５．４２
９７．８８

试验号

１
２
３
Ｘ

固形物质量（ｇ）

５４．３９
５３．９２
５３．８６
５４．０６

固形物得率（％）

３１．４４
３１．１７
３１．１３
３１．２５

丹酚酸 Ｂ含量（ｍｇ）

２０５．９０
２０５．７４
２０５．６３
２０５．７６

综合评分牗分牘

９５．５２
９５．０８
９５．０１

９５．２０

表３ 方差分析结果

注：Ｆ０．１０（２，２）＝９．００，Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００。

表２ 正交设计试验结果

Ｙ＝７４８．７１／９＝８３．１９

注：综合评分 ＝（丹酚酸 Ｂ含量 ／丹酚酸 Ｂ最大含量）×５０＋
（固形物质量 ／最大固形物质量）×５０。Ｙ为综合评分值平均数。

坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝１０６５４６７．４１１Ｘ－
２３８４５．９７０，ｒ＝０．９９９９牗ｎ＝１０牘。结果表明，丹酚酸 Ｂ
进样量在０．１０３６～４．１４４０μｇ范围内与峰面积线性关
系良好。

精密度、重复性、稳定性及回收率试验：按相关方

法进行操作，结果精密度、重复性、稳定性（２４ｈ）试验
结果的 ＲＳＤ均小于 ２．０％（ｎ＝６），平均加样回收率为
９８．８５％，表明该方法稳定、可行。
２．２．５ 水提正交试验结果

采用综合加权评分法犤４犦，以总固形物质量和丹酚酸

Ｂ含量９次试验的最大值为１００分，将各指标成分的总
量转换为评分值，考虑到丹参在处方中为君药，故总固

形物质量和丹酚酸Ｂ含量的加权系数分别设为０．５，进
行综合评价，筛选最佳工艺。结果见表２和表３。

可见，提取条件以 Ａ３Ｂ３Ｃ３为佳。方差分析结果表
明，提取次数对丹酚酸 Ｂ含量和总固形物质量具显著
性差异，且差异主要来源于第１水平与第２水平，而第
２水平与第 ３水平差异不显著，故选择第 ２水平，即提
取 ２次。综合考虑，各因素影响水平为提取次数（Ｂ）＞
加水量（Ａ）＞提取时间（Ｃ），综合考虑到缩短生产周期、
降低生产成本等，故确定优选提取工艺为黄芪、丹参等

１７味药材，加１０倍量水，提取２次，每次１ｈ。

２．３ 验证试验
为验证水提工艺的可行性，进行３批重复验证试验。

每批称取黄芪、丹参等１８味药材，照先煎工艺优选结果和
正交试验最佳提取工艺条件进行提取，并测定水提液中丹

酚酸Ｂ和总固形物质量，计算综合评分值。结果见表４。可
见，３次平行试验的干膏得率的平均值为３１．２５％，平均综
合评分为９５．２０分，与正交试验综合评分最大值的结果
接近，提示所筛选的提取工艺条件基本稳定。

３ 讨论

３．１ 提取工艺设计
肝纤方中有多味含挥发油成分的中药，但收集以水

提取的挥发油量较少，根据挥发油提取预试验结果及处

方中挥发油的性质分析，可能由于挥发油含量低、不稳

定、水溶性大犤３犦等因素，将所有药材直接用水提取，成本

低、安全性高，且与传统工艺相契合犤６犦。

本研究中采用单因素试验法考察醋鳖甲先煎工艺、

以正交试验法考察水提工艺，２种方法结合研究该处方
的提取工艺，一方面可明显缩短研究的时间，降低研究

成本；另一方面可保证原方的提取效果犤７犦，尽可能与传

统工艺保持一致，从而为充分发挥临床疗效提供基础。

采用正交试验进行水提工艺优化，综合考虑提取过程的

各种影响因素，明确各因素的影响程度和相互作用，获

得诸因素各水平的最佳搭配，结合实际生产优选最佳工

艺条件。预试验结果表明，当水提液浓缩至相对密度大

约为１．２０（７０～８０℃）时，与辅料（糊精、蔗糖粉）混合，
利于颗粒的成型，颗粒外观、均一度、成型率和溶化性等

均符合药典标准，进一步提示该方水提工艺合理、可行。

３．２ 指标成分选择与综合评分权重比例
丹参为方中君药，结合预试验结果，指标成分选择

其水溶性有效成分丹酚酸 Ｂ。测定方法参照药典方法，
结果丹酚酸 Ｂ色谱峰分离良好，与其他成分不互相干
扰，保留时间适中。曾考察以丹酚酸 Ｂ和丹参酮为正交
试验的指标成分，建立多指标成分评价方法，综合优选

水提工艺。但由于丹参酮为脂溶性成分，在水提液中含

量较低，故最终仅选取丹酚酸 Ｂ作为正交试验的指标
成分。同时，试验过程中发现丹酚酸Ｂ受热易分解犤８犦，因

此供试品处理后应及时测定丹酚酸 Ｂ含量，避免产生
误差。

中药制剂的提取工艺正交试验多以干膏率为指标，

其方法多数参照２０１５年版《中国药典（四部）》通则０８３１

表４ 优选提取工艺验证试验结果
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