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柴黄清胰活血颗粒为西南医科大学附属中医医院

李志教授多年临床经验方，由生大黄、延胡索、柴胡、栀

子、丹参、黄芩、白芍等１４味中药组方，具有清热解毒、
活血消肿、通腑泄热、理气止痛的功效，用于治疗急性胰

腺炎。将方中君药大黄打粉，制粒时作母核使用；柴胡、

栀子、黄芪、白芍等中药材所含有效成分均溶于水犤１－２犦，

故采用水煎煮提取。栀子的主要成分为栀子苷，有消退

黄疸、降低丙氨酸氨基转移酶、保护肝功能，降压、防止

动脉硬化、保护血管内皮细胞等作用，故栀子苷含量常

作为评价栀子药材质量的重要指标犤３－６犦。本研究中采用

Ｌ９（３４）正交试验法，以栀子苷的转移率为评价指标，优
选柴黄清胰活血颗粒最佳水提工艺。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）；

ＱＰ－０１型真空泵（天津奥特赛恩仪器有限公司）；
ＪＰＧＴ０３２８型全数字超声波发生器（武汉嘉鹏电子有限
公司）；ＮＲＢ１７Ｓ３Ｗ型电冰箱（日本松下公司）；ＨＨ型数
显电热恒温水浴箱（江苏金坛金城国胜实验仪器厂）；

ＺＫ０７２型电热真空干燥箱（上海实验仪器厂）；ＡＵＷ１２０Ｄ型
电子天平（日本岛津公司，精度为十万分之一）。

１．２ 试药
栀子苷对照品（批号为１１０７２１－２００９１２，中国食品

药品检定研究院牘；柴胡、延胡索、丹参、黄芩、白芍、栀子
等 １３味中药均购于泸州市宝光中药饮片有限公司，经
泸州市药检所中药室袁常珍主任鉴定为正品，均符合

２０１５年版《中国药典（一部）》规定；柴黄清胰活血颗粒
（西南医科大学附属中医医院制剂室自制）；水为娃哈哈

纯净水；甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 栀子苷含量测定
２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
检测波长：２３８ｎｍ；进样量：１０μＬ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
４０℃；流动相：乙腈 －０．１％磷酸溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ），
二元高压等度洗脱。

２．１．２ 溶液制备

对照品溶液：取栀子苷对照品约２１ｍｇ，精密称定，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即
得对照品贮备液。

供试品溶液：取正交试验所得干浸膏０．５ｇ，精密称
定，置磨口具塞锥形瓶中，分别加入稀乙醇 ２５ｍＬ，密
闭，再精密称定，超声 ３０ｍｉｎ，放至室温，用稀乙醇补足
减失的质量，摇匀，经 ０．２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得。

阴性对照品溶液：准确称取处方量中药饮片（不含

正交试验法优选柴黄清胰活血颗粒水提工艺

李 静，赵 剑△，李 志，蒲清荣，罗 群，任桂林
（西南医科大学附属中医医院，四川 泸州 ６４６０００）

摘要：目的 优选柴黄清胰活血颗粒的水提工艺。方法 以栀子苷的转移率为评价指标，采用 Ｌ９（３４）正交试验法，考察煎煮时间、浸泡时
间、煎煮次数、加水量４个因素对水提工艺的影响，并进行验证试验。结果 最佳水提工艺为加１０倍量水，浸泡３０ｍｉｎ，煎煮３次，每次

１．０ｈ。结论 优选的提取工艺合理可行，稳定客观。

关键词：柴黄清胰活血颗粒；正交试验；转移率；栀子苷；提取工艺

中图分类号：Ｒ９３２；ＴＱ４６０．６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２０牘０５－００８９－０３

ＷａｔｅｒＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｏｆＣｈａｉｈｕａｎｇＱｉｎｇｙｉＨｕｏｘｕｅＧｒａｎｕｌｅｓｂｙＯｒｔｈｏｇｏｎａｌＴｅｓｔ
ＬＩＪｉｎｇ，ＺＨＡＯＪｉａｎ，ＬＩＺｈｉ，ＰＵＱｉｎｇｒｏｎｇ，ＬＵＯＱｕｎ，ＲＥＮＧｕｉｌｉｎ

（ＴｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｕｚｈｏｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ ６４６０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｏｐｔｉｍｉｚｅｄｔｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＣｈａｉｈｕａｎｇＱｉｎｇｙｉＨｕｏｘｕｅＧｒａｎｕｌｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｗｉｔｈｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｒｒａｔｅ
ｏｆｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅａｓａｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｏｕｒｆａｃｔｏｒｓ：ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ，ｓｏａｋｉｎｇｔｉｍｅ，ｎｕｍｂｅｒｏｆｄｅｃｏｃｔｉｏｎｓ，ａｎｄ ｗａｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｓｏｎ ｔｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ，ａｎｄ ａｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｗａｓｐｅｒ
ｆｏｒｍｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｂｅｓｔｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｗａｓｔｏａｄｄ１０ｔｉｍｅｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｗａｔｅｒ，ｓｏａｋｅｄｆｏｒ３０ｍｉｎ，ａｎｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎｆｏｒ
３ｔｉｍｅｓ，ｅａｃｈｆｏｒ１．０ｈ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｓｒｅａｓｏｎａｂｌｅ，ｆｅａｓｉｂｌｅ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｏｂｊｅｃｔｉｖｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｈａｉｈｕａｎｇＱｉｎｇｙｉＨｕｏｘｕｅＧｒａｎｕｌｅｓ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ；ｔｒａｎｓｆｅｒｒａｔｅ；ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ；ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ



９０

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年３月５日 第２９卷第５期

Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．５牞Ｍａｒｃｈ５牞２０２０

样品含量（ｍｇ）

１．０１１８
１．００１６
１．０１１８
１．０８３４
１．０８３４
１．０９３６
１．１１４０
１．１０３８
１．１１４０

加入量（ｍｇ）

０．４９５０
０．４９５０
０．４９５０
０．９９００
０．９９００
０．９９００
１．４８５０
１．４８５０
１．４８５０

测得量（ｍｇ）

１．５０６２
１．５０１４
１．５０６７
２．０７９９
２．０９４０
２．０９６０
２．６４０５
２．６１８６
２．６２５０

回收率（％）

９９．８８
１００．９７
９９．９８
１００．６６
１０２．０９
１０１．２５
１０２．７９
１０２．０１
１０１．７５

Ｘ（％）

１０１．２６

ＲＳＤ（％）

０．９８

Ａ Ｂ Ｃ

１５０
１２５
１００
７５
５０
２５
０
０ ５ １０ １５ ２０

ｔ／ｍｉｎ

１５０
１２５
１００
７５
５０
２５
０
０ ５ １０ １５ ２０

ｔ／ｍｉｎ

１５０
１２５
１００
７５
５０
２５
０
０ ５ １０ １５ ２０

ｔ／ｍｉｎ

１０．８６８

１０．９２４
１

１

１．栀子苷

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

表１ 栀子苷加样回收试验结果（ｎ＝９）

表２ 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
９０

因素Ｃ（ｈ）

１．０
１．５
２．０

因素Ｄ（次）

１
２
３

栀子）适量，制备阴性对照样品，按供试品溶液制备方法

制备不含栀子苷的阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

专属性试验：精密量取 ２．２．２项下 ３种溶液各
１０μＬ，按拟订色谱条件依法进样。结果理论板数按栀
子苷计应不低于３０００犤６犦，阴性对照无干扰，详见图１。

线性关系考察：精密量取２．２．２项下对照品贮备液
０．１，０．２，０．５，１．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇
稀释至刻度，备用。分别精密量取上述溶液及对照品贮

备液１０μＬ注入高效液相色谱仪，按拟订色谱条件进样
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 Ｙ＝１５８３７５７．４７０７Ｘ－９５３５．２１３１，
Ｒ２＝０．９９９７（ｎ＝５）。结果表明，栀子苷质量浓度在
２．１～２１００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

检测限与定量限测定：取栀子苷含量为２．１μｇ／ｍＬ
的对照品溶液，稀释成质量浓度为 ０．０５２５，０．００５２５，
０．００２６２５μｇ／ｍＬ的溶液，分别进样。当信噪比（Ｓ／Ｎ）
为３倍基线和１０倍基线噪声时确定得检测限和定量限
分别为０．００２６２５，０．００８４μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密量取栀子苷对照品溶液 １０μＬ，
按拟订色谱条件进样测定 ５次，记录峰面积。结果的
ＲＳＤ为０．５０％（ｎ＝５），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：按 ２．２．２项下方法制备供试品溶液，

分别于０，２，４，６，８，１０，１２，１８，２４，３６ｈ时按拟订色谱条
件分别进样各 １０μＬ，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为
１．５６％（ｎ＝１０），表明供试品溶液在３６ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批样品，依法制备供试品溶液

６份，按拟订色谱条件进样测定栀子苷的峰面积。结果
的 ＲＳＤ为０．６３％（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。

加样回收试验：精密称取正交试验的２号试验条件
所得的 ２号浸膏 ０．１ｇ，分别按其含量的 ５０％，１００％，
１５０％精密加入对照品溶液，依法制备供试品溶液，按拟
订色谱条件进样测定峰面积，计算回收率。结果见表１。
２．２ 正交试验设计
２．２．１ 因素水平设计

黄芩、柴胡、白芍、栀子、丹参、延胡索等１３味中药

醇提后药渣采用加水煎煮法提取有效成分，以加水量

（因素 Ａ）、浸泡时间（因素 Ｂ）、煎煮时间（因素 Ｃ）、煎煮
次数（因素Ｄ）为考察因素，按 Ｌ９（３４）正交试验法进行试
验，以栀子苷的转移率犤７－８犦为评价指标，优选最佳水提

工艺条件，因素水平表见表 ２。按处方中白芍、柴胡、黄
芩、延胡索、栀子、丹参等中药饮片的配比，准确称取 ９
份，每份３０５ｇ，按表２中提取工艺条件组合加水进行煎
煮，滤过，合并煎煮液，减压浓缩至适量，６０℃恒温干燥
成干浸膏，称定质量，备用。

２．２．２ 正交试验结果

药材干浸膏质量及栀子苷转移率结果见表３。正交试
验方差分析结果见表４。可见，各因素对柴黄清胰活血颗粒
水提工艺的影响顺序为Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ牗煎煮次数＞加水量＞
煎煮时间＞浸泡时间牘。由于因素Ｂ的极差与离差平方和
最小，因此在方差分析中以其作为误差项，由表３可见，
因素 Ａ和因素 Ｃ具有极显著性差异。结合大生产的角
度考虑，确定其最佳提取工艺为Ａ２Ｂ１Ｃ１Ｄ３，即加１０倍量
水，浸泡３０ｍｉｎ，煎煮３次，每次１．０ｈ。
２．３ 最佳工艺验证

按处方量称取中药饮片３份，按优选的最佳工艺进
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方差来源

Ａ
Ｃ
Ｄ
Ｂ（误差）

离差平方和

１０．０２２０
１０．３２３６
７３５．４１７
０．７４７６

自由度

２
２
２
２

均方

５．０１１０
５．１６１８２

３６７．７０８７２
０．３７３８０５

Ｆ值

１３．４１
１３．８１
９８３．６９
１

Ｐ
＜０．０５
＜０．０５
＞０．０５

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ牗倍牘

１
１
１
２
２
２
３
３
３

１４４．２５
１４７．３５
１３９．６５
７．７１

Ｂ牗ｍｉｎ牘

１
２
３
１
２
３
１
２
３

１４４．６３
１４２．５８
１４４．０４
２．０６

Ｃ牗ｈ牘

１
２
３
２
３
１
３
１
２

１４６．２９
１４５．７４
１３９．２２
７．０８

Ｄ牗次牘

１
２
３
３
１
２
２
３
１

１０９．６５
１４５．６０
１７６．００
６６．３５

干浸膏

质量（ｇ）

２７．０３５
４２．６６５
５４．９７０
６０．８２３
３１．４８７
４８．１７１
４４．１２７
５５．５８９
３４．５５６

栀子苷转

移率（％）

３７．８５９１
４８．９７３１
５７．４１７５
６０．８２４２
３５．８４７９
５０．６７８９
４５．９５０６
５７．７５４４
３５．９４０２

表３ Ｌ９（３４）正交试验结果

因素

表４ 栀子苷转移率方差分析结果

注：Ｆ０．０５（２．２）＝１９；Ｆ０．０１（２．２）＝９９。

行提取，测定干浸膏质量及栀子苷转移率。结果干浸膏

质量分别为５６．３７５，５８．２３７，５８．６１１ｇ，栀子苷转移率分
别为５７．８５５％，５８．６５３％，５８．８１６％。可见，该工艺条件
可行，简便，稳定，重复性好。

３ 讨论

因处方中君药生大黄将打粉，制粒时作母核使用，

在水提工艺中不考虑将大黄作为考察指标；考虑选用臣

药柴胡中的有效成分柴胡皂苷ａ、ｄ作为考察指标，但由
于柴胡皂苷ａ、ｄ在煎煮过程中均已发生转化犤９－１１犦，故在

试验中未检测到柴胡皂苷ａ、ｄ吸收峰。且２０１５年版《中
国药典（一部）》收录的以柴胡为君药的所有中成药均未

选用柴胡作为考察指标，故本研究中选用质量较稳定的

栀子苷作为考察指标。采用高效液相色谱法测定浸膏中

栀子苷含量，分离效果较好，操作简便，稳定可靠。

由于 Ｌ９（３４）试验中９个试验的出膏率不一样，采用
干浸膏中栀子苷含量作为数据分析的依据，结果不具有

参考价值，正交试验方差分析数据也不够准确，故本研

究中采用栀子苷的转移率为考察指标。其含量测定方法

参考了２０１５年版《中国药典（一部）》栀子药材的液相色
谱条件，即以乙腈－水（１５∶８５，Ｖ／Ｖ）为流动相，检测波
长为 ２３８ｎｍ，结果分离效果不好且峰形拖尾；后采用
乙腈 －０．１％磷酸水溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ）为流动相，流
速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２３０ｎｍ，能较好地将栀

子苷分离犤１２－１６犦。

本研究中取正交试验的 １号试验条件所得的 １号
浸膏适量，依法制备供试品溶液，分别在色谱条件小的

变动条件下犤流速（０．８±０．２）ｍＬ／ｍｉｎ，波长（２５４±２）ｎｍ，
柱温（４０±５）℃犦，测得栀子苷含量的 ＲＳＤ为 ０．９９％，
表明高效液相色谱法测定栀子苷时，波长、流速、柱温在

小的变动时耐用性合适，满足系统适应性要求，方法可

靠、可行。

综上所述，栀子中的栀子苷可作为柴黄清胰活血颗

粒水提工艺的考察指标，有利于提高该颗粒的质量标准，

本研究中建立的高效液相色谱法快速、准确、灵敏度高，可

作为柴黄清胰活血颗粒生产过程中的质量控制方法。
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